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Resumen: Se realizó un estudio para identificar la diversidad
microbiana en aguas residuales proveniente de la industria
atunera, las muestras se obtuvieron en diferentes puntos del
proceso del atún, el análisis se lo realizó por medio de
herramientas moleculares como es la metagenómica, la técnica
de Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalización
(DGGE) y de la Reacción en cadena de la polimerasa (PCR),
la sensibilidad de estas técnicas permitió la amplificación
de fragmentos del gen 16S rDNA por medio de cebadores
específicos este producto de PCR amplificado se envió a
secuenciar, siendo la secuenciación una alternativa valiosa para
proporcionar información sobre la identidad de la población
microbiana, logrando caracterizar la estructura de un ambiente,
obteniendo 37 clones bacterianos con un 27,0 % perteneciente
al grupo Firmicutes, 24,34% a las Proteobacterias, 16,21 % a las
Actinobacterias.

Palabras clave: ambiente, β-galactosidasa, caracterización,
contaminantes.

Abstract: A study was carried out to identify the microbial
diversity in wastewater from the tuna industry, the samples were
obtained at different points in the tuna process, the analysis
was carried out using molecular tools such as metagenomics,
the Electrophoresis technique in Denaturation Gradient Gel
(DGGE) and Polymerase Chain Reaction (PCR). e sensitivity
of these techniques allowed the amplification of 16S rDNA gene
fragments by means of specific primers. is amplified PCR
product was sent for sequencing, becoming a valuable alternative
to provide information on the identity of the microbial
population, characterizing the structure of an environment,
obtaining 37 bacterial clones with 27.0% belonging to the
Firmicutes group, 24.34% to Proteobacteria, 16, 21% to
Actinobacteria.

Keywords: β-galactosidase, characterization, contaminants.

INTRODUCCIÓN

La FAO (2020) indica que más de 80 estados se dedican a la pesca de atún, donde miles de buques operan en
todos los océanos desarrollando la capacidad de pesca del producto debido al gran crecimiento de la demanda
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del mismo. La industria atunera se ha convertido en un punto clave para estos mercados ya que ha tenido un
crecimiento sostenido durante los últimos año (García, 2018).

Más allá de la generación de empleo y el crecimiento económico relacionado con las industrias de
conservas de pescado y marinas, este sector produce grandes cantidades de desechos que necesitan un mayor
tratamiento. Estos efluentes se caracterizan principalmente por flujos abundantes con altas cargas orgánicas
además de altas concentraciones salinas (Palmeiro-Sánchez & Campos, 2021), siendo difícil gestionar los
efluentes de las conservas de pescado, ya que son estacionales con una alta fluctuación de materia orgánica.

Las metodologías más empleadas para remediar estas aguas residuales se clasifican en tecnologías biológicas
aerobias y anaerobias; las cuales han demostrado reducir altos niveles de materia orgánica disuelta (López-
Anchundia et al., 2019). Los tratamientos anaeróbicos presentan sustanciales ventajas para las plantas
procesadoras de productos del mar. Los menores costos operativos, la producción de metano (biogás) y la
baja generación de lodos son los puntos que resaltan la digestión anaerobia (Grando et al., 2017).

Estudiar los mecanismos que generan y subyacen a la biodiversidad microbiana es clave para predecir la
respuesta de los ecosistemas a los cambios ambientales, los microorganismos en las plantas de tratamiento
de aguas residuales (EDAR) son esenciales para la purificación del agua a fin de proteger la salud pública y
ambiental (Wu et al., 2019).

Los nuevos métodos moleculares que utilizan técnicas metagenómicas permiten a los investigadores
caracterizar los microorganismos que se encuentran en las aguas residuales mediante la extracción del ADN
total que incluye el material genético de los microorganismos que no se pueden cultivar (Hendriksen et al.,
2019).

La metagenómica se refiere a la secuenciación aleatoria "escopeta" del ADN microbiano, sin seleccionar
ningún gen en particular (Scholz et al., 2016), pudiendo proporcionar información adicional sobre la
presencia de especies bacterianas, patógenos y genes de virulencia, y los datos pueden volver a analizarse si se
identifican nuevos genes de interés (Hendriksen et al., 2019).

El objetivo del presente estudio es identificar la diversidad microbiana en aguas residuales proveniente de
la industria atunera, estableciendo una base de datos de bacterias presentes en este tipo de aguas por medio
de técnicas moleculares.

