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Resumen

El interés industrial en microorganismos fitoplancténicos como microalgas y cianobacterias se debe al elevado
potencial biotecnolégico que poseen en sintetizar compuestos bioactivos, a la facilidad de adaptarse a
diferentes fuentes de nutrientes, condiciones extremas de supervivencia y a la capacidad bioabsorbente de
metales pesados, principalmente en aguas residuales. El objetivo del presente estudio consistio en aislar y
caracterizar fenotipica y genotipicamente microorganismos fitoplanctonicos de piscinas de estabilizacion de
Engabao, Guayas-Ecuador, mediante el uso de diferentes medios de cultivos y de los marcadores moleculares
ITS, ITS2, LSU y 16S RNAr. Los resultados del cultivo celular durante siete dias mostraron que la microalga
Chls1 con medio BG11 pH 7.8 alcanzo6 25.4 x 10° cel mL"', la cianobacteria Syn1 fue de 340.6 x 10° cel mL",
mientras que para Nod1 se emple6 andlisis de clorofila a alcanzando al séptimo dia 6.33 ug mL™'. Los estudios
moleculares se realizaron empleando un protocolo modificado de extraccion y purificacion de ADNg obteniendo
una optima concentracion y calidad del ADN para las tres cepas: Chls1 146 ng pL', Syn1 326 ng pL'y Nod1
158.8 ng pL™". El uso de analisis polifasicos en base a caracteres morfoldgicos y ADNg de las cepas, se amplificd
por PCR y se secuencio; las cepas identificadas fenotipica y genotipicamente mediante los primers ITS2, ITS y
LSU corresponde a la microalga Chlorella sorokiniana con 99,48%, 99,07% y 99,77% de similitud de identidad,
mientras que los aislados cianobacterianos Synechococcus sp. y Nodosilinea sp. con el analisis de la region 16S
RNAr presenta porcentajes de identidad de 97,47% y 99,83%; a pesar de no emplear cebadores especificos para
estos microorganismos, el uso de varias regiones, aumenta la confiablidad en la identificacion taxondmica y
filogenética; estas especies poseen alto potencial biotecnologico y de gran impacto econdmico.

Palabras claves: Cepas fitoplanctonicas, Chlorella sorokiniana, Synechococcus sp., Nodosilinea sp.

Abstract

The industrial interest in phytoplanktonic microorganisms such as microalgae and cyanobacteria are due to the
high biotechnological potential they have in synthesizing bioactive compounds, ease of adapting to different
sources of nutrients, extreme survival conditions and the bioabsorbent capacity of heavy metals mainly in
wastewater. The objective of this study was to isolate and characterize phenotypically and genotypically
phytoplanktonic microorganisms from stabilization pools in Engabao, Guayas-Ecuador, using different culture
media and molecular markers ITS, ITS2, LSU and 16S RNAr. The results of the cell culture during seven days
showed the Chls1 microalgae with BG11 pH 7.8 medium reached 25.4 x 106 cells mL", the cyanobacterium
Syn1 was 340.6 x 106 cells mL", while for Nod1 chlorophyll analysis was used to reach on the seventh day
6.33 pg mL". Molecular studies were carried out using a modified gDNA extraction and purification protocol,
obtaining optimal DNA concentration and quality for the three strains: Chls1 146 ng pL', Syn1 326 ng pL ' and
Nod1 158.8 ng L. The use of polyphasic analysis based on morphological characters and gDNA of the strains,
was amplified by PCR and sequenced; the strains identified phenotypically and genotypically by the primers
ITS2, ITS and LSU correspond to the microalgae Chlorella sorokiniana with 99.48%, 99.07% and 99.77% identity
similarity, while the cyanobacterial isolates Synechococcus sp. and Nodosilinea sp. with the analysis of the
16S RNAr region, it presents identity percentages of 97.47% and 99.83%; despite not using specific primers
for these microorganisms, the use of several regions increases the reliability of taxonomic and phylogenetic
identification; these species have a high biotechnological potential and a great economic impact.

Keywords: Chlorella sorokiniana, Nodosilinea sp., phytoplanktonic strains, Synechococcus sp.
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Introduccion

El fitoplancton se caracteriza por ser un conjunto
de microorganismos fotosintéticos oxigénicos, esta
caracteristica se debe a la composicion bioquimica
del aparato fotosintético (Ende & Noke, 2019; Lee,
2008; Smetana et al., 2017), asimismo, se encuentran
en todos las habitats terrestres y acuaticos del
mundo, siendo la base de la cadena alimenticia
(Andrade et al., 2009; Barsanti & Gualtieri, 2014;
Wehr et al., 2015). Pertenecen a un diverso grupo
polifilético de microorganismos procariotas y
eucariotas, sistematizados en distintos grupos por
sus pigmentos fotosintéticos, caracteres morfologicos
y moleculares, encontrando dentro de este grupo a
microalgas y cianobacterias (Begum et al., 2016; Colla
& Rouphael, 2020; Jeffrey et al., 2011).

Las microalgas y cianobacterias han sido utilizadas por
los seres humanos, en nutracéutica (Nicoletti, 2016;
Vieira et al., 2020), cosmecéutica (Pangestuti et al.,
2020; Vieira et al., 2020), biocombustibles (Brennan
& Owende, 2010; Chaib et al., 2021) industria
agricola y alimentacion (Dufossé et al., 2005; Gantar
& SvirCev, 2008). En afos recientes, la investigacion
se ha enfocado en las moléculas que sintetizan estos
organismos y que tienen un alto valor bioactivo
(Demay et al., 2019; Gouveia et al., 2010; Skulberg,
2000; Vijayakumar & Menakha, 2015).

La plasticidad fisioldogica de las microalgas y
cianobacterias permite determinar la variabilidad
para estudios de biodiversidad y biotecnologia a
través de recursos genéticos (Darienko et al., 2015;
Solovchenko et al., 2015; Uveges et al., 2012). Los
estudios de bioprospeccion, relacionados con el
aislamiento, cultivo e identificacion son de importancia
biolégica. Las taxa de los grupos mencionados han
sido caracterizadas taxondomicamente dependiendo
de la morfologia, sin embargo, una minoria han
sido caracterizadas molecularmente (Berrendero et
al., 2008; Conklin et al., 2020; Molins et al., 2018;
Neofotis et al., 2016).

El uso de herramientas moleculares permite obtener
mayor precision en la identificacion taxonémica y
filogenética, ademas, interviene en areas como:
biomedicina, control de plagas, deteccion de especies
invasoras, estudios relacionados sobre la conservacion
de la biodiversidad y, sobre todo, determinar su
potencial biolégico (Darienko et al., 2015; Falciatore
et al., 2020; Padisak et al., 2015).

