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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
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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
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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
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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.

268



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

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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FR751189 Micractinium reisseri

FR751195 Micractinium reissern

FR751194 Micractinium reisser

FR751188 Micractinium reissern

KM272627 Chlorella sp.

55

100 83

—

FR751203 Micractinium reisseri
AB437257 Chlorella sorokiniana OK1-ZK
AB226862 Chlorella sorokiniana

— HG995789 uncultured Chlorellales

100

99

82 100

96

100

—=
Tl —

HGO95759 uncultured Chlorellales

—— HG9957 14 uncultured Chlorellales
HE974816 Chlorella sorokiniana KGE28
FR751204 Chlorella sorokiniana YSR014
FR751196 Chlorella sorokiniana YSLO16
FR751187 Chlorella sorokiniana Y'SL001
AB237642 Chlorella sorokiniana NIES:227
KC912856 Chlorella sorokiniana L23
FR751202 Chlorella sorokiniana YSR023

KUB41127 Chlorella sp.

FR751192 Micractinium reissern

100
100

JN169781 Chlorella sorokiniana RAMO1
MKE94759 Coccomyxa sp.

FR751191 Micractinium reisseri GHT8
Chi1 Chlorella sorokiniana Chl1-consenso

LN870282 Chlorella sorokiniana BEA 0173B
— LN&870279 Chlorella sorokiniana LC-2015

100

L—— LN870278 Chlorella sorokiniana CL234

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.

——— MH7#1327 Synechococcus sp

AB015060 Synechococcus sp. gene for 165 rRMNA
AF513475 Synechococcus sp. PH40

KM350242 Synechococtus elongatus BOW 10144
KM350243 Synechocaccus elongatus BDU 70542
KM350244 Synechococcus elongatus BDL 140431
KM3250245 Synechococcus elongatus BOW 141741
CP016477 Synechococcus sp. PCC 7117
CP040360 Synechococcus sp. PCC 11901

CP018483 Synechocaccus sp PCC 8807
AF448075 Synechococcus sp. PCC 8807
CP013928 Synechococcus sp. PCC 73109
AB015061 Synechococcus sp. PCCF3109

KJ206338 Synechococcus sp. L21-BG-1

AYB4G293 Synechococcus elongstus COMP1630 165

ABBE2161 Synechococeus sp. DR1S

ABBGE2160 Synechococcus sp. NDA5

CPO00951 Synechococcus sp. PCC 7002

A 000716 Synechococcus sp. PCC 7002

7

T CP016474 Synechococcus sp. PCC 7003
L AB015059 Synechacoceus sp. PGCT003

[:88289.1:27-1026 Synechococcus sp.

AF448075 1 Synechococeus sp

KTB07479 Synechococcus sp.

[Syn1 Synechococcus sp. 165 RNAr-consenso |
APD17958 Synechococcus sp.

LCO0G08S Synechococous sp.

AF448073 Synechococous sp

HFETT138 Uncultured Synechococcus sp

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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9

(¥ )

100

— MK972820 Nodosilinea sp. IS-ADG2
KU516387 Nodosilinea sp. IS-EAG2
11} — MK972821 Nodosilinea sp. IS-ADG3
Nod1 Nodosilinea sp. 16S RNAr-consenso
_E AJ639894 Leptolyngbya sp. 0BB32502
MH179051 Nodosilinea nodulosa Kh.C.d1
— KF307598 Nodosilinea nodulosa UTEX B 2910
JQ770104 Uncultured bacterium clone Nodosolinea sp. YT-56 16S
{ JQ769578 Uncultured bacterium Nodosolinea sp. TG-68
KX263927 Nodosolinea sp. CALU1171
FJ612370 Nodosolinea sp. DP10.3.11
i) KM019976 Nodosolinea sp. SAG 256.80
FJ769791 Nodosolinea sp. 22.A
MH636576 Nodosolinea sp. BNH-201606
MF352006 Nodosilinea radiophila TM S2B
— MF352005 Nodosilinea radiophila
62 — KF246481 Nodosilinea sp. CENA512
100 KF246490 Nodosilinea sp. CENA523
_: KF246489 Nodosilinea sp. CENA522
KT899573 Nodosilinea sp. UIC 10073
AJ345640 Nodosilinea sp.

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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Resumen

El estudio de las plantas mas utilizadas en el Recinto Jauneche, Canton Palenque, Provincia
Los Rios, Ecuador, tuvo como finalidad conocer la etnobotanica local. Se procedio a realizar un
levantamiento de informacion primaria donde se entrevistaron a tres personas con conocimiento
sobre plantas Utiles, con los datos de la fase inicial se realizaron encuestas simples a 20 personas
de 35 anos en adelante, se registro un total de 84 plantas Utiles. Una vez obtenida la informacion
se realizo la respectiva clasificacion etnobotanica registrando los siguientes usos: medicinal,
alimenticia, construccion y rudimentaria (utensilios caseros). Las plantas medicinales fueron las
de mayor representatividad con un 57%, seguida por las alimenticias con un 26%, construccion 13%
y rudimentaria 4%, con la recoleccion de muestras se realizo la identificacion taxonémica donde se
encontraron 37 familias y 61 géneros, la familia con mayor nimero de especies fueron Lamiaceae
y Asteraceae. Estos resultados indican que el uso plantas Utiles en el Recinto Jauneche puede ser
considerado alto, debido a que se registré informacion con una muestra de 23 personas solamente,
indicando que el conocimiento etnobotanico esta presente en los habitantes del recinto Jauneche,
aduciendo este factor a la relacion cercana que mantienen con el Bosque de la Estacion Biologica
Pedro Franco Davila.

Abstract

The study of the most used plants in the Jauneche Enclosure, Palenque Canton, Los Rios Province,
Ecuador, had the goal of knowing the local ethnobotany. To obtain the primary information
three people with knowledge about useful plants were interviewed, with the data of the initial
phase simple surveys were carried out on 20 people over 35 years old, a total of 84 useful plants
were recorded. Once the information was obtained, the respective ethnobotanical classification
was carried out, recording the following uses: medicinal, food, construction and rudimentary
(homemade utensils). Medicinal plants were the most representative with 57%, followed by
food plants with 26%, construction 13% and rudimentary 4%, the taxonomic identification based
on collected samples yielded 37 families and 61 genera, the family with the largest number of
species were Lamiaceae and Asteraceae. These results indicate that the use of useful plants in the
Jauneche Enclosure could be regarded as high, because the gathered information was obtained
from 23 people only, indicating that ethnobotanical knowledge is present in the inhabitants of the
Jauneche enclosure, adducing this factor to the close relationship they maintain with the forest of
the Pedro Franco Davila Biological Station.

Keywords: ancestral knowledge, coast, useful plants, vegetal resources.
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Introduccioén

La etnobotanica es la ciencia que tiene como finalidad
el estudio de las plantas y su entorno social, es
decir, su relacion con las personas; las bases de ésta
estan ligadas a comunidades primitivas que lograron
transmitir sus conocimientos de las especies vegetales
Gtiles para el ser humano (Pardo, 2008). El término
“etnobotanica” comenzo a utilizarse en 1895, aunque
el conocimiento ancestral de las plantas utiles ha
sido parte de muchas culturas existentes, desde las
primeras civilizaciones (Horak et al., 2015).

También cabe recalcar que el estudio de plantas
Gtiles esta estrechamente ligado a la etnobotanica la
cual se encarga del estudio de las especies vegetales
y su relacion con los saberes ancestrales (Pardo &
Goémez, 2003). Este estudio cientifico ha tenido como
resultado datos de las primeras civilizaciones, las
cuales aprendieron a clasificar cada planta segin su
utilidad y aquellas que no eran beneficiosas para la
comunidad (Horak et al., 2015).

Ademas, los recursos vegetales son parte de la
economia de diversas culturas ancestrales, los
cuales han sabido aprovechar sus conocimientos en
practicas tradicionales sin alterar el ecosistema; estos
conocimientos estan ligados a la soberania alimentaria
de los pueblos y nacionalidades, fomentando el
cuidado de los servicios ecosistémicos con los que
estan relacionados (Lagos et al., 2011).

Por lo tanto, las plantas Utiles pueden estar clasificadas
segun el grupo étnico donde se encuentran, algunas
de las especies pueden llegar a ser multiusos, pero la
clasificacion mas comin entre las especies vegetales
Gtiles es: medicinales, alimenticias, ornamentales,
artesanales, forrajeras, ceremoniales, toxicas,
rudimentarias, industriales y construccion, entre
otras (Del Vitto & Petenatti, 2015).

El conocimiento tradicional sobre las plantas Utiles es
de vital importancia para la conservacion de especies
nativas y endémicas, también proteger la informacion
existente sobre las especies vegetales permitira que
nuevas investigaciones cientificas descubran plantas
para elaborar nuevas medicinas, al mismo tiempo que
se protege las areas naturales (Rios et al., 2008).

La pérdida del conocimiento tradicional o de los
saberes ancestrales también afecta de manera directa
o indirecta la economia de los pueblos originarios, en
especial de aquellos que se sustentan de los productos
que provee la naturaleza (Sanchez & Torres, 2020).

