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Resumen

El cultivo de microalgas se perfila, a futuro, como un modo de produccion de
biomasa y metabolitos secundarios de alto valor agregado. Ademas, puede asociarse a
la generacion de emisiones de dioxido de carbono, haciendo sostenible al sistema.
Actualmente, los cultivos a escala industrial son poco viables por la dificultad de
controlar las condiciones 6ptimas de cultivo en volumenes importantes, elevando asi
los costos de mantenimiento. Utilizar microalgas adaptadas a condiciones alcalinas de
cultivo minimiza el problema, ya que los cultivos alcalinos son menos susceptibles a
contaminacion por otros microorganismos y son capaces de captar CO.. La
alcalinotolerancia y alcalofilia se deben principalmente a proteinas de membrana que
regulan la entrada y salida de iones alcalinos y protones, garantizando la homeostasis a
pH elevados. En esta investigacion, se propuso el disefio de cebadores para identificar
molecularmente especies alcalinotolerantes y alcalofilicas. Se realizd una revision de
las secuencias disponibles en bases de datos para identificar regiones adecuadas para
cebadores en los genes asociados. Se realiz6 igualmente una descripcion de las regiones
de las proteinas y un analisis filogenético para completar la descripcion de estas y la
seleccion de las regiones. Como resultado, se determind que la mayoria pertenecian a
dos superfamilias y que poseian regiones conservadas reducidas, intercaladas con
regiones variables y ricas en aminoacidos neutros. No se identificé una regién adecuada
para disefiar cebadores que identifiqguen un nimero importante de especies, por lo que
se disefiaron cebadores para el género Synechococcus por la informacién disponible y

posibilidad de aislamiento en Guatemala.



Abstract

Microalgae have the potential to become an alternative source of biomass as well as
high-end metabolites. By their photosynthetic property and rapid generation time, they are also
capable of using anthropogenic CO2, which can reduce the overall cost of the system. However,
industrial size microalgae cultivation is not viable yet, as maintaining and monitoring those
systems for optimal production is very expensive. An approach to overcome this limitation is
the cultivation of alkalitolerant and alkaliphilic microalgae. Culture media at high pH is less
susceptible to microbial contamination and is capable of fixing environmental CO2, which
reduces costs associated with production. The capacity to grown at high pH is due to cation-
proton antiports, that extrude alkaline cations and harness free protons, allowing a intercellular
neutral pH. In this work, we evaluated if it were possible to design primers using the sequences
from alkalitolerant and alkaliphilic species. Firstly, a review of available sequences was made
in order to classify and identify potencial regions for PCR primer design for the genes associated
with the resistance. A description of the sequences, as well as a phylogenetic analysis were
conducted to better classify and complement the intended goal. We determined that most of the
proteins belonged to two superfamilies, with a limited number of conserved regions interspersed
with regions rich with neutrally-charged aminoacids. As a result, it was not possible to select a
region that could used for primer design for multiples . Instead, we proposed multiple sets of
primers for the identification of species of the genus Synechococcus due to previous isolation

of the genusand relatevily abundant information in free databases.



I. Introduccién

Las microalgas se perfilan como microorganismos Utiles para la produccion de
biomasa y productos de alto valor agregado. Para tener los rendimientos optimos, la
identificacion de las especies adecuadas es indispensable. El trabajo realizado tuvo la
finalidad de determinar si era posible disefiar un método general para detectar
microalgas para cultivo industrial en pH elevados. Para ello, se disefiaron cebadores
para la reaccion de PCR para la deteccidn de estas especies. Este trabajo se enfocé en
el estudio de las secuencias de diferentes especies y las relaciones evolutivas entre estas.
Se present6 como hipotesis que las secuencias proteicas derivadas de genes de
resistencia podrian utilizarse para identificar las especies de interés. Se esperaba
encontrar regiones conservadas que permitieran el disefio de los cebadores. Se concluyd
que las secuencias proteicas derivadas de estos genes no presentaron regiones
conservadas para el disefio de cebadores, ya que son altamente variables. Se concluyd
también que el estudio de microalgas de interés debe concentrarse en una sola especie

y no en varias simultdneamente.



1. Antecedentes

El estudio de microalgas en Guatemala representa un volumen reducido de
publicaciones. La mayoria de articulos publicados en revistas indexadas estudian los

florecimientos de microalgas nocivas en la costa y los lagos (Komarek et al., 2013).

A nivel de tesis de licenciatura, las publicaciones desde el 2010 se concentran
principalmente en el uso de microalgas como indicadores de calidad de agua (Morales
Molina, 2016), caracterizacion y crecimiento para produccién de lipidos (Raxén Matias,
2018; Ruiz, 2013; Estrada Palencia, 2013) y disefio de reactores (Lobo de Leon, 2018).
También se han realizado trabajos centrados en la descripcion morfoldgica,
principalmente para fines didacticos y de uso interno en instituciones, asi como un
trabajo centrado en la caracterizacion molecular de microalgas. En general, las
publicaciones se concentran en aplicaciones y campos bien establecidos del estudio de

microalgas.

Hasta el dia de hoy, hay pocos estudios de microalgas con enfoque molecular
en Guatemala. No se ha realizado ningun estudio genémico o multi émico de
microalgas, asi como estudios molecular distintos de la identificacion de especies.
Tampoco se han publicado estudios de cultivo de especies aisladas localmente ni
evaluaciones de cultivo de microalgas a gran escala. Esto se debe principalmente por el

costo y la falta de plataformas para continuarlos.