Una cepa de Chlamydomonas se identifico
mediante la region ITS, posteriormente, se modificd
genéticamente con el fin de aumentar la produccion
y las aplicaciones biotecnologicas, fue la primera
especie de  microrganismos  fitoplanctonicos
identificada molecularmente (Brodie & Lewis, 2007;
Fernandez et al., 1989). Se empled la técnica de
PCR con el primer LSU con el fin de determinar la
heterogeneidad microalgal de muestras de aguas
continentales de acceso puUblico de Singapur,
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identificando 17 géneros de microalgas de 94 aislados,
predominando Scenedesmus spp., Chlorella spp.,
Micractinium spp. y Chlamydomonas spp., ademas, 16
de los aislados fueron registrados por primera vez en
la region, los datos obtenidos tienen gran importancia
ecoldgica y biotecnoldgica (Lloyd et al., 2021)

El uso de la region 165 ARNr se emplea ampliamente
en la identificacion de cianobacterias, Osorio et al.
(2014) emplea el gen 16S ARNr para la identificacion
taxonomica de siete nuevas especies cripticas del
orden Pseudanabaenales. Sin embargo, el uso de
cebadores universales como 16S ARNr y primers de
cianotoxinas permite obtener mayor robustez en la
identificacion taxonomica (Valenzuela-Gonzalez et
al., 2015).

La comuna Engabao posee varias piscinas o lagunas de
oxidacion, que son tratamientos de aguas residuales de
desechos bioldgicos creados por los mismos comuneros,
debido a que, no poseen un sistema de agua potable y
tratamiento de aguas servidas. Por lo que, es de vital
importancia determinar taxonémicamente mediante
herramientas moleculares que microorganismos se
desarrollan en ese lugar, cuales serian sus posibles
usos en base a la problematica establecida y como
emplear dichas especies para el tratamiento de las
piscinas de oxidacion, brindandoles soluciones para
mejorar la calidad de vida y la economia de los
pobladores.

Considerando todos estos antecedentes, el objetivo
del estudio es aislar y caracterizar molecularmente
cepas fitoplanctonicas obtenidas en Engabao,
provincia del Guayas, costa de Ecuador.

Materiales y métodos

Fase de Campo

Coleccion y transporte de las muestras

Las muestras de agua fueron colectadas durante
el mes de noviembre de 2020 en las piscinas de
oxidacion de la Comuna Engabao, -2.6102778,
-80.43666666666667, perteneciente a la provincia del
Guayas. Las muestras se tomaron de forma aleatoria,
considerando la coloracion del agua, tomando 50
mL de muestra en tubos Corning™ Falcon™ estériles.
Posteriormente, se las guardd en una hielera a 4°C
hasta procesarlas en el Laboratorio de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil.

Fase de laboratorio

Preparacion de medio de cultivos

Se prepararon los siguientes medios de cultivos:
Chlorophyta: BG11 (Allen, 1968; Andrade et al., 2009)
y Cianobacteria: Zarrouk (1966) (Pineda et al., 2011).
Los componentes de cada medio se presentan en el
Anexo 1y 2. Posteriormente, se ajusté BG11a pH 7.8
%0y Zarrouk a pH 9.9 %o.

Procesamiento y aislamiento de las muestras
Antes de realizar la siembra, se observd en el
microscopio con el objetivo 40x y 100x para verificar



Rev. Cient. Cien. Nat. Ambien. 15(2):259-277
Diciembre 2021

Cabrera, et al « Aislamiento y caracterizacion
molecular de cepas fitoplanctonicas obtenidas
en Engabao, Guayas-Ecuador

la presencia de microorganismos fitoplanctonicos.
Para el aislamiento de las cepas de microalgas
y cianobacterias se emplearon los protocolos
propuestos por Rippka (1988) y Waterbury (2006) de
la siguiente forma: técnicas de separacion fisica por
agotamiento, estrias y extension para medio solido
y diluciones seriadas para medio liquido (Andersen,
2005; Arredondo et al., 2007; Garcia et al., 2017;
Tenorio et al., 2018).

Para la técnica de agotamiento por estrias y extension,
se inoculd 20 pL de la muestra en medios de cultivo
solidos BG11 para la Chlorophyta (Haneda et al.,
2015) y Zarrouk (1966) para las Cyanobacteria, con
el fin de aislar y purificar cultivos contaminados con
varios microorganismos.

En el caso de microorganismos filamentosos se omitio
este paso. Las condiciones de las cajas de Petri fueron
temperatura ambiente, iluminacion de lamparas
fluorescentes a una intensidad baja de 10-75 umol m?
s, fotoperiodo 16h luz/8h oscuridad (16:8), durante
un periodo de 8 dias, de igual manera, se observaron
en el microscopio y las colonias especificas se las
transfirio en otra caja de Petri, consecutivamente, se
replico el proceso hasta que las cepas se encuentren
puras (Arredondo et al., 2007; Chan et al., 2013;
Waterbury, 2006).

El aislamiento en medio liquido se lo realizé mediante
diluciones seriadas, primero, se inoculé biomasa de
las cajas de Petri de las tres cepas mediante un aza de
platino y se coloco en tubos de ensayo con 50 mL de
medio BG11a pH 7.8 %o y Zarrouk a pH 9.9 %.. Luego
de 10 dias de incubacion se realizé el aislamiento por
diluciones (1:10, 1:100 y 1:1000) tomando 1mL de la
muestra original y se la agregd a un tubo de ensayo
con 9 mL de medio de cultivo estéril y fresco, se
homogenizo y asi se repitio el proceso sucesivamente
(103).

Posteriormente, se analizaron los aislados en el
microscopio y las cepas que se encontraban puras
se pasaron a matraces de 250 mL durante 7 dias,
con las siguientes condiciones: aireacion constante,
fotoperiodo (16:8); intensidad luminica de 125 pmol
m2 s (proporcionada por lamparas fluorescentes FSL T8
36W/865), y temperatura de 25 + 1 °C. Este material
servira como fuente para la extraccion posterior de
acidos nucleicos.

Identificacién y caracterizacion morfolégica

Para la identificacion morfoldgica de las cepas se
empled un microscopio optico con los objetivos 40x
y 100x, subsiguientemente, se tomaron medidas
taxonomicas (ancho y largo de las células) con ayuda
del programa Digital Image System Software (Digital
Imaging Systems ®, Buckinghamshire, England) y NIS-
elements Documentation (NIKON Imaging Software ®).

Para la identificacion y caracterizacion fenotipica de
las especies fitoplanctonicas se utilizaron las claves
taxondmicas de Fawley & Fawley (2020), Johansen et

al. (2011), Komarek et al. (2014), Lopez-Osorio et al.
(2011), Niiyama (2012), Rippka (1988), Wehr et al.
(2015) y Wehr & Sheath (2003).

Densidad y crecimiento celular

Se determin6é la densidad celular durante 7 dias
mediante el recuento de células en el microscopio
usando el hematocitometro 0.1 mm de profundidad
con reglilla de Neubauer, se empled la formula
propuesta por Bain (1998).

C=N=* 10*=dil

En donde:
C = concentracion celular expresada en cel
ML
N = promedio de células presentes.
Dil = factor de dilucién.
10* = factor de conversion de 0.1 Ml a 1 ML.