Los estudios sobre plantas Utiles realizados en Ecuador
han sido de gran importancia porque han permitido
definir las especies que han sido tradicionalmente
utilizadas por pueblos originarios (de la Torre et al.,
2008). Este conocimiento tradicional o ancestral de la
flora ecuatoriana ha sido el resultado de importantes

trabajos que se han realizado en la region costa, como
lo es la flora util del Bosque Protector Cerro Blanco
Guayas-Ecuador (Cerén, 2002), asi como el uso de la
etnobotanica en enfermedades de la infancia por la
etnia Chachi en Esmeraldas (Velasquez et al., 2016).

Por otro lado, en la costa ecuatoriana a inicios del
siglo XX, diversos botanicos realizaron sus estudios en
los pueblos originarios existentes donde obtuvieron
conocimiento sobre plantas utiles, aunque en los
bosques secos de la region costa la diversidad es
relativamente baja, su endemismo es alto, también
se toma en consideracion la fragilidad de este tipo de
ecosistemas, por lo que se ha considerado importante
implementar nuevos planes de conservacion
(Huamantupa et al., 2010). Por otra parte, cabe
recalcar que el uso de las plantas depende de las
diferentes regiones del pais (Alvarez, 2012).

Los grupos étnicos en el Ecuador se han caracterizado
por tener un amplio uso de la flora que se encuentran
en la selva, bosques u otros tipos de ecosistemas,
esto es lo que motiva a las comunidades ancestrales
a mantener intacta la flora existente, respetando
el habitat donde se encuentra, consumiendo solo lo
necesario, esta relacion que existe entre el hombre
y naturaleza es lo que permite crear nuevas areas
naturales protegidas en comunidades locales (Polanco
et al., 2018).

Sin embargo, la diversidad floristica del Ecuador se
encuentra en peligro por la pérdida o degradacion de
habitats que pueden estar relacionados con factores
antropogénicos o naturales (Imbaquingo, 2012). Por
lo tanto, tomando en consideracion la relacion que
existe entre un ecosistema y la sociedad, podemos
decir que la pérdida del conocimiento tradicional
sobre plantas utiles también influye en las areas
naturales protegidas (Garcia et al., 2008).

Uno de los retos que siempre se ha presentado en la
conservacion de areas naturales cercanas a centros
poblados, es cuando en la comunidad local existe una
creciente actividad agricola basada en monocultivos
o en algunos casos la practica de ganaderia, estas
actividades van reduciendo espacios de areas naturales
ocasionando perdida de bosques donde existe una gran
diversidad biologica (Aranguren, 2005).

Los trabajos etnobotanicos realizados en el Ecuador
han dado a conocer un total de 5.172 plantas Utiles
(De la Torre, Navarrete, Macia & Balslev, 2008) a pesar
que estos estudios tienen mayor énfasis en la amazonia
ecuatoriana existen investigaciones realizadas en las
regiones de la Sierra y Costa. Yanez (2017) realizd
un listado de 68 especies vegetales entre nativas e
introducidas que son utilizadas en las zonas rurales
de la region amazonica centro occidental, Napo,
Pastaza y Morona Santiago, estas zonas rurales se
caracterizan por poseer una poblacion equilibrada
entre indigenas y colonos; Cuchisacagua (2019), por el
contrario reporté un total de 140 plantas utiles en la
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comunidad amazonica Verde Sumako perteneciente a
la provincia de Orellana, las cuales fueron localizadas
en fincas cercanas a la selva; Pena, Guerrero, Torre &
Sanchez (2020), reportaron en otra comunidad kichwa
amazénica de la Provincia de Sucumbios un total de 23
plantas vasculares Utiles.

En la Sierra, Polanco, Vernaza & Burbano (2018)
reportan un total de 116 especies de plantas Utiles que
son vendidas en tres mercados de la ciudad de Quito,
las cuales son alimenticias, medicinales, entre otros
usos; Rodriguez, Narvaez & Tuz (2020) reportan un
total de 90 especies vegetales que son utilizadas por
yerbateras quitehas para realizar rituales, de estas
plantas 43 presentan otros usos como condimento
o rudimentarias; estas plantas tienen una gran
importancia econémica para las mujeres mayores
que se dedican a este negocio. Sanchez & Torres
(2020) realizaron un estudio en la Provincia de Cafar,
donde se registraron un total de 71 especies que se
consideran utiles por los habitantes de la parroquia
Taday, en el canton Azogues.

En la regién costa los estudios etnobotanicos o
de plantas Utiles son dirigidos a usos especificos,
Velasquez et al. (2016), realizaron un estudio en el
grupo étnico Chachi de la provincia de Esmeraldas
sobre plantas medicinales que pueden curar
enfermedades eruptivas las cuales son comunes
durante la etapa infantil, registrando el uso de tres
especies diferentes de plantas.

Zambrano, Buenano & Jiménez (2015), realizaron
un estudio etnobotanico de plantas medicinales en
la Parroquia San Carlos, Quevedo, Ecuador, donde
registraron un total de 43 especies vegetales que
son utilizadas como medicinales para aliviar distintas
enfermedades. Por otra parte, Paredes, Buenafno
& Mancera (2015) reportaron un total de 33 plantas
medicinales que son utilizadas por los pobladores de
la comunidad San Jacinto en el Cantdén Ventanas, en
la Provincia de Los Rios, Ecuador.

En las comunidades rurales se pueden encontrar
especies vegetales que presentan o tienen mas de
una utilidad, Rosero, Zambrano, Garcia & Viracocha
(2020) realizaron una investigacion sobre el culantro
de monte (Eryngium foetidum L.) en la comunidad
San Antonio de Padua del Canton Quinsaloma,
Provincia de los Rios, Ecuador, donde encontraron
que esta especie es utilizada como condimiento para
alimentos y también como planta medicinal. Bonifaz
(1997) realizoé un estudio de plantas toxicas en la
hacienda La Juanita y en el Recinto Jauneche, donde
se reportd un total de 26 especies vegetales toxicas
y de otras utilidades como ornamental, medicinal y/o
alimenticia.

En la provincia de Los Rios, especificamente en el
Recinto Jauneche, se han encontrado plantas que
tienen diferentes usos, esto va a depender de la parte
que es empleada o de la etapa de crecimiento en que
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se encuentre, es decir, que una misma especie puede
ser medicinal y toxica (Bonifaz, 1997), por lo cual, es
de vital importancia comprender el uso que se le dan
a las especies vegetales y su relacion con el bosque
nativo, por lo cual se ha desarrollado la presente
investigacion que tiene como objetivo, conocer la
etnobotanica de las plantas mas utilizadas en esta
area, lo que contribuira al desarrollo de planes
conservacion y manejo que involucren a la comunidad
local.

Materiales y métodos

Area de estudio

El recinto Jauneche esta ubicado en el Cantdn
Palenque de la Provincia de los Rios, sus limites son
el canton Mocache al Norte, Palenque al sur, al este
Ventanas y al oeste Balzar (Figura 1). Este recinto se
encuentra a una altura promedio de 70 msnm, donde
durante la época lluviosa la precipitacion promedio
anual es de 1800-2000 mm, con la presencia de un
bosque tropical semideciduo correspondiente al
Bosque Protector de la Estacion Pedro Franco Davila
(Salazar, 2019).

Obtencion de datos

El presente trabajo se lo realizé con el levantamiento
de informacion primaria durante el mes de Julio
del 2021, la primera fase consistid en entrevistar a
tres personas con conocimiento sobre plantas y sus
respectivos usos donde no se tomé en consideracion la
edad de los entrevistados por su amplio conocimiento
en plantas utiles.

Con los datos obtenidos de los informantes claves, se
procedié a verificar en la zona de estudio, en donde
se reconocio dos sectores: las viviendas cercanas
al bosque protector y aquellas que se encontraban
cruzando la carretera principal. Como segunda etapa
de levantamiento de informacion, se visitaron un total
de 56 viviendas escogidas al azar de la zona céntrica
del recinto Jauneche, se realizaron 4 a 5 visitas por
dia durante el mes de Julio del 2021.

Generalizacion de las encuestas

De acuerdo con los datos previamente obtenidos se
procedié a encuestar a 20 personas de 45 afios en
adelante. El formato que se utilizd fue elaborado
en una hoja de Microsoft Excel, con la respectiva
informacion del informante, nombre, edad, sexo,
ocupacion, tiempo de residencia y grado de
escolaridad, utilizando un modelo de encuesta de tipo
abierta con los siguientes datos: plantas que utilizan,
tipo de uso, uso especifico y partes que se usan.

Clasificacion y datos

etnobotanicos

procesamiento  de

La informacion obtenida por medio de las encuestas y
entrevistas a las personas seleccionadas fue ordenada
en una base de datos empleando una hoja de calculo
en Microsoft Excel.
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Figura 1. Mapa de ubicacion del recinto Jauneche.

Recoleccion e identificacion del material botanico
Las muestras de cada planta Gtil fueron herborizadas
y procesadas en el herbario de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad de Guayaquil GUAY.
La identificacion taxonémica se realizo con el uso
de la Flora de Jauneche con la ayuda de material
fotografico, usando la aplicacion Pl@ntnet.

