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GLOSARIO

Acido desoxirribonucleico

Molécula compuesta de un anillo de desoxirribosa, una base nitrogenada y un
grupo fosfato que en su conjunto forman un estructura de doble cadena tipo
helicoidal. Constituye el material genético de todo tipo de células y virus de DNA,

y tiene como funcién transmitir la informacion genética de una generacion a otra.

Acidos humicos
Nombre genérico para una gran variedad de compuestos orgdnicos, los cuales son

productos de descomposicion de la materia vegetal.

Acido nucleico

Biomoléculas formadas por macropolimeros de nucledtidos, o polinucleétidos.
Esta presente en todas las células y constituye la base de la herencia que se
transmite de una a otra generacion. Existen dos tipos, el dcido desoxirribonucleico

(DNA) y el acido ribonucléico (RNA).

Bacteria
Organismo unicelular, microscopico, sin clorofila ni nicleo, pero con granulos de
cromatina dispersos en el protoplasma y provistos a veces de flagelos o cilios

mediante los cuales se mueve en un medio liquido. Muchas de sus especies viven
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en las aguas, dulces o marinas; abundan en sustancias orgénicas, en el sedimento y

en materias organicas en putrefaccion: otras son pardsitas.

Electroforesis

Un método de separacion de moléculas grandes (tales como fragmentos de DNA o
proteinas) a partir de una mezcla de moléculas similares. Se pasa una corriente
eléctrica a través de un medio conteniendo la mezcla v cada tipo de molécula viaja
a través del medio a una tasa diferente, dependiendo de su carga eléctrica y del
tamafio. La separacion se basa en estas diferencias. Los geles de agarosa y de
acrilamida son los medios cominmente usados para la electroforesis de proteinas

y acidos nucleicos.

Enfermedad
Alteracion o desviacion del estado fisiologico en una o varias partes del cuerpo,
por causas en general conocidas, manifestada por sintomas y signos caracteristicos

y cuya evolucion es mds o menos previsible.

Enzimas de restriccion

Enzimas bacterianas sintetizadas como reaccion defensiva frente a la invasion de
DNA extrafio, como. por ejemplo. bacteriofagos DNA, a los que degrada mientras
que el propio esta protegido por metilaciones especificas. Cada una de estas
enzimas cortan el DNA siempre en el mismo sitio, en loci especificos o

secuencias objetivo.
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Factores ambientales
Diversos componentes del medio ambiente entre los cuales se desarrolla la vida en
nuestro planeta. Dentro de sus componentes estan los factores bidticos y factores

abioticos.

Factores abidticos

LLos caracterizados por la ausencia de vida; incluyen temperatura, humedad, pH y

otros factores fisicos y quimicos.

Huella genética
Representacién grifica de determinadas secuencias del genoma que funcionan

como un codigo de barras de la identidad de un individuo.

Iniciadores
Secuencias cortas de dcidos nucleicos, que complementan fragmentos especificos
en el DNA, y que permiten el enganche e inicio de la copia de la hebra

complementaria del DNA que se desea amplificar por PCR.

Kilobase (Kb)

Unidad empleada para medir la longitud de los fragmentos de DNA constituidos

por una serie de bases. 1 Kb = 1.000 bases.
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Marcador

Una localizacion fisica identificable sobre un cromosoma (p. e. sitios de corte de
enzimas de restriccion, genes) cuya herencia puede seguirse. Los marcadores
pueden expresarse en regiones de DNA (genes) o en algunos segmentos de DNA
sin una funcién conocida codificable, pero cuyo patrén de herencia puede

determinarse.

Organismo

Entidad biolégica capaz de reproducirse o de transferir material genético,
incluyéndose dentro de este concepto a las entidades microbiologicas. Casi todo
organismo estd formado por células, que pueden agruparse en érganos, y €stos a

su vez en sistemas, cada uno de los cuales realizan funciones especificas.

PCR

Reaccion en cadena de la polimerasa: técnica de andlisis del genoma mediante la
amplificacion de porciones especificas del DNA, aunque sean mintisculas. Es un
método revolucionario de amplificacion exponencial del DNA por la intervencién
de una enzima termoestable, la Taq polimerasa, inventado por el americano Kary
Mullis en 1985 por lo que se le concedié en 1993 el premio Nobel. Es el proceso

fundamental para la secuenciacion del Proyecto Genoma Humano.
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pH (Potencial de hidrégeno)
Se utiliza para designar la concentracién de iones hidrogeno en una solucion, en
¢éste caso en el agua. Viene definido como el nimero resultante de realizar la

operacion pH = - log [H+] siendo [H+] la concentracion de iones hidrogeno.

Procariota
Organismo unicelular cuyas células poseen un nticleo primitivo. Son organismos

procariotas las bacterias (dominio Bacteria) y los organismos del dominio Arquea.

*“Quorum Sensing”

Es un nuevo concepto que explica la relacion que existe entre los
microorganismos y las maneras de como ellos se comunican. Las bacterias
parecen capaces de reconocer la presencia de otros organismos de las mismas
especies en el ambiente, en respuesta, ellos pueden regular la expresién de ciertos
genes tales como aquellos involucrados en la luminiscencia. Ademas de la
luminiscencia se producen antibiéticos, exopolisacaridos, proteasas extracelulares
y virulencias asociadas a proteinas en respuesta a las sefiales moleculares.
Quorum Sensing puede dar una primicia de un buen entendimiento de las

infecciones bacterianas.
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ABREVIATURAS

Adenina

Reaccion en cadena de la polimerasa con iniciadores al azar
Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados
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Andlisis de varianza
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Analisis de restriccion del DNA ribosomal amplificado
Pares de bases
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Centimetro

Cetyl trimethyl ammonium bromide

Agua doblemente destilada

Electroforesis en geles de gradiente denaturante

Acido desoxirribonucleico.

Desoxirribonucleétidos

Acido Etilen Diamino Tetra acético

Andlisis de los ésteres metilos dcidos grasos

Hibridacion in situ con fluorescencia

Guanina

Cromatografia de gas
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g Gramo

h Horas

Ha Hectarea

Kb Kilobase

L Litro

LB Medio de cultivo Luria-Bertani
M Molar

mg Miligramo

MgCl, Cloruro de magnesio

ml Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

MOA Materia Orgéanica del Agua
MOS Materia Orgénica del Sedimento
Na OH Hidréxido de sodio

Na CO; Carbonato de sodio

NaCl Cloruro de sodio

ng Nanogramo

nm Nanometro

i, & Grados Celsius

0D Oxigeno disuelto

pH Potencial de hidrégeno

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction).
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RNA
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rRNA
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TSA
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T-RFLP
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UPGMA

w/v

16S rRNA

Marca registrada

Amplificacion al azar de fragmentos polimérficos de DNA
Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
Analisis de los espacios intergénicos ribosomales

Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto

Acido ribonucleico ribosomal

Soélidos Suspendidos Totales

Tampon tris acetato EDTA

Triptona Soya Agar (Tryptic Soy Agar)

Agar tiosulfato citrato sales biliares (Thiosulfate Citrate Bile Salts
Agar)

Triptona Soya Caldo (Tryptic Soy Broth)

Electroforesis en geles de gradiente de temperatura
Timina

Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion terminal
Microlitro

Microgramo

Micrometro

Micromolar

Andlisis de Agrupamientos por ligamiento promedio

Peso / volumen

Subunidad 16S del RNA ribosémico
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RESUMEN

Se estudio la diversidad de las comunidades microbianas en agua y sedimento de
las piscinas # 15 y # 20 de la camaronera OPUMARSA (Sistema semi- intensivo
abierto) y en la piscina G-1 de la Estacion Experimental de CENAIM (Sistema

intensivo con invernadero).

Cada piscina fue muestreada semanalmente durante 17 semanas. Las muestras de
agua se tomaron a media columna de agua y el sedimento a 5 cm de profundidad.
En el laboratorio se realizé la extraccion, purificacion y amplificacion del DNA
bacteriano (PCR — 16S RNA) de las muestras de agua y sedimento. El producto
de la PCR se separd electroforéticamente por DGGE. geles de poliacrilamida
(6 %), los geles fueron tefiidos con tincion de plata y fotografiados con una
camara digital. Las imdgenes en formato TIFF se procesaron mediante el
programa “Adobe Photo Shop™ y “Gene Profiler”, considerando las bandas
visibles claras y definidas (representadas en un minimo del 5 % de intensidad total

en la linea analizada).

Se utilizo la téenica de Electroforesis en Geles de Gradiente Denaturante (DGGE)
para comparar la comunidad microbiana de agua y sedimento tomadas en la
misma piscina durante 17 muestreos correspondientes a un ciclo de cultivo. Cada
una de las muestras di6 una compleja impresion digital compuesta de un gran

numero de bandas.
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A partir de los geles de DGGE se establecieron indices de diversidad segun la
presencia, ausencia ¢ intensidad de bandas, se aplicaron: indice de Riqueza de
Especies, indice de Shannon Weaver e indice de Homogeneidad de Especies
(Evenness).  Adicionalmente se registraron pardmetros como temperatura,
salinidad, pH, oxigeno disuelto en el agua, SST, MOA y MOS. Se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA) para detectar diferencias entre los dos sistemas de
cultivo. Cuando se encontraron diferencias significativas entre tratamientos se

aplico el test de contraste de Scheffé a un nivel de significancia o = 0,05.

Los resultados obtenidos en los indices de diversidad, indicaron que existe mayor
Riqueza de Especies en el sistema semi-intensivo tanto en agua como en
sedimento. El indice de Shannon Weaver presenta una variacion para ambos
sistemas reflejado porque una o varias especies dominaron en los muestreos
durante el desarrollo del ciclo del cultivo de Penaeus vannamei, sin embargo se
observa que el sistema semi-intensivo presenta un valor més alto al compararlo
con el sistema intensivo, lo que se refleja en los resultados del indice de
Homogeneidad de Especies (Evenness) donde se aprecia una mayor
homogeneidad, posiblemente por ser un sistema semi-intensivo (menor nimero de
organismos cultivados por metro cuadrado) aunque las condiciones de la piscina
dependen de las variaciones ambientales al parecer las comunidades microbianas

se encuentran mejor adaptadas.
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El DGGE revel6 una comunidad diferente para cada una de las piscinas y tipos de
muestras. En conclusion el método del DGGE describe y provee una vision

detallada y razonable de las comunidades bacterianas de los sistemas de cultivo.

Nuestros resultados indican que el analisis basado en indices de diversidad a partir
de DGGE, puede revelar efectivamente la composicion de las comunidades
microbianas y reflejar el efecto de las condiciones ambientales sobre la diversidad
pues estos pueden influir sobre determinados procesos realizados por las
comunidades microbianas durante el ciclo del cultivo del camarén Penaeus

vannamei.
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INTRODUCCION

Al final de la década de los sesenta se inici6 la industria camaronera en el Ecuador
y con ello nacié una de las industrias de mayor crecimiento y tecnificacion en
nuestro pais. Segun Marriot (2003), la produccion de camar6n puede realizarse en
varios tipos de cultivo, que van desde extensivo a ultraintensivo, siendo los mas
utilizados los sistemas extensivos. semi-intensivos ¢ intensivos (Camara de

Productores de Camar6n, 1993).

Los sistemas de cultivos intensivos, semi-intensivos y extensivos presentan un
ambiente dindmico compuesto de interacciones entre camar6n, materia orgdnica,
fitoplancton, bacterias, pardmetros biolégicos y ambientales (Lopez, 2004). Estos
parametros ambientales se encargan de regular la distribucion de las poblaciones
bacterianas en los sistemas acudticos (Muylaert et al., 2002). Segiin Lopez
(2004), a medida que se intensifica un cultivo, el equilibrio entre los diferentes
componentes del ecosistema desaparece presentdndose condiciones inestables que
pueden causar impacto sobre la salud y supervivencia del camarén. Los estanques
de camardn son caldos microbianos dénde microorganismos perjudiciales e
inocuos compiten unos con otros por los nutrientes disueltos y suspendidos que

provienen del alimento no ingerido y de las heces del camarén.

Hasta hoy a nivel mundial han sido reportados un nimero considerable de

enfermedades de naturaleza infecciosa y no infecciosa, encontrandose dentro del



primer grupo las de etiologia viral y bacteriana (Alvarez et al., 2003). Estas
infecciones causadas por Vibrio y Virus han ido devastando la produccién de

camarén alrededor del mundo desde la década del noventa.

Entre los agentes patégenos bacterianos se encuentran algunas especies como
Vibrio harveyi, V. anguillarum, V. parahaemolyticus y V. vulnificus, estos han
sido frecuentemente asociados a mortalidades siendo responsables de grandes
pérdidas econdmicas tanto en larvicultura como engorde (Gullian, 2001). Estas
especies de Vibrio son consideradas oportunistas que con cambios ambientales
favorables pueden producir focos de infeccion (Lopez, 2004). Asi por ejemplo en
la especie Penaeus stylirostris el Vibrio peneicida es una bacteria altamente
patogena capaz de causar mortalidades masivas en pocos dias, pero esta
patogenicidad se manifiesta solo durante los periodos de cambio de temperatura y

salinidad (Sotomayor, 2000).

Con el fin de prevenir o controlar la aparicién de enfermedades en los camarones.
éstas deben ser reconocidas desde su inicio (Alvarez et al.. 2003). Los métodos de
deteccion de patégenos incluyen técnicas tradicionales de bacteriologia, virologia,
micologia ¢ histologia, y técnicas basadas en la biologia molecular, tales como la

hibridacién in situ y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

En la actualidad se conoce que la aplicacion de técnicas tradicionales de

bacteriologia como el aislamiento, cultivo y la identificacién microscopica no son



suficientes para evaluar la diversidad de las comunidades bacterianas (Ranjard et
al., 2000). Se conoce que mas del 90 % de los microorganismos en los ambientes

naturales no pueden ser cultivados usando las técnicas tradicionales (Diaz,2003).

Los nuevos avances en las técnicas moleculares han complementado las técnicas
microbiolégicas, utilizando para ello secuencias genéticas como marcadores
moleculares para describir las comunidades bacterianas.  Estas técnicas
moleculares se caracterizan por ser rapidas y capaces de proveer un perfil que
representa la diversidad genética de una comunidad microbiana de un ambiente
especifico, venciendo los problemas asociados a los cultivos en medios selectivos
y el aislamiento de bacterias (Ercolini, 2004). Entre los métodos moleculares
basados en DNA se pueden mencionar: el RFLP (Polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion), RAPD (Amplificacién al azar de fragmentos
polimérficos de DNA), AFLP (Polimorfismo de longitud de fragmentos
amplificados) (Diaz, 2003). Kirk et al. (2004), ademas mencionan otros métodos
como son: DGGE (Electroforesis en geles con gradiente denaturante), TGGE
(Electroforesis en geles con gradiente de temperatura), RISA (Anidlisis de los
espacios intergénicos ribosomales) y ARISA (Andlisis automatizado de los

espacios intergénicos ribosomales).

La electroforesis en geles con gradiente denaturante (DGGE) permite una répida
deteccion de cambios de hasta una sola base en fragmentos de DNA. La técnica

se basa en la migracion de moléculas de DNA a través de geles de poliacrilamida



que contienen concentraciones crecientes de agentes desnaturalizantes
(usualmente urea y formamida) (Schwieger and Tebbe, 1998). Esta técnica se
desarroll6 para detectar mutaciones puntuales en las secuencias del DNA (Kirk et
al., 2004). Desde la introduccion de esta técnica en la ecologia microbiana por
Muyzer et al. (1993), ha sido adaptada en muchos laboratorios como un
instrumento para valorar la diversidad microbiana en muestras ambientales
(Schafer and Muyzer, 2001). El DGGE se basa en el analisis de la informacién
genética de las bacterias sin cultivar (Rombaut et al., 2001), el DNA es extraido
de las muestras y amplificado por PCR con iniciadores especificos para el 16S
rDNA bacteriano (Cytryn et al., 2003). Posteriormente la electroforesis de los
productos amplificados permite separar los fragmentos de DNA de un mismo
tamaiio en base a su punto de fusion el cual es dependiente de la secuencia de los

fragmentos (Ercolini, 2004; Ranjard et al., 2000).

La electroforesis, genera unos perfiles caracteristicos aptos para estimar la
diversidad y similitud entre los organismos de distintos ambientes. Cuanto mayor
es el nimero de bandas, mayor es la diversidad (Atlas y Bartha, 2002). La
diversidad microbiana puede describirse mediante algunos indices, basados en

andlisis moleculares que muestran la heterogeneidad genética de la comunidad.



JUSTIFICACION

La comparacion de las comunidades bacterianas en el medio ambiente acudtico ha
sido investigada por varios afios utilizando técnicas como el aislamiento, cultivo y
la identificacién microscopica, pero estas técnicas han sido reconocidas como
inadecuadas. porque muchos microorganismos no pueden ser cultivados en los
medios disponibles ni con los métodos usados en laboratorio. Segiin Suzuki et al.
(1997), las células bacterianas obtenidas a partir de técnicas tradicionales de
cultivo representan una baja proporcidn de las poblaciones microbianas presentes

en ¢l ambiente natural.

Ante la necesidad urgente de evaluar las comunidades microbianas complejas sin
la utilizacion de pasos previos de cultivo, se evaluaron métodos moleculares,
como la electroforesis en geles de gradiente denaturante (DGGE), abriendo con
esto nuevas posibilidades en ecologia microbiana, ya que esta técnica revela una
extraordinaria diversidad de microorganismos, permitiendo identificar y comparar
la diversidad microbiana de diferentes ambientes, y estudiar cambios temporales o

espaciales en su composicion.

La electroforesis en geles de gradiente denaturante (DGGE) es una técnica que
permite separar los fragmentos de DNA que son de un mismo tamaiio pero de
diferentes secuencias, puede ser utilizado para estudiar la diversidad microbiana y

abundancia relativa en hébitat naturales (Pintado et al.. 2003). Permite ademas



estudios mas directos y una rapida comparacion visual de varias muestras en
tiempo y espacio de la estructura genética de comunidades microbianas (Renn et
al., 2002), puede ser aplicado para procesar numerosas muestras y no requiere
pasos especificos de PCR para cada organismo (Pintado et al., 2003). Finalmente
a partir de los perfiles que se obtienen con la técnica del DGGE, se pueden
estimar diversos indices de diversidad, los que permiten establecer diferencias
entre las comunidades microbianas y a su vez relacionarlas con los cambios

ecologicos y cambios ambientales.