Para determinar el crecimiento celular se calcularon
los datos de densidad celular en fase exponencial y
se aplico la ecuacion planteada por Arredondo et al.
(2007):

_In (N —Ny)
S —

En donde:
N, y N,: concentracion en los tiempos t, y t,.

Extraccion y cuantificacion de clorofila

Segln el método propuesto por Talling & Driver
(1961), para determinar el crecimiento relacionado
con la concentracion de clorofila a se tomd 2 Ml
de muestra del cultivo por 7 dias. Las alicuotas se
centrifugaron por 25 minutos, 12000 rpm a 4°C y se
descarto6 el sobrenadante, se cubri6 la totalidad del
tubo eppendorf con papel de aluminio para evitar que
la luz incida sobre la biomasa.

En la Sorbona de Extraccion de Gases se afiadio 2 ML
de acetona al 90 % y se realizd vortex por 5 minutos
aproximadamente para el perfecto mezclado de los
pellets de biomasa y el solvente. Posteriormente, se
almaceno a 4 ° C durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas se centrifug6 durante 25 minutos
a 1200 rpm para separar el pigmento disuelto en el
solvente de los restos celulares, se observo el pellet
totalmente blanquecino, lo cual, indico la total
extraccion de los pigmentos liposolubles, en caso
de realizar la extraccion en cianobacterias el pellet
podria observarse de color azul intenso o marrdén
(ficobiliproteinas). En caso de observarse el pellet de
color verde, se debera realizar vortex nuevamente y
esperar 24 horas a 4 °C para una perfecta extraccion.
Realizada la extraccion se procedio a la lectura de
la concentracion pigmentaria mediante el MULTISKAN
GO (Thermo Scientific). En la placa microtituladora
se anadi6 250 Ml de acetona al 90%, para realizar
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los blancos de las lecturas. En el MULTISKAN GO se
escogio la opcion de absorbancia y se ajusto a las
nanometrias deseada, en este caso se realizaron dos
nanometrias distintas (665 nm y 650 nm).

La concentracion de clorofila a se obtiene a partir de
las ecuaciones propuestas por Strickland & Parsons
(1972):

Ca (pg/mL) = 16.5 Aggs — 8.3 Aggg

Protocolo de extraccion y purificacion de ADN
genémico

El método CTAB (Hexadecyltrimethylammonium
bromide) descrito por Doyle & Doyle (1897) y
modificado en el laboratorio se empledé para la
extraccion y purificacion del ADN genémico total de las
muestras. Estos métodos combinan una doble etapa
de lisis mecanica y enzimatica con una precipitacion
selectiva de CTAB, para superar los problemas de
lisis y pureza que ocurren recurrentemente con las
cianobacterias y microalgas.

Para la extraccion total del ADN, las cepas se cultivaron
en medio liquido durante 7 dias (Yun et al., 2020).
Cada una de las cepas se cosecho por centrifugacion
durante 5 minutos a 14000 rpm a partir de 5 ML del
medio liquido. Luego el buffer de lisis TES (Tris 100
Mm Ph 8, EDTA 10 Mm y SDS 10 %) se afadio y se sonico
(Biotech 4.3 TFT) a 4°C por 10 minutos a 20 kHz.

Después de sonicar, se agregoé 12,56 Ml de Proteinasa
K (20 mg ML), y se incubd por 30 minutos a 37°C en
el Thermomix. Luego se adicion6 140 Ml de NaCl (5
M) y 1/10 volumen de CTAB al 10 %, y se lo coloco
nuevamente en un bafo termostatico (Thermomix)
durante 10 minutos a 65°C. Posteriormente, se coloco
1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) en
hielo durante 5 minutos, seguidamente, se centrifugd
a 14000 rpm a4 °C.

El sobrenadante obtenido, se lo coloco en un nuevo
tubo Eppendorf de 2 ML, a continuacion, se anadi6 225
Ml de acetato de amonio (5 M) y nuevamente se lo
coloco en hielo, y se lo llevd a centrifugar (10 min,
4°C, 140000 rpm). A continuacion, al sobrenadante se
le adiciond 5 volimenes de isopropanol y se los llevo
a -20°C durante 30 min o 24 horas.

Posterior al tiempo establecido de congelacion, las
muestras se centrifugaron (20 min, 4°C; 14000 rpm),
se elimind el sobrenadante y el pellet se lavo con 1
MLl de etanol al 70% y nuevamente se centrifugd (5
min, 4°C; 14000 rpm), y se descarté una vez mas el
sobrenadante. El pellet se dejo secar durante 10 a
15 min dentro de la camara de flujo laminar, con el
objetivo de que el etanol al 70% se evapore. El ADN
obtenido se resuspendié con 100 Ml de agua ultra pura
y se conservaron a -20°C hasta su posterior uso.

Cuantificacion y calidad del ADN
La concentracion y pureza del ADN se obtuvo en
base a las concentraciones en ng mL"' y valores de
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espectrofotometria seglin sus absorbancias A, /A,
nm y A, /A, nm, mediante el uso del NanoDrop
(Thermo Scientific ™).

Para cuantificar la concentracion y calidad del ADN,
se determind un blanco, se empled 2 Ml de agua
ultra pura empleada en la resuspension del ADN,
colocandola en el pedestal. Una vez determinado el
blanco se coloco 2 Ml de las muestras de extraccion
del ADN genémico.

Se definid la pureza mediante los rangos establecidos
Ao/Ag nm oy A /A nm. Para el rango de
absorbancia de A, /A, nm, los valores 1.8 - 2.0
fueron considerados como ADN puro. Sin embargo, la
pureza aceptable debe tener al menos una relacion
A,/ Ao nm >1.6, valores menores indican la presencia
de contaminacion de compuestos aromaticos como
trazas de fenol y proteinas, y mayores > 2.1 presencia
de ARN en la muestra.

Los valores de 1.8-2.2 se consideran 6ptimos para el
rango A, /A, nm en relacion a la pureza del ADN.
Los valores menores < 1.8 determinan la presencia de

polisacaridos y polifenoles.

Comprobacion de la
electroforesis

La integridad del ADN genomico se la obtuvo mediante
la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v) con TBE 1X (Tris-HCl 45 Mm, Ph 8.0, EDTA 10 Mm,
acido boérico 45 Mm), tefnido con 5 ul SYBR Safe DNA
Stain, a 55 Voltios por 30 minutos, con un marcador
molecular de tamano de 100 pb (Invitrogen).

integridad del ADN por

En cada pocillo del gel se colocé 10 ML la siguiente
mezcla: 9 Ml de ADNg y 1 Ml de BlueJuice™ Gel Loading
Buffer (10X), que es un tampodn de carga, que permite
visualizar las bandas de ADN. Finalmente, se observo
como el ADN migrd, ya que, la electroforesis separa
los fragmentos de ADNg de acuerdo con su longitud
en pb.