Resultados

Clasificacion etnobotanica de
utilizadas del recinto Jauneche
De un total de 84 plantas que son utilizadas en el
recinto Jauneche, 57% corresponden a uso medicinal,
seguido por alimenticias con un 27%, construccion con
13%, mientras que las de uso rudimentario poseen la
menor presencia con un 4%, siendo el tipo de uso poco
frecuente entre los informantes (fig. 2).

las plantas mas

De un total de 23 entrevistados, se obtuvo la
informacion de 84 plantas que son utilizadas en el
Recinto Jauneche, cada planta fue registrada con su
nombre local correspondiente, uso, habito y partes
que se usa (Anexo1).

La informacion etnobotanica levantada ha permitido
clasificarlas como: plantas mas utilizadas, plantas
menos utilizadas, habito de las plantas mas
utilizadas, partes utilizadas, uso especifico y forma
de preparacion.

Plantas mas utilizadas

Las especies que fueron nombradas de forma mas
frecuente correspondi6 al llantén con un 72% (fig. 3),
seguida por el oreganito con un 68%, el mismo que es
usado como condimento y la fruta de pan con un 64%
como alimento, las demas plantas son utilizadas en
un 10% (fig. 4).

Plantas menos utilizadas

En un total de 59 plantas fueron mencionadas de uso
poco frecuente con un 5%, entre las que se encuentran
tiatina (fig. 5), pedorrera, ruda de gallinazo, alivia
dolor y ajenjo, utilizadas de 1 a 4 personas (fig. 6).

Habito de las plantas mas utilizadas en Jauneche
En el uso de las plantas utiles es importante conocer
el habito de cada una de ellas. En el recinto Jauneche,

TIPOS DE USOS

Rudimentaria
a%

Medicinal
57%

Construccién
13%

Figura 2. Porcentaje de plantas segun el tipo de uso.
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segun las encuestas realizadas el 53% de plantas Utiles
son herbaceas, mientras que el 32% son arboles,
los arbustos en un 14% y en el caso de las lianas o
trepadoras un 1% (figura 7).

Partes utilizadas

De las plantas mas utilizadas, las hojas son las mas
frecuentes con 47%, seguidas por el fruto con un 24%,
12% para el tronco de arboles, en algunos casos se
utiliza toda la planta demostrada en el 11%, corteza
y latex con el 2%, raiz y tubérculo con el 1% (fig. 8).

Uso especifico

Las categorias de usos de las plantas presentaron
mayor porcentaje aquellas que son utilizadas como
comestibles con un 20%, mientras que las maderables
un 7 %. Un uso especifico en las medicinales que
presentaron un 7% fueron las plantas utilizadas en
Bano medicinal, las plantas utilizadas para dolores
estomacales se hicieron presentes con un 4% (fig. 9).

Forma de preparacion

En la forma de preparacion de las plantas Utiles se
toma en consideracion las alimenticias y medicinales,
la infusion fue el método de preparacion mas comun
con 50%, coccion con 30%, emplasto 13% y aplicacion
directa 1% (fig. 10).

Identificacion taxonomica de
utilizadas del Recinto Jauneche
La identificacion taxonémica de las 84 plantas Utiles
dio como resultado una composicion de 37 familias y
61 géneros (Anexo 2).

las plantas mas

Familias

De las 37 familias presentes la mas representativa es
Lamiaceae con 8 especies, seguida por Asteraceae
con 5 especies, Acanthaceae, Fabaceae, Malvaceae,
Solanaceae con 4 especies, Euphorbiaceae, Moraceae,
Plantaginaceae con 3 especies de plantas Utiles, las
familias restantes tuvieron de 1 a 2 especies (fig. 11).
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Géneros

De los 61 géneros que se identificaron Inga tuvo
mayor representatividad con 4 especies, seguido
por Justicia con 3 especies, los géneros Cordia,
Cymbopogon, Kalanchoe, Mentha, Ocimun 'y Solanum
con 2 especies, los géneros restantes tuvieron solo
una especie representante (fig. 12).

Especies

De las 84 plantas que se identificaron la especie
con mayor uso por persona fue Plantago major con
18, seguida por Origanum majorana 17, Artocarpus
communis 16, Dysphania ambrosioides 15, Cymbopogon
citratus 14, Mentha piperita 13, Cymbopogon flexuosus
12, las especies restantes fueron mencionadas por
menos de 11 personas (fig. 13).

Datos de informantes etnobotanicos de las plantas
mas utilizadas en Jauneche

Las edades tomadas en consideracion en las encuestas
fueron de 35 a 90 anos, las predominantes fueron de 56
a 65 anos. El tiempo de residencia de los informantes
con mayor porcentaje fueron los rangos de 20-30, 31-
40, 51-60 anos, mientras que el 17% fue representado
por aquellos que tenian de 41-50 y 61-70 tiempo de
residencia en el recinto. Entre los tipos de ocupacion
que se mencionaron estan ama de casa y agricultores
con un 33% cada uno, curandero y parteros con un
19%, mientras que comerciante, carpintero y docente
con un 5% demostrando la menor presencia en estas
ultimas ocupaciones.

Con respecto a la educacion 10 personas tuvieron un
grado de formacion académica primaria, seguidos
por los que no tuvieron ningin estudio académico
con un total de 8, mientras que los que estudiaron
bachillerato fue de un 3 y titulo de pregrado uno,
de las 23 personas entrevistadas y encuestadas el
53% pertenecen al género femenino, mientras que
el género masculino tuvo una representacion del 43%
(Tabla 1, fig. 14).

Plantas con menor uso

2

2 m22 28y

zezT L2g

N° personas quelas utilizan

£ @

Plantas comunes

Figura 4. Listado de especies vegetales segin el uso por
persona.
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Figura 9. Categorias de usos de las plantas mas utilizadas del recinto Jauneche.
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Figura 10. Formas de preparacion de las plantas utiles.
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Figura 13. Frecuencia de uso medicinal de las especies de plantas Utiles de Jauneche.
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Tabla 1. Datos de los informantes que participaron en las encuestas y entrevistas.

Edad T‘eT“F’° d'e Ocupacion Educacion Género
residencia
Minimo: 37 Intervalo Agricultor 7 Ninguna: 8 Hombre Mujer
Maximo: 86 20-30 5 Docente 1 Primaria: 10 57% 43%
Amplitud:10 31-40 5  Ama de casa 7 Bachillerato: 3
35-45 1 41-50 4 Carpintero 1 Pre-grado: 1
4655 5 5160 5 curanderoo
partera
56-65 6 61-70 4 Comerciante 1
66-75 5
76-85 5
86-90 1
EDAD TIEMPO DE RESIDENCIA
W 35-45
=20-30
= 46-55
m31-40
u 56-65
m41-50
66-75 c1ED
= 76-85 welTt
= 86-90
OCUPACION EDUCACION
Comerciante
5%
Curandero o
Partera
19% Agricultor
33%
m Ninguna
™ Primaria
m Bachillerato
| Pre-grado

Ama de casa

Docente
5%
33%

GENERO

= Hombre
= Mujer

-

Figura 14. Datos de los informantes del recinto Jauneche.
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Discusion

En el presente trabajo se encontraron un total de 84
plantas Utiles en el Recinto Jauneche, informacion
recolectada por medio de entrevistas y encuestas,
los usos etnobotanicos comunes que se mencionaron
fueron: medicinal, alimenticio, construccion vy
rudimentario (utensilios caseros), aunque no se
mencionaron las plantas toxicas del lugar como lo
reporta Bonifaz (1997), donde se registraron 26
plantas toxicas como Aristolochia odoratissima vy
Mormodica charantia, las mismas que en el presente
trabajo son mencionadas como plantas medicinales.

La clasificacion etnobotanica de las 84 plantas Utiles
que se registraron en este trabajo se distribuyeron
en cuatro usos dando como resultado 48 especies
aplicadas en medicina, 22 plantas utilizadas como
alimenticias, 11 en construccion y 3 en rudimentaria
(utensilios caseros), comparados estos datos con
los reportados para la Cuenca media del Rio Guayas
en los sectores de Mocache y Palenque segln los
resultados de Garcia, Suatunce & Torres (2008)
reportan un total de 262 especies Utiles distribuidas
en 21 usos de los cuales el mayor uso es para medicina
y alimento, con 90 y 104 plantas respectivamente,
indica que el recinto Jauneche posee infromacion
etnobotanica en un 32%, siendo importante, pues el
uso y la informacion ancestral todavia se mantiene
en este sector.

Estudios que fueron realizados en la provincia de
Los Rios muestran que el nimero de plantas Utiles
usadas como medicinales difiere en algunos cantones,
un estudio enfocado en plantas medicinales en el
Canton Quevedo por Zambrano, Buenaio & Jiménez
(2015) muestra un total de 43 plantas medicinales,
mientras que en el canton Ventanas, Paredes,
Buenano & Mancera (2015), reportaron un total de
33 plantas con uso medicinal, en el presente trabajo
que se realizd en el Recinto Jauneche del canton
Palenque se encontraron un total de 47 plantas que
son usadas como medicina. Siendo, necesario relevar
que el Recinto Jauneche es una extension mucho
menor al Canton Quevedo y Ventanas, sin embargo, la
informacion etnobotanica de plantas medicinales es
mayor que la de dichos Cantones.