I11.  Justificacidon

El cultivo de microalgas se presenta como una alternativa biotecnoldgica para
la produccion de combustibles y productos finos, como pigmentos y farmacos. El gran
numero de especies, la diversidad metabolica y el uso de diferentes sustratos para su
crecimiento las perfilan como una fuente de productos biotecnolégicos para el sector
energético, alimentario y farmacéutico. Ademas, pueden cultivarse sin competir con
explotaciones agricolas. Sin embargo, existen varias limitantes bioldgicas y
fisicoquimicas que impiden el cultivo eficiente a gran escala. Entre estas limitantes se
encuentran el requerimiento de luz, el control de las condiciones y la susceptibilidad a
contaminacion. Se requiere de luz en la mayoria de procesos, lo que condiciona los
disefios de biorreactores para aumentar el contacto con la misma. Sumado a esto, la
mayoria de sistemas requieren del control preciso de sus condiciones para producir
rendimientos Optimos y cambios leves pueden minimizar la produccion de biomasa.
Finalmente, la mayoria de sistemas actuales son muy susceptibles a contaminaciones
por depredadores y bacterias. Estos tres aspectos elevan los costos de produccion y

vuelven a la tecnologia aun restrictiva en relacién a costos.

Una solucion posible para superar estas limitantes es el uso de algas
extremdfilas, en particular, alcal6filas y alcalino tolerantes. La alcalinidad, con un pH
entre 8 y 11, vuelve al sistema mas robusto: es menos susceptible a cambios en el
ambiente, inhibe o mata a la mayoria de organismos contaminantes e incluso capta
dioxido de carbono ambiental. Estas caracteristicas se traducen en un sistema més
estable y mas econémico de mantener, en especial cuando se trabaja a mayor escala.
Por lo anterior, ha surgido una linea de investigacion para el aislamiento, cultivo y
optimizacién del uso de microalgas alcaléfilas y alcalino tolerantes para la produccion
de biomasa. No obstante, hay pocas investigaciones que estudian los genes de
resistencia a pH elevados en microalgas, ya que no priorizan el estudio de los factores
responsables del crecimiento en medio basico Este trabajo es un primer esfuerzo, al
proponer un método de tamizaje especifico para detectar la presencia de microalgas

alcaldfilas y alcalino tolerantes para fines industriales.
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IV. Objetivos

A. General

Disefiar un conjunto de cebadores in silico basados en secuencias conservadas
de genes de resistencia, para el tamizaje de especies de microalgas alcalino

tolerantes y alcalofilas con facilidades de cultivo a gran escala.

B. Especificos

1. Realizar una descripcion y analisis de secuencias y regiones conservadas de los
genes de resistencia (ATPasa) obtenidos de las bases de datos

2. Realizar un agrupamiento inicial por un alineamiento multiple de secuencias
para identificar la filogenia de los genes de resistencia y sus genes paralogos.

3. Disefiar cebadores degenerados y especificos para detectar los genes de
resistencia alcalina en diferentes especies de microalgas.

4. Generar una base de datos de cebadores para genes de resistencia de alcalino

tolerancia y alcal6filia con potencial industrial presentes en microalgas.



V. Hipotesis

Se pueden disefiar cebadores a partir de genes de resistencia a condiciones
alcalinas en microalgas, para identificar especies con potencial para cultivo a

gran escala.



VI. Marco teorico

A. Taxonomia y clasificacion de microalgas

1. Generalidades

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos.
Se caracterizan por ser parcial o completamente autdtrofos, es decir que producen
materia organica a partir de luz y materia inorganica (principalmente, dioxido de
carbono - CO2 -). Pueden utilizar otras fuentes de carbono organico, segun las
circunstancias y las especies. Se han aislado de todos los ambientes, estando presentes
en suelos y agua y tanto en condiciones templadas como en condiciones extremas
(Andersen, 2005). Actualmente, se estima que hay de 200 000 a 800 000 especies de
algas, pero solo se han descrito 35 000 (Cheng & Odgen, 2011).

La principal clasificacion de las microalgas se basa en las caracteristicas
fisioldgicas que presentan. El primero es el dominio al que pertenecen: procariotas o
eucariotas. Las cianobacterias constituyen el grupo procariota de microalgas. Son
bacterias fotosintéticas sin clasificacion de Gram. Se caracterizan por presentar
membranas internas plegadas en su citoplasma, lo que compartimentaliza el ambiente
intracelular. Esta compartimentalizacion genera un gradiente de potencial entre
ambientes y vuelve funcional la maquinaria fotosintética (Andersen. 2005). Se capta la
energia solar mediante pigmentos fotosintéticos y, por el ciclo de Calvin, se reduce el
dioxido de carbono y agua en oxigeno, carbono organico (usualmente azlcares). La
mayoria de cianobacterias son organismos de vida libre, pudiendo también vivir de

forma colonial o en simbiosis con otros organismos (Malcata et al., 2018).

Las microalgas eucariotas constituyen el otro grupo de microalgas. Este
conjunto es significativamente mas heterogéneo. Los Unicos aspectos que las unen son
la presencia de nucleo y su capacidad fotosintética, mediada por el cloroplasto. Este
organelo esta compartimentalizado similarmente a una cianobacteria y en este se realiza

el ciclo de Calvin. Todas presentan alguna variante del organelo (Malcata et al., 2018).



Existen @4 grupos principales de microalgas eucariotas: diatomeas,
dinoflagelados, algas verdes (chlorophyta) y haptophyta. Cada grupo presenta sus
especificidades: algunas son de vida libre, mientras otras son coloniales; la mayoria son
autotrofas, pero también existen mixotroficas; unas son bénticas y otras son

plancténicas; entre otras caracteristicas significativas (Bellinger & Sigee, 2015).