Si el ADN se encuentra integro, se debera observar
una banda estrecha proxima al pocillo donde se
coloco la muestra de la extraccion. Si el ADN se
encuentra fragmentado se observara una banda de
mas de 1 cm de ancho o un camino luminoso en el
carril de la muestra. El ADN fragmentado dificulta
la amplificacion de productos de PCR de alto peso
molecular y afecta la reproducibilidad de las técnicas
(Cornejo et al., 2015).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una de las herramientas moleculares
mas empleadas por diversas areas cientificas,
principalmente en el area de microbiologia y biologia,
debido a la especificidad de sus resultados (Cornejo
et al., 2015).

Para confirmar la identidad de las cepas aisladas,
se realiz6 PCR con diferentes parejas de cebadores.
Se realizaron 3 reacciones de PCR por cada region a
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amplificar y un control negativo que no contenia ADN,
ademas, por la especificidad de los mismos cebadores,
se determinaron las condiciones de PCR.

Condiciones de amplificaciéon para PCR de la region
de ADNr

La amplificacion de los fragmentos especificos de los
genes del ADNr se lo realiz6 mediante Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) empleando el protocolo
de descrito por Kalendar et al. (2017)in silico or virtual
(bioinformatics, que consistia en la preparacion de
una MasterMix que contenia lo siguiente: GoTaq®
Green Master Mix (2X) (PROMEGA), que es una
solucion premezclada que incluia GoTag® Reaction
Buffer (pH 8.5), GoTaq DNA Polymerase, MgCl,, dNTPs,
y tampones de reaccion a concentraciones Optimas
para la amplificacion eficiente de las plantillas de ADN
por PCR, ademas, se le agregd los primers Forward
y Reverse (10 pM) y agua ultra pura, en un volumen
total de 30 pL (Tabla 1).

Mediante el uso del termociclador MultiGene™
OptiMax de Labnet se realizé la amplificacion de las
tres cepas en microtubos de 200 pL, 3 réplicas por
cepa.

Primers empleados

Para los analisis de secuenciacion del ADNg de las tres
cepas aisladas de las piscinas de oxidacion se emplearon
ocho parejas de primers universales (Tabla 2).

Region espaciadora interna 2 (ITS2)

La region interna espaciadora 2 se amplifico usando
los cebadores S2F Forwards (5-ATG CGA TAC TTG
GTG TGA AT-3') y S3R Reverse (5- GAC GCT TCT CCA
GAC TAC AAT -3’) (Chen et al., 2010). La amplificacion
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
de la region ITS2 se realiz6 en un volumen final de
30 pL. Las condiciones de PCR consistieron en una
desnaturalizacion inicial durante 5 minutos a 94°C;
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 30 segundos, hibridacion de 56°C durante
30 segundos y 72°C durante 45 segundos, seguido de
72°C de extension final durante 5 minutos.

Espaciador transcrito interno (ITS)

Para la region ITS se utilizé los primers ITS1 Forwards
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 Reverse
(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al., 1990).
Las amplificaciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 30 pL. Las condiciones de PCR consistieron en

una desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 95°C; 35
ciclos de desnaturalizacion por 40 segundos a 94°C,
hibridacion durante 40 segundos a 58°C y extension a
72°C por 40 segundos, con extension final a 72°C por
5 minutos.

Subunidad grande del ribosoma (LSU)
La region de la subunidad grande del ribosoma

(LSU) se utilizo los primers, LROR Forwards
(5-ACCCGCTGAACTTAAGC-3) 'y  LR5 Reverse
(5-TCCTGAGGGAAACTTCG-3)) (Vilgalys & Hester,

1990)restriction digests, Southern blotting, and
hybridization. We describe a novel approach that
uses the polymerase chain reaction (PCR. Las
amplificaciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 30 pL. Se emplearon las mismas condiciones
de PCR que para la region ITS, con una variacion en
la etapa de hibridacion a 59°C durante 30 segundos.

Region de ARN ribosomal 16S

La region 16S ARNr es un componente de la subunidad
pequefa del ribosoma procariota, se amplifico
empleado los primers universales, 27F Forwards
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y Reverse 1492R
(5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Turner et al., 1999).
Las amplificaciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 30 pL. Las condiciones de PCR consistieron en
una desnaturalizacion inicial durante 10 min a 95°C;
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
durante 30 segundos, hibridacion de 55°C durante 1
minuto y 72°C durante 2 minutos, seguido de 72 °C de
extension final durante 5 min.

Electroforesis

Para comprobar la amplificacion de los productos
de PCR se realizd electroforesis en el gel de agarosa
al 1,5 % (p/v) en TBE 1X mediante el protocolo
propuesto por Sambrook & Russell (2001) y Yabar
(2003). Se empled 5 L de cada reaccion de PCR, para
determinar la presencia de amplicones (Morin et al.,
2010). Para la observacion de las bandas en el gel se
empleo transiluminacion con luz UV y el sistema de
foto documentacion Omega Fluor P,

Analisis bioinformaticos

Para corroborar la identificacion morfologica de
las cepas, se realizd la secuenciacion molecular y
el posterior el analisis filogenético de la region del
espaciador transcrito interno (ITS), el ARN de la
subunidad grande del ribosoma (LSU), el espaciador
transcrito interno 2 (ITS2) y, de la region ribosomal
(16S RNAr).

Tabla 1. Composicion y concentracion de reactivos de la MasterMix para PCR con un volumen final de 30 pL por reaccion.

Reactivo

Concentracion

Volumen por reacciéon .
p Volumen final

GoTaq ® Green Master Mix (2X)
Primers forward (10 uM)
Primers reverse (10 pM)

H20 ultra pura
ADN genémico

15 pL 1X
1.5 pL 0.1-1.0 pM
1.5 pL 0.1-1.0 pM
11 pL N/A
1L <250 ng
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Tabla 2. Cebadores universales que amplificaron las regiones del ADNg de las cepas aisladas de microorganismos fitoplanctonicos
obtenidos de las piscinas de oxidacion de la comuna Engabao, provincia del Guayas, Ecuador.

Tamafo
Temperatura amplicén
Primers Secuencia (5’ a 3’) Locus de fusion T P Referencia
) esperado
(pb)
S2F ATG CGATAC TTG GTG TGA AT 54.3°C
ITS2 490-560 (Chen et al., 2010)
S3R GAC GCT TCT CCA GAC TAC AAT 59.4°C
ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 65°C
ITS 500-750 (White et al., 1990)
ITS4 TCC GCT TAT TGA TAT GC 58°C
LROR ACC CGC TGAACT TAA GC 51.1°C
LSU 1200-1500  (Vilgalys & Hester, 1990)
LR5 TCC TGA GGG AAACTT CG 50.6°C
27F AGA GTT TGAT CCT GGC TCAG 56°C
16S 1000-1500 (Turner et al., 1999)
1429R GGT TAC CTT GTT ACG ACTT 55.4°C

Secuenciacion genomica

Los productos de PCR de las muestras aisladas
y purificadas con un volumen final de 25 mL se
colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL, se rotularon
y sellaron con Parafilm, posteriormente, se enviaron
por el sistema de paqueteria FedEx en avion a
Macrogen, Rockville, MD, USA. Las condiciones del
paquete fueron a temperatura ambiente. Los analisis
bioinformaticos se los realizd mediante MEGAX segun
Kumar et al. (2018).