Erygium foetidum conocida como culantro de monte
es una de las plantas Gtiles que su uso varia o tiene
mas de una utilidad, en el presente trabajo de
acuerdo a la informacion recolectada fue mencionada
como planta alimenticia (condimento), mientras
que Rosero, Zambrano, Garcia & Viracocha (2020)
clasifican a esta especie con 3 usos, alimenticia,
medicinal y ornamental segun datos obtenidos
de los habitantes de la parroquia San Antonio de
Padua canton Quinsaloma, demostrando mas de una
aplicacion en la misma Provincia.

La clasificacion etnobotanica ha tenido mayores
resultados en las plantas medicinales, asi como existen
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diferencias en usos existen semejanzas, Velasquez et
al. (2016) mencionan a Plantago major y Solanum
nigrescens como plantas usadas en lavado de heridas,
de la misma manera Lalama, Montes & Zaldumbide
(2016) reportan a Scoparia dulcis con el mismo uso,
las mismas especies en Jauneche fueron mencionadas
con esta utilidad lo que demuestra similitud de usos
en los diferentes cantones de la Provincia de los Rios.

Las partes mas utilizadas en este estudio demostraron
ser las hojas, frutos, tronco y toda la planta, este
resultado coincide con Cuchisacagua (2019), Sanchez
& Torres (2020) y Rodriguez, Narvaez & Tuz (2020),
donde se obtuvieron resultados similares senalando
las hojas como la parte de las plantas con mayor
utilidad.

La clasificacion taxonomica de este trabajo dio como
resultado que las familias Lamiaceae, Asteraceae,
Fabaceae, Solanaceae, Acanthaceae y Malvaceae
obtuvieron el mayor uso por especies de plantas
Gtiles. Otros estudios demuestran resultados
similares como Castellanos (2011), que menciona
Asteraceae, Lamiaceae y Solanaceae como familias
con el mayor numero de especies Utiles. Por otro
lado, Huamantupa, Sandoval, Betancourt, Sarmiento,
& Telles (2010), mencionan a las familias Fabaceae,
Malvaceae, Lamiaceae con mayor nimero de especies
con uso etnobotanico, demostrando coincidencia en
trabajos similares.

Conclusiones

En el Recinto Jauneche utilizan las plantas en
cuatro categorias de usos: medicinal, alimenticia,
construccion y rudimentaria (utensilios caseros),
donde el mayor uso es de plantas medicinales con

57%, mientras que alimenticias obtuvieron 26%,
construccion 13% y 4% rudimentarias (utensilios
caseros).

El registro de 84 especies de plantas utiles en el
Recinto Jauneche puede ser considerado alto, debido
a que se registré informacion con una muestra de 23
personas solamente, indicando que el conocimiento
etnobotanico esta presente en los habitantes del
recinto, aduciendo este factor a la relacion cercana
que mantienen con el Bosque de la Estacion Biologica
Pedro Franco Davila.

La utilidad de las plantas en el recinto Jauneche es
mayor en el uso medicinal, pues el conocimiento
ancestral se mantiene, aunque la medicina
convencional esta presente mediante el subcentro de
salud existente.

Las plantas Utiles en el recinto Jauneche corresponden
a 37 familias y 61 géneros y 84 especies_identificadas;
siendo Lamiaceae, Asteraceae, Acanthaceae,
Fabaceae, Malvaceae y Solanaceae las familias
taxondmicas con mas plantas utiles en el recinto.
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Plantago major fue la especie que 18 de los 23
informantes mencionaron que la utilizaban como
planta medicinal para desinfectar heridas siendo la
planta util con mayor frecuencia de uso.

Las especies de menor uso son importantes debido a
que en este grupo se encuentran plantas medicinales
como la Aphelandra attenuata usada para bafhos
medicinales por los curanderos que viven en el lugar.

Del grupo de informantes la informacion recolectada
fue principalmente de agricultores y amas de casas
debido a la disponibilidad de tiempo que poseen estos
dos grupos

En la zona céntrica del recinto Jauneche son cuatro
las personas que se dedican a oficios como parteras
o curanderos, aunque el nimero no es representativo
demostraron poseer conocimiento suficiente sobre las
plantas Utiles del lugar de manera especial las plantas
medicinales.

Recomendaciones

o Ampliar el estudio de plantas Utiles en el Recinto
Jauneche incluir otras categorias de usos.

e En proximos trabajos se debe tomar en
consideracion los sectores pertenecientes
al recinto Jauneche y el periodo de mayor
precipitacion, debido a que algunas especies solo
se encuentran en época lluviosa.

« Una herramienta que permitira un mejor estudio
es la entrevista directa con al menos 5 personas
que tengan conocimiento de plantas Utiles.

o Realizar un estudio sélo de plantas medicinales
por la cantidad de especies que fueron reportadas
en este uso y aquellas que no fueron identificadas
o encontradas.

o Elaborar una ficha de las plantas Utiles del
Recinto Jauneche con informacion completa que
incluya fotografias de las plantas.

o Realizar un estudio fitoquimico de las plantas
medicinales poco comunes de manera particular
la especie Euphorbia hirta.

. Realizar un estudio del impacto de la
agricultura en las plantas Gtiles y su relacion con
el bosque protector.
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Resumen

En Wuhan se detectd los primeros y Unicos casos por un nuevo coronavirus, denominado SARS-
CoV-2 que es una enfermedad respiratoria que presenta en sus infectados sintomas leves y en
otros tipos de pacientes puede llegar a desarrollar situaciones mortiferas. El objetivo primordial
del presente estudio fue analizar como ha evolucionado la produccion cientifica del covid-19 a
través de un estudio bibliométrico. Dentro de la implementacion de materiales y métodos se
efectud una busqueda bibliografica a través de tres bases de datos de alto prestigio como Web of
science, Scopus y PubMed donde se identificaron varios estratos estructurales relacionados al pais
de procedencia, autores mas productivos y palabras claves. Teniendo en consideracion que los
resultados mostraron el analisis de 98.458 articulos cientificos de cuartil 1 - 2 el cual identificé a
Chinese Academy of Science como la organizacion que forma parte de la élite en investigaciones
de la covid-19, no obstante, se identifico que la base de datos que mayor aporté en la presente
investigacion fue Web of Science con un total de 46.418 articulos arbitrados en el afo 2021 y
que la palabra clave mas buscada a en todo el mundo fue la covid-19. Finalmente, el estudio
evidencio la participacion de cada una de las unidades de educacion superior, paises del primer
mundo y expertos sobre el SARS-CoV-2 trabajando en conjunto para obtener la mayor cantidad de
respuestas acerca de este virus que paralizé al mundo.

Palabras clave: Bibliometria, coronavirus, covid-19, sars-cov-2, 2019-ncov2.

Abstract

In Wuhan, the first and only cases of a new coronavirus were detected, called SARS-CoV-2, which is
a respiratory disease that presents mild symptoms in its infected and in other types of patients it
can develop deadly situations. The main objective of this study was to analyze how the scientific
production of covid-19 has evolved through a bibliometric study. Within the implementation of
materials and methods, a bibliographic search was carried out through three highly prestigious
databases such as Web of science, Scopus and PubMed, where several structural strata related
to the country of origin, the most productive authors and keywords were identified. Taking into
consideration that the results showed the analysis of 98,458 scientific articles from quartile 1 - 2
which identified the Chinese Academy of Science as the organization that is part of the elite in
covid-19 research, however it was identified that the base of data that contributed the most in
this research was Web Of Science with a total of 46,418 articles refereed in the year 2021 and that
the most searched keyword worldwide was covid-19. Finally, the study evidenced the participation
of each of the higher education units, first world countries and experts on SARS-CoV-2 working
together to obtain the highest number of answers about this virus that paralyzed the world.

Key words: Bibliometrics, coronavirus, covid-19, sars-cov-2, 2019-ncov2.

Llerena « Sars-Cov-2 Un Analisis Bibliométrico en La

Introduccion

El domingo 1 de diciembre del 2019 a las 15:34:43
pm en Wuhan, se detectaron los primeros y Unicos
€asos por un nuevo coronavirus, denominado SARS-
CoV-2, que fue notificado por el instituto de Virologia

* Correspondencia del autor:
E-mail: manuel.llerena@cu.ucsg.edu.ec

de Wuhan, uno de los prestigiosos centros cientificos
en China (O’'Brien et al., 2020). Autores como
Vasquez et al. (2021) manifestaron que la covid-19
es una enfermedad respiratoria que presenta en
sus infectados sintomas leves como: a) tos seca,
b) escalofrios, c) fiebre, d) insomnio, e) dolor de