Los resultados de este estudio pueden ser utilizados para: futuras comparaciones
de la diversidad microbiana presente en sistemas de engorde de camarén,
determinar problemas ecolégicos que se presenten durante el desarrollo del ciclo
del cultivo, determinar bacterias patogenas que en cierto momento pueden causar
enfermedades o simplemente para diferenciar la composicion filogenética

microbiana.



HIPOTESIS DEL TRABAJO

Si se caracteriza las comunidades bacterianas en los sistemas de cultivo por la
Técnica de Electroforesis en Geles de Gradiente Denaturante (DGGE), se estimara
la diversidad y similitud existente entre los sistemas y se dara a la vez una vision

del comportamiento de las comunidades bacterianas durante su ciclo de cultivo.



1. COMUNIDADES BACTERIANAS: GENERALIDADES

1.1. Ecologia microbiana

La Ecologia Microbiana se desarrolla como un 4rea de especializacion dentro del
campo de la microbiologia a partir de la década del sesenta. Para esa época el
hombre reconoce el rol esencial que desempeian los microorganismos en
procesos que regulan o afectan la homeostasis en un ecosistema como el reciclaje
de nutrientes, la biodegradacion de contaminantes y la biomagnificacién de

materiales toxicos (Fuentes, 2002).

La ecologia microbiana trata fenémenos Y procesos naturales, interacciones entre
microorganismos, con otras especies y con el medio. El conocimiento que
proporciona ofrece vias para responder y hallar soluciones a muchos de los
problemas mas acuciantes a los que se enfrentan las sociedades humanas
modernas y permite un mejor entendimiento de los principios fundamentales que
rigen la estructura y funcién de ecosistemas acudticos, marinos y terrestres

(Fuentes, 2002).

Atlas y Bartha (2002), indicaron que la ecologia microbiana tiene tres objetivos
principales con respecto al entendimiento del papel de los microorganismos en su

hébitat natural:



1. Definir la dindmica poblacional en las comunidades.
2. Definir las caracteristicas fisico — quimicas de los microambientes y
3. Comprender los procesos metabdlicos realizados por microorganismos en un

habitat determinado.

Los microorganismos ocupan una posicion clave en el flujo ordenado de material
y energia a través del ecosistema global, en virtud de sus capacidades metabélicas
para transformar las sustancias orgdnicas ¢ inorgénicas. Al mismo tiempo, los
microorganismos han sido cruciales para resolver algunos de nuestros problemas
ambientales y econémicos: nos han ayudado a eliminar residuos liquidos y solidos
de una manera prudente y eficaz, a aliviar la escasez de abonos nitrogenados, a
recuperar metales de yacimientos de bajo rendimiento, a controlar bioldgicamente
las plagas y a producir alimentos. piensos y combustible a partir de subproductos

y materiales de desecho.

Es muy probable que las interacciones entre poblaciones que conducen al
establecimiento de una comunidad definida, se basen principalmente en las
interacciones fisiologicas entre las distintas poblaciones. Asi la estabilidad en un
ecosistema a menudo se da cuando diversas poblaciones que interaccionan

cooperan para explotar mejor los recursos disponibles.
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Si las condiciones ambientales son estables, los organismos que no ocupan con
éxito un nicho o que no cumplen un papel funcional tienden a ser eliminados de la

comunidad (Atlas y Bartha, 2002).

1.2. Microorganismos en sistemas acudticos

En todos los habitats acuaticos nosotros podemos establecer tres comunidades de

microorganismos: plancton, necton y bentos.

El plancton esta formado por organismos que se encuentran a la deriva, incapaces
de moverse frente a corrientes predominantes, presentan diversos tamafos, lo que
es muy util para clasificarlos dentro de la cadena tréfica planctonica. Barnes y
Mann (1991), establecieron el tamafio de microorganismos como herramienta de

clasificacion:

20 — 200 pm. contiene a la mayor parte de diatomeas y se denomina
microplancton.
2,0 — 20 pum, contiene a todos los flagelados y se denomina nanoplancton.

0.2 — 2 pm, denominados picoplancton.

El picoplancton se divide a su vez en organismos procaridticos como eucarioticos.
Entre los procariotes (organismos desprovistos de nicleo), encontramos tanto

heterétrofos (bacterias y arqueas), como fototrofos (cianobacterias).
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Las bacterias son organismos unicelulares formados por una tnica célula, carentes
de un tipico nicleo organizado. Poseen formas distintas que permiten su

clasificacion en: Cocos, Bacilos y Espirilos. Figura # 1.

Cocos Bacilos Espinlos

Fig. # 1. Forma de las bacterias.

Fuente: Environmental Microbiology, por Maier et al. (2000).

Pueden desplazarse utilizando cilios o flagelos y estan provistos de una pared
celular. (Figura # 2) Las bacterias son un grupo diverso de microorganismos que
viven libre. en asociaciones con particulas o en el sedimento de piscinas
camaroneras, algunas presentan un metabolismo autétrofo (obteniendo su energia
de las reacciones quimicas o bien aprovechando la energia solar de un modo
similar a como lo hacen las plantas) y otras son heterétrofas. lo que significa que
obtienen la materia necesaria a expensas de vegetales o animales, por lo que

originan frecuentemente diversas enfermedades (Bacterias patégenas).
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Capsula

Membrana celular

— Pared celular

Fig. # 2. Estructura celular de las bacterias,

Fuente: Biblioteca de Consulta Microsoft *, por Microsoft Corporation (2005).

Las bacterias son consideradas patogenos oportunistas y facultativos, causantes de
serias enfermedades en camarones cultivados tales como vibriosis sistémica y

necrosis hepatopancreatica (Teunissen ei al., 1998).

Una enfermedad infecciosa no es solo causada por la presencia de bacterias o
virus, de hecho. la presencia de estos no necesariamente significa que el animal
esta enfermo o sufriendo de una enfermedad, muchas enfermedades de camarones
y peces son una combinacién de malas condiciones ambientales, que pueden
dafar al animal o reducir su capacidad para combatir la enfermedad. En

condiciones naturales los animales muchas veces resisten bien a los patogenos,
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pero con las altas densidades y hacinamiento en las instalaciones de cultivo, el

nivel de estrés aumenta y se puede desarrollar la enfermedad.

Sin embargo, las bacterias patégenas no son la mayoria de los microorganismos
existentes, la mayoria son inocuas o benéficas y necesarias para los ciclos
biogeoquimicos. poseen una extraordinaria capacidad de adaptacién a diferentes
condiciones ambientales, en ellas el hombre ha hallado prodigiosos aliados
naturales sin los cuales los suelos agotarian rdpidamente su fertilidad, las aguas
acumularian grandes cantidades de materia organica lo que haria inadecuada su
utilizacién y el suelo encerraria initilmente enormes reservas de elementos

indispensables a la vida humana y animal.

Algunos microorganismos benéficos se utilizan como biofertilizantes desde hace
mas de cien afos o como promotores de crecimiento de plantas; otras bacterias
sirven como probiodticos en humanos y animales, son usados en biorremediacion o
la produccién de vitaminas y compuestos farmacéuticos.  También son

responsables de la fermentacién de bebidas alcohdlicas y de diversos alimentos.

Los microorganismos juegan un rol muy importante en los estanques de cultivo,
particularmente con respecto a la productividad, ciclo de nutrientes, la nutricion
de los animales cultivados, calidad del agua, control de enfermedades y control de

impactos ambientales en los efluentes. La actividad de los microorganismos en la
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cadena alimenticia y ciclo de nutrientes de los estanques optimiza la produccion,

pero esta actividad puede diferir segin el tipo de cultivo y especies cultivadas.

Las bacterias adquieren de la materia orgdnica, los nutrientes inorganicos y
orgdnicos necesarios para su crecimiento y a través de la respiracién aerObica
remueven oxigeno disuelto y liberan diéxido de carbono, amonio y otras
sustancias minerales (Monserrate, 2003). Estas bacterias se encuentran por
encima de protozoarios y algunos metazoarios y como tal forman la base de la

cadena alimenticia acudtica heterotrofica (Muylaert et al., 2002).

Segin Moriarty (1997), La cadena alimenticia microbiana tiene un impacto

directo en la productividad debido a tres razones:

1 Junto con las algas regulan el contenido del oxigeno: las algas producen
oxigeno durante el dia y las bacterias la consumen por la respiracion.

2 Sirven como alimento directo a las distintas especies de cultivo.

3 A través de la descomposicion heterotrofica, reciclan el nitrégeno y el fosforo

estimulando la produccién primaria.

Los géneros de bacterias predominantes en ambientes acudticos marinos son el
género Vibrio, especies como el Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi y Vibrio
alginolyticus, y los géneros Aeromonas y Pseudomonas. Estas especies se

encuentran en medio marino y en ecosistemas estuarinos, sea en agua y sedimento
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o formando parte de la flora intestinal de los camarones (Goméz et al., 1998; Sung

etal., 1999).

1.3. Interacciones patégeno — hospedador

Las bacterias marinas se encuentran entre los principales agentes etiolégicos en

crustdceos marinos capturados del medio natural o cultivados.

La familia Vibrionaceae. principalmente el género Vibrio, son bacterias Gram
negativas y usualmente constituyen la mayor parte de la microbiota normal en los
cultivos de camarones penaeidos. aunque también son importantes para los

crustiaceos marinos las bacterias Gram positivas (Costa et al., 1998).

Los Vibrios son los agentes bacterianos mds importantes conocidos y han sido
implicados como causantes de enfermedades y mortalidades en penaeidos
cultivados en todos los estadios larvarios, post larvas, juveniles, sub adultos y
adultos (Rojlorsakul et al., 1998). La vibriosis ocurre cuando el hospedador
marino es afectado y sus mecanismos de defensa no estin capacitados para

prevenir la entrada de las bacterias ni para impedir la multiplicacion bacteriana

una vez que los organismos han invadido al hospedador.

La capacidad infecciosa de las bacterias patogenas radica en que poseen la

informacion genética necesaria para colonizar los tejidos de un hospedador,
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invadirlos y/o producir sustancias téxicas que en definitiva causaran la

enfermedad.

Algunos investigadores afirman que los Vibrios se convierten en patogenos
oportunistas cuando las condiciones de cultivo favorecen su crecimiento, tal es el
caso de bacterias inocuas que pueden volverse daiinas cuando las condiciones del

medio favorecen su propagacion excesiva (Siavichay, 1997).

Entre las especies bacterianas pertenecientes al género Vibrio e implicadas como
agentes causantes de infecciones y enfermedades en camarones penaeidos
encontramos: Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi,

Vibrio splendidus, Vibrio vulnificus. (Costa et al., 1998).

Segin Costa et al. (1998), las infecciones bacterianas en camarones puede

presentarse de varias formas:

- Manchas localizadas en la cuticula.

- Infecciones localizadas en el intestino o hepatopancreas o infecciones
localizadas en las lesiones.

- Septicemia generalizada, que resulta de la penetracion de las bacterias a

través de la cuticula o el epitelio digestivo.
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Segun Parra (2001), las infecciones se caracterizan por erosiones pigmentadas en
cuticula, localizandose en el telson y apéndices locomotores, anorexia, necrosis en
cavidad bucal, letargia, ademas se observan los urépodos y pledpodos mutilados.
Los signos y las lesiones que se presentan, incluyen letargia y debilidad. conducta
hiperactiva antes de gran inactividad, desorientacion en el nado, reclinacién sobre
el lado dorsal, ventral o lateral, flexion continua de los pleépodos y peridpodos.

Figura # 3.

Fig. # 3 Camarén Litopenaeus vannamei con lesiones visibles en el exoesqueleto.

Fuente: Handbook of Normal Penaeid Shrimp Histology, por Thomas et al. (1998),

No se conocen los factores ambientales que causan la presencia y abundancia de
determinado tipo de bacterias. Sin embargo bacterias Gram negativas tienen la
capacidad de comunicarse entre células utilizando sefales quimicas que inducen
la produccién de factores con poder infeccioso para plantas o animales (quorum

sensing) (Gram et al.. 2002).
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1.4. Genética Microbiana

Gregor Mendel (1823-1884) establecio los fundamentos de la genética moderna,
realizando experimentos con plantas y estudiando las leyes basicas que controlan
la herencia, llegando a la conclusion de que los rasgos o caracteristicas
hereditarias son transportados y transmitidos a los descendientes como unidades
discretas, originando el concepto de gen (Rozalén et al., 2003). Asi, el andlisis y
comparacion de secuencias de aminodcidos de proteinas o la comparacion de las
secuencias nucleotidicas de genes permiten no solo identificar, sino clasificar y
tratar de establecer las relaciones filogenéticas entre organismos o

microorganismos.

Las secuencias del gen del RNA de la pequeiia subunidad del ribosoma (SSU
rRNA o 16S en bacterias) obtenidos por Woese y colaboradores son los més
extensos que existen para un solo gen y abarcan todo tipo de organismos excepto
virus, que carecen de estos genes por no poseer una maquinaria propia para la

sintesis de proteinas.

Este gen ribosomal consta de aproximadamente 1500 bases o letras (A, T, C, G)
que pueden variar en cada posicién del gen y cada especie tiene una secuencia
propia y caracteristica de este gen y asi con base en la secuencia del SSU y rRNA
se puede establecer el drbol evolutivo de la vida, basado en homologias del RNA

ribosémico 16S. El drbol evolutivo indica que tres lineas evolutivas (dominios)
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divergieron de un estado comun ancestral para formar los dominios Arquea
(Arqueobaterias), Bacteria (Eubacterias) y Eucaria (Eucariotes) (Woese et al.,

1990). Figura # 4.

BACTERIA ARQUEA EUCARIA

Bacterias verdes
no s sas
Bacterias Dacierias
purpuras _Gram Hongos

positivas

Cianchacterias Ciliados
Flavobacterias

Fig. # 4 Distribucion de los microorganismos en Dominios: Bacteria, Arquea y Eucaria.

Fuente: Proceedings of the national academy of science of the USA, descrito por Woese et al.
(1990).

Cada especie viva posee en su estructura celular la informacioén necesaria para
transmitir a sus descendientes caracteres especiales, que se conocen como

hereditarios, o sea, que se heredan de los progenitores (Diez et al., 2001).

En general las bacterias no poseen nicleo organizado pero este puede replicarse
dando lugar a copias idénticas y transcribirse a RNA. La informacion codificada
en forma de RNA puede a su vez ser traducida a una secuencia de aminodcidos

que forman una proteina.
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Las bacterias poseen una enorme capacidad de adaptacion al ambiente, reflejo de
su gran variabilidad genética. Esto es debido, a que el DNA puede cambiar o
mutar. Algunas mutaciones pueden ser letales para la bacteria, y otras pueden
proporcionarle nuevas caracteristicas y posibilidades de supervivencia en los
distintos ambientes. Otra forma de aumentar la variabilidad genética es el
intercambio o la transferencia de DNA entre bacterias. Se conocen tres sistemas
de intercambio genético: la transformacion, la conjugacion mediada por plasmidos

y la transduccion mediada por fagos (Diaz et al., 1999).

El uso del RNA ribosémico ha permitido el andlisis de las relaciones evolutivas
entre los organismos a través del estudio comparativo de las secuencias de este
gen. Asi cambios en la secuencia del rDNA pueden reflejar las historias
evolutivas de los diferentes organismos. Los RNA ribosémicos han sido los
cronémetros moleculares més utilizados (Woese 1987) ya que estan presentes en
todas las células vivas, e incluyen ciertas zonas muy conservadas en todos los

organismos (Diez et al., 2001).

En particular la subunidad 16S rRNA ribosémica de las bacterias, es una molécula
suficientemente grande como para proporcionar un numero significativo de
nucledtidos que permiten la separacion de secuencias. Woese et al. (1992).
alegaron que los 16S rRNA son unos excelentes cronémetros moleculares debido

a que:
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- Se encuentran universalmente en todos los organismos.

- Poseen grandes regiones muy conservadas, utiles para establecer relaciones
filogenéticas lejanas.

- Presentan suficientes regiones variables para evaluar relaciones proximas.

- No son susceptibles de cambios de secuencia rapida por seleccion, dada su

funcion central en la expresion genética.

Los perfiles del gen 16S rRNA proveen una informacién util acerca de la

diversidad relativa de las comunidades microbianas complejas.

1.5. Técnicas para estudiar la diversidad microbiana

La eleccion de una u otra técnica para cada estudio estd condicionada por la
disponibilidad de los medios y por el tiempo requerido en cada una de ellas, asi

entre las principales metodologias se pueden destacar:

1.5.1. Técnicas de identificaciéon basadas en Bioquimica

Implican la siembra de bacterias, previamente aisladas, en los diferentes medios y
la lectura de cada reaccion especifica para el criterio bioquimico evaluado (Néder,
1989; San Miguel, 1996). Se utiliza para estudiar la diversidad microbiana en
base a sus caracteristicas metabdlicas, mediante lecturas diferenciables entre los

aislados bacterianos.
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Dentro de las técnicas mas utilizadas se puede mencionar:

1.5.1.1. CLPP - Perfiles fisiolégicos a nivel de comunidad (Community level

physiological profiling, siglas en ingles)

Permite diferenciar comunidades microbianas, es un método relativamente facil
de usar, reproducible y produce una gran cantidad de datos que reflejan las

caracteristicas metabolicas de una comunidad (Kirk et al., 2004).

Entre sus limitaciones se puede mencionar: selectividad para microorganismos
cultivables capaces de crecer bajo condiciones experimentales; sensitivo para
grandes densidades y refleja el potencial de la diversidad metaboélica mas no el

sitio de diversidad.

1.5.1.2. FAME - Anilisis de los ésteres metilos dcidos grasos (Fatty acid

methyl esther analysis, siglas en ingles)

Se basa en la extraccion de dcidos grasos directamente de la muestra, metilizando
y analizando posteriormente por cromatografia de gas (GC), luego compara los
diferentes perfiles (FAME) usando andlisis multivariados para proveer

informacion de la composicion de la comunidad microbiana.

o
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El problema de este método es que puede ser afectado por factores externos tales
como temperatura, nutricion y la posibilidad de confundir los perfiles FAME

existentes entre los microorganismos (Kirk et al., 2004).

1.5.2. Técnicas Inmunolégicas

Se basan en la utilizacion de anticuerpos policlonales o monoclonales que
identifican y reaccionan en forma especifica con un epitope del antigeno contra el
que fueron elaborados, formandose un complejo antigeno — anticuerpo que puede

ser visualizado posteriormente.