Las secuencias obtenidas de los diferentes cebadores,
se analizaron individualmente; primero, se
compararon con la base de nucleétidos de GenBank
de la plataforma “National Center for Biotechnology
Information”  (NCBI)  (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/) para establecer la homologia entre ambas
secuencias (Kazi et al., 2013).

Posteriormente, mediante el uso del algoritmo “Basic
Local Alignment Search Tool Nucleotide” (BLASTn)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y el del
software “Molecular Evolutionary Genetics Analysis”
(MEGAX) (https://www.megasoftware.net/) se
procesaron las secuencias, se cortaron y se alinearon
manualmente para ensamblar las secuencias consenso
de cada pareja de primers empleando la herramienta
MUSCLE. Para determinar la identidad y similitud
de las secuencias conceso de cada cepa se empleo
BLASTn de la base de datos “Nucleotide collection
(nr/nt)” del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) (Madden, 2012).

Analisis filogenéticos

Para la construccion de los arboles filogenéticos
se empled las secuencias consenso de las tres
especies de microrganismos fitoplancténicos, junto a
secuencias de material tipo de especies registradas
del NCBI. Las reconstrucciones filogenéticas se
realizaron mediante el método algoritmico de Maxima
Probabilidad (Maximun Likelihood, ML), que calcula
las distancias genéticas mediante un modelo de

264

sustitucion tipo nucledtido, con el soporte Bootstrap
(técnica estadistica que genera un numero elevado
de pseudoréplicas del alineamiento original) con 1000
repeticiones para comprobar la maxima verosimilitud
de todas las ramas (clados) producidas, utilizando el
software Mega X (Kumar et al., 2018).

Resultados
Aislamiento, identificacion
morfologica

Se obtuvo un total de tres cepas aisladas de
microorganismos  fitoplanctonicos de muestras
obtenidas de las piscinas de oxidacion: una microalga
y dos cianobacterias, con medios de cultivo y pH
optimo, los cuales son mostrados en la Tabla 3. Los tres
microorganismos aislados se identificaron a través de
diversas claves taxonomicas: Fawley & Fawley (2020),
Johansen et al. (2011), Komarek et al. (2014), Lopez-
Osorio et al. (2011), Niiyama (2012), Rippka (1988),
Wehr et al. (2015) y Wehr & Sheath (2003), en los que
se describieron las siguientes especies:

purificacion e

Cepa Chl1 - Chlorella sorokiniana

Es una especie de microalga inmovil, unicelular,
solitaria, con morfologia esférica, coloracion verde
esmeralda, células de 2 a 10 um de diametro, sin
pared celular lisa, no presentan constriccion en la
parte media, cloroplasto en forma parietal con un
pirenoide, y carece de flagelo, caracteristica comun
en la familia Chlorellaceae (Luo et al., 2010; Wehr
& Sheath, 2003)the concept of the experimental

Tabla 3. Muestras aisladas en medios de cultivo y pH 6ptimos.

Medio de

Cepa Nombre cientifico cultivo pH
Chls1  Chlorella sorokiniana BG11 7.8
Syn1 Synechococcus sp.

Y v P Zarrouk 9.9
Nod1 Nodosilinea sp.
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Figura 1. a) Cepa Chls1 (Chlorella sorokiniana) aislada de las
piscinas de oxidacion de la Comuna Engabao; objetivo 40x.
b, c) Medicion del diametro de la célula mediante el uso
del programa NIS-elements Documentation (NIKON Imaging
Software ®); objetivo 100x.

algal genus Chlorella was evaluated. Conventionally
in the genus Chlorella, only coccoid, solitary algae
with spherical morphology that do not possess any
mucilaginous envelope were included. All Chlorella
species reproduce asexually by autospores. However,
phylogenetic analyses showed that within the clade
of ‘true’. Chlorella species (Chlorella vulgaris, C.
lobophora, and C. sorokiniana, ademas, sus colonias
se encuentran rodeadas de mucilago y la modalidad
de la agregacion de la célula es caracteristica de
las especies lo que facilita su identificacion (Fig. 1;
Moronta et al., 2006; Shihira & Krauss, 1965).

Cepa Syn2 - Synechococcus sp.

Pertenece al género de cianobacterias unicelulares
cocales (Nageli, 1849), son solitarias o formando en
colonias microscopicas o macroscopicas irregulares
sin mucilago com(n. Las células son de forma oval y
redondeadas en los extremos, sin embargo, pueden
ser mas largas que anchas o viceversa, arqueadas,
rectas o incluso sigmoideas, miden alrededor de 3.57
+ 0.12 pm de longitud y 1.47 + 0.09 pm de ancho,
coloracion azul verdoso palido. Presentan un mucilago
delgado o ausente, incoloro, homogéneo alrededor de
las células (Fig. 2) (Komarek et al., 2014; Rosales et
al., 2005; Wehr & Sheath, 2003)we test the small mol-
ecule flexible ligand docking program Glide on a set of
19 non-a-helical peptides and systematically improve
pose prediction accuracy by enhancing Glide sampling
for flexible polypeptides. In addition, scoring of the
poses was improved by post-processing with physics-
based implicit solvent MM- GBSA calculations. Using
the best RMSD among the top 10 scoring poses as a
metric, the success rate (RMSD < 2.0 A for the inter-
face backbone atoms.

Cepa Nod3 - Nodosilinea sp
Es una cianobacteria que presenta filamentos verdes

Figura 2. a) Cepa Syn2 (Synechococcus sp.) aislada en el
Laboratorio de la Facultad de CCNN a partir de muestras de
las piscinas de oxidacion de la Comuna Engabao; objetivo
100x. b) Medicion de la célula (largo y ancho) mediante
el uso del programa NIS-elements Documentation (NIKON
Imaging Software ®); objetivo 100x.

Figura 3. a) Cepa Nod1 (Nodosilinea sp.) aislada en el
Laboratorio de la Facultad de CCNN a partir de muestras de
las piscinas de oxidacion de la comuna Engabao; objetivo
100x. b) Observacion de los segmentos del filamento y la
parte apical mediante el uso del programa NIS-elements
Documentation (NIKON Imaging Software ®); objetivo 40x -
100x.

y delgados de aproximadamente de 1.1 a 1.3 pm
de ancho, pueden poseer alrededor de mas de 350
células de largo, ademas poseen forma de barril y sus
extremos son redondeados (Johansen et al., 2011;
Niiyama, 2012; Fig. 3.).

Cinética de crecimiento

El cultivo de C. sorokiniana a los siete dias de cultivo
mostré una densidad maxima de 25.4 x10°+8.94
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x10° cel mL" y una velocidad de crecimiento (y) de
0.19+0.03 d' (fig. 4).