@@@@ Esta obra esta bajo una licencia de creative commons: Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0. Los autores mantienen los
TN derechos sobre los articulos y por tanto son libres de compartir, copiar, distribuir, ejecutar y comunicar piblicamente la obra.
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garganta, f) sudoracion excesiva, etc. Mientras que
Cheng et al. (2020) recalcaron que en otros tipos
de pacientes puede llegar a desarrollar situaciones
mortiferas, como: a) dificultad aguda respiratoria, b)
shock séptico, c) neumonia, y d) edemas pulmonares.
Por otra parte, Wang y Liao (2020) senalaron que
existen diferentes tipos de virus, la coronavirus
gamma y delta pertenecen a especies de aves
(gallinas, patos, palomas, etc...) que apenas causan
infecciones humanas, mientras que la coronavirus
alfa y beta se hallan principalmente en mamiferos
(murciélagos, roedores, civetas, etc..) y humanos
que por ende se conoce que causan enfermedades
humanas; la mayoria de infecciones por coronavirus
en humanos especificamente en virus denominados
HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1
presentan sintomas leves como el resfriado comun
y la diarrea en los seres humanos. Sin embargo,
Gregorio et al. (2020) recalcaron que en varios
estudios la genética del virus ha variado en relacion
a las caracteristicas genomicas de SARS-CoV-2
usando secuencia de muestras liquidad de lavado
broncoalveolar y aislamientos de diferentes cultivos
de pacientes contagiados con el virus, se debe tener
en consideracion que el SARS-CoV-2 muestra un nuevo
virus dentro del subgrupo de sarbecovirus el cual se
clasifica en tres segmentos: a) SARS-CoV-2 de Wuhan
junto con las dos cepas similares al SARS derivadas
de murciélagos, bat-SL-CoVZC45 y bat-SL-CoVZXC21
de Zhoushan, Zhejiang, China; b) cepas de SARS-CoV
de humanos y algunas genéticamente coronavirus
similares al SARS de murciélagos detectados en sur
oeste de China; y c) dos cepas relacionadas con el
SARS-CoV de Rhinolophus de Bulgaria y Kenia (Shuai
et al., 2020; Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020).
Giwan et al. (2020), evidenciaron detalladamente
la deteccion rapida del virus causante del covid-19
(SARS-CoV-2) en humanos nasofaringeos a través de
muestras de hisopo usando el transistor de efecto de
campo (fig. 1).

Nota. El primer paso es tomar una muestra hisopada
del paciente, el segundo paso es asegurar la evidencia
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del hisopado en un tubo de ensayo, el tercer paso
es colocar la muestra en el grafeno para que el
anticuerpo de pico del SARS-CoV-2 se conjugue en la
hoja de grafeno a través de 1 hidroxisuccinimida de
acido pireno butirico que es una molécula de interfaz
como conector de sonda lo cual nos permite identificar
si el paciente objeto de estudio muestra anomalias
en su prueba y concluir con el analisis respectivo.
Adaptado de Rapid Detection of COVID-19 Causative
Virus (SARS-CoV-2) in Human Nasopharyngeal Swab
Specimens Using Field-Effect Transistor- Based
Biosensor (p.2), (Giwan et al., 2020).

Cabe recalcar que la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS, 2020) compartio la cronologia declarada el 27
de abril del 2020 y su ultima version actualizada el
29 de junio de 2020 con las siguientes connotaciones:

o EL 31 de diciembre del 2019, la Comision Municipal
de Sud de Wuhan notifica un conglomerado
de casos de neumonia causados por un nuevo
coronavirus.

o El1deenerodel 2020 la OMS establece un equipo
de apoyo de 3 frentes y pone asi a la entidad en
un estado de emergencia.

o El 4 de enero del 2020 la OMS a través de sus
canales oficiales anuncia la existencia de una gran
afluencia de casos de neumonia sin fallecimientos
en la ciudad de Wuhan.

o EL 5 de enero de 2020 la OMS publica su primer
arte que contiene una evaluacion del riesgo y una
serie de recomendaciones para Wuhan.

o EL10de enero del 2020 la OMS publica un conjunto
de orientaciones técnicas con recomendaciones
para todos los paises tomando como base la
experiencia con el SARS y el MEDR.

o El 12 de enero del 2020 China hace publica la
secuencia genética del virus causante de la
covid-19.

SARS-CoV-2 virus

~ Time (s)

Figura 1. Deteccion instantanea del virus causante del covid-19.
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e ELl 13 de enero del 2020 se confirma oficialmente
un caso de covid-19 en Tailandia.

o El 14 de enero del 2020 la responsable técnica
de la OMS manifiesta que se ha producido una
transmision limitada del coronavirus entre seres
humanos.

e Del 20 al 21 de enero del 2020 expertos de la
OMS en China efectGan una breve visita sobre el
terreno de Wuhan.

e EL 22 de enero del 2020 la OMS declara que existe
una transmision entre seres humanos en Wuhan
y es necesario mas investigaciones para tener la
plena seguridad de las aseveraciones.

o Del 22 al 23 de enero del 2020 el Director General
convoca a un Comité de Emergencias segin lo
previsto en el Reglamento Sanitario Internacional
para evaluar si el brote constituye una emergencia
de salud puUblica de importancia internacional.

e El 28 de enero del 2020 un grupo de altos
funcionarios de la OMS viajan a Beijing para
reunirse con los dirigentes de China para conocer
mejor el panorama del pais y ofrecer asistencia
técnica necesaria e intercambiar informacion y
experiencias.

e El 30 de enero del 2020 el Director General
convoca de nuevo el Comité de Emergencias,
antes de los 10 dias de plazo y tan solo dos dias
después de notificarse los primeros casos de
transmision limitada del coronavirus entre seres
humanos

o EL 3 de febrero la OMS presenta el Plan Estratégico
de Preparacion y Respuesta de la comunidad
internacional para ayudar a los estados con
sistemas de salud mas fragiles a protegerse.

o Del 11 al 12 de febrero del 2020 la OMS cita a
un foro de investigacion e innovacion sobre la
COVID-19, al que asisten mas de 400 expertos y
entidades de financiacion de todo el mundo.

e Del 16 al 24 de febrero el equipo de la OMS junto
a China relGnen expertos de Alemania, Canada,
Estados Unidos, Japon, Nigeria, etc..., los cuales,
permanecen un tiempo en Beijing y también
viajan a Wuhan para conocer el estado del virus.

o El 11 de marzo del 2020 la OMS especifica en su

Incluidos

= Articulos Q1 -Q2
incluidos en la

revision

(n: 98.458)

Elegibles
* Articulos

completos Q1 -
2 enla revision

(n: 98 458)

evaluacion que la COVID-19 puede caracterizarse
como una pandemia, ya que preocupada por
los alarmantes niveles de propagacion de la
enfermedad y por su gravedad.

e El 13 de marzo del 2020 se determina el Fondo
de Respuesta Solidaria contra la COVID-19 para
recibir donaciones de particulares, empresas e
instituciones.

« Finalmente, el 18 de marzo del 2020 la OMS
y sus asociados ponen en marcha el ensayo
«Solidaridad», que tiene por objeto generar
datos solidos de todo el mundo para encontrar los
tratamientos mas eficaces contra el virus.

Autores como Pascual y Torrell (2020) manifestaron
que se debe agregar que hasta el dia de hoy en el
mundo existen 250.784.268 casos confirmados,
5.062.943 personas fallecidas y 7.309.958.661
individuos vacunados con las diferentes dosis, la tasa
de localizacion de casos varia dia tras dia y puede
ser visualizada de manera gratuita y desde cualquier
dispositivo inteligente en tiempo real ingresando
en el sitio web descrito a continuacion: https://
gisanddata.maps.arcgis.com/apps/dashboards/
bda7594740fd40299423467b48e9ecf6 donde se podra
observar un sinnimero de herramientas interactivas
que le brindaran la mayor informacion posible acerca
del covid-19 en su region (Bwire & Paulo, 2020; Lai et
al., 2020; Lawani, 1981; Lu et al., 2020; Phat, 2020).

Materiales y métodos

Para la basqueda de los documentos se utilizaron las
bases de datos como a) Web of science, b) Scopus y
c) PubMed; este proceso se elaboro el 2 de agosto del
2021 mediante la siguiente terminologia algoritmica
[COVID-19-2019-nCoV] o [SARS-CoV-2], con la opcion
de blsqueda avanzada especificando articulos de
cuartil 1 - 2. Cabe recalcar que Llerena et al. (2021)
manifestaron la necesidad de normalizar las variables
de autores mas productivos, filiacion institucional
entre otras, lo cual es fundamental para la ejecucion
de los analisis bibliométricos. En la busqueda ante las
3 bases de datos mencionadas se recuper6 un total
de 123.541 documentos los cuales se sometieron a un
proceso de normalizacion de metadatos para eliminar
documentos réplicas, la muestra idonea para el
estudio bibliométrico quedo compuesta por 98.458
documentos (fig. 2) (Chahrour et al., 2020; Dumas et

Identificados

Las principales referencias
identificadas en las bases
de datos fueron las
signientes:
‘Web of Science
(n: 80.567)
Scopus (n: 35.620)
PubMed (n: 7.354)
(n: 123.541)

Filtrados
* Revision de titulo
v Abstract de los
cuales se
excluyeron
(n: 25.083)

Figura 2. Esquema metodoldgico de blsqueda, recuperacion y seleccion de la informacion sobre covid-19.
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al., 2020; Matias-Guiu, 2020; Van & Waltman, 2010;
Zhe et al., 2020).

Nota. Combinacion de blsqueda para incluir, elegir,
filtrar e identificar los articulos de mayor relevancia
para el estudio bibliométrico.

Resultados

Los resultados estan estructurados por la siguiente
segmentacion: a) autores mas productivos, b) filiacion
institucional, c) afo de publicacion, d) pais de
procedencia, e) idioma de publicacion, f) areas de
investigaciones, g) editores cientificos y h) palabras
claves mostrando un top 10 en cada elemento de
analisis (Jianju et al., 2020; Kanne, 2020; Lu H, 2020).