2. Clasificacion de microalgas segun fines aplicados

Se distinguen otros grupos segun los fines aplicados, ademas de agruparlas por
caracteristicas fisiologicas. Tradicionalmente, se dividen por toxicidad (Ebenezer et al.,
2012), y por presencia segun la calidad del agua (Palmer, 1969). A nivel de cultivo, se
distinguen las microalgas por su origen, marinas o de agua fresca, asi como por la
presencia de caracteristicas extremofilas (Bellinger & Sigee, 2015). Finalmente,
también se agrupan por las moléculas que produzcan y lipidos (Neofotis et al., 2016;
Zhang et al., 2018). Estas clasificaciones son de interés, ya que el modo de cultivo y los

productos sintetizados estan asociados a los costos y beneficios de la produccion.

Las microalgas son de suma importancia ecoldgica, ya que son la base de las
redes tréficas en los ecosistemas que ocupan. Por ser organismos autétrofos y de talla
microscapica, son los principales responsables de convertir carbono inorgéanico y otros
elementos a compuestos organicos y disponibles para organismos superiores (Cembella,
2003). Eventualmente, el humano las consume, ya sea de forma directa o indirectamente

por medio de pescados (Garcia et al., 2017).
3. Diversidad intra especies de microalgas

Las microalgas presentan un alto grado de diversidad intraespecie. Es comun
que se reporten diferentes variedades de una misma especie con funciones metabodlicas
adicionales o expresadas diferencialmente. Por ejemplo, se han reportado especies de
Chlamydomonas reinhartdii, una de las microalgas mas estudiadas, que fermentan
azucares para producir hidrogeno (Xu et al., 2019) al igual que variedades productoras
de lipidos (Fedorov et al., 2005). Otros ejemplos de diversidad son la tolerancia a
condiciones extremas y produccion variable de lipidos (Neofotis et al., 2016) y otros

metabolitos secundarios (Bajhaiya et al., 2015).


Familia
Resaltado
cuatro (con palabra)


Esta diversidad aparente se explica por la adaptabilidad de las microalgas. Los
tiempos de generacion rapidos, usualmente de un dia, permiten a una misma especie
adaptarse a diferentes condiciones ambientales y presiones selectivas si se mantiene en
un ambiente determinado. Como consecuencia, es comun encontrar en la literatura las
mismas especies reportadas y aisladas en todo el mundo con metabolismos distintos
(Minhas et al., 2016; Neofotis et al., 2016).

La diversidad también se debe a la dificultad de identificar especies a nivel
morfologico e incluso molecular. Ciertas familias, como las diatomeas y microalgas de
morfologia esférica, no presentan caracteristicas distintivas evidentes entre si, 1o que ha
resultado en diferentes especies como una, incluso si presentan un metabolismo distinto
(Zou et al., 2016; Bellinger, 2015). El desarrollo de métodos moleculares ha reducido
este problema, pero incluso a nivel de género se observa una diversidad significativa.
Estudios gendmicos recientes de Nannochloropsis oleaginosas han revelado que los
genes accesorios conforman la mayoria genoma. Los asociados a la sintesis de lipidos
estan también entre los menos conservados (Wang et al., 2014). Aungue no Se tengan
tantos estudios de esta envergadura, es posible afirmar que haya mas especies en la

misma situacion.

B. Estudio y cultivo de microalgas

1. Antecedentes

Tradicionalmente, el estudio de microalgas se ha concentrado en algas nocivas, por
el impacto negativo de las cianotoxinas en la salud humana (Ebenezer et al., 2012). A
raiz de esto, la mayoria de métodos desarrollados se han concentrado en estas especies
y géneros. En paralelo, se han utilizado diatomeas para evaluar la calidad de agua y las
metodologias desarrolladas son una practica bien establecida y utilizada (Bellinger,
2015).

No fue hasta finales de la década de los 1970 que se empez6 a explorar y explotar
el potencial biotecnologico de las microalgas. En esos afios empezaron los primeros
esfuerzos de aislamiento e identificacion de especies de microalgas de alto potencial
biotecnoldgico. Gracias a estos programas, se identificaron a mas de 30 000 especies y

variedades nuevas de interés (Cheng & Odgen, 2011). Los géneros mas comunes
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identificados  fueron  Botryococcus, Chaetoceros, Chlorella, Dunaliella,
Haematococcus, Isochrysis, Nannochloropsis, Scenedesmus (Li et al., 2015).

2. Situacion actual

Se ha propuesto, en los ultimos afios, el cultivo de microalgas como una fuente de
energia alternativa y verde a los combustibles fosiles. Esto se debe a la capacidad de
ciertas especies de sintetizar acidos grasos en cantidades relativamente elevadas y de
forma no competitiva con cultivos alimentarios (Larkum et al., 2012). Como resultado,
la mayoria de la investigacion actual se enfoca en microalgas productoras de acidos
grasos y en su genética. Se incluyen en esta categoria las investigaciones dirigidas a la
optimizacion de medios y extraccion de &cidos grasos (Bajhaiya et al., 2016). En
conjunto a lo anterior, la investigacién de microalgas se ha expandido para abarcar otras
aplicaciones. En un analisis de publicaciones sobre microalgas realizado en 2019 en
Europa, otros términos asociados son ‘“ambiente”, “alimentos”, ‘“quimicos” y
“pigmentos”. Esto indica un cambio en la tendencia de investigacion, pero sigue siendo

incipiente (Rumin et al., 2020).

