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Resumen

Uno de los microorganismos que se han adaptado a condiciones extremas durante
millones de afios han sido las microalgas especialmente el género de microalga Cosmarium,
que pertenece a la familia Desmidiaceae y cuenta con méas de 1500 especies. Dicho género ha
creado interrogantes en el &mbito cientifico, puesto que las pocas investigaciones que existen
han aportado resultados significativos en el campo biotecnoldgico. Es por ello que la
investigacion del género Cosmarium sp ofrece una oportunidad para generar datos taxonémicos
clasicos y moleculares por lo que este proyecto cuenta el objetivo de aislar e identificar la
taxonomia morfoldgica y molecular de una especie de microalga del género Cosmarium sp
proveniente de la Reserva Ecoldgica Antisana. Luego del desarrollo de la investigacion se
obtuvo que AGBBM-141119 aislada es Cosmarium subcrenatum. De la misma forma se obtuvo
referencias de su crecimiento celular y densidad Optica obteniendo una concentracion final de
3,76 x10° células/mL y una absorbancia de 1,942. La presente investigacion aportara
informacion importante a la biodiversidad en los ecosistemas del Ecuador y a los posibles usos

biotecnoldgicos que dicha especie puede generar.

Palabras clave: Cosmarium subcrenatum, arboles filogenéticos, cebadores, taxonomia

clasica, taxonomia molecular
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Abstract

One of the microorganisms that have adapted to extreme conditions for millions of years
have been microalgae, especially the microalgae genus Cosmarium, which belongs to the
Desmidiaceae family and has more than 1500 species. This genre has created questions in the
scientific field, since the few investigations that exist have provided significant results in the
biotechnological field. That is why the investigation of the genus Cosmarium sp offers an
opportunity to generate classical and molecular taxonomic data, so this project has the objective
of isolating and identifying the morphological and molecular taxonomy of a species of
microalgae of the genus Cosmarium sp from the Reserve Ecological Antisana. After the
development of the research, it was obtained that the isolated AGBBM-141119 is Cosmarium
subcrenatum. In the same way, references of its cell growth and optical density were obtained,
obtaining a final concentration of 3.76 x105 cells / mL and an absorbance of 1.942. This
research provides important information on the biodiversity in the ecosystems of Ecuador and

the possible biotechnological uses that this species can generate.

Keywords: Cosmarium subcrenatum, phylogenetic trees, primers, classical taxonomy,

molecular taxonomy

10



IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE Cosmarium sp. AISLADO DE
LOS LAGOS DE LA RESERVA ECOLOGICA ANTISANA

Introduccion

El Ecuador es considerado un pais megadiverso en términos de ecosistemas y especies,
teniendo ambientes extremos poco estudiados como lo es la Reserva Ecoldgica Antisana. La
reserva est ubicada en la vertiente oriental de la Cordillera de los Andes, a 50 Km del sureste
de Quito (Nieto et al., 2017). Conviene enfatizar que la comunidad cientifica ha puesto un
mayor interés en el estudio de los ambientes extremos, debido a que poseen diversas
caracteristicas fisicoquimicas fuera de los parametros en donde normalmente existe la vida
(Urbieta, 2013). Los microorganismos que poseen la capacidad de desarrollarse en este tipo de
ambientes se denominan extremofilos (Solomon et al., 2013). A estos microorganismos se los
suele encontrar en ecosistemas con alta alcalinidad (pH superior a 8) o alta acidez (pH menor a
4), en temperaturas muy altas (55 a 121°C) o muy bajas (-2 a -20°C), con alta salinidad (NaCl

2-5M) e incluso en presencia de radiacion (Ramirez D. et al., 2006).

Un grupo de microorganismos que ha logrado sobrevivir durante millones de afios en
condiciones extremas son las microalgas (Conrad, 2003). Especificamente, Cosmarium es uno
de los géneros mas antiguos de la familia Desmidiaceae, constituido por microalgas
unicelulares generalmente solitarias, que presentan varios tamafios y caracteristicas
morfoldgicas, contando con méas de 1500 especies (Daneshvar et al., 2007). Dichas especies se
han llegado a encontrar en diversos lugares alrededor del mundo, las cuales han demostrado
tener un gran potencial de aclimatacion fisioldgica, siendo capaces de adaptarse a regiones
polares, lugares con sequia, aguas con altos niveles de potasio, magnesio, sodio y ambientes
oligotroficos, alcalinos y ricos en compuestos organicos (Osério et al., 2018) (Aradjo, 2006)
(Mundt et al., 2019). Para su identificacién taxondmica clasica es necesario observar la forma
de la semicélulas, que pueden ser lisas, onduladas o dentadas, la cantidad de cloroplastos y
pirenoides, la forma de la pared celular, la presencia o ausencia de granulos y si posee un seno

abierto o cerrado (Rafika et al., 2012).