MATERIALES Y MÉTODOS

Área de estudio

La industria en estudio está localizada en la vía Manta-Montecristi a la altura del km 8 ½, parroquia Colorado,
cantón Montecristi, provincia de Manabí (Figura 1). La empresa está ubicada en un sector altamente
industrial y en pleno desarrollo. Las coordenadas de ubicación en UTM del Proyecto son las siguientes:

CUADRO 1.
Ubicación geográfica general de las instalaciones
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FIGURA 1
Ubicación de la atunera en estudio (Montecristi, Ecuador)

Caracterización molecular

Para la caracterización molecular se tomaron muestras en varios puntos del proceso de la fábrica de conservas
de pescado, agua de pozo (M1), agua de osmosis (M2), agua residual sin tratar (M3), tratamiento bacteriano
(M4), agua residual tratada (M5).

Para la extracción de ADN se enriquecieron las muestras de aguas residuales en un medio de cultivo LB
Caldo por 24 horas a 37°C. Los enfoques moleculares más ampliamente empleados para estudiar la estructura
de la comunidad microbiana se empiezan con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la caracterización
molecular se realizó por medio de electroforesis en gel con gradiente denaturante (DGGE), para lo cual se
extrajo el ADN bacteriano por medio del UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio laboratorios
Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Posteriormente se efectuó una PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) de la región V3 de la secuencia
del ADNr 16s (Bentacurt et al., 2018). La DGGE se ejecutó en un gradiente de desnaturalización del 10%
al 80% para los análisis de los índices ecológicos y del 20% al 60% para la extracción de bandas, purificación,
amplificación y posterior secuenciación e identificación de las cepas presentes en las muestras.

Amplificación del gen ADNr 16S

El 16S sigue siendo el objetivo estable más utilizado para la identificación bacteriana y los estudios de
evolución genética, porque otros genes altamente conservados no se han estudiado tan a fondo (Deirdre et
al., 2020). La amplificación del gen ADNr 16s se la realizó en dos fases mediante la reacción en cadena de
la polimerasa (PCR) (Callahan et al., 2019), en la primera fase se utilizaron partidores universales para el
dominio bacterias, 907r (926r) y P3(341f) (Cuadro 2).

El mix de PCR fue realizado en un volumen total de 50 μl, los cuales contenían 25 μl SapphireAmp®
Fast PCR Master Mix (TAHARA BIO INC.), 2 μl de los partidores 907r (926r a una concentración de
0,10μM) y 2 μl de P3 (341f a una concentración de 0,10μM), 4μl de DNA templado y 17 μl con agua DEPC
(Dietilpirocarbonato).

La PCR consistió en una denaturación inicial a 94°C por 5 minutos; luego 35 ciclos de denaturación a 94°C
por 30 segundos, alineamiento a 55,6°C por 45 segundos y elongación a 72°C por 90 segundos y finalmente
una extensión final a 72°C por 10 minutos (Callahan et al., 2019; Shin et al., 2020; Zhu et al., 2020). El
segundo paso consistió en una PCR anidada de la región V3 del gen 16S del ADNr; para esto se usó los
partidores P3 (341f) y P2 (534r) y el ADN templado de la PCR del 907. El partidor P3 contiene 40 bases de
GC los cuales ayudan a la disgregación en el análisis de DGGE.
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CUADRO 2.
Secuencia de partidores y tamaño esperado de los productos de PCR

de la amplificación del gen 16S rDNA y región V3 del mismo gen.

Electroforesis en gel con gradiente denaturante (DGGE)

Los productos de amplificación de PCR del dominio bacteria con el partidor 907r se sometieron a una
electroforesis en gel con gradiente denaturante (DGGE), estos sirvieron para separar las diferentes bandas
OTU’s (Unidades Operacionales Taxonómicas) existentes en las muestras de los diferentes ensayos; el gel
contenía un gradiente de denaturación del 10% al 60% preparado con las soluciones stock.

Para formar el gradiente se preparó un gel usando 15 ml de cada solución stock, para la polimerización de la
acrilamida se usó 130 μl de per sulfato de amonio (BioRad®) al 10% y 13 μl de N´-Tetra-metil-etilendiamina
[TEMED] (BioRad®), el gradiente vertical se obtuvo utilizando el formador de gradiente de proporcionado
por el fabricante del equipo para DGGE (C.B.S Scientific Company®) siguiendo las indicaciones. Se cargó las
muestras de la PCR de los partidores (907r-P3f) para lo cual se usó 15 μl de los productos de la amplificación,
mezclado con 3 μl buffer de carga (Blue 6x Bio Labs Inc.) en una proporción 3:1, esta mezcla se cargó en el
gel por medio de una jeringa Hamilton.

CUADRO 3.
Preparación de las soluciones stock de DGGE
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Para el análisis de la región v3 del ADNr 16s se prepararon geles con una concentración de agente
denaturante del 20% al 80%. (Tabla 3). Para esto se usó 15 ml de cada solución stock para la formación del
gradiente.