3. Limitaciones técnicas del cultivo de microalgas a gran escala

No se cultivan microalgas a gran escala aun, pese al potencial y a los esfuerzos, ya
que se no ha encontrado una cepa o un sistema poco afectado por la variabilidad de la
luz y nutrientes sin que se consuman los productos sintetizados. Para que la produccién
sea rentable, es necesario mantener un equilibrio de condiciones bastante estricto (Wang
et al., 2013). A gran escala, un sistema de microalgas es también susceptible a la
competencia de bacterias y a contaminacién forrajeros. La contaminacion de estos
puede sustituir el cultivo de microalgas o consumirlas, respectivamente. Nuevamente,
el control de ambas condiciones aumenta los costos de mantenimiento (Mutanda et al.,
2011). El unico tipo de sistema que se mantiene productivo y sin contaminantes suele

ser el cultivo de algas extremofilas y, en particular, alcalofilas y alcalino tolerantes.



C. Algas alcaldfilas y alcalino tolerantes

1. Caracteristicas generales

Las microalgas alcal6filas y alcalino tolerantes son un subgrupo heterogéneo de
microalgas que sobreviven, e incluso prosperan, en condiciones de pH mayores a 7.5.
Se deben distinguir dos grupos: las microalgas alcalino tolerantes y las alcalofilas. Las
primeras se caracterizan por tener un pH ideal de crecimiento de 8.5 aproximadamente
y tolerar hasta 9.0 de pH (Tu et al., 2018; Taylor et al., 2012). El segundo grupo requiere
de pH mayor a 9 para crecer, como Arthrospira platensis y Arthrospira méaxima
(Gimmler & Degenhart, 2001; Vadlamani et al., 2017). Debe mencionarse que las
microalgas alcal6filas suelen ser también halotolerantes y hal6filas, dado que los
ambientes alcalinos suelen ser ricos en sales (Liu et al., 2019). Existen dos mecanismos
principales de adaptacion al pH elevado. El primero consiste en la sintesis de solutos
accesorios, principalmente glicerol, sacarosa y trehalosa. Estos se mantienen en el
citoplasma y contribuyen a la regulacion de la presién osmotica (Chi et al, 2014). El

segundo mecanismo es la presencia de ATPasas especializadas.

2. ATPasas: caracteristicas generales y genes de resistencia a alcalinidad

Las ATPasas son un conjunto de proteinas de membrana presentes en todos los
seres vivos. Pertenecen a la familia de transportadores membranarios, ya que regulan la
entrada y salida de moléculas e iones del ambiente celular. Es una forma de transporte
activo, pues consume ATP para realizarse. Fueron de primero descubiertas en animales
en los afios 60 y posteriormente en todos los dominios de la vida (Popova & Balnokin,
2013). Este conjunto de proteinas esta divido en diferentes superfamilias, como CPAL,
CPA2 y LmrB para citar algunas (Resch et al., 2011). Por ello y su diversidad, estas
superfamilias son altamente diversas, lo que ha resultado en secuencias variables y con

aminoacidos puntuales conservados (Saier, 1999, Resch, 2011).

Existen tres tipos: uniporters que transportan en una direccion un solo
compuesto; simportes, que transportan dos simultaneamente y finalmente antiportes,
que transportan dos compuestos en sentido contrario. Por estas caracteristicas, son

esenciales para la homeostasis. En microalgas, los méas estudiados son los antiportes de
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sodio-hidrégeno a partir de resultados extrapolado de investigaciones en plantas
(Gimmler & Degenhart, 2001; Taylor et al., 2012).

Las ATPasas responsables de la resistencia a pH elevado han sido menos
estudiadas, incluso si se sabe que se diferencian del resto. En efecto, en condiciones
béasicas, hay una mayor concentracion de protones dentro del citoplasma que en el
ambiente. Asimismo, en medios ricos en sales, los cationes presentes en el ambiente
tienden a ingresar al citoplasma, por la diferencia de gradiente. Como resultado, estas
microalgas se encuentran en un ambiente pobre en protones, diferente de los ambientes
acidicos en los que viven la mayoria de seres vivos (Kumari & Rathore, 2020).EI
sistema de ATPasas tolerantes cumple como funcidn reingresar protones al citoplasma,
aunque no se conozca precisamente el mecanismo de accion (Gimmler & Degenhart,
2001). Para las especies haldfilas, esto usualmente esta acoplado a la expulsion de sodio
del mismo, haciendo de estas ATPasas antiports (Gimmler & Degenhart, 2001; Kumari
& Rathore, 2020).

3. Utilizacion de resistencia a medio basico desde un punto de vista de produccion

y econémico

El cultivo de microalgas en condiciones basicas presenta ventajas que lo hace
interesante para realizarlo a gran escala. El pH elevado tiende a inhibir el crecimiento
microbiano y la presencia de depredadores: la descendencia de depredadores como
Daphnia no sobrevive a pH mayores a 8.5 y a pH mayores de 9.5 solo sobreviven unas
cuantas especies (Mutanda et al., 2011; Tu et al., 2018). El sistema es menos susceptible
a los cambios en el ambiente e incluso es capaz de captar diéxido de carbono y
almacenarlo bajo la forma de bicarbonato y carbonato. Esta ultima caracteristica reduce
la necesidad de introducir dioxido de carbono en el medio y, en conjunto a lo
mencionado antes, reduce los costos de produccion y manutencién de este tipo de
sistema (Vadlamani et al., 2017; Kuo et al., 2018).