11



IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE Cosmarium sp. AISLADO DE
LOS LAGOS DE LA RESERVA ECOLOGICA ANTISANA

Aunque el género Cosmarium es fécil de reconocer, existen especies como C.
punctulatum, C. crenatum y C. subcrenatum, que requieren herramientas moleculares, como
codigos de barras de ADN, para diferenciar qué especie se esta estudiando (Paz et al., 2011).
Hoy en dia los marcadores moleculares han permitido distinguir entre individuos y explicar
patrones y procesos evolutivos en un entorno ecoldgico. Dichos marcadores se los obtiene
mediante las técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction) y han permitido determinar con
precision la diversidad genética, distribucion, seleccion natural, funcionamiento y relaciones
filogenéticas entre especies (Ramirez-Salcedo et al., 2014). El estudio de la filogenia ha
permitido analizar la distribucion de linajes de genes entre especies, gracias a secuencias de
ADN, con el fin de reconstruir una historia evolutiva, entender su distribucion y el

mantenimiento de la biodiversidad (Brown et al., 2013).

El estudio de las microalgas del género Cosmarium sp ofrece una oportunidad para
generar datos taxonomicos clasicos y moleculares que aporten informacion sobre las
caracteristicas de este conjunto de microorganismos y evaluar su aplicabilidad biotecnolégica
en un futuro. En este contexto, se han presentado pocas investigaciones, sobre este género, a
nivel mundial y los escasos estudios biotecnolégicos publicados estan asociados a diversas
aplicaciones. Una de estas aplicaciones es la decoloracion del tinte textil con verde de
malaquita (Daneshvar et al., 2007), la produccion de materia prima de biodiesel (Manoj et al.,
2018), junto con la descripcion de actividades antibacterianas, antioxidantes y citotdxicas

determinadas a partir de sus extractos (Rafika et al., 2012).

Actualmente, por la falta de investigacion de este género de microalgas, se han creado
interrogantes en el &mbito cientifico y esto ha atraido la atencién del area de comercializacién
de estos microorganismos. Resumiendo lo planteado, el presente estudio tiene como objetivo
aislar e identificar morfoldgica y molecularmente una especie de microalga del género

Cosmarium sp proveniente de la Reserva Ecolégica Antisana, con el fin de aportar informacion
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a la diversidad de especies que habitan en este ecosistema y poder profundizar en un futuro

sobre sus potenciales aplicaciones biotecnoldgicas.
Materiales y métodos
Muestreo

El lugar de muestreo fue en la Reserva Ecoldgica de Antisana, ubicada a una latitud y
longitud de (0°28'53" S, 78°8'27" W). Esta zona cuenta un rango de temperaturas de 4.7 a 8 °C.
Las muestras se colectaron a partir de la superficie de la laguna 2, localizada cerca de los
glaciares, usando tubos conicos esterilizados de 50 mL y se almacenaron a una temperatura de
4°C para su transporte. Todas las muestras fueron colectadas bajo el permiso No. MAE-DNB-
CM 2018-0028-0093 concedido por el “Fonag”, EPMAPS” y el ‘‘Ministerio del Ambiente’’,

Ecuador.
Cultivo y aislamiento

Las muestras se cultivaron en medios selectivos BG11 (Blue-Green Medium) y BBM
(Bold’s basal Médium) al 1.4% de agar (Anderson, 2005). Para ello, se sembraron 100 ul de la
muestra de agua, mediante diseminacion con un asa de Digralsky estéril, en cajas Petri.
Posteriormente, las muestras se incubaron por 15 dias a una temperatura de 25 ° C, con ciclos
de foto periodo de luz/oscuridad 12:12 y con una intensidad luminosa de 3000 luxes. Después
de los 15 dias, se observaron colonias verdes individuales y bien definidas, las cuales se
diluyeron con 30 ul de agua Mili-Q estéril y se repicaron bajo las mismas condiciones en medio
de cultivo BBM. El proceso de repique de colonias se repiti6 hasta obtener cultivos puros, cuya

condicion axénica fue confirmada mediante observacion directa, usando un microscopio optico.
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Identificacién morfoldgica