Mientras que Synechococcus sp. present6 una densidad
maxima de 340.6+5.9 x10¢ cel mL' y una velocidad de
crecimiento (y) de 0.20£0,02 d' (Fig. 5).

Crecimiento celular de Nodosilinea sp. mediante el
analisis de clorofila a con 6,33 pg mL' en un periodo
de siete dias (Fig. 6).

Andlisis molecular

Extraccion, concentracion y calidad del
genémico

El material genético se lo obtuvo mediante el protocolo
de extraccion y purificacion de ADNg estandarizado y
modificado. Para cada cepa se empleo6 5 mL de cultivo

ADN

Millones
MON W oW
S & &8 &
—

—
- N

Densidad celular (cel mL)

10 I =
5 1 1
o —1 °

Tiempo (dias)

Densidad celular ~ —@—Velocidad de crecimiento

Figura 4. Densidad celular y velocidad de crecimiento de
Chlorella sorokiniana durante siete dias de cultivo.

Densidad celular (cel mL-1)
p dia

Tiempo (dias)

—8—Densidad celular ~ —®—Velocidad de crecimiento

Figura 5. Densidad celular y velocidad de crecimiento de
Synechococcus sp. durante siete dias de cultivo.

Crecimiento celular (ug mL")
- N w S (4] o ~

o
o

2 3 4 5 6 7

—&— Tiempo (dias)

Figura 6. Crecimiento celular de Nodosilinea sp. durante
siete dias de cultivo mediante analisis de clorofila a.
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en fase logaritmica con 7 dias de crecimiento celular.
Se cuantifico la concentracion y calidad del ADN
gendmico total mediante el uso de espectrofotometria
(NanoDrop Thermo Scientific ™), demostrando que la
pureza del ADN y las concentraciones eran altas en
las tres especies de microorganismos fitoplanctonicos
(Tabla 4.).

El analisis de electroforesis en gel de agarosa al 1%
demostré la deteccion de bandas de ADN integro,
que no posee contaminantes tales como proteinas
y polisacaridos. El ADN gendmico extraido de las
tres cepas no se encuentra degradado (Fig. 7), por
consiguiente, se observa en los carriles 1, 2 y 3
una banda intensa y Unica, mientras que marcador
molecular es la banda de mayor tamano de 100 pb.

PCR

Amplificacién de los productos de PCR

Se emplearon 4 parejas de cebadores universales, para
la amplificacion y secuenciacion de C. sorokiniana, se
empleo el ITS2, ITS y LSU con condiciones de reaccion
establecidas anteriormente, mientras que, para las
dos cianobacterias aisladas: Synechococcus sp. y
Nodosilinea sp., se analizo la region del 16S RNAr. Para
determinar la amplificacion de los productos de PCR
se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

Amplificacién por PCR de la region ITS2

La amplificacion por PCR de la region ITS con los
cebadores S2F y S3R dio como resultado una banda de
~ 600 pb. El fragmento se obtuvo de la cepa Chlorella
sorokiniana (Fig. 8).

Amplificacién por PCR de la region ITS

La amplificacion por PCR de la region ITS con los
cebadores ITS1 e ITS4 dio como resultado una banda
pb de ~ 700 pb. El fragmento se obtuvo de la cepa
Chlorella sorokiniana (Fig. 9).

Amplificacién por PCR de la region LSU

La amplificacion por PCR de la region LSU con los ce-
badores LROR y LR5 dio como resultado una banda de
~ 1000 pb. El fragmento se obtuvo de la cepa Chlo-
rella sorokiniana (Fig. 10).

Amplificaciéon por PCR de las regiones 16S RNAr

La amplificacion por PCR de la region 165 RNAr con
los cebadores 27F y 1492R dio como resultado una
banda de ~ 1200 pb. El fragmento se obtuvo de la
cepa Synechococcus sp. (Fig. 11).

Amplificaciéon por PCR de las regiones 16S RNAr

La amplificacion por PCR de la region 165 RNAr con
los cebadores 27F y 1492R dio como resultado una
banda de ~ 1200 pb. El fragmento se obtuvo de la
cepa Nodosilinea sp. (Fig. 12).

Analisis bioinformatico

Analisis molecular

Las secuencias obtenidas por Macrogen-USA fueron
procesadas por el software bioinformatico MEGA X,
obteniendo las secuencias consenso de las tres cepas,
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Tabla 4. Concentracion de ADNg de las tres cepas aisladas de microorganismos fitoplanctonicos mediante la extraccion de ADNg
con método estandar en ng uL™" a partir de la relacion de las absorbancias (CONC. = concentracion).

Cepas aisladas Densidad Celular CO(I:Cg. :]i_f;DN Espec::f)?;ilér:étrica
Relacion A,/ Relacion A,/
A280 A230
Chlorella sorokiniana 25.4 X106in§|'_24 x10° cel 146 1.94 1.98
Synechococcus sp. 340.6+5.9 x10°¢ cel mL* 326 2.06 2.09
Nodosilinea sp. 6,33 pg mL" 158.8 1.96 2

Tamaiio de banda (pb)

Chist Syl

Nod1

1500 pb

|
600pb |

M Chis1.1 Chisl.2 Chis1.3

Tamafio de banda (pb)

1500 pb

600 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa-TBE al 1%, los
carriles son las cepas Chls1 (Chlorella sorokiniana), Syn1
(Synechococcus sp.) y Nod1 (Nodosilinea sp.) pertenecientes
a la extraccion ADNg (rectangulo amarillo), C (control
negativo), M (marcador molecular).

Chis13 Chist4 ¢ [ Tamaiio de banda (pb)

1500 pb

600 pb

]

Figura 9. Amplificacion de la region ITS para la cepa aislada
Chls1 con los cebadores universales ITS1 e ITS4. Banda
aproximadamente con 700 pb. Electroforesis en gel de
agarosa-TBE al 1%, los carriles Chls1.3 y Chls1.4 son réplicas
de los productos de PCR (rectangulo amarillo), C (control
negativo), M (marcador molecular).

Figura 8. Amplificacion de la region ITS2 para la cepa
aislada Chls1 con los cebadores universales S2F y S3R. Banda
aproximadamente con 600 pb. Electroforesis en gel de
agarosa-TBE al 1%, los carriles Chls1.1, Chls1.2 y Chls 1.3
son réplicas de los productos de PCR (rectangulo amarillo), C
(control negativo), M (marcador molecular).

Tamafio de banda (pb)

1500 pb

600 pb

Figura 10. Amplificacion de la region LSU para la cepa aislada
Chls1 con los cebadores universales LROR y LR5. Banda
aproximadamente con 1000 pb. Electroforesis en gel de
agarosa- TBE al 1%, los carriles Chls1.5 y Chls 1.6 son réplicas
de los productos de PCR (rectangulo amarillo), C (control
negativo), M (marcador molecular).
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Tamafio de banda (pb)

1500 pb

600 pb

Figura 11. Amplificacion de la region 16S RNAr para la cepa
aislada Syn1 con los cebadores universales 27F y 1429R.
Banda aproximadamente con 1200 pb. Electroforesis en gel
de agarosa- TBE al 1%, los carriles Syn1.1 a Syn1.3 son réplicas
de los productos de PCR (rectangulo amarillo), C (control
negativo), M (marcador molecular).