D. Genes ortélogos y paralogos
1. Utilizacion de resistencia a medio basico desde un punto de vista de produccion

y econémico
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Como parte del material genético, los genes estan sujetos a eventos evolutivos.
Esto resulta en un aumento de diversidad de proteinas transcriptas, tanto en composicién
como en funcionalidad. Se distinguen varios tipos de relaciones evolutivas derivadas de
estos eventos. Para fines de este trabajo, se describen dos: genes ortdlogos y genes

parélogos (Gogarten & Olendzenski, 1999).

Los genes ortdlogos son genes de funcidn similar en diferentes especies. Surgen
por un evento de especiacion, porque surgen con la aparicion de nuevas especies. Al ser
genes funcionales, conservan caracteristicas y regiones similares, seglin su importancia.
Estas caracteristicas los hacen de suma utilidad en bioinforméatica y genomica. La
comparacion de secuencias entre especies conocidas y desconocidas permite identificar
y anotar secuencias nuevas. Esto, a su vez, facilita el estudio de genomas de especies
menos investigadas, permite el estudio de familias de genes y descubrimientos de

nuevas biomoléculas, entre otras aplicaciones (Li et al., 2003).

Los genes paralogos son genes duplicados y presentes en un mismo genoma.
Surgen por eventos de duplicacion, que es un error en la replicacion del material
genético y conduce a la repeticién y relocalizacion de la secuencia original. Sucede a
nivel intraespecies. Estos genes pierden su funcion original variablemente, porque
pueden cambiar de funcién, ser complementarios al gen original o expresarse
selectivamente segun el tejido (Hoffmann & Palmgren, 2016). Es necesario diferenciar
los genes paralogos de los ortdlogos, para realizar un analisis comparativo adecuado de
los ultimos. Al momento de escritura de este trabajo, se tiene una comprension limitada
del origen y funcionalidad de la mayoria de genes paralogos (Gogarten & Olendzenski,
1999).

2. Generalidades de la familia de ATPasas

La familia de genes de ATPasas transportadoras de membrana presenta una
diversidad importante. Su importancia en la homeostasis, sumada a la diversidad de
ambientes y a su presencia en todos los dominios de la vida, han resultado en una familia
extensa. Existen diferentes tipos de ATPasas interespecies e intraespecies, con
funciones distintas y especificidades al tejido (Armesto et al., 2015; Liu et al., 2016;
Galarza-Murioz et al., 2011). Sin embargo, debe tenerse en mente que las ATPasas

responsables de la alcalino tolerancia y alcalofilia comparten pocas caracteristicas con
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la mayoria de proteinas de esta familia (Popova & Balnokin, 2013), por lo que los

resultados actuales no necesariamente aplican a estas proteinas.

E. Identificacion de microalgas

1. Generalidades y biosprospeccion tradicional

La bioprospeccion es la exploracion de biodiversidad con el fin de encontrar
moléculas pequefias, macromoléculas y genes para fines comerciales (Beattie et al.,
2012). Tradicionalmente, se asocia con la industria farmacéutica por el descubrimiento
de metabolitos secundarios, aunque se ha expandido el alcance a otros sectores
biotecnologicos. En estas ramas, el esfuerzo se concentra en la exploracion y
descubrimiento de microorganismos que presentan caracteristicas o bioproductos de
interés, como enzimas (Genckal & Tari, 2006), genes de resistencias a condiciones
extrema de cultivo (Varshney et al., 2015) y rutas metabdlicas (Kajikawa et al., 2015).

Existen dos tipos de bioprospeccion. ElI primero recopila y utiliza los
conocimientos tradicionales de un area y comunidad determinadas. Se centra en la
investigacion y explotacion de especies ya conocidas. Este acercamiento est4 asociado
a problemas legales y morales, pues el conocimiento utilizado pertenece al acervo de la
comunidad local y generalmente se realiza poca o nula compensacion econémica
(Abdelgawad, 2012). EI segundo acercamiento es la bioprospeccién orientada a la

genomica.

2. Biosprospeccion orientada a la genomica

El segundo tipo de bioprospeccién se funda en el estudio genémico de los
organismos presentes en un ambiente. Se concentra principalmente en los genes,
proteinas y rutas metabolicas que les permitan adaptarse a las condiciones ambientales
(Kajikawa et al., 2015; Elhag et al., 2017). Por lo general, estos ambientes presentan
presiones ecoldgicas especificas como concentraciones elevadas de ciertos compuestos,
condiciones fisicoquimicas extremas y poca disponibilidad de micro y macronutrientes
(Guisado et al., 2015; Gengkal & Tari, 2006; Varshney et al., 2015). Las condiciones

pueden asemejarse a procesos productivos, ya que estos se optimizan para la produccién
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y no para el crecimiento de organismos. Como consecuencia, presentan caracteristicas
similares a las presiones ecoldgicas antes citadas y se les consideran hostiles a la
mayoria de organismos vivos. Cuando se investigan estos ambientes, es mas probable
gue se encuentren microorganismos adaptados a condiciones de estrés(Genckal & Tari,
2006; Pascoal et al., 2020).

La bioprospeccion centrada en microorganismos resulta con alto grado de
aplicabilidad. Primeramente, la identificacion de genes, proteinas y rutas metabolicas
expande la cantidad de recursos para ingenieria genética y metabolica. EI ejemplo mas
notorio es en biorremediacion, en donde se han descubierto microorganismos que
metabolizan hidrocarburos de cadena larga (Smits et al. 1999). Segundamente, la
bioprospeccion facilita la identificacion de organismos mejor adaptados. Estos pueden
integrarse directamente al sistema productivo, como en el caso de las microalgas para
produccion de lipidos (Larkum et al., 2012) y microalgas extreméfilas (Varshney et al.,
2015). Ambas ventajas se traducen, en Ultima instancia, en ahorro de costos.