Se destacan las siguientes técnicas:

1.5.2.1. Dot - Blot

Es una técnica que se utiliza para la deteccion especifica de bacterias previamente
aisladas usando anticuerpos. Es ficilmente aplicable al campo practico ya que es
un método sensible. especifico y rapido; se obtienen resultados entre 4 — 5 horas
después que se coloca la suspension bacteriana sobre la membrana y la
visualizacién es directa sin necesidad de equipo especial para la toma de los

resultados (Siavichay, 1997).



1.5.2.2. Colony - Blot

Similar al dot-blot esta basada en el uso de anticuerpos, es una técnica simple de
alta especificidad y rapidez, que se realiza a partir de membranas que se colocan
en cajas petri para impregnar la muestra, se adapta para la identificacion de
bacterias en los laboratorios de larvas y camaroneras: se obtienen resultados
después de 6 a 8 horas después que se realiza el cultivo bacteriano. Esta técnica
permite conocer el porcentaje de bacterias positivas identificadas en la muestra,

pues la especificidad del anticuerpo permite detectar directamente la bacteria.

1.5.3. Métodos dependientes de cultivo o Método microbiolégico clisico

Los métodos clasicos para la deteccion de microorganismos consisten en disponer
las células microbianas viables sobre un medio sélido (cultivo en placa) o en un
caldo liquido (procedimiento de enriquecimiento), (Atlas y Bartha, 2002). Estos
medios de cultivo permiten que los microorganismos sean caracterizados en base
a su fenotipo, propiedades celulares como su morfologia, propiedades fisiologicas

y la estructura de sus componentes celulares (Diaz, 2003).

Los medios de cultivo empleados son una mezcla equilibrada de nutrientes que en

concentraciones adecuadas y con condiciones fisicas optimas permiten un buen

crecimiento de los microorganismos. Contienen una base mineral; fuente de
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carbono, nitrogeno y azufre; atmoésfera adecuada y los factores de crecimiento

necesarios.

Los medios de cultivo. permiten la multiplicacion bacteriana in vitro facilitando el
aislamiento de las bacterias a partir de sus hdbitat naturales permitiendo su

propagacion en el laboratorio para su posterior identificacion (Diaz, 2003).

Segin Carrasco (2004), el método microbiolégico clasico consta de cinco etapas:

- Dilucién de la muestra

- Cultivo en medios de cultivo generales (que idealmente proporciona las
condiciones de crecimiento para todos los microorganismos de la muestra)

- Cultivo en medios especificos para la seleccion de grupos de organismos.

- Conteo

- Identificacion taxonémica

Los medios de cultivo pueden ser liquidos, cuando los componentes nutritivos
estdn disueltos en solucion acuosa, o solidos, cuando esta solucion de nutrientes se
gelifica al afadirle un polisacdrido gelificante no degradable por la actividad
metabolica de las bacterias como el agar — agar. El agar — agar se disuelve por
ebullicion y al enfriarse por debajo de los 45 °C se solidifica como una gelatina

dando una consistencia dura al medio de cultivo.
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Los medios solidos son utilizados para aislar bacterias, mientras que los medios

liquidos son utilizados para cultivar cepas puras.

El aislamiento en cultivo puro es sin duda el mejor camino para caracterizar las
especies que forman una comunidad bacteriana natural, sin embargo es conocido
que muchas especies no crecen en cultivo. Ademas algunos organismos muy
representativos en enriquecimientos y que pueden crecer muy bien en cultivo, son
poco abundantes en el medio natural (Lim et al. 1999; Guillou et al. 1999; Ranjard
et al. 2000), esto confirma que la microbiologia tradicional no ofrece una vision
representativa de la diversidad bacteriana, debido a qué los medios de cultivo no
pueden satisfacer los requerimientos de todos los microorganismos. Segun
Amman, (1995) mas del 90 % de los microorganismos presentes en los ambientes
naturales no pueden ser cultivados usando las técnicas tradicionales. Por lo tanto
este método no puede informar adecuadamente acerca de que poblaciones son

dominantes en la comunidad (Diez et al., 2001).

Una causa de esta limitacion es que los medios de crecimiento contengan
inhibidores de crecimiento o que sean demasiado ricos, ain los medios minimos
tienen un exceso de carbono o de nitrégeno o de fosforo. e inhiban el crecimiento
de microorganismos que en condiciones naturales, en general, viven

precariamente.
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La detecciéon de un microorganismo basado en el fenotipo es una tarea dificil, ya
que incluso organismos muy poco relacionados entre si pueden presentar

fenotipos similares para algunas caracteristicas.

Los métodos usuales para el diagndstico de infecciones de Vibrios en los cultivos
de camaron estan basados en la caracterizacion de una colonia aislada por medio
de pruebas nutricionales y bioquimicas, por lo que estos procesos pueden tomar
varios dias y no permiten tomar decisiones de manejo en cultivos de camaron.

(Rojlorsakul et al., 1998).

1.5.3.1. Medios sélidos

Entre los medios solidos utilizados para aislar bacterias presentes en cultivos de
camardn estdn los medios selectivos o enriquecidos, los cuales satisfacen las
demandas fisiologicas mas o menos especificas de un grupo de microorganismos

(Calero, 1998; Intriago, 1998; Parra, 2001).

Entre los medios solidos mas empleados se destacan:



TCBS - Agar tiosulfato citrato sales biliares (Thiosulfate Citrate Bile Salts

Agar, siglas en ingles)

Es un medio utilizado para el cultivo y aislamiento selectivo de Vibrio cholerae.,
Vibrios enteropatégenos. Las colonias de Vibrio son grandes, de color amarillo o
verde. Este medio inhibe selectivamente enterobacterias, aunque algunas pueden

crecer formando pequeiias colonias.

TSA - Triptona Soya Agar. (Tryptic Soy Agar, siglas en ingles)

Es un medio universal que permite el crecimiento de distintas especies bacterianas

y es recomendado para el aislamiento, purificacion e identificacion de bacterias

patogenas a partir de aguas marinas y estuarinas.

Agar Marino

Este medio se recomienda para el cultivo de bacterias marinas heterétrofas. Tiene
la caracteristica de no ser muy firme al solidificarse, por lo cual se eleva la

concentracion de agar agar al 2 %.

29



LB agar — Medio de Cultivo Luria-Bertani

Es un medio que facilita el crecimiento de microorganismos de agua dulce,

ademds sirve para aislar y congelar.

1.5.3.2. Medios Liquidos

Entre los medios liquidos generalmente utilizados para preparar inéculos de
bacterias puros o para enriquecer bacterias antes de ser sembrados en los medios

so6lidos (Calero, 1998), se encuentran:

Agua de Peptona

Se emplea para el enriquecimiento y previo cultivo de especies de Vibrios
patégenos, ademas de usarlo como medio de dilucién. Se caracteriza por ser una
fuente de nitrogeno, el cual es un requerimiento necesario para el desarrollo de

bacterias (Sotomayor, 2000).

TSB - Triptona Soya Caldo (Tryptic Soy Broth, siglas en ingles)

Medio versatil y altamente nutritivo. Debido a la inclusion de peptona y peptona
de soya, el medio es favorable para el crecimiento de muchos microorganismos

patégenos.
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LB Caldo Base

Medio de cultivo utilizado en biologia molecular por su capacidad de permitir el
crecimiento de microorganismos, contiene levadura de cerveza, bacto triptona, y

cloruro de sodio.

Caldo Nutritivo

Medio liquido de multiples aplicaciones para el cultivo de microorganismos no

exigentes en sustancias nutritivas.

1.5.4. Métodos moleculares independientes de cultivo

La incorporaciéon de la biologia molecular al campo de la ecologia microbiana, y
el desarrollo de nuevas técnicas moleculares para su aplicacion en los estudios
ambientales, ha sido constante a lo largo de toda la década del noventa. Esos
métodos han permitido a los ecélogos microbianos explorar la extension de la
biodiversidad en el mundo microbiano y avanzar en el conocimiento de los

microorganismos de ambientes extremos (Atlas y Bartha, 2002).

Actualmente gracias al uso de métodos moleculares independientes de cultivo y
de herramientas usadas en estudios filogenéticos se ha incrementado el estudio de

la diversidad microebiana en comunidades complejas (Diaz, 2003).
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Estas técnicas moleculares constituyen un instrumento sensible y especifico para
determinar un alto nimero de bacterias ofreciendo una alternativa para abordar el
estudio de la diversidad y distribucion ecoldgica de grupos de microorganismos
(Arias et al., 1995; Diez et al., 2001), permite ademas el conocimiento de la
composicion, abundancia, estructura y la dindmica de las poblaciones
individuales, organismos o genes dentro de la comunidad (Stults, 2001),
venciendo con ello la escasez de conocimientos de las condiciones reales bajo la
cual las bacterias crecen en hdabitat naturales y la dificultad para desarrollar

medios de cultivo que asemejen condiciones naturales (Ercolini, 2004).

La llegada de la biologia molecular ha causado un cambio significativo en el tipo
de herramientas utilizadas, permitiendo una caracterizacion y clasificacion mucho
méas rapida y fiable de los microorganismos, reconociendo claramente la
existencia de “microorganismos no culitivables™ en las muestras ambientales de
varios lugares tales como agua y sedimento. Facilitando evidencia de la
existencia de muchos tipos de organismos en el ambiente en nimero y variedad

(Rondon et al., 2000).

Los métodos moleculares para la clasificacion e identificacion de cepas estan
basados en la amplificacion del DNA mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), empledndose basicamente la amplificacién de uno o pocos
fragmentos de DNA especificos, tales como partes del operon de rRNA (RNA

ribosomal).
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Las técnicas de caracterizacion basadas en DNA, tienen la ventaja de que los
genes especificos pueden ser amplificados por PCR desde la mezcla de una
comunidad o cultivos puros y los productos de tal amplificacion pueden ser

caracterizados por diferentes técnicas.

Para esto se extrae el DNA de las bacterias y se lo emplea como molde para la
sintesis de los genes ribosomales a partir de la polimerasa y oligonucleétidos
dirigidos a las regiones conservadas de los genes ribosomales de todas las
bacterias (Oligonucleétidos universales), suministrando de estd manera un perfil
que representa la diversidad genética de una comunidad microbiana de un
ambiente especifico (Ercolini, 2004). Ademds de revelar la enorme diversidad
microbiana (Kawai et al., 2002; Ellis et al., 2003) el uso de estas técnicas se ha
convertido en un soporte para validar las técnicas tradicionales de cultivo

(Casamayor, 2000).

Las técnicas moleculares permiten, en general, sondear la complejidad y
variabilidad genética de los organismos, junto con el analisis y comparacion de
secuencias de aminodcidos de proteinas o la comparacién de las secuencias
nucleotidicas de genes permiten no solo identificar, sino clasificar y tratar de
establecer las relaciones filogenéticas entre organismos o microorganismos. Por
lo que las técnicas de diagndstico basadas en DNA pueden ser usadas para

diagnosticos rapidos de solo unas pocas horas. (Dalsgaard et al., 1996).
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1.5.4.1. PCR — Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain

Reaction, siglas en ingles)

La reaccion en cadena de la polimerasa es una de las técnicas mas ampliamente
utilizadas en Biologia molecular y fue inventada por Kary Mullis en 1985
(Siavichay, 1997). Es una técnica que amplifica o reproduce in vifro un niimero
de copias de una region especifica de DNA al ser delimitada por un par de

cebadores o iniciadores que la flanquean.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica capaz de detectar
cualquier secuencia de DNA de interés en: DNA clonado en plasmidos; DNA
gendmico total; bacterias; células eucariotas en cultivo, muestras de tejido fresco

y en muestras en parafina (Vargas, 1999).

En microbiologia, la PCR permite identificar al agente infeccioso
independientemente de su respuesta seroldgica, lo que representa una gran ventaja
en casos donde los anticuerpos aparecen luego de un largo periodo de infeccion y

a veces en forma impredecible (Rodriguez y Barrera, 2004).

La PCR amplifica el gen elegido hasta un nivel en el que resulta viable su

secuenciacion o su caracterizacion por cualquier otra técnica (RFLP, DGGE, T -

RFLP, etc). La posibilidad de combinar estas técnicas permite conocer la
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abundancia, composicion y distribucion de diferentes poblaciones de organismos

en su habitat natural (Diéz et al., 2001)

Los inconvenientes de esta técnica son: las contaminaciones con DNA ambiental,

alto coste inicial y que es necesario conocer la secuencia del DNA a amplificar

(Vargas, 1999).

Los pasos que implica la PCR son los siguientes:

Desnaturalizacion del DNA

Consiste en la ruptura de los puentes de hidrogeno del DNA, para lo que se incuba
la muestra a una temperatura de alrededor de 95 °C por un minuto, permitiendo
asi exponer las diferentes bases nitrogenadas del DNA blanco para la hibridacién

con los oligonucledtidos iniciadores (Figura # 5).

Puentes de Hidrégeno

Fig. # 5 Desnaturalizacion del DNA. Los puentes de hidrégeno se rompen dejando al DNA en
forma de cadena sencilla.

Fuente: Ciencia UANL, esquema publicado por Rodriguez y Barrera (2004),
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Alineamiento

Es la hibridacion de las cadenas desnaturalizadas del DNA blanco con los
denominados cebadores o iniciadores (DNA sintético de cadena sencilla), a una
temperatura que facilita el apareamiento de las bases nitrogenadas
complementarias de ambas clases de DNA. Esta temperatura depende de la
temperatura de fusién de los iniciadores, pero generalmente oscila entre 50 °C y

60 °C (Figura # 6).

(Cadena molde sentido.

3 ~)

Cebader sentido. Cebador antisentido.

5 3

Cadena molde antisentido.

Fig. # 6 Alineamiento: Hibridacion de las cadenas desnaturalizadas del DNA blanco con los
iniciadores.

Fuente:; Ciencia UANL, esquema publicado por Rodriguez y Barrera (2004).

Extension

Se efectiia a 72 °C, temperatura a la que la polimerasa extiende la longitud de los
iniciadores, afiadiendo los diferentes nucledtidos libres en el orden que le va
dictando la secuencia de nucledtidos de la cadena que actiia como molde. (Figura

#7)
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Nucledtidos 1l
libres T

Fig. fi 7 Extension y conclusion de la PCR.

Fuente: Ciencia UANL, esquema publicado por Rodriguez y Barrera (2004).

1.5.4.1.1, Téenicas derivadas de la PCR

Secuenciacion del DNA

Los métodos de secuenciacion permiten “leer” el codigo genético de un

microorganismo.

Las técnicas de secuenciacion de DNA han estado disponibles desde 1977. Sin
embargo, su aplicacion a estudios po‘blacionales ha estado limitada por la
dificultad en la produccion de cantidades suficientes del DNA a secuenciar. La
introduccion de la PCR terminé esta dificultad y actualmente resulta viable la
secuenciacion de fragmentos de DNA de un numero considerable de individuos,
muchos més si se dispone de secuenciadores automaticos. Para este objetivo, la
PCR simplemente proporciona cantidades suficientes de DNA molde de cada

individuo.
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Analisis de Microsatélites

Esta técnica consiste en la amplificacién de fragmentos con iniciadores de
oligonucleétidos especificos para secuencias simples repetitivas presentes en el
DNA. denominadas microsatélites. La temperatura de hibridacién del iniciador es
mayor a 55 °C, por lo que hibridan en zonas especificas del genoma (Orbera,

2004).

Tanto la simpleza tecnoldgica como la cantidad y calidad de la informacién que
genera han convertido al andlisis de microsatélites en una de las técnicas mas
poderosas para la identificacion de individuos, los andlisis de parentesco y la

genética de poblaciones.

RFLP - Polimorfismo de Longitud de fragmentos de restriccién. (Random

Fragment Length Polymorphism, siglas en ingles)

Consiste en la diferenciacién de los organismos por el andlisis de los patrones de
ruptura que se generan en un sitio especifico del genoma, cuando es cortado por
enzimas de restriccion (Orberd, 2004). De esta forma los diferentes fragmentos de
longitud (Bandas polimorficas) obtenidos, son detectados por electroforesis en
geles de agarosa o en geles de Poliacrilamida en el caso de un analisis de

comunidad (Kirk et al., 2004).
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Es usado para estudiar la diversidad microbiana basado en el DNA polimérfico.
Detecta cambios estructurales en comunidades microbianas pero no es una medida
de diversidad capaz de detectar grupos filogenéticos especificos (Kirk et al.,
2004). Segin Diaz (2003), se obtienen patrones de bandas con buena

reproducibilidad pero muy complejas de analizar.

T — RFLP - Polimorfismo de Longitud de fragmentos de restriccién
terminales. (Terminal restriction fragment length polymorphism, siglas en

ingles)

Se basa en utilizar iniciadores marcados con moléculas fluorescentes (fluor)
durante la PCR originando un producto amplificado previamente cortado con
enzimas de restriccion, finalmente los fragmentos de restricciéon terminales son
separados por electroforesis y visualizados por excitacion del fltor. El andlisis del
T - RFLP, provee datos cuantitativos de cada fragmento de restriccion detectado,
incluyendo el tamafio y la intensidad de las pares de bases (Blackwood et al.,

2003).

Este método automatizado permite analizar un largo nimero de muestras, es
altamente reproducible y compara diferencias en comunidades microbianas, se
utiliza para medir cambios espaciales, temporales y para estudiar la complejidad
de las comunidades microbianas, detectando, monitoreando y evaluando las

poblaciones (Kirk et al., 2004).
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EI'T - RFLP, esta limitada por la extraccién de DNA, la PCR y sobre todo por la
seleccion de iniciadores universales y la seleccion de enzimas de restriccion que

influyen en la impresion digital de una comunidad.

ARDRA - Anilisis de restriccion de DNA ribosomal amplificado. (Amplified

ribosomal DNA restriction analysis, siglas en ingles)

Implica la digestion de la secuencia 16S rDNA obtenida por PCR, usando
enzimas de restriccion y separando los fragmentos de restriccion en geles de
agarosa o en geles de poliacrilamida. Esta técnica ha sido usada para demostrar
cambios en la estructura genética de comunidades bacterianas, cambios en
condiciones ambientales o en exposiciones con componentes exégenos toxicos

(Ranjard et al., 2000).