La polimerización de la poliacrilamida se logró agregando 130 μl de persulfato de amonio (BioRad®) 10%
y 13 μl de N`-Tetra-metil-etilendiamina (TEMED) (BioRad®), el gradiente vertical se obtuvo utilizando el
formador de gradiente proporcionado por el fabricante del equipo siguiendo sus indicaciones. Se uso 16 μl
de los productos de la amplificación con los partidores P2-P3, mezclado con 3 μl de buffer de carga a una
concentración 6x obteniendo una proporción 3:1, esta mezcla se cargó en los geles denaturantes por medio
de una jeringa Hamilton. A diferencia del gel anterior; este gel sirvió para realizar los estudios de los índices
ecológicos y de diversidad bacteriana.

La técnica de Electroforesis en gel con gradiente de denaturación se realizó en el equipo DGGE-1001
(C.B.S Scientific Company®), este equipo posee una cámara de electroforesis vertical cargada con buffer TAE
1X (40 mM Tris-acetato y 1mM EDTA, pH 8.3 a 25°C) el casete que contiene los geles, son embebidos en
esta solución y la electroforesis fue corrida a 82V por 18 horas a 56°C. El gel fue teñido con una solución
de SYBR Gold Nucleic acid gel stain (Molecular Probes Invitrogen®) al 0,05% durante 1 hora en oscuridad,
posteriormente la visualización de las bandas se las realizó en UltraBright LED Transilluminator, 470nm
(LB-16 MAESTROGEN) y se fotografió con una cámara Canon PowerShot G12 de 10.0MP en formato
RAW, para así obtener un registro de los patrones de las bandas de cada muestra y su posterior análisis
informático. Las imágenes del gel fueron reconstruidas con soware Photoshop CS6.v13.0 (Adobe).

Las bandas se analizaron usando el soware Gel-ProAnalyzer 4.0 (Applied Math) definiendo las bandas
como aquellas que poseían al menos 5% de intensidad, anotándose como presencia o ausencia de las bandas
en cada posición del gel.

Para la comparación se construyó una matriz binaria basada en la presencia (1) o ausencia (0) de cada banda
individual por cada línea, los cuales son usados para la construcción de una matriz de distancia. La matriz de
distancia fue usada para la construcción de un diagrama de escalamiento multidimensional (MDS) el cual es
un mapa bidimensional con ejes artificiales X y el eje Y donde cada fingerprint de DGGE se coloca como un
punto de forma que las muestras similares son representadas juntas.

Los patrones únicos de DGGE o unidades operacionales taxonómicas (OTU´s) se examinaron usando
dos índices que indican los aspectos de la diversidad microbiana. El índice de Shannon-Weaver, índice de
diversidad H (Shannon y Weaver, 1963) y el índice de equidad E (Pielou, 1975) se calcularon para cada
muestra de acuerdo a la fórmula:

Eq. (1).

Eq. (2).

Donde C representa el número total de bandas en el patrón y Dg el gradiente de Denaturalización
comprendido entre la primera y la última banda del patrón (Carballa et al., 2015).

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR contenían SapphireAmp® Fast PCR Master Mix (TAHARA BIO INC.) la cual
poseía en su mezcla el Buffer de carga. Para posteriormente el gel de agaraosa al 2% ser observado en un
transiluminador.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Las bandas obtenidas por DGGE se analizaron mediante el soware Gel-Pro Analyzer 4.0 (Applied Math)
definiendo las bandas como aquellas que poseían al menos 5% de intensidad de la banda más intensa,
anotándose como presencia o ausencia de las bandas en cada posición del gel.

La presencia de las 40 bandas más representativas del gel de DGGE con un gradiente de desnaturalización
del 20%-80% fueron extraídas, purificadas, amplificadas, enviadas a secuenciar (Bayle et al., 2020;
Dimitrakopoulou et al., 2021) a Macrogen, Korea, obtenidas las secuencias de ADN se analizaron por medio
de la herramienta bioinformática del NCBI (National Center for Biotecnology), BLAST (Nucleotide Basic
Local Alignment Search Tool). Con esta herramienta se compara las secuencias de nucleótido (query) contra
una base de datos de secuencias, hallando similitudes entre ellas.

FIGURA 2.
Perfil de bandas de gradiente denaturante (DGGE) 20%-80% de las

muestras M1 (Agua de pozo), M2 (agua osmosis), M3 (agua residual del
proceso), M4 (tratamiento bacteriano), M5 (Agua residual + tratamiento).

Donde C representa el número total de bandas en el patrón y Dg el gradiente de Denaturalización
comprendido entre la primera y la última banda del patrón (Carballa et al., 2015).