Para la identificacion morfologica se utiliz6 un microscopio éptico compuesto
conectado con una cdmara para iméagenes digitales (Manoj et al., 2018). Las caracteristicas
observadas fueron comparadas con la bibliografia de Carlos Eduardo de Mattos Bicudo (de

Mattos Bicudo, 2006) y de Hantzsch (1868).
Identificacion molecular y analisis filogenéticos

La identificacion molecular se realiz6 por PCR de colonia, empleando los cebadores Gr
(F) GTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTA,; Gr (R) AAGGGCAGGGACGTAATCAACG
descritos  por  Gross et al (2001) vy los  cebadores  ss5 (F)
GGTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTG; ss5 (R)
GATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACC descritos por Khaw et al. (2020), para la
amplificacion de la region 18S de ADN ribosomal. Adicionalmente, se probaron los cebadores
Chloro (18s) e ITS1 (espaciador interno transcrito 1) descritos por Moro et al.( 2009) y Hadi et
al. (2016). La mezcla de reaccion consto de 0.5 uM de cada cebador, 0.2 mM de dNTPs, 1X de
Buffer Dream Taq (Thermo Fisher) y 0.25 U de Dream Taq (Thermo Fisher), para un volumen
final de reaccién de 25 pl. Se utilizaron los programas de ciclado descritos para cada set de
cebadores, segun su autor correspondiente. En el caso de los cebadores ss5 se utilizd un
programa de ciclado con diferentes temperaturas de hibridacion (48°C,55°Cy 59 ° C). Los
productos de amplificacion por PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, tefiido con Safe view™ (2 pl /mL). Finalmente se realiz6 una purificacion de amplicones
utilizando el Kit de la casa comercial Invitrogen (PureLink ™ Quick Gel Extraction & PCR
Purificaction). Una vez obtenidas las muestras éstas fueron secuenciadas por la empresa

Macrogen®.
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Para la construccion del arbol filogenético se ensamblé una secuencia consenso, a partir
de los electroferogramas de las secuenciaciones, utilizando la herramienta Bioinformatica
GeneStudio Professional Edition. A partir de la secuencia obtenida se utilizé el software MEGA
X para armar el arbol filogenético mediante el método de sustitucion nucleotidica de Neighbor

Joining. Finalmente, se calculd la divergencia genética segun la metodologia P-distance.
Crecimiento y obtencion de biomasa

Para la obtencion de biomasa se realizaron cultivos por triplicado en fotobiorreactores
de 1 litro utilizando medio BBM, durante diez dias bajo las mismas condiciones que el cultivo
en placa. La concentracion del inéculo inicial fue de 3,17 x 10* celulas/mL. Ademas, se

coloc6 un compresor de aire del modelo JAD S-4000B para alimentar el reactor con un

suministro de aire de 4,2 L/ Para la curva de crecimiento de biomasa se realiz6 un conteo

min -
diario de las células en crecimiento, utilizando la camara de Neubauer y la Ecuacion 1.
Asimismo, la densidad del cultivo fue medida en un espectrofotémetro Hatch 5000, a una

longitud de onda de 680 nm.
Ecuacioén 1. Concentracion celular por mililitro

Total de célulasx10.000
Numero de cuadros x dilucion

concentracion =

Productividad celular global y velocidad especifica de crecimiento maxima

Para analizar la productividad de la biomasa, se realizé el calculo mediante la Ecuacion
2 de productividad celular global, que permite conocer el incremento diario de biomasa en el
cultivo. Mientras que la velocidad especifica de crecimiento maximo se calculé mediante la

Ecuacidn 3, la cual indica la velocidad de crecimiento de las células.
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Ecuacion 2. Productividad celular global

concentraciéon de biomasa final — concentraciéon de biomasa inicial

p.celular = -
tiempo

Ecuacion 3. Velocidad especifica de crecimiento maxima

In (concentracion celular)

velocidad celular = -
tiempo

Andlisis Estadistico

Los parametros asociados al crecimiento celular y la densidad &ptica fueron
representados como el valor £ desviacion estandar y se calcularon mediante el programa
Statgraphics version 18. A través de la prueba de Kruskal Wallis, se realiz6 una comparacion

de medias y las diferencias obtenidas fueron estadisticamente significativas con un p<0,05.