Sumado a lo anterior, este acercamiento no conlleva a problematicas de
conocimiento y propiedad intelectual, diferenciandose del primer tipo, ya que no se
utiliza conocimiento local. De hecho, todos los ambientes son reservorios potenciales
de genes y rutas metabolicas, como en una diversidad de rio (Minhas et al., 2016), lagos,

plantas de tratamiento de aguas y arrozales (Han & Gu, 2013).

3. Consideraciones de la biosprospeccion orientada a la genémica

Pese a estas ventajas, se deben tomar en cuenta ciertas limitaciones y
consideraciones. Por una parte, se deben identificar a los microorganismos de intereés,
en especial si no han sido previamente aislados o no son cultivables. Para ello, son
necesarios recursos bioinformaticos y 6micos para identificar las secuencias de intereés,
al igual que tamizajes a gran escala (Bajhaiya et al., 2016). Esto depende, a su vez, de
la cantidad de recursos disponibles. Por ello, es mas facil continuar lineas de
investigacién con mayor informacion y recursos. El estudio de organismos raros
requiere de trabajo previo de tamizaje, secuenciacién, generacién de librerias y analisis
(Kajikawa et al., 2015), asi como un numero mayor de genomas secuenciados y
anotados (Cretoiu et al., 2015).
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Estas limitantes se reducen a medida que se realizan mas estudios multi 6micos,
ya que facilitan el proceso de identificacion, acortan el tiempo y permiten la descripcion
del metabolismo (Mutanda et al., 2011; Lauritano et al., 2019). No obstante, la
accesibilidad y costo de estas tecnologias es todavia restrictiva, obligando a utilizar

otros acercamientos.

Por otra parte, si el organismo es cultivable, se debe evaluar sus condiciones de
crecimiento y el rendimiento de los productos de interés. Esto debe realizarse in vitro e
in vivo, trabajando la composicién del medio (Bajhaiya et al., 2016), la escala del
proceso (de los Cobos-Vasconcelos et al., 2016), si el sistema es cerrado o abierto y la
interaccion entre estos factores (Mutanda et al., 2011). Por lo general, el proceso debe
emular ciertas condiciones del ambiente de origen y evaluar mas de una cepa aislada a

la vez. Ambos aspectos elevan los costos y el alcance del esfuerzo.

4. Antecedentes en los estudios de microalgas enfocados en identificacion

Tradicionalmente, se estudiaban las microalgas toxicas por ser una amenaza de
salud publica (Ebenezer et al., 2012). Posteriormente, surgio la necesidad de distinguir
microalgas de otra forma que no fuese morfoldgica, en especial para diatomeas. Se
elaboraron diferentes métodos moleculares, inspirados del método de identificacion
molecular por “barcoding” en animales (Zou et al., 2016; Hadi et al., 2016). Sin
embargo, no son aplicables al conjunto de todas las especies por su heterogeneidad y

semejanza a plantas superiores.

No fue hasta la década de los afios 70 que la bioprospeccion en microalgas
despegd (Cheng & Odgen, 2011). Coincide con la investigacion del potencial
bioenergético y biotecnologico. Actualmente, los esfuerzos de bioprospeccion se
concentran en la identificacion, muestreo, proliferacion y escalamiento de microalgas
productoras de lipidos (Yang et al., 2009; Gonzalez-Davis et al., 2012). Como tal, es
comun encontrar en la literatura investigaciones en las que aislen, seleccionen y evallen
organismos aislados de forma local para produccion de biocombustibles (Minhas et al.,
2016) y para estudiar la cinética de crecimiento. En menor escala, hay estudio de
bioprospeccion y estudios moleculares de microalgas para forraje y otros tipos de

alimento, pero solo representan una fraccion en comparacion al estudio de produccion
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de lipidos (Rumin et al., 2020). Més recientemente, ha surgido un interés por evaluar
microalgas de florecimientos algales, por su tiempo de generacién y uso de

contaminantes antropogénicos (Pandey et al., 2019).

5. Aspectos generales de las bases de datos

Las bases de datos son un conjunto virtual de datos ordenados que comparten
una tematica o propdsito. En ciencias bioldgicas, se utilizan para organizar y vincular
informacién de proteinas, secuencias nucleotidicas, agrupamientos taxondmicos,
agrupamiento de especies en un bioma o articulos cientificos, para citar unos ejemplos
(Sayers et al., 2019). Usualmente, la base de datos contiene un nimero importante de
entradas, como en el caso de organizacion taxonémica, o un volumen importante de
informacién por entrada, como en el caso de genomas (Buneman et al., 2008). Esta
organizacion es indispensable para fines biotecnoldgicos, ya que facilita el analisis de
informacion generada previamente (Sharma et al., 2013).

Un indicador de calidad de bases de datos es el grado de curacion. Una base de
datos curada es aquella con datos ordenados y sistematizados para facilitar la busqueda
y uso de los mismos. Resulta de la organizacion de informacion, revision de fuentes y
establecimiento de parametros de clasificacion. Una base de datos debe, idealmente,
utilizar parametros coherentes entre si, ser facil de leer para el usuario, ser entendible
para los motores de busqueda y presentar un formato atil para realizar analisis
(Buneman et al., 2008). En ciencias bioldgicas, es comun encontrar herramientas de
analisis integradas a las bases de datos, como BLAST en las bases de datos de NCBI
(Johnson et al., 2008).