RAPD o AP — PCR - Amplificacién al azar de fragmentos polimérficos de

DNA. (Randomly Amplified Polymorphic DNA, siglas en ingles)

Esta técnica se basa en la amplificacién por PCR del DNA genémico en presencia
de un tnico iniciador de pocos oligonucledtidos. Debido a la baja temperatura de
hibridacion (35 - 39 °C) el iniciador se une a sitios inespecificos, distribuidos en
regiones aleatorias en todo el genoma, permitiendo la amplificacién de fragmentos
polimérficos de DNA (Orbera, 2004), generando de esta manera productos de

PCR de varios tamanos, especifico del genoma analizado y del iniciador utilizado.
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El producto amplificado se visualiza por electroforesis en geles de poliacrilamida

0 agarosa.

Est4 técnica ha demostrado ser rdpida y sensitiva capaz de revelar diferencias
entre los genomas complejos de procariotas similares (Ranjard, 2000). Permite
obtener las llamadas “huellas digitales™ que no son mas que las diferencias de
nimero y tamafio en los fragmentos del DNA amplificado, las cuales son

especificas de especies e incluso cepas (Orberd, 2004).

El problema de esta técnica es su sensibilidad a las condiciones de reaccion, por lo

que es dificil en ocasiones obtener una reproducibilidad adecuada (Diaz, 2003).

RISA - Anilisis de los Espacios Intergénicos ribosomales. (Ribosomal

intergenic spacer analysis, siglas en ingles)

Este método se basa en la extraccion del DNA y amplificacion por PCR
conducida con un iniciador oligonucledtido necesario para conservar regiones

especificas como el 168 y el 238S.

El producto de la PCR (mezcla de fragmentos amplificados de los miembros de
una comunidad) es visualizado por electroforesis en un gel de poliacrilamida,
después de la tincion de plata. observando bandas modelos complejas que proveen

un perfil especifico de una comunidad. Cada banda de DNA corresponde a un
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organismo del conjunto original (Fisher, 1999). La desventaja de este método es

que requiere grandes cantidades de DNA (Kirk et al.. 2004).

ARISA - Anilisis automatizado de los Espacios Intergénicos ribosomales.

(Automated ribosomal intergenic spacer analysis, siglas en ingles)

Se basa en la extraccién del DNA y amplificacién por PCR al igual que RISA,
excepto que la PCR es conducida con un iniciador oligonucleétido fluorescente.
El paso de electroforesis es subsecuentemente realizado con un sistema
automatizado el cual provee deteccion laser del fragmento fluorescente de DNA

(Fisher, 1999).

Es un método rdpido y efectivo para evaluar la diversidad y composicion de
comunidades microbianas que pueden ser usadas en una escala espacial y
temporal necesaria para estudios filogenéticos (Fisher, 1999). Pero a su vez

requiere grandes cantidades de DNA (Kirk et al.. 2004).

TGGE - Electroforesis en geles con gradiente de temperatura. (Temperature

gradient gel electrophoresis, siglas en ingles)
Consiste en amplificar el DNA extraido directamente de las muestras de agua o
sedimento por medio de la PCR, usando iniciadores universales que secuencien

partes del fragmento 168 o 18S del rRNA ribosomal. La separacién de las bandas
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del producto amplificado se realiza en un gel de poliacrilamida con gradiente de
temperatura. Mediante este método se pueden analizar simultdneamente un gran

nimero de muestras, de una manera rapida, y reproducible.

La desventaja de este método es que implica varios pasos extra: DNA
amplificado, lisis celular con una extraccién eficiente, ademds que una banda
puede representar mas de una especie (co — migracién) y solo detecta especies

dominantes.

1.5.4.2. DGGE - Electroforesis en geles de gradiente denaturante.

(Denaturing gradient gel electrophoresis, siglas en ingles)

Este método ha sido introducido recientemente dentro de la ecologia molecular
microbiana para determinar la diversidad genética de comunidades microbianas
naturales y para identificar la afiliacion filogenética de los miembros de una
comunidad (Kawai et al..2002). El DGGE se basa en la electroforesis de los
fragmentos 16S rDNA amplificados por PCR y visualizadas en geles de
poliacrilamida con incremento lineal de gradiente quimico denaturante (Fantroussi

etal., 1999).

Actualmente la aplicacion de PCR — DGGE en microbiologia es muy amplia,
versitil y ha sido exitosamente usada en muchos campos de la ecologia

microbiana, pues permite detectar microorganismos que no se recuperan en
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medios de cultivo tradicionales (Ercolini, 2004). Esta técnica permite separar
fragmentos de DNA de un mismo tamaifio en base a su punto de fusién el cual es
dependiente de la secuencia de los fragmentos amplificados con iniciadores
especificos para el 16S RNA. Segin Koizumi (2003) es un método apropiado
para monitorear los cambios sucesivos en la estructura de una comunidad de
sedimento a lo largo de la profundidad y para comparar el rDNA y el rRNA

derivado de la amplificacion de PCR.

El DGGE es uno de los métodos mas citado y usado para estudiar comunidades
bacterianas complejas en varios ambientes, tales como suelo, sedimentos,
columna de agua, ventilas hidrotermales, mesocosmos o plantas de tratamiento de
aguas (Schafer y Muyzer, 2001; Temmerman et al., 2003). Implica la extraccion
directa del DNA bacteriano total, amplificacion por PCR de una parte especifica
del gen 16S rDNA ribosomal y separacion de los amplicones en un gel con
gradiente denaturante. Tiene una ventaja que supera a los demés métodos, pues
permite la identificacion de organismos especificos representados en una
impresion digital por extraccion y secuenciacion del DNA desde las bandas en el

gel (Crump et al., 2003) (Figura # 8).
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Fig. # 8 Pasos para la obtencién de “huellas digitales” de comunidades microbianas por el método
DGGE.

Fuente: Revista Latinoamericana de Microbiologia, por Diaz y Wacher (2003).

Las impresiones digitales han sido usadas para estudiar las comunidades
bacterianas complejas y para estimar la diversidad y representacion relativa de
unidades taxonomicas de bacterias individuales dentro del total de las

comunidades bacterianas detectadas (Hewson y Fuhrman, 2004).
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1.5.4.2.1. Aplicaciones del DGGE

El DGGE tiene un sin nimero de aplicaciones, asi, se ha empleado para estudiar
la comunidad bacteriana en diferentes sistemas de cultivos de rotiferos
(tradicional versus recirculacion). En el sistema tradicional los perfiles obtenidos
en DGGE varian para cada dia de cultivo, en tanto en el sistema de recirculaciéon
la microbiota muestra un comportamiento mads estable, permitiendo diferenciar
tres periodos, cada uno corresponde un periodo tipico durante la produccién de

rotiferos durante el ciclo de cultivo (Rombaut et al., 2001).

En otros estudios se ha utilizado para examinar la diversidad de microorganismos
fototréficos oxigénicos presentes en comunidades microbianas hipersalinas
(Nubel et al., 1997), en donde los resultados indicaron que todas las caracteristicas
analizadas proveen informacion de la diversidad de los organismos de interés.
permitiendo una comparacién de los diferentes comunidades en términos
relativos, demostrando que los métodos moleculares son capaces de cuantificar la

riqueza microbiana y la diversidad en hébitat naturales (Nubel et al., 1999).

En Espaia se ha estudiado y analizado la comunidad microbiana de dos Lagos,
Ciso y Vilar, donde el andlisis filogenético indicé nuevas bacterias y lineas
Arqueas presentes en la diversidad microbiana, las secuencias obtenidas en la
impresion digital de DGGE correspondian a los microorganismos que estaban

actualmente presente a altas concentraciones en el sistema natural (Casamayor et
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al., 2000); Riemann and Winding (2001) utilizaron la técnica para estudiar la
dindmica de una comunidad bacteriana durante un periodo de 19 dias comparando
la diversidad y sucesion entre organismos libres mayores a 10 p y particulas
asociadas a bacterias menores a 10 p, encontrando que un alto nimero de bandas
entre los organismos libres poseian un significado filogenético, el andlisis reveld
que las bandas secuenciadas de las bacterias en el gel estan relacionados
filogenéticamente en grupos comunmente establecidos de agua dulce como por

ejemplo Proteobacteria.

Mientras, que Muylaert et al. (2002), estudi6é la composicion de la comunidad
bacteriana en la superficie de los lagos eutréficos al comparar la intensidad
relativa de las bandas (presencia o ausencia de datos) y demostré que la estructura
de la comunidad bacteriana depende de las estaciones, origen del substrato

dominante y de la estructura de la cadena alimenticia.

Smit et al. (2001), aplicé la técnica para analizar la diversidad bacteriana en el
suelo de un campo de trigo e investigar la magnitud de los cambios estacionales
sobre la comunidad bacteriana, los resultados indicaron que la comunidad
presente en el mes de Julio se diferenciaba notablemente con los otros meses, las
secuencias del 16S rDNA de las divisiones bacterianas indicaron que el ratio entre
el nimero de proteobacterias y dcido bacterias puede ser un indicativo de los
niveles troficos en el suelo. Bano and Hollibaugh (2002), la utilizaron para

analizar la composicion filogenética del grupo de bacterioplancton en mmuestras
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colectadas del Océano Artico en tres estaciones (1995, 1996, 1997), encontrando
que la mayoria de las bandas son comunes para todas las muestras en las tres
estaciones. También ha sido aplicada para el estudio de la diversidad de
Picoeucariotes en ambientes marinos utilizando iniciadores especificos para

cucariotes “gen 18S rRNA” (Diez et al., 2001).

Kawai et al. (2002), utilizé la técnica para examinar e identificar la comunidad
bacteriana en agua purificada para los procesos de fabricacion farmacéutica,
encontrando que la diversidad bacteriana es significativamente baja en
comparacion con otros ambientes, esta técnica puede ser una importante

herramienta de control que permite evitar problemas y tomar acciones correctivas.

Recientemente el DGGE se ha introducido como herramienta en la microbiologia
alimenticia para estudiar la fermentacioén microbiana en alimentos (Ercolini, 2004)
y para detectar bacterias patogenas en peces, en este estudio se demostré que el
DGGE puede detectar rapidamente multiples bacterias en una sola muestra, sean

estas de cultivo axénico o mezclas de comunidades (Ji et al., 2004).

Temmerman et al. (2003), utilizo la técnica para detectar e identificar bacterias en
los productos probidticos para consumo humano, encontrando que la técnica era
facil y reproducible para analizar, detectar e identificar potencialmente este tipo

de productos.
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1.5.5. Indices de Diversidad

A partir de los geles de gradiente (DGGE), se puede obtener diferente tipo de
informacion como por ejemplo: nimero de bandas, posicion (ausencia o presencia
de bandas particulares) e intensidad relativa de las bandas (Schafer y Muyzer,
2001), a esta informacion pueden aplicarse anilisis posteriores para determinar

variacion entre los perfiles obtenidos para diferentes muestras.

El andlisis de los perfiles de DNA describe diferencias en composicién y en
organizacién de comunidades midiendo el nimero (riqueza) y abundancia relativa
{estructura u homogeneidad) de especies o filotipos. La riqueza y homogeneidad
de comunidades biolégicas reflejan la presién selectiva de las comunidades

(Dunbar et al., 2000).

En base a los perfiles que se obtienen con esta técnica se pueden generar “indices
de diversidad” que permiten establecer diferencias entre las comunidades
microbianas, representando mejor las poblaciones estudiadas (McCaig et al.,
2001). Estos indices de diversidad también son usados para relacionar los
cambios ecolégicos en las comunidades y cambios ambientales (Muylaert et al..
2002), ademas de ser sensitivos para estimar la frecuencia de diferentes especies
(Martin, 2002). Los indices de diversidad como el de Shannon-Weaver.
Homogeneidad (evenness) y Riqueza de especies son calculados en base a la

intensidad y al nimero de bandas presentes en los perfiles, el andlisis para obtener
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estos indices es rdpido y permite realizar comparaciones cualitativas y

cuantitativas de un gran nimero de muestras (McCaig et al.. 2001 ).

La “riqueza de especies™ puede expresarse mediante relaciones simples entre el
numero total de especies y el nimero total de organismos. Es una medida del
nimero de especies en la comunidad, pero no de cuantos individuos existen de

una especie concreta.

Homogeneidad (evenness) es una medida de la proporcion de individuos dentro de

cada especie e indica si existen poblaciones dominantes.

Nubel et al. (1999), citan que la diversidad ecolégica debe considerar la presencia
de las diferentes clases de microorganismos (riqueza) y la distribucion relativa de
elementos individuales entre estas clases (evenness). Por lo tanto para medir la
diversidad emplean un indice que incorpora ambos aspectos (Riqueza de Especies
y Shannon-Weaver). este indice conocido como Homogeneidad de Especies es el

indice de diversidad cominmente usado por ecologistas.

Koizumi et al. (2003), compararon la estructura de una comunidad bacteriana en
sedimento basado en el analisis de los 16S rDNA vy 16S rRNA. Los resultados
demostraron que la estructura de las comunidades puede ser caracterizada
simultdneamente en base a 16S rDNA y 16S rRNA de modo que se puede evaluar

toda la poblacién microbiana existente y diferenciarla de la poblacién microbiana
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realmente activa en el sedimento. Concluyeron que los indices de diversidad
obtenidos basados en 16S rDNA no cambian drasticamente a diferentes
profundidades del substrato estudiado, mientras que los indices de diversidad

basados en 16S rRNA decrecen en las capas mas profundas del sedimento.

Edwards et al. (2001), estudiaron la estructura de las comunidades bacterianas
heterotréficas plancténicas, aplicando los indices de Simpson, Shannon-Weaver y
Riqueza de Especies detectando diferencias significativas en los estratos
profundos y observando menor diversidad bacteriana en el fondo de la columna de

agua durante uno de los meses dentro de su estudio.
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2. PROCEDIMIENTO EMPLEADO
PARA LA CARACTERIZACION

DE COMUNIDADES BACTERIANAS

2.1. Area de estudio

Los muestreos se realizaron semanalmente durante un ciclo de cultivo en sistemas
semi-intensivos abiertos y un sistema intensivo con invernadero. En las piscinas #
15 (5 Ha) y # 20 (3,0 Ha) de la camaronera OPUMARSA y en una piscina G-1
(0,25 Ha) de la estacién experimental de CENAIM, instalaciones ubicadas en la

localidad de Palmar, Peninsula de Santa Elena, Provincia del Guayas.

2.2. Diseiio Experimental y Tratamientos

El estudio se realizo durante un ciclo de cultivo de camardn Litopenaeus

vannamei durante el cual se realizaron muestreos semanales (17).

Se evaluaron dos tratamientos, piscinas con cultivo semi-intensivo sin invernadero

(Tratamiento 1) y piscinas con cultivo intensivo con invernadero (Tratamiento 2).

El tratamiento 1 tenia dos piscinas (Piscina # 15 de 5.0 Ha sembrada a una

densidad de 13.6 larvas / m’ y la piscina # 20 de 3.0 Ha sembrada a una densidad
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de 12.67 larvas / m%), mientras que el Tratamiento 2 tenia una piscina (Piscina G-1

de 0.25 Ha sembrada a una densidad de 80 larvas / mz).

Se colectaron semanalmente muestras de agua y de sedimento en cada uno de los
puntos seleccionados en cada Unidad Experimental. También se registraron
pardmetros abi6ticos como: temperatura (°C), salinidad (g / L"), oxigeno disuelto
en el agua (mg / L), pH, s6lidos suspendidos totales (mg / L"), materia organica

del agua (mg / L"), y materia orgénica del sedimento (%).

El disefio fue completamente aleatorio.

Las unidades experimentales fueron sometidas a reposiciones de agua para

compensar perdidas por filtracion o evaporacion.

A partir de los perfiles generados por DGGE se calcularon indices de diversidad a
partir de la presencia, ausencia e intensidad relativa de bandas, estos indices
fueron: indice de Riqueza de Especies, indice de Shannon — Weaver y el indice de

Homogeneidad de Especies (evenness).

Los indices de diversidad y los datos obtenidos de pardmetros abiéticos para cada
uno de los sistemas de engorde durante el ciclo del cultivo, se sometieron a un
andlisis de varianza de una via (ANOVA), con un intervalo de confianza del 95 %

(= 0.05) para detectar las diferencias entre los tratamientos ensayados.
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Cuando se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, se aplicé el

test de contraste de Scheffé a un nivel de significancia o = 0,05.

Para cumplir con las asunciones de homogeneidad de varianza (Prueba de Levene)

los datos se transformaron cuando fue necesario.

El manejo y procesamiento de los datos fue realizado con el paquete estadistico

Data Desk ® (version 6.1).

2.3. Manejo del Experimento

2.3.1. Colecta de muestras

Se establecieron un numero de puntos representativos para cada sistema
muestreado (piscinas de cultivo), para ello, se dividi6 imaginariamente la piscina
en 8 secciones iguales y se tomaron una muestra en cada seccion. Se realizoé un
muestreo semanal durante las 17 semanas de cultivo. En cada punto de muestreo

el procedimiento fue:

Agua

- La muestra se tom6 a media columna de agua, utilizando botellas de plastico

estériles de 500 ml, posteriormente
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= Se almacend en una hielera, hasta su transporte al laboratorio.

Sedimento

- La muestra de sedimento superficial se colecté a 5 em de profundidad,

utilizando tubos de PVC (core) estériles.

- Las muestras obtenidas se colocaron en fundas y se almacenaron en una

hielera.

2.3.2. Extraccién, Purificacién y amplificacion (PCR -16S RNA) del DNA

bacteriano.

- EI DNA se obtuvo a partir de las muestras de agua y sedimento.

- La técnica empleada para el aislamiento de DNA total fue en base a CTAB —

Phenol — Cloroformo e Isopropanol para la precipitacion (Smalla et al..

1993).

Los protocolos son descritos en detalle a continuacion:
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Extraccion de DNA de Sedimento

- Para la extraccion del dcido nucleico se utilizo tubos estériles con perlas de
vidrio y perlas de ceramica (lisis mecanica) Magna Lyser Green Beads
(Roche ®), brevemente:

- Se agregdé 0,5 gramos de sedimento, 500 pl de tampon CTAB (Cetyl
trimethyl ammonium bromide), 10 pl de lizozima (concentracién final 50
mg. ml™).

- Se homogenizé por 2 minutos para ayudar a la lisis celular

- Las muestras fueron incubadas en “bafio maria™ a 37 °C por 45 minutos.

- Posteriormente se agregé 10 pl de Proteinasa K (Invitrogen ®)
(concentracion final 20 mg. ml")

- Se homogeniz6 nuevamente y se llevo a “bafio maria™ a 55 °C por 1 hora (en
cada fase se homogeniz6 para ayudar a la lisis celular).