Resultados

Aislamiento e identificacién taxonémica morfoldgica

En el presente estudio, luego de realizar repiques consecutivos a partir de las muestras
obtenidas de la Reserva Ecoldgica Antisana en medio de cultivo BBM, se logré obtener un
cultivo de colonias axénicas en placa, visualizadas en la Figura 1. Se observaron colonias de
color verde, individuales y bien definidas. A esta especie se le asignd el identificador
institucional AGBBM-141119, para su registro y almacenamiento en la institucion. De igual
forma, se utilizo el medio de cultivo BG11, con la diferencia de que con este medio las colonias

crecieron de color marron, agrupadas y poco definidas (data no mostrada).
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Figura 1. Cultivo axénico de AGBBM-141119 en medio BBM. Alga recolectada de la

Reserva Ecoldgica Antisana. Vista superior (A). Vista con inclinacion lateral (B).

En la Figura 2 se logra observar la morfologia de las células del cultivo axénico

AGBBM-141119, la cual consta de semicélulas rugosas, ovaladas, truncadas, con 2 cloroplastos
y con 2 pirenoides. Se determinaron rangos de 52.6 a 58.5 um y de 17.8 a 23.8 um de largo y
ancho, respectivamente. Una vez observadas las caracteristicas mencionadas, se identificé a la
microalga de acuerdo a la referencia bibliografica de Hantzsch (1868) como la especie
Cosmarium subcrenatum, registrada por primera vez en 1868 por Hantzsch y descrita en la
obra; Flora europaea algarum aquae dulcis et submarinae. Sectio Ill. Algae
chlorophyllophyceas, melanophyceas et rhodophyceas complectens. pp. i-xx, 1-461, 51 figs.

Lipsiae [Leipzig]: Apud Eduardum Kummerum.

Figura 2. Vista morfoldgica de las células del cultivo axénico AGBBM-141119 en

microscopio Optico con aumento 100X.Vista frontal (A-C). Vista Lateral (D). Vista apical

(E).
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Identificacion molecular

En la Figura 3 se observa, por triplicado, el producto de las amplificaciones por PCR de
colonia de las muestras del cultivo axénico AGBBM-141119. No se observaron
amplificaciones empleando el set de cebadores ss5, a pesar de haber utilizado un gradiente de
temperatura. Contrariamente, los cebadores Gr si lograron generar amplicones, mostrados como
bandas bien definidas, intensas y Unicas por muestra, con un tamafio aproximado de 750 pb.
Conviene enfatizar que los cebadores Chloro e ITS (Moro et al., 2009) (Hadi et al., 2016), no

generaron amplicones para sus regiones diana respectivas (data no mostrada).

Figura 3. Andlisis electroforético de la amplificacion por PCR de colonia de la regién 18S
ribosomal de AGBBM-141119. Amplificacion por los cebadores: ss5 (1-3), Gr (4- 6), control

H20 sin templado (C1y C2) y marcador molecular 100 pb.

ss5 18s Gr 18s

\ )

2000pb
1500pb

1200pb
1000pb
900pb
800pb
700pb
600pb
500pb

400pb |

300pb
200pb

Anélisis Filogenético

La secuencia consenso obtenida a partir de las secuenciaciones de los amplicones

generados por los cebadores Gr (18s) fue de 668 pb. En la Figura 4 se observa la construccion
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del arbol filogenético el cual muestra que la especie aislada AGBBM-141119 se agrupa con la

secuencia AM920368 18S rRNA partial M 1200 de la especie Cosmarium subcreanatum,
indicando un grado de divergencia del 0% entre las dos secuencias. Por lo tanto, el analisis

filogenético sugiere que AGBBM-141119 pertenece al género Cosmarium, especie

subcreanatum.

Figura 4. Arbol filogenético de la region 18S Especie AGBBM-141119 Antisana.

ANG20377.1 Cosmanium pseudonitidulum partial 185 rRNA gene strain ACOI 1160
'_E AM20376.1 Cosmarium ochthodes partial 18S rRNA gene strain M 1205
ANM920378.1 Cosmarium botrytis partial 185 rRNA gene strain SVCK 274
ANM920379.1 Cosmarium subochthodes partial 18S rRNA gene strain ACOI 377
AN920380.1 Cosmarium undulatum partial 18S rRNA gene strain SVCK 482
AN920382.1 Cosmanum phaseolus partial 18S rRNA gene stran M 2302
AY084130.1 Cosmanum sp. ACKU 1232 18S nbosomal RNA gene partial sequence
ANG20370 1 Cosmanum crenatumn partial 18S rRNA gene strain M 2164
ANMG20369.1 Cosmanum notabide var. medium partial 18S rRNA gene strain ACOI 936
ANS20381.1 Cosmarium protractum partial 18S rRNA gene strain SVCK 460
AY964152.1 Cosmarium humile strain ACKU 34-1 185 ribosomal RNA gene partial sequence
AY964121.1 Cosmarium subprotumidum strain ACKU 1011 18S ribosomal RNA gene partial sequence
 — ANMS20374.1 Cosmarium blyttii partial 18S rRNA gene strain CCAP§12/19
ANM920394.1 Cosmanum sp. M 2093 partial 18S rRNA gene strain 1 2093
|
|