Autores mas productivos

La tabla 1 muestra la lista top 10 de los principales
autores de covid-19 a nivel internacional, los
documentos publicados sobre el tema de estudio las
principales citaciones por otros investigadores y el
enlace de fuerza entre colaboradores de los distintos
paises en areas especificas. Lo cual también se puede
apreciar en la figura 3 con un total de 9 clusters.

Filiacion institucional

Por otra parte, la tabla 2 presenta las principales
instituciones de educacion superior dedicada a
la investigacion del presente estudio, donde se
evidencia el nUmero de documentos publicados, que
universidades han usado esas investigaciones y la
fuerza de enlace entre instituciones, es necesario
recalcar que en la figura 4 se evidencia una formacion
de 25 cluster con las otras instituciones que no forman
parte del top 10.

Afo de publicacion (area de coronavirus).
En la tabla 3 se demuestran los afos de publicacion

que cada base de datos ha aportado en estudios sobre
la covid-19; podemos denotar un total de 158.130
investigaciones durante los 5 afos que aparecio la
primera publicacion sobre Sars-CoV-2 a nivel mundial.

Pais de procedencia.

En la tabla 4 encontramos los 10 principales paises
en contribuir con investigaciones sobre la covid-19;
sin embargo, se refleja una gran afluencia de otros
paises en corroborar con sus investigaciones dentro
de la actividad cientifica como se aprecia en la figura
5 conformada por 5 clusters.

Idioma de publicacién.

En la tabla 5 es notable observar el idioma de
presencia de los articulos publicados en las diferentes
revistas de alto impacto y su correspondiente figura 6
con otros idiomas en los que se escriben las diferentes
areas relacionadas.

Areas de investigaciones

La tabla 6 muestra cuales son las principales areas
fundamentales de investigaciones acerca del SARS-
CoV-2, mientras que la figura 7 presenta otras areas
que aportan a los estudios en medicina.

Editores cientificos

En la tabla 7 se presenta el top 10 de los
principales editores cientificos de cuartil 1 y 2 con
aproximadamente un h-index de 235 puntos y ademas
en la figura 8 se demuestra que otros editores
contribuyen a las publicaciones relacionadas con el
coronavirus.

Palabras claves

En la tabla 8 se presentan el top 10 de las principales
palabras claves de los 98.458 documentos examinados
en la presente investigacion, de igual manera
en la Tabla 8. Top 10 de palabras claves sobre la

Tabla 1. Top 10 de autores mas productivos en la tematica de covid-19. Nota. SCR: Standart Competition Ranking, representacion

total de documentos.

Documentos

Fuerza de enlace

SCR Autores publicados Citaciones entre investigadores
1 Kuldeep Dhama 11 152 29
2 Ruchi Tiwari 9 148 29
3 Shailesh Patel 7 140 27
4 Ranjit Sah 5 135 28
5 Yashpal Malik 6 105 29
6 Kumar Seang 6 125 20
7 Po-ren Hsueh 6 2145 32
8 Seong-Jun Kim 5 456 26
9 Changchuan Yin 5 97 10
10 Yung Yuen 5 17 3
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Tabla 2. Top 10 de instituciones mas productivas en la tematica del covid-19. Nota. SCR: Standart Competition

Ranking, representacion total de documentos.

SCR Organizaciones Docurpentos Citaciones Fuerz‘a d? en‘lace

publicados entre instituciones
1 Chinese Academy of Sciences 19 628 8
2 Huazhong University of Science and Technology 34 526 6
3 Fudan University 11 228 4
4 Zhejiang University 13 192 2
5 Indian Veterinary Research Institute Izatnagar 12 159 1
6 The University of Hong Kong 12 322 5
7 Tabriz University of Medical Sciences 9 57 3
8 Universita degli Studi di Milano Statale 14 93 3
9 Universidad de Sao Paulo 9 88 4
10 Wuhan University 10 106 2

Tabla 3. Base de datos (Web of Science, Scopus y PubMed). Nota. SCR: Standart Competition Ranking,

representacion total de documentos.

Afos Web of Science Scopus PubMed Docur_nentos
publicados
2021 46.418 21.894 15.856 84.168
2020 43.803 17.431 12.701 73.935
2019 16 10 / 23
2018 1 1 1 3
2017 1 0 0 1
-
zhollymin dealipuni
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f jin; 0 lang king abdulaziz univ
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Figura 3. Principales autores en investigaciones sobre
la covid-19.

Figura 4. Principales organizaciones en areas de
covid-19.

293



Rev. Cient. Cien. Nat. Ambien. 15(2):289-298 Llerena « Sars-Cov-2 Un Andlisis Bibliométrico en La
Diciembre 2021 ISSN: 2773-7772 Actualidad

Tabla 4. Top 10 de paises que investigan sobre la covid-19. Nota. SCR: Standart Competition Ranking, representacion total de
documentos.

SCR Paises D::;?;i:g;s Citaciones Fu:;zt‘:ed:a?:el?ce
1 Estados Unidos 211 3522 74.00
2 China 201 5714 39.00
3 India 88 699 29.00
4 Alemania 68 925 23.00
5 Inglaterra 52 796 22.00
6 Italia 105 1307 22.00
7 Iran 35 390 17.00
8 Espana 47 646 12.00
9 Brasil 40 335 11.00
10 Turquia 40 432 10.00

Tabla 5. Top 10 de idiomas de publicaciones sobre la covid-19. Nota. SCR: Standart Competition Ranking, representacion total
de documentos.

SCR Idiomas Documentos publicados
1 Inglés 85.882
2 Espanol 1.775
3 Aleman 693
4 Portugués 552
5 Francés 306
6 Ruso 303
7 Italiano 260
8 Turco 208
9 Chino 63

10 Hungaro 55
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Figura 6. Otros idiomas de publicaciones cientificas sobre la

Figura 5. Principales paises en investigaciones sobre el  covid-19.
coronavirus.

Tabla 6. Top 10 de las areas de investigaciones sobre la covid-19. Nota. SCR: Standart Competition Ranking, representacion

total de documentos.

SCR Areas Documentos publicados
1 Medicina interna general 8.966
2 Salud ocupacional ambiental publica 8.819
3 Ciencia y tecnologia 5.919
4 Ecologia en ciencias ambientales 4.987
5 Enfermedades infecciosas 4.385
6 Negocios econdmicos 4.014
7 Psicologia 3.788
8 Servicios de ciencias de la salud 3.483
9 Inmunologia 3.042
10 Farmacologia 2.814

Figura 7. Otras areas relacionadas a la medicina y al ~ Figura 8. Otros editores que hablan acerca del tema

covid-19. del covid-19.
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Tabla 7. Top 10 de los editores cientificos sobre la covid-19. Nota. SCR: Standart Competition Ranking, representacion total

de documentos.

SCR Editores Documentos publicados
1 Elsevier 15.299
2 Springer Nature 11.599
3 Wiley 8.079
4 Multidisciplinary Digital Publishing Institute 6.199
5 Taylor y Francis 5.561
6 Frontiers Media 3.483
7 Sage 3.417
8 Oxford Univ Press 1.971
9 Public Library Science 1.808
10 Lippincott Williams y Wilkins 1.741

Tabla 8. Top 10 de palabras claves sobre la covid-19. Nota. SCR: Standart Competition Ranking, representacion total de

documentos.
X Fuerza de enlaces
SCR Palabras claves Ocurrencias entre palabras claves
1 Covid-19 919 1.712
2 Sars-CoV-2 908 1.708
3 Coronavirus 301 860
4 Neumonia 111 377
5 Infeccion 106 328
6 Mortalidad 92 300
7 Sars 81 296
8 2019-nCoV 80 268
9 Transmision 77 247
10 Virus 63 222

bomarkeggecoery

Figura 9. Otros ejes tematicos vinculados a la covid-19.
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covid-19. Nota. SCR: Standart Competition Ranking,
representacion total de documentos.

Conclusiones

Las primordiales conclusiones del presente trabajo
se desglosan en los siguientes apartados: 1) Kuldeep
Dhama es el autor mas productivo en temas del
covid-19; 2) la universidad que aporta con mas
investigaciones es Chinese Academy of Sciences; 3)
el afo de publicacion que se registr6 mas relevancia
en investigaciones de contextos médicos (Sars-CoV-2)
fue el 2021; 4) el pais que mayor influencia tuvo
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en investigaciones sobre el coronavirus es Estados
Unidos; 5) el idioma que prevalecié en las distintas
publicaciones es el inglés; 6) la principal area de
investigacion referente al campo medico es la
medicina interna general; 7) el editor mas significativo
es Elsevier con mas de 15.299 documentos publicados
y 8) la palabra clave mas utilizada para la busqueda
de informacion referente al tema de estudio es
“covid-19" (Backer et al., 2020; Liu., 2020; Masters,
2006; Ryu y Chun, 2020). Finalmente, es importante
destacar que la rapida expansion del covid-19 y sus
diferentes cepas generaran futuras investigaciones
centrandose en las eficiencias de las vacunas mas
nombradas (Pfizer, AstraZeneca, Moderna, Sinovac,
Sputnik, etc...) donde se espera que exista mayor
informacion estadistica y produccion cientifica para
poder realizar nuevos estudios bibliométricos en otras
databases como ScienceDirect, Crossref, Springer y
Jstor (Chang, 2020; Chen et al., 2020; Elfiky, 2020;
Jaffar, 2020; Jon, 2020; Robson, 2020; Zunyou y
McGoogan, 2020).
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Resumen

Se reporta por primera vez para la especie y para el género las alas acrescentes de las samaras de
Stigmaphyllon nudiflorum, una liana de Malpighiaceae endémica del bosque seco de la provincia
del Guayas, en la costa de Ecuador. Ademas, con base a un estudio previo de la edad e historia
biogeografica de este género y en corelacion con el origen de los suelos en donde S. nudiflorum
habita, se presenta una hipotesis acerca del origen evolutivo de esta y otras especies relacionadas
endémicas del area sureste de la cordillera Chongdon-Colonche, en el occidente de Ecuador.
Palabras clave: bosque seco, costa, endemismo, Pacifico.