- Se enfri6 las muestras a temperatura ambiente.

- Se centrifugé a 12000 rpm por 10 minutos y se separé 1 ml de sobrenadante
en tubos de 1.5 ml estériles.

- Se adicioné 500 pl de phenol — cloroformo, se mezclé muy bien y se
centrifugé a 12000 rpm por 8 minutos, se recupero el sobrenadante en tubos
nuevos.

- Se agreg6 400 pl de cloroformo.

- Se centrifugd a 12000 rpm por 4 minutos, se recupero el sobrenadante en

tubos nuevos
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= Se agregd 600 pul de Isopropanol puro almacenandolo a — 20 °C por 12 horas
para precipitar el DNA.

- Se centrifugé a 12000 rpm por 10 minutos.

- Se elimino el sobrenadante y se hizo un lavado del pellet con 100 ul de
etanol al 70 % (Merck ®).

- Se centrifugd y se eliminé el sobrenadante, Posteriormente se secé el pellet a
40 °C por 10 minutos, se resuspendié el DNA en 50 pl de agua destilada

estéril doblemente filtrada.

Extraccion de DNA de Agua

- Para la extraccion del dcido nucleico del agua las muestras fueron
centrifugadas a 3300 rpm.

- El pellet fue resuspendido con 2 ml de agua destilada estéril doblemente
filtrada y separados en tubos de 1.5 ml a razén de 500 ul de muestra en cada
tubo y almacenado a — 20 °C.

- Estas muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos.

- Se removid el sobrenadante, y se adicioné 500 ul de tampén CTAB (Cetyl
trimethyl ammonium bromide), 4 pl de Proteinasa K (Invitrogen ®)
(concentracion final 20 mg. ml™).

- Seagito y se llevo a “baiio maria” a 55 °C por 2 horas.

- Posteriormente se sigui6 el mismo protocolo empleado para la extraccién de

sedimento, a partir de la adicién de phenol — cloroformo.



Purificacién del DNA bacteriano

El DNA de las muestras se purificé por el método descrito por Smit et al.,

1997.

= Se realiz6 utilizando un Sistema de Purificacién basado en filtros (Wizard
PCR Preps DNA Purification System — Promega ®), siguiendo las
instrucciones del proveedor.

= Se le adicion6 500 pL de resina a los tubos estériles de 1.5 ml con 50 plL de
muestra (DNA).

- Se agité por 2 minutos.

= Se tomo la muestra con una jeringa de 1 ml y se filtro.

- Luego se filtré 2 ml de Isopropanol al 80 % (para lavar el DNA).

- Se centrifugé el filtro a 12000 rpm por 2 minutos.

= Se dejo secar el filtro por 5 minutos a temperatura ambiente,

= Los filtros se colocaron en tubos estériles de 1.5 ml y se adicion6 50 ulL de
agua destilada estéril doblemente filtrada a 68 °C.

= Se dejo incubar las muestras por dos minutos para que el agua se empape en
el filtro.

- Finalmente se centrifugé a 12000 rpm por 2 minutos para desprender el

DNA y recuperarlo en los tubos nuevos.
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Cuantificaciéon de DNA

Después de la extraccion fue necesario determinar la concentracién de 4cido
nucleico que se logré obtener. La concentracién de DNA se determind mediante
espectrofotometria, utilizando la propiedad de las bases piricas y pirimidinicas de
absorber los rayos ultravioletas a 260 nm. Utilizando para ello un equipo Bio
Photometer Eppendorf ®, aplicando una dilucién 1 /20 con agua destilada estéril

doblemente filtrada, obteniendo “ratios™ a 280 — 230 nm.

- Laconcentracion de DNA se estandariz6 en 60 ng / pL.
- Cuando las concentraciones fueron mayores se realizé diluciones.
- EIDNA fue almacenado a — 20 °C hasta ser utilizadas para la PCR.

- Cuando la concentraciéon de DNA de una muestra era baja, el DNA se
concentré por precipitacion. Para ello, se afadié NaCl a la muestra
(concentracién final de 0.2 M) y 2.5 volimenes de etanol absoluto frio.
dejandola un minimo de 12 h a — 20 °C. Después se centrifugé 10 min. a
10.000 rpm, y se lavo con etanol frio al 70 % y se secé en una estufa a 45 °C.
finalmente se disolvié con 15 pL de agua destilada estéril doblemente

filtrada.

Amplificacion (PCR - 16S RNA) del DNA bacteriano

- Se empleo el método descrito por Schafer et al.. (2001).
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Las muestras de agua y sedimento, fueron amplificadas por PCR - DGGE
usando los iniciadores PRBA338F-GC (5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGG
GCGGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3")
y el iniciador 518R~1 (5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3 "), complementarios

de la regi6n conservada 16S RNA, con 30 ciclos térmicos.

El volumen final de mezcla por muestra para una amplificacién mediante

PCR fue de 25 pl. (Tabla # 1).

Tabla # 1. Concentraciones de la mezcla de PCR.

REACTIVO CONCENTRACION CONCENTRACION | VOLUMEN POR
INICIAL FINAL MUESTRA

Agua - B 17,95 ul
PCR — Tampédn 10 X 1 X 2,5 ul
‘Mg Cl 25 mM 2.1 mM 2.1 ul
DNTPs 10 mM 0.2 mM 0,5 ul
Iniciador — F 20 uM 0.375 pM 0,375 ul
Iniciador — R 20 uM 0.375 uM 0,375 pl
TAQ - - 0.2 pl
DNA - - 1 pl
Total 25 ul

- La amplificacion por PCR se realiz6 en el equipo PTC — 200 MJ Research

®, las condiciones de amplificacion utilizadas se describen a continuacion en
la tabla # 2.
La integridad del DNA total se confirmé por electroforesis en geles de

agarosa.
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Tabla # 2. Condiciones de amplificacion para 16S rDNA bacteriano de las muestras de agua y

sedimento,

Fase Temperatura (°C) Tiempo (m)
Desnaturalizacion inicial 94 5:00
Desnaturalizacion (3) 92 1:00
Hibridacion (3) 55 1:00
Polimerizacion (3) 72 2:00
Polimerizacion final (1) 72 10:00
Conservacion (2) 20 30:00

(1) Sélo altimo ciclo
(2) Al completar 30 ciclos

(3) Se repite 29 veces

2.3.3 Electroforesis

2.3.3.1. Electroforesis en geles de Agarosa

- Se prepar6 un gel de agarosa al 2 % (w / v), usando una solucién buffer de
electroforesis (Solucion TAE 1X) y bromuro de etidio (concentracién final
10 mg. ml™).

= Se utilizé un horno de microondas para fundir la agarosa en el buffer de
electroforesis.

- Cuando el gel polimerizo, se retir6 el sello de la bandeja, el peine y se coloco
la bandeja con el gel en la cubeta de electroforesis.

- Se afiadio suficiente buffer (TAE 1X, pH 8) para cubrir el gel.
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= Se tomo 8 pl del producto amplificado mas 5 ul de tampon de depésito: azul
de bromofenol 0.25 % (w / v), glicerol 40 % (v / v).

- Se coloc6 cada muestra en un pozo con una pipeta, se incluyé un marcador
de 1 kb de peso molecular como referencia.

- Para que el producto amplificado migrara a través del gel, se conectd la
bandeja de electroforesis a una fuente de poder (CBS Scientific Company
EPS 250) a 115 voltios, durante 45 minutos, como el DNA est4 cargado
negativamente migra hacia el lado positivo.

- Finalmente el gel fue fotografiado con una camara (Kodak Digital DC 120
Zoom, Gibco BRL UV transiluminador TFX-35M), la fotografia digital fue
registrada y visualizada utilizando el programa “Kodak Digital Science 1Q

Image Analysis Software” (Version 3.0, Mac.).

2.3.3.2. Electroforesis en geles de Poliacrilamida

= Se utilizé un equipo para DGGE (C.B.S Scientific. Co (DGGE — 2001).
Siguiendo el protocolo descrito por Muyzer et al. (1993), con algunas
modificaciones.

= Se empleé un gel de poliacrilamida (6 %) con un gradiente quimico lineal de
40 — 60 % denaturante (el denaturante al 100 % contiene 7 M urea y 40 % de
formamida) con un ratio de acrilamida y bis acrilamida de 37.5: 1.
sumergido en una solucion buffer TAE 1X (40 mM Tris, 40 mM de 4cido

acético, 1| mM EDTA: pH 7.4).
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El gel de Poliacrilamida con gradiente denaturante se prepar6 de la siguiente

manera:

- Enun tubo se mezcl6 11,5 ml de denaturante al 60 %, 80 pl de persulfato de
amonio (10 %) y 5,0 pl de temed.

= En otro tubo se mezclé 11,5 ml de denaturante al 40 %, 80 pl de persulfato
de amonio (10 %) y 5.0 ul de temed.

- Estas soluciones se vertieron en un equipo para gradientes y dicha mezcla se
coloc6 entre dos vidrios con un espaciador de 1 mm y se dej6 polimerizar
durante 2 horas.

= El producto de la PCR (8 pl) de DNA genémico de las muestras de agua y
sedimento se coloco en los geles con gradiente denaturante.

- La electroforesis se corri6 a 60 °C de temperatura durante 10 minutos a 20

voltios seguido por 6 horas a 150 voltios,

2.3.4. Tincién

- Se empleé la Tincion de plata (AgNO;). Siguiendo el protocolo descrito por
Dinesh et al. (1995), con algunas modificaciones.

- Una vez que terminé el tiempo de corrida, los geles se desprendieron, y se

los coloco suavemente en las cubetas con solucién de tincion.
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- De cada solucion se utilizé 1.5 litros, siendo las soluciones de fijacion y
enjuague nuevas para cada tincion, las otras soluciones se las reutilizo 5

veces aproximadamente (ver tabla # 3).

Tabla # 3. Pasos para la tincién con Nitrato de Plata.

PASO REACTIVO TIEMPO

1. Fijacion U T R L U A e 150 ml |5 minutos

Enrasar con H,O desionizada hasta 1.5 litros.

(]

- Impregnacién | 0,011 M AENOs.....ccovvniiiiiiiiiiisciirinneenn 2,8 8 20 minutos
Enrasar con H,O desionizada hasta 1.5 litros.

3. Enjuague HsO desionizada: ...c.oiiiviiivniiiiiahng 1,5 litros 1 minutos
4. Revelado O N O s e i s s Ao s mmemsenanca 45 gr | +/- 10 minutos
0,085 M Formaldehido..........ccccouievrrncravivarnnnnnn 10,5 ml

Enrasar con H,0 desionizada hasta 1.3 litros.

5. Parada O VNS 0} . o T s o e T ST e 11gr | 3-35 minutos

Enrasar con H,O desionizada hasta 1.5 litros,

Fotografia

- Una vez terminada la tincién, el gel fue fotografiado con una camara digital
OLYMPUS C- 5000 (5 Megapixeles: zoom 6ptico 3x de 38 mm — 14 mm),

sobre una caja de luz blanca.

- Las fotografias fueron archivadas para su posterior analisis.



2.3.5. Anilisis de Imagen

- Todas las imagenes de los geles se guardaron como archivos en formato
TIFF y se procesaron mediante el programa “Adobe Photo Shop™ (versién

7.0. Mac.) y “Gene Profiler” (version 4.03).

= Con este programa se determing la presencia o ausencia de bandas. asi como
la intensidad de las mismas. el programa fue calibrado para considerar las
bandas visibles, claras y definidas representadas en un minimo de 5 % de

intensidad total en la linea analizada.

2.3.6. indices de diversidad

Los indices de diversidad calculados fueron:

2.3.6.1. indice de Riqueza de Especies (S):

Se define como el mimero de diferentes organismos presentes en una muestra

(nimero de bandas presentes en DGGE). No toma en cuenta la proporcién y

distribucién de cada especie en la comunidad.

Se calculé con la siguiente ecuacion:

S=# de bandas detectadas para cada linea
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2.3.6.2. indice de Shannon—-Weaver

Esta medida se calcula en base a las bandas de los perfiles obtenidos del DGGE.

toma en consideracion el nimero y la intensidad relativa de las bandas en una

linea individual (Koizumi et al., 2003).

Se calcul6 con la siguiente ecuacion:

H'=- ¥ Pi. Log Pi

Donde:

Pi es la intensidad relativa de las bandas en un perfil en porcentaje

2.3.6.3. indice de Homogeneidad de Especies (evenness)

Se define como una medida que expresa que tan similar es la abundancia de

diferentes especies. Se calcula a partir del indice de riqueza de especies (S) y el

indice de Shannon-Weaver (H).

Se calculd con la siguiente ecuacion:

E=H/Log (S)
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2.3.7. Pardametros abioticos:

Se tomaron y registraron los siguientes parametros:

Temperatura y Oxigeno Disuelto

Se realizé una medicion junto a la toma de la muestra. Se utilizé un equipo YSI -

85 (YSI Incorporated Yellow Springs. Ohio 45387 USA) con sensor de

temperatura incorporado.

pH

Se realizé una medicién junto a la toma de la muestra. Se empleé un equipo de

mano pH testr2 “double junction” (OAKTON® Instruments).

Salinidad

Se realizé una medicion junto a la toma de la muestra. Se utiliz6 un refractémetro

de mano marca ATAGO, Modelo 5/Mill.
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2.3.8. Materia Orgdnica Total (Agua-Sedimento)

Agua

El analisis en agua se lo realiz6 en el laboratorio de Analisis Ambiental Seco
y Humedo y Anilisis Ambiental Quimico del CENAIM, siguiendo el
protocolo estdndar descrito por Boyd y Tucker, (1992).

Se utiliz6 filtros (Whatman GF / C 42.5 mm @), los mismos que fueron
hidratados por 24 horas en agua destilada y posteriormente secados en una
estufa a 103 °C por 24 horas, se obtuvo el peso correspondiente.

= Se tomé6 100 ml de muestra y se paso por el filtro, se llevé a 103 °C por 24
horas se pesé y luego se llevé a la mufla a 550 °C por 30 minutos, la

muestra fue colocada en el interior de un desecador para enfriarla.

posteriormente se peso.

La concentracién de materia orgdnica del agua se obtuvo con la siguiente formula:

Materia orgénica particulada (mg. L) = (B A) 1,000 ml. ek
Vv

Donde:

B = Peso del filtro con la muestra antes de la mufla (mg.).

A = Peso del filtro con muestra después de la mufla (mg.).
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V = Volumen de la muestra.

Sedimento

- El andlisis en sedimento se lo realiz6 siguiendo el protocolo estandar descrito
por Boyd, (1995).

- Se empled un crisol limpio y se adicioné 2 g. de sedimento seco
(previamente pulverizado). se llevo la muestra a 60 “C por 24 horas, se
removi6 la muestra y se dejo enfriar en el interior de un desecador, se obtuvo
el peso y se ubico la muestra en la mufla a 350 °C por 8 horas. Finalmente la

concentracion de materia organica se calculé con la siguiente formula:

OM= 100 - Wf-Wt

Wis - Wt

Donde:

OM = Concentracion de materia orgénica (%)

Wt = Peso tarado del crisol (g.)

Wits = Peso tarado del crisol por peso de la muestra (g.)

Wi = Peso del crisol y solidos después de la mufla (g.)
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2.3.9. Solidos Suspendidos Totales:

- Se lo realiz6 siguiendo el protocolo estandar descrito por Grenbert, (1992).
= Se prepar6 los filtros (Whatman GF / C 42.5 mm ©), hidratandolos en agua
destilada por 24 horas, secandolos por 24 horas y obteniendo el peso.

= Se tom6 100 ml de la muestra de agua y se pasé por el filtro, se llevé a la
estufa a 103 °C por 24 horas, se enfrio el residuo del filtro en el interior de

un desecador y se obtuvo el peso correspondiente.

- Se calculé el resultado con la siguiente formula:

SST (mg. L")= ((F - T )1000

Vv

Donde:
F = Peso final del residuo filtrado (mg)
T = Peso tarado del filtro (mg)

V = Volumen de la muestra en mililitros (ml)

2.4. Datos Evaluados

indices de Diversidad:
- Indice de Riqueza de Especies

- Indice de Shannon — Weaver
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- Indice de Homogeneidad de Especies (evenness).

Parimetros abiéticos:

- Temperatura

- Salinidad

- pH

- Oxigeno disuelto

- Materia orgdnica total (agua — sedimento)

- Solidos suspendidos totales.
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3. ANALISIS Y DISCUSION DE LA DIVERSIDAD

DE COMUNIDADES BACTERIANAS

3.1. ANALISIS MOLECULAR-RESULTADOS DEL DGGE

3.1.1. Extraccion de DNA, Amplificacién por PCR y Electroforesis en Geles

de Agarosa

Se realiz6 la extraccion y posterior amplificacion por PCR de los fragmentos del
gen 16S rDNA de las muestras de agua y sedimento de las piscinas # 15 y # 20 del
sistema semi-intensivo y piscina G-1 del sistema intensivo siguiendo los
protocolos descritos previamente. Se procesaron 17 muestras de agua y 17

muestras de sedimento para cada una de las piscinas analizadas durante el ciclo

del cultivo.

El tamafio de los productos amplificados por PCR fue confirmado por
clectroforesis en geles de agarosa. En la Figura # 9 se presenta un gel de agarosa
que muestra bandas de DNA correspondientes a los fragmentos amplificados para

cada tipo de muestra. El tamafio de las bandas fue de aproximadamente 200 bp.
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Fig. # 9 Electroforesis en gel de agarosa (2 %) del fragmento (16S rDNA) amplificado por PCR.
1 Kb marcador de peso molecular, M1 - M9 muestreos de agua del invernadero G-1.