28.1 L Cosmarnum clone em. 108 small subuni rnibosomal RNA gene partial sequence

ANMO20383 1 Cosmanum punctulatum partial 18S rRNA gene stran M 2717
_'___,l: (200901 Ceamaru subc Fensium partial 163 W) AMG20368 1 Cosmanum subcrenatum partial 18S rRNA gene stran M 1200
AGBBM141119 » .
AMF20395.1 Cosmarium sp. M 2731 partial 185 rRNA g/ AGBBM141119
AM920385.1 Cosmarium hammeri partial 18S rRNA gene strain ACOI 349
4‘—_‘: AY964142.1 Cosmarium sexangulare strain ACKU 1300 18S ribosomal RNA gene partial sequence
AN920385.1 Cosmanum trilobulatum partial 18S rRNA gene strain ACOI 856

AN920388 1 Cosmanum cychcum partial 18S tRNA gene stran M 1208
71C holmn partial 18S rRNA gene stran M 1211
— ANG20392 1 Cosmanum vexatum partial 18S rRNA gene strain M 2119
l ANMS20391.1 Cosmanum trachypleurum partial 18S rRNA gene strain ACOI 935
_’E ANM920390.1 Cosmarium sportella partial 18S rRNA gene strain M 2152
ANM920389.1 Cosmarium obtusatum partial 185 rRNA gene strain M 2275
— AMS920373.1 Cosmarium punctulatum partial 18S rRNA gene strain SVCK 570
L AY984144.1 Cosmarium dentatum strain SVCK 149 18S ribosomal RNA gene partial sequence
e AM920372.1 Cosmanum ornatum partial 18S rRNA gene stran SVCK 569
¥[:: AJ829656 1 Staurodesmus mamdiatus partial 18S rRNA gene internal transcnbed spacer 1 58S rRNA gene and mlernal transcnbed spacer 2 stran M2099 ] owgroup
| JQ315622 1 Staurastrum sp. KMMCC 1537 18S nbosomal RNA gene partial sequence
AF408234.1 Cosmocladium perissum strain UTEX LB 2447 18S small subunit nbosomal RNA gene partial sequence
AJB29665.1 Cosmarium dilatatum partial 185 rRNA gene intemal transcribed spacer 1 5.85 rRNA gene and intemal transcribed spacer 2 strain SVCK463

AMS20366.1 Cosmarium meneghinii partial 185 rRNA gene strain SVCK 59
I AM920364.1 Cosmarium granatum partial 185 rRNA gene strain M 2127

ANM920363.1 Cosmarium laeve partial 185 rRNA gene strain SVCK 35
AJ428111.1 Staurodesmus bulnheimi partial 18S (RNA gene stran SVCK 84 7] outgroup

Crecimiento y densidad dptica

En la Figura 5 se observa la curva de crecimiento de AGBBM-141119 durante 12 dias,
determinada a partir del conteo celular en la cAmara de Neubauer, con una concentracién inicial
de 3,17 + 2,33 x 10* células/mL. El crecimiento presenta una fase de latencia en los dias 0-2,
seguida de una fase exponencial que concluye en el dia 10, a partir del cual empieza una fase

estacionaria, alcanzado una concentracion celular final de 3,76 + 0,120 x10° células/ mL.
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Adicionalmente, se registraron absorbancias iniciales y finales de 0,051 £ 0.00y 1,942 + 0,17,
respectivamente (Anexo 1.9). Los valores finales son estadisticamente significativos en

comparacion con los valores iniciales (p<0,05).

Por otra parte, la velocidad especifica de crecimiento maxima calculada fue de 0.22
(dias?) (Anexo 1.7) junto una productividad celular global de 28650 células/(mL.dia)

(Anexol.8).

Figura 5. Cinética de crecimiento de AGBBM-141119 por conteo celular, en medio BBM.