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR contenían SapphireAmp® Fast PCR Master Mix (TAHARA BIO INC.) la cual
poseía en su mezcla el Buffer de carga. Para posteriormente el gel de agaraosa al 2% ser observado en un
transiluminador.
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FIGURA 3.
Análisis de banda obtenida por DGGE por medio soware Gel-Pro Analyzer 4.0 (Applied Math) M1

FIGURA 4.
Análisis de banda obtenida por DGGE por medio soware Gel-Pro Analyzer 4.0 (Applied Math) M2

FIGURA 5.
Análisis de banda obtenida por DGGE por medio soware Gel-Pro Analyzer 4.0 (Applied Math) M3

FIGURA 6.
Análisis de banda obtenida por DGGE por medio soware Gel-Pro Analyzer 4.0 (Applied Math) M4

FIGURA 7.
Análisis de banda obtenida por DGGE por medio soware Gel-Pro Analyzer 4.0 (Applied Math) M5
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Las secuencias relativas más cercanas fueron analizadas en el Gen Bank (Dimitrakopoulou et al., 2021)
demostrando que los principales phyla bacterianos encontrados fueron: actinobacteria, proteobacteria,
firmicutes, fungi.
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CUADRO 4.
Secuencia relativamente cercana analizadas a partir del ensayo DGGE
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La diversidad microbiana dentro del dominio fue casi cuatro veces mayor en el dominio Firmicutes con
un (25,0%) aunque ausente en la M4 y M5, el segundo grupo mayoritario fue el de proteobacteria con un
(22,50%) ausente solo en la muestra 1 (agua de pozo) y el tercer grupo formado por actinobacteria (14,00%)
otros grupos reconocidos en el agua son las proteobacteria, estos genes se han descrito en bacterias como
Escherichia coli (Deirdre et al., 2020; Mondal et al., 2021).

Las bandas del perfil de DGGE u OTU’s presentes en cada una de las muestras se pudieron analizar la
correlación de Bray-Curtis basado en la presencia o ausencia de bandas o OTU’s (Figura 8); además de esto
se realizó el estudio de su similitud por medio del método de escalamiento multidimensional (MDS) el cual
utiliza una matriz de distancia que posee la correlación de Bray-Curtis (Figura 9).

FIGURA 8.
Escalamiento multidimensional del patrón de bandeo obtenidos mediante DGGE.

Este análisis mostro que al 95% de similitud en la estructura de las comunidades bacterianas existen
2 grupos definidos, siendo el primer grupo formado por las muestras (M5, M5.2); el segundo grupo fue
formado por las muestras (M6, M7, M6.2, M7.2); que además poseen un 80% de similitud, incluyendo otros
dos grupos (M2, M2.2) Y (M9, M9.2).

FIGURA 9.
Dendrograma del análisis de similitud (Bray-Curtis) del patrón de
bandeo obtenido mediante análisis del gen ARNr 16s por DGGE.

Se realizó el análisis de índice de diversidad de Shannon (H) y la riqueza (S) después de 120 horas de
incubación, los cuales ayudaron a comparar la diversidad catabólica entre los diferentes ensayos. El índice de
riqueza (S) demostró que existe mayor diversidad microbiana en las muestras M3 (agua de proceso) y M4
(tratamiento bacteriano) (Cuadro 5).
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El índice H' obtenido por el análisis de OTU´s, demuestra que existe una mayor diversidad de especies
en las muestras M2 (agua de osmosis), M3 (agua de residual de proceso), M4 (tratamiento bacteriano) si
la comparamos con la M5 (agua residual + tratamiento). El índice J' indica que las abundancias están más
uniformemente distribuidas en todas las muestras. Además, el índice de dominancia de Simpson fue igual en
todas las muestras teniendo como valor 1-Lambda’=1, lo que indica que posee un alto grado de similitud en
su diversidad entre las diferentes muestras.

CUADRO 5.
Índices de riqueza (S), índice de diversidad de Shannon-Weaver (H'), índice de

equidad de Pielou (J´) e índice de dominancia de Simpson (1-Lambda') del patrón
de bandas (OTU’s), obtenido mediante el análisis del gen ARNr 16S por DGGE.

CONCLUSIONES

Con la metagenómica se ha logrado conocer y estudiar en más detalle todo ese material genómico
desconocido. Se han descubierto nuevas moléculas con aplicaciones biotecnológicas y se ha profundizado
en el conocimiento de las diferentes interacciones microbiológicas en diversos ambientes. Es así que, la
diversidad microbiana dentro del dominio fue mayor en el dominio Firmicutes aunque ausente en la M4 y
M5, el segundo grupo mayoritario fue el de proteobacteria con un ausente solo en la muestra 1 (agua de pozo)
y el tercer grupo formado por actinobacteria.

La base de datos, permite conocer genomas de baja población que serán de gran utilidad en el desarrollo
de herramientas para el diagnóstico y biorremediación de las aguas residuales provenientes de este tipo
de industria, ya que dentro de esta lista encontraremos bacterias especializadas que se han adaptado a
condiciones ambientales extremas.
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