3.1.2. Electroforesis en Geles con Gradiente Denaturante (DGGE)

Una vez confirmada la amplificacién en geles de Agarosa se tomé el producto
amplificado (16S rDNA) de las muestras de agua y sedimento y fue sometido a
una electroforesis en Geles con Gradiente Denaturante (DGGE). La técnica
gener6 un perfil para cada uno de los 17 muestreos y por cada tipo de muestra
{agua y sedimento), obteniendo al final 102 perfiles (34 por cada piscina). Cada
perfil genético estuvo constituido por un diverso nimero de bandas de diferentes
intensidades, las cuales representan la diversidad de especies bacterianas y la

presencia relativa de cada especie en cada una de las piscinas. (Figura # 10).
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R Mi2 R MIIR MIO R M9 R M8 R M7

Fig.#10. Gel de poliacrilamida con gradiente denaturante tefiido con nitrato de plata, M12 - M7:
muestras de agua de la piscina # 15, sistema semi-intensivo muestreo 7 al 12 (R = réplicas de las
muestras),

El DGGE es una metodologia empleada para analizar comunidades bacterianas,
pues permite estudiar las pequefias diferencias en las secuencias del gen 168
rDNA bacteriano, esta técnica puede ser usada para estudiar la diversidad
microbiana y abundancia relativa en hébitat naturales, (Pintado et al., 2003: Kropf
et al., 2004; Bohannan and Hughes, 2003; Sigler et al., 2004). Knapp et al. (2004)
comentan que el andlisis de pequefias subunidades del gen rRNA (ssu rRNA) es
un poderoso instrumento para evaluar actividades biolégicas en muestras clinicas

y ambientales.
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Atlas y Bartha (2002), afirman que esta técnica de caracterizacion molecular de
las poblaciones de bacterias junto con los indices de diversidad es util para
comparar diferentes ambientes y para detectar cambios significativos en la

composicion de las especies de una comunidad microbiana.
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3.1.2.1. Andlisis de Imagen.

El andlisis de imagen de los perfiles de DGGE se realizé con bandas que tenian

como minimo un 5 % de intensidad respecto a la intensidad total de la linea

(Figura # 11).

R MI2 R MiI1 R MIOR M9 R M8 R M7

’ ! 9] { ] )
3 | % |
A 2 s 6 =)

A

Fig. # 11 El Anilisis de imagen (Gene Profiler 4.05) permite la identificacién de bandas que
retinen las condiciones de intensidad establecidas (5 % del total de la linea). M7 - M12 muestras
de agua piscina # 15, muestreos del 7 al 12 (R = réplicas de las muestras),

Las bandas obtenidas en los perfiles derivados de DGGE fueron utilizados para
estimar la diversidad bacteriana y su intensidad relativa representd la dominancia

de especies particulares dentro del sistema (Calvo-Bado et al., 2003). Los analisis
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de diversidad fueron usados para determinar niveles de dominancia, riqueza de
especies y diversidad genética (Stach et al., 2003). Curtis et al.., (2002) y Dunbar
et al., (2002). explican que la estimacion de la diversidad bacteriana se requiere
para entender la biogeografia bacteriana, conjunto de comunidades Yy procesos

ecoldgicos presentes en los sistemas estudiados.
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3.1.3. INDICES DE DIVERSIDAD

En la Tabla # 4 y Tabla # 5, se observan los valores de los indices de Diversidad

(indice de Riqueza de Especies, indice de Shannon Weaver y el Indice de

Homogeneidad de Especies) de las muestras de agua y sedimento de las piscinas #

15, # 20 y G-1, calculados a partir de los perfiles generados por DGGE. Asi como

sus valores maximos y minimos.

Tabla # 4. Registro de los indices de Diversidad calculados para las muestras de agua, piscinas #
15, #20 y G-1 durante el periodo de muestreo.

INDICES DE DIVERSIDAD EN AGUA
Riqueza de Especies Shannon-Weaver Homogeneidad de Especies
Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina
Muestreo G-1 15 20 G-1 15 20 G-1 15 20
1 13 15 13 1.537 1.88 2216 0.599 0.694 0.864
2 16 17 12 2.121 2.139 2.073 0.765 0.755 0.834
3 21 17 17 2,336 2.067 2.365 0.767 0.73 0.835
4 17 14 19 2.068 2.079 2.405 0.73 0.788 0.817
S 15 18 16 2.059 2.21 238 0.76 0.765 0.858
6 13 15 21 1.817 1.963 2.692 0.709 0.725 0.884
7 18 21 23 2.057 2717 2.785 0.712 0.892 0.888
8 26 23 22 2.356 2.784 2.701 0.723 0.888 0.874
9 25 33 18 2.456 3.022 2.541 0.763 0.864 0.879
10 18 26 14 2.042 2,635 2.166 0.706 0.809 0.821
11 17 23 18 2.008 2.446 2342 0.741 0.78 0.81
12 10 25 25 1.83 2.87 2.786 0.795 0.892 0.866
13 13 18 26 2,203 2.193 2.747 0.859 0.759 0.843
14 10 11 24 1.922 1.849 2.634 0.835 0.771 0.829
15 11 19 24 2.101 2271 2477 0.876 0.771 0.78
16 24 13 15 2.507 2,056 2.192 0.789 0.802 0.81
17 16 15 23 2.274 2.174 2.582 0.82 0.803 0.823
Promedio 16.65 19.00 1941 2.10 2.32 2.48 0.76 0.79 0.84
Max. 26 33 26 2.507 3.022 2.786 0.876 0.892 0.888
Min. 10 11 12 1.537 1.849 2.073 0.599 0.725 0.78
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Tabla # 5. Registro de los indices de Diversidad calculados para las muestras de sedimento,
piscinas # 15, #20 y G-1 durante el periodo de muestreo.

INDICES DE DIVERSIDAD EN SEDIMENTO

Riqueza de Especies Shannon-Weaver Homogeneidad de Especies
Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina | Piscina
Muestreo G-1 15 20 G-1 15 20 G-1 15 20
| 14 13 13 2.065 2.429 2.077 0.782 0.947 0.81
2 16 16 20 2,071 2.361 2.408 0.747 0.851 0.804
3 14 21 16 2207 2,197 2211 0.836 0.722 0.797
4 13 11 - 2253 2.081 - 0.878 0.868 -
5 14 27 19 2.06 2.753 2.309 0.781 0.835 0.784
6 15 20 19 2378 2.563 2.578 0.878 0.855 0.876
7 8 2 17 1.674 2.822 2.465 0.805 0913 0.87
8 18 27 14 2371 2.96 2.121 0.82 0.898 0.804
9 14 11 18 2,153 .81 2.609 0816 0.755 0.903
10 11 12 17 2.003 1.928 2,175 0.835 0.776 0.768
I 12 11 19 2,157 1.839 2.292 0.868 0.767 0.778
12 14 I 14 231 1.986 22719 0.875 0,828 0.864
13 12 9 15 1.744 1.697 2.125 0.702 0.772 0.785
14 11 14 12 1.841 233 2.003 0.768 0.883 0.806
15 15 15 15 2.287 2.273 2214 0.844 0.839 0.818
16 12 12 16 1.867 1.817 2,435 0.752 0.731 0.878
17 10 9 1§ 1.731 1.841 1.736 0.752 0.838 0.724
Promedio 13.12 15.35 15.94 2.07 2.22 2.25 0.81 (.83 0.82
Mix. 18 27 20 2,378 2.822 2.609 0.878 0.947 0.903
Min. 8 9 11 1.674 1.697 1.736 0.702 0.722 0.724

En la Tabla # 6, se presentan los valores promedios de los Indices de Diversidad

(Indice de Riqueza de Especies, Indice de Shannon Weaver y el Indice de

Homogeneidad de Especies) de las muestras de agua y sedimento de los sistemas

de cultivo, calculados a partir de los perfiles generados por la técnica de DGGE,

asi como las diferencias significativas reveladas a partir del Analisis de Varianza.
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Tabla # 6. indices de diversidad calculados a partir de datos generados por DGGE,

Valores Promedio ANOVA
: indices de Sistema Semi- Intensivo vs. semi-
Andlisis DN Sistema Intensivo
diversidad intensivo intensivo
Agua | Sedimento | Agua | Sedimento| Agua Sedimento
Ri d
R 1 1665 | 1302 | 1921 | 1599 [p>005| P<0.05
Especies (S)
Sh
DGGE: | s 2105 | 2.069 | 2395 | 2261 |P<0.05| P<00s
Weaver (H)
E
(Ev)‘"“‘” 0.7617 | 0.8082 | 0.8177 | 0.8255 [P<0.05| P=>0.05

3.1.3.1. INDICE DE RIQUEZA DE ESPECIES, INDICE DE SHANNON
WEAVER, INDICE DE HOMOGENEIDAD DE ESPECIES EN AGUA Y

SEDIMENTO

Indice de Riqueza de Especies.

Es un indice que permite estimar la distribucion y el nimero de especies
endémicas y cosmopolitas. Recientes trabajos enfatizan la importancia de
proporcionar estimados de riqueza de especies en comunidades y estudiar los
procesos que afectan la composicion de comunidades y su funcién en los

ecosistemas (Martin, 2002).

Para las muestras de agua, el indice de Riqueza de especies presenté en general
valores mas altos en las piscinas semi-intensivas, piscina # 15 (11 a 33 especies),

piscina # 20 (12 a 26 especies); en tanto el sistema intensivo, piscina G-1 presenté
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valores entre 10 y 26 especies (Figura # 12, Tabla # 4). El andlisis de varianza,
con el indice de Riqueza de Especies entre el sistema semi-intensivo e intensivo
durante el ciclo de cultivo no indicé la existencia de diferencias significativas

{p > 0.05) (Tabla # 6).

De igual manera en las muestras de sedimento el Indice de riqueza de especies
present6 en general valores mds altos en las piscinas semi-intensivas, piscina # 15
(9 a 27 especies), piscina # 20 (11 a 20 especies); en tanto el sistema intensivo
presenté valores entre 8 a 18 especies (Figura # 13, Tabla # 5). El analisis de
varianza con el indice de Riqueza de especies entre el sistema semi-intensivo e
intensivo durante el ciclo de cultivo indicé la existencia de diferencias

significativas (p < 0.05). (Tabla # 6).

Indice de Shannon Weaver.

Es un indice de diversidad general, que aumenta su valor con el nimero de
especies (Riqueza), también se incrementa cuando la proporcién de organismos
esta distribuida mas uniformemente entre las especies. Es ampliamente usado por
ecologistas (Nubel et al., 1999), pues es altamente sensitivo para estimar la

frecuencia de diferentes especies (Martin, 2002).

En nuestro estudio, el indice de “Shannon Weaver” presenta los valores

promedios mas altos en la piscina # 20, reflejando en parte los valores registrados
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del Indice de riqueza de especies. En tanto en las piscinas # 15 y G-1 el indice de
Shannon Weaver present6 en ciertos muestreos valores mas altos a pesar de que
€sos muestreos no registraban los Indices de riqueza de especies mas altos, este
comportamiento es explicable porque el indice de Shannon Weaver depende
también de la abundancia de las especies en la comunidad bacteriana (proporcion
de cada una de las especies) y no solo de la riqueza que presente. (Figura # 12,

Figura # 13).

El analisis de varianza con los valores del indice de Shannon Weaver tanto para
muestras de agua y sedimento entre el sistema semi-intensivo e intensivo durante
el ciclo de cultivo indicé la existencia de diferencias significativas (p < 0.05)

(Tabla # 6).

Indice de Homogeneidad de Especies.

El indice de “Homogeneidad de Especies™ ha sido propuesto como una medida de
diversidad que incorpora el Indice de Riqueza de Especies y el indice de Shannon
Weaver. El valor de este indice puede variar entre 0 y 1.y nos da una medida de
el ratio de la diversidad observada, es decir que tan homogéneas son las
proporciones de los diversos individuos presentes (Renn et al., 2002). lLa
homogeneidad es baja si la intensidad de un nimero pequeiio de bandas en los

geles es dominante y alta si la intensidad de todas las bandas es casi igual.
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Los valores promedio obtenidos para el indice de Homogeneidad de Especies en
nuestro estudio, revelaron valores mds cercanos a | en las muestras de sedimento
para ambos sistemas en comparacion con las muestras de agua (Tabla # 6). Al
parecer las comunidades microbianas estin distribuidas més uniformemente en los
sedimentos de las piscinas de cultivo, esto podria deberse a que, en el sedimento,
por ser un medio menos cambiante que el agua de cultivo los microorganismos
pueden llegar a adaptarse mds facilmente y cumplir un rol funcional dentro del

sistema. (Figura # 12 y # Figura # 13).
El andlisis de varianza entre los sistemas de cultivo detectd diferencias

significativas entre las muestras de agua (p < 0.05), no asi entre las muestras de

sedimento donde no se detectaron diferencias significativas (p > 0.05) (Tabla # 6).
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Fig. # 12 indices de diversidad en agua: Riqueza de Especies, Shannon Weaver y Homogeneidad
de Especies durante los ciclos de cultivo de las piscinas # 15, # 20 y G-,
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Fig. # 13 indices de diversidad en sedimento: Riqueza de Especies, Shannon Weaver y
Homogeneidad de Especies durante los ciclos de cultivo de las piscinas # 15, # 20 y G-1.
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El indice de Riqueza de Especies fue diferente para cada una de las piscinas
(Figura # 12 y Figura # 13). La piscina # 20 presenté [ndices mas altos tanto para
Riqueza de Especies, Shannon Weaver y Homogeneidad de Especies con respecto

a la piscinas # 15 y G-1 (Tabla # 4, Tabla # 5).

Al comparar los Indices de diversidad por tipo de muestra (agua y sedimento) para
ambos sistemas de cultivo se observa que los Indices obtenidos a partir del agua
presentan en general Indices de Diversidad mas altos en comparacion con los

calculados a partir de las muestras de sedimento, excepto en Homogeneidad.

Gelsomino et al. (1999). comentan que las comunidades microbianas del
sedimento estin representadas por un nimero limitado de microorganismos
dominantes y generalmente estables, Casamayor et al. (2000) citan que los
ecosistemas pueden ser ricos en especies, pero la Homogeneidad es muchas veces
baja. Krebs (2003), comenta que el nimero de bacterias en el sedimento es
variable porque varios factores pueden limitar su crecimiento, las mayores
concentraciones de bacterias se encuentran en la capa superficial del fondo de las
piscinas de cultivo, por presentar condiciones mas favorables de temperatura,

oxigeno disuelto, humedad y disponibilidad de alimento.

Comparando los Indices de Diversidad por tipo de sistema de cultivo (Intensivo,
Semi-Intensivo) se aprecia que el sistema semi-intensivo presenta Indices de

Diversidad en general mayores (Tabla # 6).
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Los valores promedio de indices de Diversidad en agua en el sistema intensivo y
sistema semi-intensivo (Tabla # 6) son superiores a los limites detectados por
Nubel et al. (1999). quienes citan indices de 10.29 para riqueza de especies y
1.575 para Shannon Weaver en muestras de aguas hipersalinas, lo que se explica
por tratarse de un hébitat extremo caracterizado por una fuerte presion ambiental
que obliga a una seleccion de los organismos que lo habitan, relativamente pocos
microorganismos pueden crecer en aguas muy salinas, asi por ejemplo la biota de

los lagos salados suele restringirse a unas pocas especies (Atlas y Bartha, 2002).

Mientras, Murray et al. (1996), en un estudio realizado en estuarios de California
citan indices entre 20 y 26 para Riqueza de Especies los cuales son superiores a
los limites detectados en muestreos de los sistemas de engorde, generalmente los
estuarios son considerados uno de los habitat mas ricos en nutrientes y
disponibilidad de sustratos para el crecimiento bacteriano lo que explicaria esta

diferencia.

Los valores promedio de Indices de Diversidad en Sedimento en el sistema
intensivo y sistema semi-intensivo (Tabla # 6), son inferiores a los limites
detectados por Renn et al. (2002) en su estudio sobre el efecto del pastoreo de
protozoarios sobre comunidades microbianas en un microcosmos de sedimento,
quienes citan valores de 45.3 para el indice de Riqueza de Especies, 1.49 para el
indice de Shannon Weaver y 0.90 para el Indice de Homogeneidad de Especies.

Sin embargo, nuestros Indices son superiores a los detectados por Koizumi et al.
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(2003) quienes citan valores de 1.20 a 1.34 para el indice de Shannon Weaver en
su estudio sobre comunidades microbianas (16S rDNA) en sedimento relacionado
a la profundidad. Al comparar estos estudios se puede observar que el Indice de
Riqueza de Especies esta influenciado fuertemente por el ambiente y las
condiciones del medio. En el estudio de Koizumi et al. (2003) las comunidades
microbianas varfan segin la profundidad, en los estudios de Renn et al. (2002)
dependen de los nutrientes, contenido de materia orgdnica y sustrato el cual
favorece una mayor diversidad microbiana, en tanto que la Riqueza de Especies
en los sistemas de engorde de camarén al parecer depende en gran parte de las
condiciones del medio ambiente o estd influenciada por el sistema de cultivo tipo
invernadero en el caso del sistema intensivo las comunidades microbianas del
sedimento tienen una gran diversidad fenotipica y genotipica (Sessitsch et al.,
2001), en todo caso el desarrollo de comunidades se encuentran adaptados a la
disponibilidad de nutrientes (Dilly et al., 2004). Generalmente. el contenido de
materia orgdnica en un ecosistema suele ser el factor limitante para el crecimiento
de los microorganismos heterétrofos, algunos necesitan niveles relativamente
elevados de materia orgdnica, mientras que otros sélo crecen a concentraciones

relativamente bajas.

La variacion del Indice de Shannon Weaver en nuestro estudio es el reflejo de que
una o pocas especies dominaron en los muestreos durante el ciclo del cultivo, sin
embargo cabe mencionar que estos valores estan relacionados directamente con la

riqueza de especies e intensidad relativa de las bandas, es decir cuando la Riqueza
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de Especies fue alto y la intensidad de las bandas estuvo uniforme los valores de
Shannon Weaver fueron altos y estos a su vez se vieron reflejados en la
Homogeneidad de Especies (Evenness). FEstos resultados coinciden con las
afirmaciones de Casamayor et al. (2000); Schauer, et al. (2003), quienes comentan
que los cambios en la intensidad relativa de las bandas individuales de los perfiles
generados por DGGE reflejan el incremento y disminucién de la poblacion
bacteriana. Sin embargo cabe mencionar que la Homogeneidad depende de las
condiciones presentes durante el ciclo del cultivo, condiciones tales como los
pardmetros fisicos y quimicos: temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto. SST.
MOA y MOS, en efecto Muylaert et al. (2002), comentan que la composicion y
concentracion de materia orgdnica regula la composicién de las comunidades
bacterianas. Murray et al. (1996), lo confirman en un estudio donde encuentran
que diferencias en la cantidad de materia organica muestra comunidades de

Bacterioplancton diferentes.

Las variaciones observadas en todos los Indices a través del tiempo de estudio
reflejan que las comunidades bacterianas no se encuentran estables, sino que se
hayan en un constante cambio influenciado en gran parte por las variaciones

ambientales a las que esta sujeto el medio donde se desarrollan.