Los puntos en la curva denotan los dias de conteo y variacion por dias

4.50E+05
4.00E+05
3.50E+05
3.00E+05
2.50E+05
2.00E+05

1.50E+05

Concentracion (células/mL)

1.00E+05
5.00E+04

0.00E+00

Discusion

La especie Cosmarium subcrenatum a lo largo del tiempo ha llamado la atencion de
varios cientificos a nivel del mundo debido a sus caracteristicas morfologicas y sus potenciales
usos biotecnoldgicos, es por esto que Lezenweger (2003) identifico 162 especies de desmidos,
10 de las cuales son nuevas para Austria y entre las cuales se encontro la especie Cosmarium

subcrenatum. Las muestras fueron recolectadas en la flora artico-alpina, es decir en un clima

extremo. De la misma manera, el estudio de Sahin & Akar (2007) también corrobora que el
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género Cosmarium puede crecer en ambientes con temperaturas que oscilan entre 4 y16.5° C.
De forma similar, las muestras del presente estudio fueron obtenidas en la Reserva Ecoldgica
Antisana, la cual presenta un rango de temperatura de 4.7 a 8 °C, por lo tanto, segun la
bibliografia mencionada y la presente investigacion esta especie puede desarrollarse y

sobrevivir en este tipo de ecosistemas.

Por otra parte, se conoce que, en Sao Paulo, Brasil el ficologo Carlos Eduardo de Mattos
Bicudo es el cientifico que mas estudios ha realizado sobre el género Cosmarium. Sin embargo,
en las diversas investigaciones de identificacion taxondémica publicadas por Bicudo & Menezes
(2006), no se ha descubierto la especie Cosmarium subcrenatum. Similarmente, en Ecuador no
existen estudios sobre el género Cosmarium y la especie subcrenatum. Es por ello que es
necesario realizar una identificacion molecular y usar herramientas bioinformaticas, las cuales
permiten corroborar la identificacion morfoldgica de este género de microalgas. El analisis
morfolégico descrito en la obra de Hantzsch, (1868) permitié clasificar a AGBBM-141119
como Cosmarium subcrenatum. Todo lo antes mencionado destaca la importancia de continuar
y profundizar, a nivel regional, las investigaciones a nivel molecular, que vayan de la mano con
la identificacion taxondmica clésica. Esto para que todos los potenciales usos biotecnoldgicos

presentes en las microalgas puedan ser descubiertos y explotados.

A pesar de que la identificacion taxondmica clasica siga siendo muy utilizada hoy en
dia, las herramientas de biologia molecular ofrecen una certera confirmacion del género y/o
especie que se esta investigando. Por este motivo en esta investigacion se realizd una
identificacion molecular de AGBBM-141119, utilizando cebadores que sirvieron como punto
de partida para la replicacién del ADN. Se utilizaron los cebadores ITS, los cuales amplifican
las regiones espaciadoras internas del ADNr y permiten realizar estudios filogenéticos a
diferentes niveles taxondmicos (Saltos, 2012). También se utilizaron los cebadores Chloro, ss5

y Gr que amplifican regiones flanqueantes altamente conservadas de la subunidad ribosomal
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18s. Sin embargo, Chloro y ss5 no amplificaron C. subcrenatum. Esto podria deberse a que el
cebador Chloro fue disefiado especificamente para la clase taxondmica de microalgas
Chlorophyceae (Moro et al., 2009) y el cebador ss5 no present6 identidad con la secuencia de
la especie estudiada obtenida del NCBI (Anexos 1.1y 1.2.). El cebador ITS tampoco amplifico
a C. subcrenatum, lo cual podria estar relacionado con que existen mismatchs entre los
cebadores y la secuencia de dicha especie (Anexos 1.3 y 1.4). Los cebadores Gr si lograron
amplificar la region 18S, lo cual podria estar asociado a que existe identidad del 100% con las
secuencias del templado y los cebadores respectivamente (Anexos 1.5 y 1.6). Tomando en
cuenta lo antes mencionado, la presente investigaciéon no concuerda con el autor Khaw
et al.(2020), en relacion al cebador ss5, el cual indica que al utilizarlo se obtiene una
universalidad del 94,29% en términos de amplificacion y secuenciacion de microalgas en la
region 18S. Sin embargo, en dicho estudio el autor Khaw et al.(2020) si concuerda con lo
mencionado en relacion a los cebadores Gr, ya que tienen una correlacion relativa del 88.57%.
Por tal motivo representd un metodo eficiente para identificar microalgas del género
Cosmarium. Después de los anélisis realizados sobre los cebadores utilizados y la secuencia
obtenida del NCBI de la microalga C. subcrenatum, se puede confirmar que los cebadores Gr
son Optimos para la amplificacion de esta especie, y que existe concordancia entre la
identificacion taxondémica clasica y molecular. La realizacion de procedimientos que permitan
una identificacion confiable hasta el nivel taxondémico de especie, como el llevado a cabo en
este estudio, representa una ventaja al momento de asignar caracteristicas microbioldgicas o
potencial biotecnoldgico a una especie en concreto. Dicha aproximacion, es diferente a los
estudios en los cuales se evalla la aplicabilidad en la industria, pero GUnicamente usando la
identificacion de microorganismos hasta el nivel taxondmico de género. Con base en esto, se
recomienda que la evaluacion del potencial biotecnolégico de un microorganismo vaya