Tamafio de banda (pb)

1500 pb

600 pb

Figura 12. Amplificacion de la region 16S RNAr para la cepa
aislada Nod1 con los cebadores universales 27F y 1429R.
Banda aproximadamente con 1200 pb. Electroforesis en
gel de agarosa- TBE al 1%, los carriles Nod1.1 a Nod1.3 son
réplicas de los productos de PCR, C (control negativo), M
(marcador molecular).
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MW058031 Chlorella sorokiniana isolate So 3
—— |R215746 Chlorella sorokiniana B1-1
AB260898 Chlorella sp. IFRPD 1018

— KM061456 Chlorella sorokiniana isolate KU207
— FM205834 Chlorella sorokiniana SAG 211-8k
—— KU948992 Chlorella sorokiniana isolate 19-4

— MT827200 Chlorella sorokiniana strain ACSSI 268
——— MT827201 Chlorella sorokiniana strain ACSSI 289

LR215790 Chlorella sorokiniana UFA-1

KM514835 Chlorella sorokiniana isolate 275 1
KT778120 Chlorella sorokiniana isolate 275 1

MT827191 Chlorella sorokiniana strain ACSSI 333

MW134039 Chlorella sorokiniana isolate Jo 40
JX041600 Chlorella sp. Iso4 18S

KJ489094 Uncultured Chlorella clone CM-D-A37
KY350162 Chlorella sp. SVMBIOEN3

IChi1 Chlorella sorokiniana ITS-consenso

0

— MN165548 Chlorella sorokiniana isolate GEEL-01

—— MN759466 Chlorella sp. strain GEEL-08
——— MN788610 Chlorella sorokiniana isolate GEEL-09

KM061458 Chlorella sp. KU209

Figura 13. Dendrograma de agrupamiento para la muestra amplificada de la region ITS, en las piscinas de oxidacion de la
Comuna Engabao, Guayas. Método de agrupamiento por Maxima Verosimilitud (Maximum-likelihood), modelo de sustitucion
Tamura-Nei (TN93 + | + G) y aproximacion de Bootstrapping de 1000 permutaciones. La cepa aislada en este estudio se

representa como Chl1 Chlorella sorokiniana ITS-consenso.
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Tabla 5. Secuencias del ADNr (ITS2, ITS, LSU y 165 RNAr), utilizadas en los analisis filogenéticos, porcentajes de similitud y los

numeros de acceso de GenBank.

Synechococcus sp. Nodosilinea sp. sfﬂ:{;ﬁ?)a
Syn1 Nod1 Chls1
E value 0.0
16S RNAr % similitud 97,47%
# accesion KF912974
E value 0.0
16S RNAr % similitud 99,83%
# accesion DQ085091
E value 0.0
ITS2 % similitud 99,48%
# accesion MN788610
E value 0.0
ITS % similitud 99,07%
# accesion MN165548
E value 0.0
% similitud 99,77%
LU FR751191
# accesion Micra.ctini'um
reisseri

con las que se realizo el analisis de similitud mediante
la herramienta BLASTn de la base de datos del NCBI.
La identificacion molecular de la cepa aislada Chlst,
secuenciada con los genes del espaciador transcrito
interno 2 (ITS2), el espaciador transcrito interno (ITS),
el ARN de la subunidad grande del ribosoma (LSU) y
alineada mediante analisis BLASTn coincididé con la
identidad morfologica establecida anteriormente
llegando a nivel de género y especie. Las parejas
de primers universales ITS2 y ITS presentaron
un porcentaje de similitud del 99,48%, y 99,07%
respectivamente con Chlorella sorokiniana, mientras
que el primer LSU presento un porcentaje de similitud
de 99,77% con Micractinium reisseri (Tabla 5).

El analisis BLAST mostr6 que sus identidades
moleculares de la region 165 RNAr eran consistentes
con las identidades morfologicas de la cepa aislada
Syn2, presentando un porcentaje de similitud del
97,47% con Synechococcus sp. (Tabla 4). Igualmente,
la cepa aislada Nod3 se logré identificar morfologica
y genéticamente mediante el uso del marcador
molecular de la region 165 RNAr con un el 99,83% de
similitud con Nodosilinea sp. (Tabla 5).

La homologia de los resultados obtenidos de
las secuencias con las asociadas en el GenBank

secundd la elaboracion de analisis filogenéticos de
cada region empleada de los tres microorganismos
fitoplanctonicos.

Analisis filogenético

El uso de analisis filogenéticos permitio obtener
una mayor confiabilidad en la identificacion de las
cepas aisladas de microorganismos fitoplanctonicos
mediante las secuencias parciales de las regiones
ITS2, ITS, LSU y de la region 16S RNAr, de tal forma,
demostrando que estos pertenecen a la identificacion
presuntiva basada en caracteres fenotipicos. Se
observa en la topologia de arbol los aislados: Chls1
(Chlorella sorokiniana), Syn1 (Synechococcus sp.) y
Nod1 (Nodosilinea sp.).

Se ha construido un arbol filogenético (fig. 13) con
la secuencia consenso de la region ITS de Chlorella
sorokiniana, comprobando la identificacion
taxonémica de la cepa con 75% Bootstrap (circulo
naranja), compartiendo clado y secuencia genomica
con otras especies de Chlorella. Los valores de
probabilidad Bootstrap >75 % indican mayor fiabilidad.
Para la construccion del siguiente arbol filogenético
no se logrd seleccionar un organismo que actuara
como grupo externo debido a que la topografia de los
arboles se vio afectada.
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El arbol filogenético (Fig. 14) basado la secuencia
consenso de la region ITS2 de Chlorella sorokiniana
(Chl1), presenta identificacion taxonoémica con 96%
Bootstrap (circulo naranja), compartiendo clado y
secuencia gendémica con otras especies del mundo.
Se agregd 4 grupos externos de microorganismos que
no pertenecen al grupo analizado, debido a que estos
proporcionan informacion en relacion a los caracteres
ancestrales

En el analisis filogenético de la secuencia consenso
de la region LSU (Fig. 15), se agrupd en el clado
de las especies Micractinium reisseri y Cocomyxa
sp., presentando ramas separadas (99%, 79% vy
100% bootstrap). Comprobando la identificacion
taxonomica de la cepa con 75% Bootstrap (circulo

naranja). Los valores de probabilidad Bootstrap > 75
% indican mayor fiabilidad. Para la construccion del
siguiente arbol filogenético no se logroé seleccionar un
organismo que actuara como grupo externo debido a
que la topografia de los arboles se vio afectada.