Las diferentes especies bacterianas constituyentes de la comunidad pueden
adaptarse  constantemente a estos cambios y nuevas condiciones

medioambientales, es por esto, que la composicion de la comunidad bacteriana
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cambia gradualmente y muchas especies bacterianas que aparecen en una muestra
por varios dias pueden luego desaparecer (Schauer et al., 2003; Riemann &

Middelboe, 2002).

Las diferencias en el contenido de materia organica en los sistemas de cultivo
puede también tener un efecto sobre la composicion de comunidades microbianas
y esto a su vez puede verse reflejado en los perfiles generados. En estudios de
habitat acudticos, solos unos pocos trabajos citan los efectos de factores
especificos sobre la estructura de las comunidades bacterianas, y estos trabajos
estan generalmente relacionados a los efectos provocados por perturbaciones
antropogénicas y / o cambios ambientales naturales (temperatura, salinidad, etc.
(Morris et al., 2002). Schauer et al., (2003). afirman que estos factores pueden
contribuir al establecimiento y mantenimiento de una estructura estable en la

comunidad.

La diversidad bacteriana es una expresion de la estructura de la comunidad en
general, la cual resulta de la interaccion entre elementos de un sistema. Algunos
cambios ambientales pueden favorecer el crecimiento rapido de ciertos
microorganismos y el desarrollo de comunidades microbianas complejas, aunque
para toda especie representa una ventaja evolutiva ir aumentando normalmente su
poblacién cuando las circunstancias son favorables, el desarrollo de altos niveles
de diversidad probablemente estd relacionado a un incremento importante de

interacciones bidticas dentro de la comunidad.



3.2. Pariametros Abioticos

3.2.1. Temperatura (°C).

En la Tabla # 7 y Figura # 14 se pueden observar los valores de la temperatura del

agua de las piscinas # 15, # 20 y G-1 registrada durante el ciclo de cultivo.

Tabla # 7. Registro de temperatura de las piscina # 15, # 20 y G-1 durante el periodo de muestreo.

Temperatura °C
Muestreo Piscina 15 Piscina 20 Piscina G-1
| 24.6 24.8 31
2 24.2 23.5 30.9
3 23 23.3 31.5
4 24.2 24.4 30.4
5 26.5 254 29.4
6 25.2 24.7 30.5
7 25.5 254 31.2
8 24.6 248 30.4
9 25.1 24.2 31.9
10 249 248 29.3
11 24.8 25 33.2
12 23.9 24 31.9
13 24.3 24.8 32.7
14 23.8 23.7 32.6
15 26.9 25.6 32.8
16 26.4 26.3 34
17 28.4 27.1 32.8
Promedio 25.1 24.8 31.6
Min. 23 23.3 293
Max. 28.4 27.1 34

La piscina G-1 se diferencia claramente de las piscinas # 15 y # 20 porque la
temperatura del agua registrada es relativamente alta con un promedio de 31.6 °C,

lo que se explica por el sistema con cubierta tipo invernadero (estructura metélica
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y plasticos), mientras que las piscinas # 15 y # 20 estén al aire libre sin ninguna

cubierta y por tanto sus temperaturas promedios son inferiores (Tabla # 7).

Al comparar los valores de temperatura del agua en cada una de las piscinas (# 15,
#20 y G-1) entre inicio y final del ciclo del cultivo (Figura # 14), se observa un
ligero incremento a través del tiempo. Este incremento de temperatura en el
tiempo se explicaria con las variaciones de temperatura normales atribuibles al
cambio de estacién (verano - invierno). Agurto (2003) afirma que las variaciones
en la temperatura ocurren principalmente a consecuencia del cambio de estacion
climdtica de Verano a Invierno, donde la incidencia del sol es mayor sobre la
superficie del agua de las piscinas de cultivo. Boyd (2001) menciona que el calor
penetra por la superficie del agua y calienta la capa superficial mas rapido que la
del fondo. Regueira (2001) en un estudio realizado en el Golfo de Guayaquil
report6 temperaturas en la superficie del agua durante la época seca de 22 a 25 °C,
mientras que en la época himeda un incremento alrededor de 28 °C. lo que
coincide con los datos registrados para las piscinas # 15 y # 20 aunque no para la
piscina G-1 que presentd valores de temperatura superiores durante el ciclo de

cultivo debido al tipo de sistema con invernadero empleado.

Los valores de temperatura de la piscina G-1 estuvieron dentro del rango
reportado para invernaderos por Sonnenholzner (2002) temperaturas entre 28 — 35
°C aceptable para el cultivo de camarén Litopenaeus vannamei. Los valores de

temperatura de las piscinas # 15 y # 20 se encuentran dentro del rango reportado
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por Boyd (2001) temperaturas de 25 — 32 °C aceptables para ¢l cultivo de
camaron, estas temperaturas mas bajas se atribuyen al tipo de sistema sin cubierta

y la influencia ambiental.

‘-—-.—;h(ll- 1 ;i"_'lncll; 20 _._’.".—...—G"' 7

Fig. # 14.- Temperatura registrada para las piscinas # 15, # 20 y G-1durante el ciclo de cultivo

Aunque la temperatura fue aceptable para el cultivo del camarén. no se debe
olvidar que es uno de los factores ambientales mds importantes ya que puede
afectar la estructura de las comunidades bacterianas. En este estudio las piscinas
# 15 y # 20 del sistema semi-intensivo presentaron una mayor diversidad
bacteriana a temperaturas promedios de 25.1 y 24.8 °C respectivamente, en tanto
la piscina G-1 del sistema intensivo presenté una menor diversidad bacteriana a
una temperatura promedio de 31.6 °C (Tabla # 6, Tabla # 7). Al parecer el
sistema semi-intensivo presentd una mayor diversidad bacteriana por ser un
ambiente menos controlado y por tanto mds susceptible de variaciones en donde
las comunidades microbianas llegan a adaptarse mas facilmente. En tanto el

sistema intensivo por tener un ambiente mas controlado y caracterizado por altas
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temperaturas, ejerce una seleccion de los microorganismos que lo habitan, los
cuales se adaptan a las nuevas condiciones medio ambientales resultando una
menor diversidad bacteriana. Al parecer la temperatura en combinacién con otros
factores abi6ticos ambientales (salinidad. pH, disponibilidad de oxigeno disuelto,
nutrientes, concentraciones de carbén., nitrégeno entre otros), influyen sobre la

diversidad bacteriana presente en los sistemas de cultivo.

3.2.2. Salinidad (g. L™").

En la Tabla # 8 se pueden observar los valores maximos, minimos y promedios de

la salinidad del agua registrada durante el ciclo del cultivo de las piscinas # 15, #

20y G-1.
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Tabla # 8. Registro de salinidad para las piscinas # 15, # 20 y G-1 durante el periodo de muestreo.

Salinidad g. L.~
Muestreo Piscina 15 Piscina 20 Piscina G-1

I 35 37 36

2 35 37 37

3 40 40 37

4 40 40 37

5 40 39 37

6 40 41 37

7 38 41 36

8 40 39 37

9 40 40 39

10 43 43 38

1 39 40 34

12 41 43 36

13 40 45 38

14 41 41 36

15 43 45 37

16 44 44 36

17 43 44 36
romedio 40 41 37
Min. 35 37 34
Miix. 44 45 39

La salinidad del agua de las piscinas # 15 y # 20 registrada durante el ciclo del
cultivo (Figura # 15) se ubico entre 35 — 45 g, L', aumentando a partir del
segundo muestreo en las piscinas # 15 y # 20 (35 — 40) y (37 - 40)
respectivamente. Posteriormente desde estos muestreos hasta el final del ciclo del
cultivo aumento manteniéndose entre 38 y 45 g. L' debido a la evaporacion
causada por las altas temperaturas y dias soleados. Jiménez et al. (2000), comenta
que la salinidad estd sometida a cambios estacionales, lo cual coincide con los
datos obtenidos durante el ciclo de cultivo en donde se observa que la salinidad se

incrementa en el mismo tiempo que la temperatura.
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Fig. # 15.- Salinidad registrada durante ¢l ciclo de cultivo para las piscinas # 15 y # 20

La piscina G-1 (Figura # 16), presenté valores de salinidad mas estables siendo
iguales al inicio y al término del ciclo de cultivo con una concentracién de
36 ¢. L. Sin embargo se observa una concentracién méxima en el muestreo # 9
la misma que podria estar relacionada con la evaporacién (temperatura 31.9 °C),
disminuyendo la concentracion de salinidad en el siguiente muestreo por el
recambio de agua al que se sometid la piscina. Esto corrobora la afirmacion de
Orellana (2000), quien comenta que la evaporacién y filtracion aumenta
progresivamente la salinidad de las piscinas camaroneras durante el desarrollo del
cultivo; y Boyd (1989), quien cita que el recambio de agua disminuye la salinidad

del agua durante la estacion seca.
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Fig. # 16.- Salinidad registrada durante ¢l ciclo de cultivo para la piscina G-1.

Los valores de salinidad de las piscinas # 15, # 20 y G-I estuvieron dentro del
rango reportado por Olivo (2002) 35 a 47 . ! en su experimento relacionado
con sistemas de cultivo. Olivo (2002), comenta que las especies de camarones
Penaeus vannamei y Penaeus monodon, pueden cultivarse sin ningiin problema
en estanques cercanos a la Costa, donde la salinidad puede superar en ocasiones

los40 g. L.

Aunque la salinidad no causé ningin efecto adverso en el cultivo del camarén, no
se debe olvidar que es uno de los factores ambientales mds importantes pues
determina la distribucion y el tipo de microorganismos presentes en los sistemas
de cultivo. Solano (2003), afirma que los iones de sodio son un requerimiento
absoluto para el crecimiento de la mayoria de Vibrios. Boletin Nicovita (2002)
menciona que estanques de cultivo con una salinidad mayor de 40 g. L', tiene
mds probabilidades de ser afectado por Vibrios y dinoflagelados. Aunque en este

estudio las piscinas # 15 y # 20 del sistema semi-intensivo presentaron una
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salinidad promedio de 40 g. L™ y 41 g. L respectivamente no se determin6
sintomas de enfermedades bacterianas causadas por Vibrios durante el ciclo del
cultivo, lo que si se pudo determinar es una mayor diversidad bacteriana en
comparacion a la piscina G-1 del sistema intensivo que presenté una menor
diversidad bacteriana a una salinidad promedio de 37 g. L' (Tabla # 6, Tabla # 8).
Al parecer los Vibrios y otras bacterias patdgenas marinas disminuyen de manera
significativa al descender la salinidad, por lo tanto la salinidad tiene un efecto

fundamental en el control de la diversidad bacteriana.

Al analizar lo obtenido es este estudio se puede concluir que el nimero de
especies y por tanto el Indice de riqueza de especies puede ser afectado por
factores ambientales como la temperatura y la salinidad, al parecer a mayor
temperatura y menor salinidad existe menos Riqueza de Especies porque solo se
desarrollan organismos selectivos especializados para esas condiciones de vida,
no asi a una menor temperatura y mayor salinidad pues aqui se desarrolla una
mayor variedad de especies. En este estudio la técnica del DGGE mostrd ser
sensible y capaz de detectar el efecto que puede llegar a ejercer las condiciones
ambientales o el tipo de sistema de cultivo sobre la diversidad bacteriana en los

sistemas de cultivo analizados.

98



3.2.3. Oxigeno Disuelto (mg. L™).

En la Tabla # 9, se muestran los registros de oxigeno disuelto (mg. L") durante el
ciclo de cultivo para las piscina # 15, # 20 y G-1. Asi como sus valores maximos,

minimos y promedios.

Tabla # 9. Registro de oxigeno disuelto del agua para las piscinas # 15, # 20 y G-I durante el
periodo de muestreo (tomada a las 10:00 — 10:30 y 8:30 AM. Respectivamente.

Oxigeno Disuelto mg. L™
Muestreo Piscina 15 Piscina 20 Piscina G-1

I 4.8 4.8 4.7
2 5.1 5.24 4.97
3 5.7 5.8 3.5
4 4.45 4.18 5.33
5 6.6 4.3 5.55
6 4.9 4.4 5.72
7 5.35 34 3.52
8 4.6 34 3.66
9 7.9 7 1.96
10 87 4.15 3.81
11 3.94 2.6 3.95
12 3.85 2.6 4.36

13 5.48 428 3
14 3.12 3.27 2.8
15 6.57 4.44 2.22
16 4.55 3.2 2.5
17 4.2 4.9 2.34
Promedio 5.1 423 3.76
Min. 3.12 2.6 1.96
Max. 7.9 7 5.72

Al comparar las piscinas # 15 y # 20 (Figura # 17) se puede observar un
comportamiento similar en los valores miximos y minimos de oxigeno disuelto,
atribuible a que ambos sistemas son semi-intensivos y se encuentran sometidos a

los mismos cambios climéticos. es decir estan influenciados por la presencia o
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ausencia del sol. el que permite la realizacion de la fotosintesis y por ende el
incremento o descenso de los niveles de oxigeno disuelto en el agua. Esto se
demuestra en el muestreo # 9 (dia soleado) dénde los niveles de oxigeno
registrados fueron relativamente altos alcanzando 7.9 mg. L' para la piscina # 15
y 7 mg. L para la piscina # 20. Esto es confirmado por Monserrat (2003), quien
cita que la presencia del fitoplancton en piscinas acuicolas permite durante el dia
la acumulacién de oxigeno disponible para los organismos acudticos, la
disminucion de diéxido de carbono y el incremento de pH. Lin et al (1997),
afirma que el bloom fitoplanctonico provee adecuados niveles de oxigeno
disuelto. Hargreaves y Brunson (1996), comentan que el fitoplancton produce
oxigeno al realizar la fotosintesis. pero consume una parte en su respiracion, por
lo tanto la densidad de bloom de algas tiene un efecto importante en la magnitud

de las fluctuaciones diarias de oxigeno disuelto y CO; en los estanques de cultivo.
Como otras fuentes de oxigeno ademds de la fotosintesis estan la difusién

provocada por el viento (oxigeno atmosférico) y la renovacion de agua (mediante

el oxigeno disuelto del agua adicionada).
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Fig. # 17.- Oxigeno disuelto del agua registrada durante el ciclo de cultivo para las piscinas # 15 y
# 20.

En la Figura # 18, se observa que la piscina G-1 presenté el nivel méis bajo de
oxigeno disuelto en el muestreo # 9, con una concentracién de 1.96 mg. L™,
encontrandose en el siguiente muestreo a 3.81 mg. L™ por el recambio de agua al
que se sometié la piscina. Segin Boyd (1989), la disminucion de los niveles de
oxigeno disuelto es debida en parte al consumo ocasionado por las bacterias
durante la descomposicion de la materia orgénica por las bacterias. La
concentracion de oxigeno disuelto también depende de la temperatura,
observiandose que a mayor temperatura menor nivel de oxigeno disuelto y
viceversa a menor temperatura mayor nivel de oxigeno. De acuerdo a Boyd
(1998). las concentraciones de oxigeno disuelto declinan a medida que aumenta la
temperatura y la salinidad del agua. Esta afirmacion coincide con lo observado en
la piscina G-1 en el muestreo # 9 se registré una concentracién de oxigeno
disuelto de 1.96 mg. L', con una temperatura de 31.9 °C y salinidad de 39 g. L™,
Los organismos acudticos pueden consumir més oxigeno disuelto a 30 °C que a

20 °C (Boyd, 1998: Olivo, 2002). Las concentraciones constantemente bajas de
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oxigeno disuelto (1.5 mg. L™') hacen que los animales consuman menos oxigeno y
no convierten el alimento como lo harian en condiciones 6ptimas S mg. L'

(Boyd, 1989).

' Piscina Intensiva
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Fig. # 18.- Oxigeno disuelto registrado durante el ciclo de cultivo de la piscina G-1,

La piscina G-1 se diferencia de las piscinas # 15 y # 20, porque los niveles de
oxigeno disuelto del dia son influenciados por la aireacion mecanica que se le
suministra durante la noche, la misma que compensa la pérdida por el consumo
de oxigeno por parte del fitoplancton y los animales cultivados. La
implementacion de aireadores mantiene Optimas concentraciones de oxigeno
disuelto en todo el volumen de agua y superficie del fondo mejorando asi la

capacidad de los estanques (Boyd y Tucker, 1998: Saldias, 2001)

Los valores promedio de oxigeno disuelto del agua de las piscinas # 15y # 20, se
encuentran dentro del rango reportado por Boyd y Tucker (1998) 4 — 12 mg. L™;

y Olivo (2002) 4 a 8 mg. L™ en su experimento relacionado a sistemas de cultivo.
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Sin embargo estuvieron por encima del valor promedio de la piscina G-1. lo que
puede reflejar el hecho de que son sistemas diferentes, las piscinas # 15 y # 20
pertenecen al sistema semi-intensivo abierto (menor nimero de organismos
cultivados por m?), donde el oxigeno se adquiere mediante la fotosintesis y la
difusion atmosférica, mientras que en el sistema intensivo (mayor nimero de
organismos cultivados por m?) y el oxigeno depende en mayor parte de la
aireacion mecdnica suministrada cada noche y por el hacinamiento existe un

mayor consumo de oxigeno en comparacion al semi-intensivo.

Durante el ciclo de cultivo se presentaron diferencias significativas entre las
piscinas # 20 y # 15 (p < 0,05), no asi entre piscina G-1 y piscina # 15; piscina G-
1y piscina # 20, dénde no se presentaron diferencias significativas (p > 0,05).
3.2.4. pH (Potencial de Hidrégeno).

En la Tabla # 10, se muestran los valores de pH registrados durante el ciclo de

cultivo de las piscina # 15, # 20 y G-1. Asi como sus valores méximos, minimos y

promedios.
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pH
Muestreo Piscina 15 Piscina 20 Piscina G-1
| 8.1 8.1 7.8
2 7.9 74 8
3 8 7.8 9.2
4 157 Y g 8.2
5 8 7.4 8.2
6 7.4 7.4 8.19
7 8.8 8.9 7.9
8 8.2 8 7.9
9 8.4 8.45 8
10 8.44 8.4 8
11 8.53 8.36 7.8
12 8.36 8.54 7.8
13 8.4 8.35 8
14 8.6 8.6 8
15 8.7 8.3 8
16 8.6 8.6 8
17 8.3 8.6 5
Promedio 8.26 8.17 8.04
Min. 7.4 7.4 7.7
Max. 8.8 8.9 9.2

Tabla # 10. Registro de pH para las piscinas # 15, # 20 y G-1 durante el periodo de muestreo,

Las piscinas # 15 y # 20 (Figura # 19) presentan un comportamiento similar en los
valores de pH, atribuible a que ambas piscinas pertenecen al mismo sistema semi-
intensivo, se observa un incremento progresivo en el tiempo a partir del muestreo

# 7 hasta el final del cultivo.
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Fig. # 19.- Datos registrados de pH para las piscinas # 15 y # 20 durante el ciclo de cultivo.