acompariada con una identificacién confiable, apoyada en herramientas clasicas y moleculares.
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Con relacién al crecimiento de AGBBM-141119 (C. subcrenatum), se obtuvieron
valores finales de 3.76 x10° células/mL. En la investigacion realizada por Daneshvar et al.
(2005) se evalud el potencial de Cosmarium sp para la biodegradacion de aguas contaminadas
con colorantes textiles, la remocion del colorante aumentaba significativamente junto con la
cantidad de biomasa hasta alcanzar una concentracion celular de 4.5x10° células/mL. En otro
estudio realizado por Hammound et al. (2015) se evalu6 a Cosmarium subtumidum con
diferentes intensidades de luz de (1500, 200 y 2500 lux), con el fin de obtener mas biomasa la
cual se puede utilizar para la nutricion del fitoplancton. Dicho estudio obtuvo una concentracion
celular de 1.65x10° células/mL. De esta forma, la concentracion de biomasa de AGBBM-
141119 es similar a lo descrito en la bibliografia. Las comparaciones de la productividad
celular y velocidad de crecimiento se realizaron con las especies Desmodesmus communis y
Desmodesmus armatus debido a que se cultivaron bajo las mismas condiciones de temperatura
25°C e intensidad de luz 3000 luxes, en el estudio de Encalada-Rosales (2021), la especie
Desmodesmus communis presentd una velocidad de crecimiento de 0.1 (dias™®) y una
productividad celular de (256000/(mL.dia)), mientras que en el estudio de Gonzélez-Loyo
(2021), la especie Desmodesmus armatus generd una velocidad de crecimiento de 0.052 (dias’
1y y una productividad celular de (188000 (células/(mL.dia)). La velocidad de crecimiento
mostrada por AGBBM-141119 fue de 0.22 (dias™) alcanzando una productividad celular de
(28650 células/(mL.dia)).Como se puede observar la especie C.subcrenatum a pesar de
presentar una mayor velocidad de crecimiento alcanza una menor productividad celular con
respecto a otras especies como D. communis y D.armatus es por ello que debido a los escasos
trabajos asociados a la especie C. subcrenatum, es necesario profundizar los estudios sobre sus

caracteristicas microbioldgicas y ademas a la obtencion de biomasa para usos biotecnol6gicos.

Por todo lo antes mencionado es necesario destacar la importancia de los analisis

moleculares, taxonomicos y filogenéticos para la identificacion de especies que conforman la
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biodiversidad en el Ecuador, ya que al ser un pais megadiverso en terminos de ecosistemas,
tiene potencial de futuras investigaciones y especies a descubrir que aporten en el campo de la

biotecnologia.
Conclusiones

Hasta el dia de hoy en todo el Ecuador no existen estudios morfolégicos ni moleculares
de Cosmarium subcrenatum, por lo que el presente estudio representa un avance a nivel
biotecnoldgico y un gran aporte para las investigaciones sobre la biodiversidad que existe en
los ecosistemas del pais. Los analisis morfologicos aportaron caracteristicas importantes para
la identificacion de AGBBM-141119 aislada de la Reserva Ecologica Antisana, la cual se
identificé que pertenece al género Cosmarium. Estos resultados fueron corroborados por los
analisis moleculares y filogenéticos. De esta forma, se obtuvo una concordancia entre las
aproximaciones morfoldgicas clasicas y moleculares, concluyendo que AGBBM-141119

pertenece a la especie Cosmarium subcrenatum.