Abstract

The accrescent wings of the samaras of Stigmaphyllon nudiflorum, a Malpighiaceae liana endemic
to the dry forest of the Guayas province, on the coast of Ecuador, are reported here for the first
time for the species and for the genus. In addition, based on a previous study of the age and
biogeographic history of this genus coupled to the origin of the soils where S. nudiflorum inhabits,
a hypothesis is presented here about the evolutionary origin of this and other related species
endemic to the southeast area of the Chongon-Colonche mountain range, in western Ecuador.
Key words: coast, dry forest, endemism, Pacific.

Introduccion

Stigmaphyllon A. Juss. es un género monofilético
de lianas que pertenece a las Mapighiaceae Juss.
(familia de la Ayahuasca), comprende 90 species en
el Neotropico con excepcion de S. bannisterioides
A. Juss., que también se encuentra en el occidente
de Africa (Anderson, 2011). Trece especies de
Stigmaphyllon han sido reportadas en Ecuador
(Anderson, 1997; Jorgensen & Leodn, 1999); entre
estas, 3 taxa endémicas y escasamente conocidas
habitan bajo los 500 m en las tierras bajas del bosque
seco deciduo del Pacifico Ecuatorial: S. ecuadorense
C. Anderson (1993), S. eggersii C. Anderson (1993) y
S. nudiflorum Diels (1937). Stigmaphyllon nudiflorum
es la Unica especie en este género que presenta
un comportamiento fuertemente caducifolio, esta
florece y fructifica unicamente después de descartar
sus hojas maduras durante la estacion seca; por esta

* Correspondencia del autor:
E-mail: xcornejoguay@gmail.com

razon, las pocas colecciones fértiles de herbario
conocidas de esta especie estrictamente consisten
en ramas completamente desfoliadas o produciendo
hojas muy jovenes con flores y escasas veces con
unos pocos frutos (Anderson, 1997; obs. pers.). En
campo, los individuos de S. nudiflorum se aprecian
como alambres desfoliados y poco atractivos de
varios metros de longitud, a no ser por la presencia
de sus coloridas flores amarillas, de otro modo
facilmente podrian pasar desapercibidos en medio de
la vegetacion decidua.

Stigmaphyllon nudiflorum fue descrita como una
nueva especie con base en el holotipo (Diels 1231,
B), colectado el 29 de Septiembre de 1933, 20 km al
oeste de Guayaquil, por el botanico aleman Ludwig
Diels mientras estaba en funciones como Director
del herbario de Berlin (Diels, 1937; Anderson, 1997);
al parecer no existen duplicados (isotipos). La

@@@@ Esta obra esta bajo una licencia de creative commons: Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0. Los autores mantienen los
TN derechos sobre los articulos y por tanto son libres de compartir, copiar, distribuir, ejecutar y comunicar piblicamente la obra.
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publicacion original describe el habito trepador, las
ramas Yy las flores; de las hojas s6lo menciona que no
estan desarrolladas durante la estacion seca y no hay
informacion de los frutos (Diels, 1937). La mencionada
coleccion tipo de S. nudiflorum, asi como miles de
especimenes tipos de plantas provenientes de todas
partes del mundo y principalmente de América tropical
fueron quemadas en un voraz incendio causado por un
bombardeo sorpresivo y al azar (Hugh H. Iltis, com.
pers.), realizado por las fuerzas aliadas en la noche
entre el 1 al 2 de marzo de 1943, este destruy¢ el ala
izquierda y la porcion central del Museo Botanico de
Berlin en Dahlem, durante la Segunda Guerra Mundial
(Hiepko, 1987). Posteriormente, la designacion
de un neotipo (Dodson & Dodson 11199, MO, SEL,
proveniente de Capeira, km 21 via Guayaquil-Daule,
en la provincia del Guayas) que consiste en segmentos
de ramas, flores y samaras con un ala desarrollada y
una descripcion de esta especie han sido presentados
en la monografia de este género (Anderson, 1997).

Durante el trabajo de campo realizado en los afios 2020
y 2021 para la elaboracion de la Flora de Guayaquil
(Cornejo, en prep.), se encontraron individuos de
Stigmaphyllon nudiflorum en 6 sitios en Cerro Azul,
Cerro Blanco y muy cerca de la localidad tipo,
estos sitios estan localizados en la porcion terminal
sureste de la cordillera Chongon-Colonche, todos
los individuos observados difieren de la descripcion
de esta especie por presentar frutos con nueces sin
alas, nueces crestadas o con alas vestigiales, distintos
de los descritos para S. nudiflorum y del neotipo
designado (Anderson, 1997). A finales de noviembre de
2021, se observé en campo que frutos con las formas
mencionadas son parte de un rango de variabilidad
dentro de su desarrollo ontogénico, este no habia sido
reportado para esta especie y ademas era desconocido
para el género. Este aspecto del ala acrescente de
los frutos de S. nudiflorum y una hipétesis acerca
del posible origen evolutivo de este taxon y de las
especies endémicas restantes que habitan en el area
de la cordillera Chongdn-Colonche y sus alrededores
se presenta a continuacion.

Materiales y Métodos

Se estudiaron los especimenes relevantes en montajes
o digitalizados en alta resolucion de los herbarios
GUAY, MICH, y US. Las medidas han sido tomadas
de especimenes de herbario y de 9 individuos de
Stigmaphyllon nudiflorum estudiados y fotografiados
en campo entre febrero de 2019 hasta noviembre de
2021.

Resultados

Los frutos de Stigmaphyllon nudiflorum:
Stigmaphyllon nudiflorum presenta flores con 1
ovario, 3-carpelar, 3-locular; cada flor produce 1-2(-3)
nueces, éstas se generan una en cada loculo (Fig.1:
A,B,C) . Cada nuez se desarrolla hasta alcanzar 1.4-
1.9 x1.1-1.2 cm (en vivo), ca. 13 x 1 cm (en seco).
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Figura 1. Stigmaphyllon nudiflorum Diels. A, Flor, vista adaxial;
B, Acercamiento de la flor, vista lateral; C, Hoja juvenil,
envés blanco-tomentoso, vista abaxial; D, Nueces quilladas;
E, Nueces con alas vestigiales; F, Rama con infructescencias
portando frutos en todo el rango de variabilidad, desde nuez
crestada (izq.) hasta samara con ala desarrollada (der.).

Las nueces son lisas, de color café-oscuro a café-
rojizas, cubiertas por una abundante pubescencia
corta; inicialmente alcanzan su mayor crecimiento sin
tener un ala desarrollada, mas bien son quilladas o
con una cresta dorsal de 2-3 mm (Fig. 1:D), o con alas
vestigiales ca. 1.1x1.3 cm (Fig. 1:E), hasta este grado
de desarrollo se encuentran mientras aun hay flores en
la misma inflorescencia. Posteriormente, las alas de
los frutos se tornan acrescentes, es decir, presentan
un crecimiento mayor después del desarrollo de la
nuez hasta conformar verdaderas samaras oblongas,
dorsalmente 1-aladas, de color café oscuro, cuyas
dimensiones en vivo son 3.6-4.5 x 1-1.2 cm (Fig.
1:F). El ala de la samara es suave, membranosa y
mas flexible hacia la porcion distal, siendo en cuanto
a la textura en fresco similar a la cola de un pez.
Estas observaciones de campo permitieron conocer la
naturaleza acrescente en la ontogenia de los frutos
de S. nudiflorum, esta caracteristica era desconocida
para esta especie y género, respectivamente.