Disponer de bases de datos 6ptimas es necesario para realizar ciertos tipos de
investigacion. A nivel de articulos, facilitan la sistematizacion de articulos para
revisiones bibliograficas (Rumin et al., 2020; Lu, 2011). A nivel taxonomico, facilitan
estudios ecologicos y de biomasa. A nivel gendomico y protedmico, las secuencias
disponibles y debidamente anotadas permiten la comparacidon entre secuencias,
determinacion de filogenias y disefio de cebadores (Roumpeka et al., 2017). Por ello,
son conjuntos necesarios para un esfuerzo de identificacion y bioprospeccion (Sharma
etal., 2013).
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6. Situacion actual de los recursos bioinformético de microalgas

Actualmente, existe una diversidad de bases de datos de microalgas, pero de
alcance reducido. Las principales disponibles sirven para clasificar taxonémicamente a

los microorganismos, como Algaebase y Algae DataBase (http://algaedb.dpu.edu.in)

(Sharma et al., 2013). Se enfocan en ordenar las publicaciones de descripciones de las
especies, con poca informacién molecular. Existen otras bases de datos, como JGI y
pico-PLAZA (Lauritano et al, 2019) que cuentan adicionalmente con genes y genomas.
Dichas bases tienden a estar curadas (Sharma et al., 2013). Similarmente, se cuenta con
bases de datos de regiones como de la subunidad 16S del ARN ribosomal, como
PhytoREF para la identificacion molecular y exclusiva de microalgas (Decelle et al.,
2015). También se cuenta con subconjuntos de secuencias de microalgas en bases de
datos de talla mayor (Hadi et al., 2016)

Adicionalmente, hay bases de datos que se enfocan en aspectos moleculares mas
especificos, como rutas metabolicas, interacciones proteicas (Sahoo et al., 2020) y
coexpresion de genes (Aoki et al., 2016). Es de notar, sin embargo, que tienden a ser
muy recientes, con 10 afios 0 menos, y a enfocarse en produccion de biocombustibles.
La microalga Chlamydomonas reinhardtii es la microalga mas estudiada, lo que se
refleja por la disponibilidad de un gran namero de bases de datos (May et al., 2009).
Esta especie, de gran interés biotecnoldgico, comparte pocas caracteristicas con un gran
namero de especies. Como resultado, la informacion contenida en sus bases de datos

tiene un uso limitado para la mayoria de especies.

En contraste, no se dispone de suficiente informacion o recursos bioinformaticos
curados de ciertos grupos como protistas, o que contribuye a menos investigaciones a
nivel biotecnolégico de las especies afectadas (Pascoal et al., 2020). Usualmente, se
dispone de informacion bruta, bajo la forma de genomas completos y reconocimiento
de genes ortdlogos, en particular en GenBank y Genomes de NCBI (Sayers et al., 2019),

pero requieren de mayor trabajo para que tengan aplicaciones subsecuentes.
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F. Herramientas bioinformaticas

1. Alineamiento de secuencias: generalidades y tipos

El alineamiento de secuencias es una técnica bioinformatica de comparacion de
secuencias nucleotidicas o proteicas. Consiste en comparar dos 0 mas secuencias entre
si para observar la variabilidad entre estas segun diferentes pardmetros. Se utiliza con

cuatro fines:

= Observar regiones conservadas
= Determinar posibles motivos en comun
= Determinar si dos secuencias evolucionaron a partir de una secuencia ancestral

= Encontrar secuencias similares a la analizada en bases de datos
(Likic, 2008)

Para realizar un alineamiento, se requiere de un algoritmo de alineacion. En
resumen, estos consisten de dos pasos: primero, se establecen correspondencias entre
elementos (aminoacidos y nucledtidos) y segundo, asignan un punteo a cada uno de
estos. La correspondencia consiste en aparear cada elemento de cada secuencia hasta
que todos lo estén. Si es necesario, se insertan espacios (gaps) entre elementos para
realizarlo. El punteo funge como indicador de la calidad de la correspondencia (Huson
et al., 2010). Se basa en asignarle un valor a cada relacion posible. Se otorga un valor
mayor a una coincidencia, un valor menor a una coincidencia parcial y una penalizacién
cuando hay espacios. En proteinas, se atribuye también un valor a cada tipo de relacion
segun el parecido de las moléculas en talla, carga y estructura. Al conjunto de relaciones
se les conoce como reglas de sustitucion y se utilizan matrices para organizarlas. Estas
reglas estan sujetas al modelo que se utilice, al algoritmo y al tipo de elemento, por lo

que las matrices se optimizan para realizar un alineamiento mas util (Likic, 2008).

Existen tres procedimientos de alineamiento de secuencias: alineamiento global,
alineamiento local y alineamiento multiple de secuencias. La principal diferencia entre
estos es el conjunto de elementos que se comparan a la o las secuencias de interes
Solamente el tercer tipo, el alineamiento multiple de secuencias, analiza mas de dos de
largo variable y entre si, por lo que se describe Unicamente este. Se utiliza cuando se

estudian mas de dos secuencias de interés (Likic, 2008), como es el caso de
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superfamilias de proteinas y de genes con funciones similares. Existen dos tipos de
algoritmo de alineamiento: progresivo e iterativo. En este trabajo, se emple6 un
algoritmo progresivo, realizado en tres etapas: construccion de la matriz de
apareamiento de pares, la elaboracion de secuencias de borrador y optimizacion del
alineamiento por comparacion de secuencias borrador. En cambio, los algoritmos

iterativos

Alinear secuencias es necesario para el estudio y caracterizacion de estas,
porque facilita la identificacion de genes de interés y funciones de proteinas
(Nalbantoglu, 2014) y, por extension, el disefio de mejores experimentos.
Generalmente, de los alineamientos se obtienen secuencias consenso, los cuales son una
combinacion de las secuencias alineadas para observar las regiones y motivos
conservados. Por lo anterior, es un paso obligatorio en los estudios de bioprospeccién y

andlisis filogenético.