En la Figura # 20, se observa los valores de pH durante el ciclo del cultivo de la
piscina G-1. el mismo que tiende a disminuir progresivamente en el tiempo a

partir del muestreo # 4 hasta el final del ciclo.

Piscina Intensiva

Fig. # 20.- Datos registrados de pH para la piscina G-1 durante el ciclo de cultivo,

Los valores de pH de las piscinas # 15, # 20 y G-1 estuvieron casi dentro del
rango reportado por Lin y Nash (1996) 7.5 — 9.0 aceptables para el cultivo de

camarén en estanques intensivos, sin embargo estuvieron algunas veces por
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encima de los valores reportados por Machado (2003) 7.5 — 8.5 en su estudio de

piscinas camaroneras.

Boyd (1996) reporta valores de pH que llegan hasta 8.5 a 9.5 para cultivo de
camarén y comenta que un valor de pH alto en la tarde por lo general no es
dafiino, debido a que los animales acudticos pueden ir a aguas mds profundas
donde el pH es menor. Sin embargo Pillay (1997) reporta que valores inferiores o
superiores a este rango son letales produciendo retardo en procesos reproductivos
y de crecimiento. Los factores que influyen en el valor final del pH son muy
complejos, interviene el ciclo del dioxido de carbono, los iones presentes, la
dureza, la temperatura entre otros (Catalén, 1987). Asi, Boyd (1998), alega que el
pH esta influenciado por el CO,, si la concentracién de CO; incrementa, el pH

disminuye, y viceversa, si la concentracién de CO, disminuye, el pH aumenta.

La piscina G-1 se diferencia claramente de las piscinas # 15 y # 20 porque los
valores méximos y minimos de pH del agua son diferentes (Tabla # 10), sin
embargo el andlisis de varianza de pH entre las piscinas # 15, # 20 y G-1 no
revelo  diferencias significativas  (p>0.05) atribuible posiblemente  al

comportamiento durante el desarrollo de todo el ciclo de cultivo.
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3.2.5. Sélidos Suspendidos Totales — SST (mg, L )

Las concentraciones promedio de sélidos suspendidos totales para cada una de las

piscinas (# 15, # 20 y G-1) se presentan en la Tabla # 11 y en las Figuras # 21 y

# 22. Los valores promedio registraron valores més altos en la piscina G-1 en

comparacion con las piscinas # 15 y # 20 atribuido posiblemente a que el tipo de

sistema de cultivo recibe mejores aportes de alimento, Materia Orgénica. etc.

Tabla # 11. Registro de Sélidos Suspendidos Totales (SST) durante ¢l periodo de muestreo

Sélidos Suspendidos Totales mg. !
Muestreo Piscina 15 Piscina2¢ | Piscina G-1

1 219.5 307.5 418.4
2 228 226 277.4
3 234.3 240.1 294 .4
4 254.5 248.8 344.7

5 260.5 302.8 337.1
6 257 330.3 357.5
7 375.4 3153 433.5

8 271.4 ) 4223 304

9 255.3 2779 403

10 254.2 303.4 305
11 358.2 322.2 341.9
12 255 314 331.2

13 245 268 305
14 293 272 356.9
15 267.7 314.1 291.1
16 274.2 326.9 303.3
17 238 321 332.6
Promedio 267.1 300.7 337.5
Min. 219.5 226 2774
Miix. 3754 4223 433.5

107



1 2 1 4 ’ . ’ . Ot 30 12 3 e 1S e a¥

r S—
e Placina IS B~ Plecine 18
s -

Fig. # 21, Sélidos Suspendidos Totales (SST) para las piscinas # 15 y # 20 registrada durante el
ciclo de cultivo.
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Fig. # 22. Sélidos Suspendidos Totales (SST) para la piscina G-1 registrada durante el ciclo de
cultivo,

La piscina G-1 (Figura # 22) se diferencia de las piscinas # 15 y # 20 (Figura #
21) porque las concentraciones de SST registradas durante el ciclo del cultivo es
generalmente mds alta con un promedio de 337.5 mg. L' lo que esta explicado
por el tipo de sistema, en donde la acumulacién de sélidos suspendidos es causada
por las reposiciones (10 — 12 % del volumen total de agua) a la que fue sometida

la piscina los dias anteriores al muestreo, la acumulacién de alimento no
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consumido y la aireacion mecénica que se le suministraba durante la noche a la
piscina. Saldias (2001) comenta que las mayores concentraciones de SST se
producen en estanques de alta densidad debido a la presencia de aireadores que

colaboran con la resuspension de particulas y sedimento.

Los sélidos suspendidos contribuyen a la turbidez. causando efectos adversos en
las comunidades benténicas y limitando la penetracion de luz, lo cual reduce la

produccion de oxigeno por fitoplancton (fotosintesis) (Saldias, 2001).

Los valores promedio registrado de SST de las piscinas # 15 y # 20, se encuentran
dentro de los valores reportados por Saldias (2001) 60 — 300 mg. L™ en su estudio
de efluentes en piscinas de cultivo de camarén, lo que refleja el hecho de que son
sistemas de cultivo semi-intensivo no asi con la piscina G-1 que presenta valores
mds altos por ser un sistema intensivo. Sin embargo los valores registrados de las
piscinas # 15, # 20 y G-1 se encuentran por encima de los valores registrados por
Lin y Nash (1996) 30 — 190 mg. L aceptables para el cultivo de camarén en
estanques intensivos; Boyd y Gautier (2000), reportan un promedio de 214 mg. I

"en piscinas intensivas, caracterizados por el uso de aireadores.
El resultado del andlisis de varianza para los sistemas estudiados no reveld

diferencias significativas (p > 0.05) entre las piscinas # 15 y # 20: # 20 y G-1, no

asi entre piscina # 15 y G-1 donde se encontré diferencias significativas.
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3.2.6. Materia Orgdnica Total

3.2.6.1. Materia Orgdnica del Agua - MOA (mg. L)

En la Tabla # 12, se muestran los registros de materia organica del agua durante el

ciclo de cultivo para las piscina # 15, # 20 y G-1, asi como también sus valores

méximos, minimos y promedios.

Tabla # 12. Registro de materia orgdnica del agua durante el periodo de muestreo.

Materia Organica del Agua (MOA) mg. L'
Muestreo Piscina 15 Piscina 20 Piscina G-1
| 50 67.5 -

2 55.8 53.2 63.4
3 63.7 62.2 75.7
4 68.9 65.4 93.5
5 76.7 103.8 81.3
6 61.9 80.1 77
7 83 82 85
8 73.3 98.3 75
9 67.4 77.8 108
10 56.8 63.2 106
11 62 69 116.8
12 59 62 104
13 47 55 115
14 70 76 129.8
15 54.4 83.2 102.7
16 56 98 104.7
17 65 101 100.5
Promedio 63.0 76.3 96.2
Min. 47 63.4 63.4
Miix., 83 103.8 129.8

Las concentraciones promedio de materia organica del agua fueron mayores en la

piscina G-1 sistema intensivo en comparacion con las piscinas # 15 y # 20,
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ademds se observé un incremento en el tiempo desde ¢l muestreo # 2 hasta el

tltimo muestreo (Figura # 24).

En términos generales estd concentracion de MOA alta para la piscina G-1 puede
ser atribuida por la aireacion mecénica que se le suministraba cada noche el cual
resuspendia la materia organica en la columna de agua y por el tipo de sistema
intensivo e invernadero. Lo que es confirmado por Saldias (2001) quien comenta
que la densidad de siembra produce un aumento en el ingreso de materia orgénica

a través del alimento y una mayor produccion de desechos en la columna de agua.

El comportamiento de las concentraciones de MOA del agua de las piscinas # 15;
# 20 y G-1 (Figura # 23) presenta ciertas variaciones durante el desarrollo del
ciclo del cultivo probablemente por la poca asimilacién de alimento balanceado,
heces de animales y por la mayor o menor descomposicion de materia orgénica
efectuada por las actividades microbianas (Massaut, 1999; Boyd, 1995: Solano.
2003). La parcial o total descomposicion de materia orgénica disuelta por la
trama alimenticia microbiana incrementa la concentracién de nutrientes
inorganicos disponibles para el fitoplancton (Havskum et al., 2003). Mientras que
el incremento de las concentraciones de materia organica en la columna de agua
causa efectos deletéreos como disminucion de oxigeno, deterioramiento de la
calidad de agua, creando un medio inhabitable para el normal crecimiento del
camarén (Olivo, 2002). La descomposicion de la materia orgidnica esta

relacionada con muchos factores, como temperatura, oxigeno disuelto en el agua,
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tipo de materia organica (productos con un bajo contenido de fibra y alto de
nitrégeno se descomponen mucho més rapido que los residuos fibrosos de bajo

contenido de nitrogeno) (Boyd, 1996).

Piscinas Semi-intensivas
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Fig. # 23.- Materia orgdnica del agua (MOA) para las piscinas # 15 y # 20 registrada durante el
ciclo de cultivo.
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Fig. # 24.- Materia orgdnica del agua (MOA) para la piscina G- registrada durante el ciclo de
cultivo.
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Los valores promedios registrados de MOA de las piscinas # 15, # 20 y G-1 se
encuentran dentro de los datos reportados por Parsons et al. (1984) 25 — 150 mg.
L en estudios de agua de mar. Aunque Boyd (1990), comenta que las
concentraciones de materia orgénica en el agua raras veces deben de exceder de

1002 150 mg. L™,

Los resultados obtenidos durante el ciclo de cultivo de las piscinas # 15, # 20 y G-
I coinciden con la opinién de Lopez (2004), quien comenta que la disminucion de
materia orgdnica estd relacionada mds probablemente al establecimiento de
condiciones adecuadas para la actividad bacteriana como: sedimentacion de
materia orgdnica labil con bajos radios C : N, altas temperaturas (27.3 °C), pH del

sedimento alcalino (8.0) y condiciones aerébicas.

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza para los sistemas estudiados
muestran diferencias significativas (p < 0,05) entre la piscina G-1 y piscina # 15:
piscina G-1 y piscina # 20, no asi entre piscina # 20 y piscina # 15 dénde no se
encuentran diferencias significativas (p > 0,05), lo que puede reflejar el hecho de
que son sistemas diferentes con diferentes niveles de materia organica y diferentes
fuentes de aporte de materia organica, asi como diferentes niveles de actividad

bacteriana.
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3.2.6.2. Materia Orgénica del Sedimento — MOS (%)

Los porcentajes de MOS para cada una de las piscinas (# 15, # 20 y G-1) se

presentan en la Tabla # 13 y en las Figuras # 25, 26,

promedio de MOS oscilaron entre 1.5 % y 8.12

piscina # 15 en comparacion con las piscinas # 20 y G-1.

Tabla # 13. Registro de materia orgénica del sedimento durante el perfodo de muestreo.

Materia Orginica del Sedimento (MOS) %
Muestreo Piscina 15 Piscina 20 Piscina G-1

1 5.35 4.26 4.1

2 7.89 3.68 4.1

3 6.99 6.45 5.0

4 8.06 3.30 4.2

5 5.76 4.32 2.0

6 8.12 5.35 2.0

7 7.14 4.74 15

8 3.16 5.64 5.0

9 417 6.95 2.1
10 4.71 5.38 5.6
11 7.73 6.38 4.6
12 3.72 5.79 5.1
13 7.89 2.65 4.1
14 5.91 2.88 4.6
15 6.99 3.11 4.6
16 3.91 6.84 3.0
17 5.24 5.67 6.1
Promedio 4,90 4.90 4.0
Min. 3.16 2.65 1.5
Miix. 8.12 6.95 6.1

y 27. Los porcentajes

% con valores mas altos en la
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Fig. # 25.- Porcentaje de Materia organica del sedimento registrada durante el ciclo de cultivo para
la piscina # 15.
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Fig. # 26.- Porcentaje de Materia orgénica del sedimento registrada durante el ciclo de cultivo para
la piscina # 20,
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Fig. # 27.- Porcentaje de Materia organica del sedimento registrada durante el ciclo de cultivo para
la piscina G-1.

Las Figuras # 25, 26 y 27, presentan el porcentaje de MOS para las piscinas # 15,
# 20 y G-1 respectivamente durante el ciclo del cultivo, se observan variaciones
entre los muestreos atribuible posiblemente a el deposito de alimento no
consumido, sedimentacién de fitoplancton muerto. heces de animales y mudas de
camardn, asi como también una mayor o menor descomposicion de la materia
orgéanica por la actividad bacteriana en el fondo del estanque. Martin et al. (1998),
comentan que la materia orgénica que se deposita en el sedimento de los sistemas
de cultivo tiene dos roles: un rol positivo cuando se mantiene en concentraciones
adecuadas donde puede ser consumido directamente por los animales que se
encuentran en el sistema. servir como fuente de nutrientes para la via alimenticia
detrital heterotréfica y como fuente de nutrientes minerales que estimulan la
produccion primaria para la via alimenticia autotréfica (Boyd y Tucker, 1998). El
rol negativo se da cuando la materia orgénica se encuentra en elevadas

concentraciones causando serios problemas ambientales.
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El andlisis de varianza revel6 diferencias significativas entre las piscina # 15 y G-
1 reflejo de la diferencia entre los promedios. no asi en la piscina # 20 y G-1
donde el analisis de varianza no indica diferencias estadisticamente significativas,
atribuible al comportamiento durante todo el ciclo del cultivo. Adicionalmente el
analisis de varianza no indica diferencias significativas entre piscina # 15 y # 20
posiblemente explicable por pertenecer al mismo sistema de cultivo con similares

fuentes de materia organica.
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CONCLUSIONES

-La técnica del DGGE permiti6 un estudio rapido y simultineo de las
comunidades bacterianas presentes en agua y sedimento de las piscinas de cultivo
# 15, # 20 y G-1 y demostré ser una herramienta que permite estudiar la
diversidad bacteriana en diferentes ambientes, en nuestro caso sistemas intensivo

y semi-intensivos de engorde de camaron.

-Los indices de diversidad calculados usando el mimero e intensidad de las bandas
generadas por los perfiles del DGGE, permitieron conocer la diversidad genética
de las comunidades bacterianas en agua y sedimento observandose una diversidad

mas alta en el sistema semi-intensivo en comparacién al sistema intensivo.

-La diversidad de las comunidades microbianas al parecer esta influenciada por
las diferentes condiciones ambientales a las que esta sometido cada uno de los
sistemas de cultivo, observandose Indices de diversidad més bajos en el sistema

intensivo.

-Los Indices de diversidad fueron mayores en los sistemas semi-intensivos, esto

podria deberse al hecho de ser sistemas menos controlados y por lo tanto mds

susceptibles de variaciones.

118



-La temperatura del agua registrada en los sistemas de engorde fue relativamente
mas alta en el sistema intensivo (G-1), atribuible al tipo de sistema con cubierta
tipo invernadero. En las tres piscinas se observo un incremento de temperatura a

través del tiempo explicado por el cambio de estacion climatica.
-Los niveles de oxigeno disuelto registrados durante el ciclo del cultivo fueron
mds altos en el sistema semi- intensivo en comparacion con el sistema intensivo,

pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05).

-Los valores de pH del sistema intensivo se diferencia del sistema semi-intensivo,

sin embargo, el andlisis de varianza no revelé diferencias significativas (p > 0,05).

-Los niveles de sélidos suspendidos totales fueron més altos en el sistema

intensivo (G-1). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0,05).

-El nivel de materia organica en agua fue superior en el sistema intensivo. Esta

diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0,05).

-El porcentaje de materia orgénica en el sedimento fue superior en el sistema

semi-intensivo. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0,05).
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RECOMENDACIONES

-Realizar un estudio durante dos ciclos de cultivo: uno en la estacién de invierno y
el otro en la estacion de verano con sistemas semi-intensivos y sistemas intensivos
para observar la diferencia estacional de la diversidad microbiana y como esta
puede ser afectada por los factores ambientales propios de cada época para

obtener una mejor idea del comportamiento microbiano.

-Realizar estudios durante ciclos de cultivo en diferentes localidades. para
observar la diferencia microbiana en cuanto a ubicacién geogréfica y entender

como esta puede ser afectada por las condiciones propias de cada localidad.

-Se recomienda una mayor frecuencia de medicion para el registro de los
parametros fisicos, lo que permita observar la variacion diaria Yy a su vez tratar de
correlacionarla con los indices de diversidad obtenidos de las comunidades

microbianas.

-Realizar andlisis de agrupamiento (clusters) a partir de la informacién generada
por los perfiles del DGGE, para conocer la evolucién de las comunidades

microbianas a través del tiempo de cada piscina.

-En futuros estudios secuenciar las bandas dominantes obtenidas en los geles del

DGGE para identificar organismos especificos en los sistemas de cultivo.
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Anexo # 1. Sistema Intensivo con invernadero: Piscina G-1 de la “Estacion Experimental
CENAIM”

Anexo # 2. Sistema Semi-intensivo abierto: Piscinas # 15 de la Camaronera “OPUMARSA™
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Anexo # 3. Muestras de agua y de sedimento colectadas semanalmente en los sistemas de cultivo

Anexo # 4. Pardmetros abidticos: Medicion de pH junto a la toma de la muestra. Utilizando un
equipo de mano pH testr2 “double junction” (DAKTON® Instruments)
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Anexo # 5. Pardmetros abiéticos: Medicion de salinidad junto a la toma de la muestra. Utilizando
un refractémetro de mano marca ATAGO, Modelo 5/Mill

Anexo # 6. Parametros abidticos: Equipos utilizados para la determinacién de Solidos Suspendidos
Totales y Materia Organica del Agua
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Anexo # 7. Purificacion del DNA bacteriano, utilizando el Sistema de Purificacién (Wizard PCR
Preps DNA Purification System — Promega *)

Anexo # 8. Amplificacion (PCR — 16S RNA) del DNA bacteriano: Amplificacion por PCR,
utilizando el equipo PTC - 200 MJ Reseacrch *
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