El arbol filogenético de la secuencia consenso de
la region 16S RNAr de Synechococcus sp. evidencio
la identificacion taxonémica de la cepa con 78%
Bootstrap (circulo naranja). Todas las especies del
NCBI comparte mas del 50% de similitud con la Syn1.
aislada de la comuna Engabao (Fig. 16).

Seglin el analisis filogenético utilizando secuencias
de la region ARNr 16S, Nodosilinea sp. esta mas
relacionada con Leptolyngbya sp. OBB32S02, con

92

8 MW343488 Chiorella sp. AYS3
gy KX029132 Chlorella sorokiniana internal
b KJ483094 Uncultured Chlorella clone CM-D-A37
JX041600Chiorela sp. Isod
KM061458 Chlorella sp. KU209

MN753466 Chlorella sp. strain GEEL-08

%[ @ _E MN788610 Chlorella sorokiniana isolate GEEL-09
89
90

MN165548 Chlorella sorokiniana isolate GEEL-01

{ Chit Chiorella sorokinana [TS2-consenso | @

KU487645 Chlorella sp. JD-2016
— KY655013 Chlorella sp. FI20 5.85
93 L—— KY350162 Chlorella sp. SVMBIOEN3
KM061451 Chlorelia sorokiniana isolate KU202
KJ676113 Chlorella sorokiniana strain UTEX1665
m KM061463 Chlorella sorokiniana isolate KU219
a MWTT6427 Chlorella sorokiniana strain KNUAOT1
90 KP726221 Chlorelia sorokiniana strain KLL-G018
MG757793 Chiorella sp. NCQ
kY ——— KT778107 Scenedesmus quadricauda isolate 275 2
% KT778120 Chlorella sorokiniana isolate 275 1
0 _EJE KM514835 Chlorella sorokiniana isolate 275 1
KM514858 Chlorella sorokiniana isolate SM11 4
" Kn514856 Chlorelia sorokiniana isolate SM11 2
KT778108 Tetradesmus obliquus isolate SM12 4
KM514855 Chlorella sorokiniana isolate SM11 1
— KC416207 Chiorella sorokiniana strain XJ02
%5l MNB58361 Chiorella sp.
_sz: KP645221 Chlorefla sorokiniana strain BRWWTP 002
— KJ676110 Chlorella vulgaris strain UTEX2714
B KP645229 Chiorela wuigaris strain UTEX 2714
_ﬂ: KP645220 Chlorela sorokiniana strain BRWWTP 001
AJ249565 Trebouxia asimentrico ] outgroup
— AJ400487 Scenedesmus aldevei CCAP 276117
100 —— KM020058 Oocystis sp. Gen de ARN ribos mico 183 de FG2/8.5E

outgroup

Figura 14. Dendrograma de agrupamiento para la muestra amplificada de la region ITS, en las piscinas de oxidacion de la
Comuna Engabao, Guayas. Método de agrupamiento por Maxima Verosimilitud (Maximum-likelihood), modelo de sustitucion
Tamura-Nei (TN93 + | + G) y aproximacion de Bootstrapping de 1000 permutaciones. La cepa aislada en este estudio se

representa como Chl1 Chlorella sorokiniana ITS2-consenso.
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Figura 15. Dendrograma de agrupamiento para la muestra amplificada de la region LSU, en las piscinas de oxidacion de la
comuna Engabao, Guayas. Método de agrupamiento por Maxima Verosimilitud (Maximum-likelihood), modelo de sustitucion
Kimura 2 parametros (K2+G) y aproximacion de Bootstrapping de 1000 permutaciones. La cepa aislada en este estudio se

representa como Chl1 Chlorella sorokiniana LSU-consenso.
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Figura 16. Dendrograma de agrupamiento para la muestra amplificada del gen 16S RNAr. Método de agrupamiento por Maxima
Verosimilitud (Maximum-likelihood), modelo de sustitucion Jukes-Cantor (JC+ G) y aproximacion de Bootstrapping de 1000
permutaciones. La cepa aislada en este estudio se representa como Syn1 Synechococcus sp. 16S RNAr-consenso.
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Figura 17. Dendrograma de agrupamiento para la muestra amplificada del gen 165 RNAr. Método de agrupamiento por Maxima
Verosimilitud (Maximum-likelihood), modelo de sustitucion Kimura 2 - parametros (K2+G+l) y aproximacion de Bootstrapping de
1000 permutaciones. La cepa aislada en este estudio se representa como Nod1 Nodosilinea sp. 16S RNAr-consenso.

una identidad del 95%. La estructura de los dominios
conservados 165 RNAr proporciona confirmacion
adicional de la similitud filogenética entre todas las
especies de Nodosilinea sp. presentada en este estudio
y la del NCBI (Fig. 17). Por ello, es importante hacer
énfasis en que el género Nodosilinea fue descrito
hace menos de una década, muchas secuencias en
bases de datos moleculares pertenecen al clado
Nodosilinea, como se ilustra en el analisis filogenético.
Es un género que alberga especies cripticas.

Conclusiones

Los resultados obtenidos del enfoque polifasico
mediante caracteres fenotipicos y genotipicos,
permitio la identificacion taxonomica de tres cepas de
microorganismos fitoplancténicos aislados de piscinas
de oxidacion de la comuna de Engabao, en la provincia
del Guayas, Ecuador, se desarrollaron en medios de
cultivos optimos: BG11 pH 7.8 y Zarrouk 9.9.

La extraccion y purificacion de ADNg con biomasa
cultivada durante 7 dias demostré que la cantidad y
calidad del ADNg era 6ptima para la amplificacion por
PCR y secuenciacion.

Mediante el uso de técnicas moleculares con los

primers universales: ITS2, ITS y LSU, se identificé una
cepa de microalga hasta nivel de especie: Chlorella
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sorokiniana, mientras que, empleando el primer 16S
RNAr se identifico a nivel de género dos cepas de
cianobacterias: Synechococcus sp. y Nodosilinea sp.

Las secuencias consenso obtenidas de la amplificacion
demostraron que a pesar de no emplear cebadores
especificos, el uso de varias regiones aplicadas a
una misma especie, aumenta la confiablidad en la
identificacion taxondmica y filogenética.

Recomendaciones

» Seguir investigando las especies fitoplanctonicas
que habitan en las piscinas de oxidacion de la
comuna Engabao y las aplicaciones biotecnoldgicas
para contribuir con la economia de la comuna,
cambiando la matriz productiva.

« Emplear enfoques polifasicos para determinar la
identidad taxonémica de varias especies aisladas
de aguas residuales.

» Uso de primers especificos para la amplificacion de
ADNg de cepas fitoplanctonicas.

o Aplicar varios primers para una misma especie
como son ITS, 16S RNAr, 18S RNAr, SSU y 23S RNAr,
con el fin de establecer relaciones taxonémicas
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y filogenéticas mas confiables a nivel género y
especie.

o Actualizacion de la base de datos de GenBank en
relacion a especies cripticas como es el caso de las
cianobacterias.
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