Los resultados preliminares obtenidos tanto para el potencial de crecimiento celular
como biomasa, son favorables para desarrollar investigaciones biotecnoldgicas. Sin embargo,

se hace necesario profundizar sobre las caracteristicas microbiologicas de AGBBM-141119.
Recomendaciones

Esta investigacion es pionera en el Ecuador y para futuras investigaciones representa el
inicio de grandes descubrimientos que pueden aportar a los diferentes ecosistemas que existen
en el pais, a la identificacion de diversas especies aun no descubiertas que existen en ellos y a
las aplicaciones biotecnoldgicas que pueden ser usadas para beneficio de la naturaleza y el ser
humano. Por lo que se recomienda analizar las diferentes condiciones de crecimiento de esta

microalga, evaluando cual medio de cultivo es el 6ptimo para generar una mayor cantidad de
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biomasa y a la vez una mayor productividad de las aplicaciones biotecnolédgicas, como

obtencion de balanceado para peces, elaboracion de biodisel y produccion de antioxidantes.
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Anexo 1

Anexo 1.1. Alineamiento en Clustal Omega de Cosmarium subcrenatum para la region 18S

con el primer forward

Cosmarium GeGGCATTCGTATTTCATTGTCAGAGETGAA A TTCTTGEATTTAT AR GAC GAACTACT

T T2 BCCAGTAGTCATATGOTT G- ——mm—mmmmmmm— oo
FOWEW THEOF OFHF OFEAF

. Se observa la secuencia de Cosmarium subcrenatum y la secuencia del

primer forward ss5

Anexo 1.2. Alineamiento en Clustal Omega de Cosmarium subcrenatum para la region 18S

con el primer reverse

Cosmarium TCAALGATTARGCCAT G ATGTC TALGTATARLC TCTTTTATACTGTGALLCTFEGALTG
1= T GGTTTCCGTAGGTGALC CTGL GEALG
FTEF FTHHFFFT FHFEFEFST & &
Cosmarium GETCAT TAs AT CAGT TATAGT T TAT T TGAT GETACCTACTACTCGEATASCCGTAGTART
335 FATC-——-m
TOFw
" Se observa la secuencia de Cosmarium subcrenatum y la secuencia del

primer reverse ss5

Anexo 1.3. Alineamiento en Clustal Omega de Cosmarium subcrenatum para la regién 18S

con el primer fordward

Cosmarium TTGTEAGAAGTTCATTAAACCTTATCATTTAGAGGAAGEAGAAGTCGTAACAAGETTTCS
ITSL e mmm e AGGAGARGTCGTAACAAGET - - - -
b R e e R S e
" Se observa la secuencia de Cosmarium subcrenatum y la secuencia del

primer fordward ITS1
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Anexo 1.4. Alineamiento en Clustal Omega de Cosmarium subcrenatum para la region 18S

con el primer reverse

Cosmarium GATGEEGATAGATTATTGCAATTATTGATCTTCARCGAGGAATACCTAGTAAGCGCGAGT
ITS4 e TCCTCCGCTTATTEATATGC ~ == === == === === == m oo o e o

* * ok dokkskckkk k%

" Se observa la secuencia de Cosmarium subcrenatum y la secuencia del

primer reverse 1TS4

Anexo 1.5. Alineamiento en Clustal Omega de Cosmarium subcrenatum para la region 18S

con el primer forward

Cosmarinm GOGGCATTCGTAT T TCATTGTCAGAGGTGAA AT TCTTGEAT T TAT GAALGACGALCTACT a0
G e GTCAGAGGTCARATTCTTGGATTTA-——————————————— 25
FEETRFRTFTFTRTRRRRRERRRRRNRRS
. Se observa la secuencia de Cosmarium subcrenatum y la secuencia del

primer forward Gr

Anexo 1.6. Alineamiento en Clustal Omega de Cosmarium subcrenatum para la region 18S

con el primer reverse

Cosmarium CATCAGCTCECGTTGATTACGTOC CTGCCCTTTGTACACACCGCOCGTCGOTC CTACCGA
Br mmmmmmmme- COTTGATTACGTCCCTRC COTT -~~~ m——mmm —mmmmmmm e

L e e o e o e e o i Ol

. Se observa la secuencia de Cosmarium subcrenatum y la secuencia del

primer reverse Gr
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Anexo 1.7 Gréfica de velocidad especifica de crecimiento maxima
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. Se observa la velocidad especifica de crecimiento maxima de
Cosmarium subcrenatum obteniendo un valor de 0.22 (dias™,
Anexo 1.8 Gréfica del potencial celular global
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. Se observa el potencial celular global de Cosmarium subcrenatum

obteniendo un valor de 28650 células/(mL.dia)
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Anexo 1.9 Cinética de crecimiento de AGBBM-141119 por densidad éptica a 680 nm, en
medio BBM.
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" Se observa la cinética de crecimiento por absorbancia a 680 nm de

Cosmarium subcrenatum obteniendo un valor de 28650 células/(mL.dia)
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