Frutos con el ala dorsal reducida a una cresta o
quilla es un caracter distintivo presente solamente
en tres especies en el Neotropico, estas son: S.
bannisterioides (L.) C.E. Anderson distribuida desde
Mesomerica hasta Brazil y en las Indias Occidentales,
S. harleyi W.R. Anderson restringida a Babhia,
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Brasil, y S. paralias del este de Brazil (op. cit.); sin
embargo, el ala vestigial en estas especies al parecer
permanece constante y no presentan un desarrollo
acrescente hasta llegar a ser una samara, como
sucede en S. nudiflorum. La presencia de especies
en este género con frutos quillados o crestados o
con alas vestigiales o reducidas adaptadas para
dispersion por agua, como lo es también Tetrapteris
subaptera Cuatrec. (Malpighiaceae) que habita en los
manglares del Pacifico desde el sureste de Panama
hasta el noroccidente de Ecuador (Cornejo, 2014),
inicialmente condujo a pensar que las poblaciones de
S. nudiflorum que presentaban frutos similares podrian
tratarse de una especie no descrita. Finalmente, el 27
de noviembre de 2021, esto es, al final del quinto mes
del rango total del periodo de frutificacion de esta
especie se encontré en La Artilleria, en la provincia
del Guayas, 3 individuos de S. nudiflorum exhibiendo
los frutos en toda la gama del desarrollo ontogénico,
esto es, desde nueces desarrolladas y quilladas
hasta samaras unialadas con alas distintivas y bien
desarrolladas (Fig. 1:F), comprobandose que el ala
es un elemento acrescente en el fruto, es decir, no
crece hasta su talla maxima conjuntamente con la
formacion de la nuez, sino que su mayor crecimiento
es posterior al desarrollo de ésta.

Habitat, distribucion:— Stigmaphyllon nudiflorum
habita en los fragmentos secundarios de bosque seco
deciduo del Pacifico ecuatorial, y es ocasionalmente
persistente en areas alteradas con especies nativas
remanentes en ambientes que reciben un fuerte
impacto de la radiacion solar, entre 20 hasta 200 m.
Crece en suelos rocosos, calizos, con buen drenaje,
localizados hacia la porcion terminal sureste de la
cordillera Chongon-Colonche, al oeste y hacia norte
de la ciudad de Guayaquil, en la provincia del Guayas,
en la costa de Ecuador (Anderson, 1997).

Estado de Conservation: Esta especie no se encuentra
dentro del Sistema Nacional de Areas Protegidas del
Ecuador y ha sido categorizada En Peligro Critico, CR
B2ab(iii) (Barriga en Ledn-Yanez et al., 2011). Aunque
se encuentra parcialmente protegida en reservas
privadas como el Bosque Protector Cerro Blanco y
en el Bosque La Prosperina que es manejado por la
ESPOL, sus principales amenazas son la deforestacion,
la ampliacion de la frontera urbana de la ciudad de
Guayaquil y las quemas provocadas y sin control de la
vegetacion que se producen todos los afos durante la
estacion seca.

Fenologia: Stigmaphyllon nudiflorum florece vy
fructifica mayormente durante la estacion seca
cuando las plantas estan deciduas o generando hojas
jovenes. Las flores se producen desde julio hasta enero
y fructifica desde agosto hasta febrero; la produccion
de samaras maduras completamente desarrolladas
coincide con el inicio de la estacion lluviosa, durante
este periodo se produce la germinacion y crecimiento
vegetativo con la produccion de tallos, ramas y hojas.
Las nuevas hojas se desarrollan y alcanzan la madurez
desde finales de diciembre hasta mayo, mayormente

durante la temporada de lluvias, éstas caen antes de
la floracion.

El comportamiento fuertemente caducifolio y los
frutos quillados, crestados, de lo contrario con
alas muy reducidas, es una combinacion Unica de
caracteristicas que permiten reconocer facilmente
a esta especie. Stigmaphyllon nudiflorum se ha
pasado por alto debido a la fenologia completamente
decidua, con los tallos sin hojas que permanecen
como alambres poco atractivos y los frutos pequenos
de color marron oscuro que se pueden confundir
facilmente entre la vegetacion nativa lefiosa de hoja
caduca de color marron claro a grisaceo.

Interacciones biolégicas: Stigmaphyllon nudiflorum
es una liana mirmecdfila, al menos dos especies de
hormigas han sido observadas visitando activamente
las plantas de esta especie, una en los nectarios de
las inflorescencias, otras formando grupos numerosos
en los nudos alrededor de la base en donde se inserta
el pedunculo de la inflorescencia. Ademas, las flores
poseen elaidforos en la base externa de los sépalos,
éstas son glandulas especializadas en la secrecion
de aceites apetecidos por varias especies de abejas
nativas del género Centris, como también sucede
en otras lianas de Malpighiaceae en el bosque seco
deciduo del Pacifico Ecuatorial (BSDPE) que poseen
flores amarillas, como Tetrapterys jamesonii Turcz.
(obs. pers.).

Hipotesis del origen de las especies de Stigmaphyllon
endémicas del occidente de Ecuador: Considerando
la edad e historia biogeografica de Stigmaphyllon y
la formacion de los suelos en donde habita S.
nudiflorum se presenta una hipotesis sobre el posible
origen evolutivo de esta especie y de otras especies
endémicas relacionadas presentes en el area de la
cordillera Chongon-Colonche y sus alrededores. La
reconstruccion de la edad e historia biogeografica
de Stigmaphyllon basada en una region nuclear de
ADN (PHYC) y dos regiones de ADN ribosomal (ETS,
ITS) utilizando métodos de parsimonia y analisis
Bayesianos, indica que el ancestro comdn mas reciente
en este género se origind en los bosques lluviosos
del Atlantico/region de la Caatinga en el noreste de
Brasil hace ca. 26 millones de anos; Stigmaphyllon
mayormente se diversifico ca. 26.5 hasta 21 millones
de anos y colonizoé la amazonia en dos eventos que se
realizaron entre 22 a 6 millones de anos (de Almeida
y van den Berg 2020; Willis et al., 2014). La evidencia
fosil indica que los suelos donde Stigmaphyllon
nudiflorum habita estuvieron sumergidos como un
area arrecifal subsuperficial en un ecosistema marino
abierto, estos suelos emergieron como consecuencia
de la colision de la costa de Ecuador contra las
margenes occidentales de los Andes, probablemente
durante o después del Oligoceno tardio-Mioceno (ca.
28.1 hasta 20.4 millones de afos ; Jaillard et al.,
1995; Moreira, 2019). Las nuevas tierras emergentes
de la proto-cordillera Chongdn-Colonche inicialmente
fueron islas que permitieron la colonizacion de
especies de tierra firme y la formacion de antiguos

301



Rev. Cient. Cien. Nat. Ambien. 15(2):299-302
Diciembre 2021 ISSN: 2773-7772

Cornejo « Contribucion al conocimiento de
Stigmaphyllon Nudiflorum (Malpighiaceae), una liana
endémica en Peligro Critico y una hipotesis sobre su
origen evolutivo en la costa de Ecuador

ecosistemas terrestres en el occidente de Ecuador, en
los que se habrian producido procesos de especiacion
generando un nimero de especies endémicas locales
y regionales (Wolf, 1892; Cornejo & Lombardi, 2021).

Consecuentemente, con base en la reconstruccion de
la edad e historia biogeografica del género (op cit.),
corelacionada con la evidencia fosil y las fechas del
origen de los suelos en la cordillera Chongoén-Colonche
en el occidente de Ecuador, mas los eventos tectonicos
regionales, la morfologia del fruto y su sindrome de
dispersion tipo anemocoria, aqui se hipotetiza que
la llegada del género Stigmaphyllon al occidente de
Ecuador se produjo por vientos que soplaban desde la
Amazonia en direccion hacia el oeste y que la formacion
de los lineajes de las conespecificas endémicas de
los bosques secos del occidente de Ecuador como S.
nudiflorum, S. ecuadorense, S. eggersii, y también
de Amorimia kariniana W.R. Anderson y Mascagnia
haenkeana W.R. Anderson (Malpighiaceae), ambas
endémicas locales del sureste de la cordillera
Chongon-Colonche y de la provincia del Guayas, con
frutos samaroides, cuyo patron de distribucion es
similar al de S. nudiflorum, fueron el resultado de
eventos vicariantes que se habrian producido después
de cruzar los Andes hacia el Pacifico por parte de las
especies anemofilas ancestrales durante el Neogeno
(23 hasta 2.58 millones de anos).

Especimenes estudiados

ECUADOR. Guayas: Capeira, km 21 Guayaquil to
Daule, 2°01°S, 79°57°W, 20-180 m, 13 Sep 1981 (fr),
C.H. Dodson & PM. Dodson 11199 (MO, foto en MICH!,
neotipo); 22 km N of Guayaquil in road to Daule, 2°00’S,
79°58’W, 20-150 m, 14 Jul 1986 (fl, fr), A. Gentry &
C.H. Dodson 54823 (MICH!). Road from Guayaquil to
Quevedo, km 78, ca. 1°24’S, 79°26’W, 100 m, 12 Nov
1961 (fr), C.H. Dodson & L.B. Thien 1295 (US!). 9 km N
of Guayaquil on road to Daule, 50 m, 24 Sep 1961 (fl),
C.H. Dodson & L.B. Thien 712 (US!). Bosque Protector
Cerro Blanco, 2°09’S, 79°59’W, 100 m, Sep 2021 (fl,
fr), X. Cornejo & J. Josse 9392 (GUAY!); Cerro Azul,
2°10°S, 79°58’W, 100 m, Sep 2021 (fl, fr), X. Cornejo &
J. Josse s.n. (GUAY!). Chongoncito, ca. 25 km W from
Guayaquil, 2°14’S 80°04’W, 20 m, 17 Sep 2021 (fl, fr),
X. Cornejo, C. Calderdn & J. Rambay 9393 (GUAY!).
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