G. Analisis filogenético

La filogenia es el estudio de la relacion entre organismos por medio de
caracteristicas heredables, como el ADN. Permite retrazar el origen evolutivo de
diferentes organismos. Tradicionalmente, se ha utilizado para realizar clasificaciones
taxondmicas, pero también tiene aplicaciones para el estudio y comprension de
proteinas y genes (Hug et al., 2016). Los resultados suelen expresarse como arboles
filogenéticos que son un tipo de representacion grafica de la distancia y relaciones

evolutivas hipotéticas entre las secuencias analizadas.

Es importante resaltar que los analisis filogenéticos siempre son posteriores a
los datos considerados. Ningun arbol filogenético explica los eventos ni los fendémenos
que dieron lugar a la distribucion observada. Solamente presenta una hipotesis evolutiva
a una distribucién razonable de lo observado y pueda discutirse en base a ello . Sumado
a esto, analizar un nimero elevado de secuencias es muy demandante en recursos
informaticos, en especial si son secuencias mayores de 100 elementos (Huson et al.,
2010). Ambas condicionantes hacen la busqueda del arbol real impréactica y larga, por

lo que se utilizan modelos y algoritmos para reducir el tiempo, conduciéndose asi una
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busqueda heuristica de la mejor distribucion posible (Gotoh et al., 2014). Un tipo de

arbol filogenético ampliamente utilizado son los basados en comparacion de distancias.

1. Arboles basados en comparacion de distancias:

Los arboles filogenéticos basados en la comparacion de distancias emplean una
matriz de sustitucion para establecer las posibles relaciones entre las secuencias. En este
acercamiento, la matriz de sustitucion es el conjunto de relaciones entre los elementos
considerados (aminoacidos o nucle6tidos), es decir los elementos de las secuencias del
alineamiento multiple. Segun estos, se cuantifica el grado de diferencia entre cada dos
secuencias y se atribuye un punteo. El conjunto de puntajes entre secuencias sirve de
base para realizar el agrupamiento (Gascuel & Steel, 2006). Por ello, son arboles no
enraizados, es decir que no requieren de una secuencia de referencia para comparar. La
principal ventaja es su velocidad y volumen de trabajo. Es significativamente més
rapido que otros analisis filogenéticos, ya que procesa mas de 1000 secuencias
simultaneamente. Por ello, se ha usado para estudiar filos y taxones, y asi determinar
condiciones de crecimiento en la identificacion de especies (Finkel et al., 2016).
Tradicionalmente, se ha utilizado en estudios filogenéticos de microalgas por la
diversidad que presentan y la rapidez del método (Liu et al., 2019; Li et al., 2015;
Kumari & Rathore, 2020)

Pese a estas ventajas, este método es considerablemente impreciso. Su
forma de célculo y los agrupamientos formados tienden a subestimar el grado de
variacion entre secuencias. Esto permite dar estimaciones conservadoras, pero se pierde
informacién en el proceso. Por ello, se utiliza para visualizar preliminarmente un
nimero importante de datos, pero no para datos con relaciones mas claras y mejor
estudiados. (Huson et al., 2010). EI método mas conocido es el de uniéndose de vecinos
(neighbor-joining). Dicho método minimiza la subestimacion al substraer la distancia
promedio entre agrupamientos, lo que contribuye a obtener estimaciones conservadoras.
La calidad de los resultados también dependera del modelo de sustitucion utilizado vy,

en ocurrencia, el uso del método estadistico de bootstrapping (Hall, 2018).
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2. Modelo de sustitucién y método de bootstrapping

Para estimar mas acertadamente la variacion de secuencias emparentadas se
debe tener una idea de como estas variaron originalmente. Existen diferentes juegos de
premisas con los cuales modelar la estimacién, pero actualmente se recurren a una
combinacion entre estas y evidencia empirica. La evidencia, derivada de alineamientos
de varias familias de proteinas, es de suma importancia, ya que se fundamenta en
tendencias y selecciones preferidas y de esto se deducen las posibles razones de
mutacién. Asi, ciertos tipos de variacion puntuales son mas aceptadas que otras segin
la region considerada y se construyen matrices de sustitucion méas descriptivas de la
realidad (Wang et al., 2008). Uno de los modelos mas utilizados es el de Jones-Taylor-
Thornton (JJT), propuesto en los afios 1970 y mejorado en 1992. Se elaboro en base a
alineamientos de diferentes familias de proteinas y por ello es Util para grupos de
secuencias variables. Permite comparar agrupaciones de las que no se disponga
informacidn, lo que contrarresta la estimacion conservadora del modelo (Whelan &
Goldman, 2001)

En paralelo al modelo de sustitucion, se utilizan métodos estadisticos para
verificar la calidad de los resultados obtenidos. En arboles de uniéndose de vecinos, es
corriente utilizar el método de bootstrapping. Es un método estadistico de remuestreo
que determina indirectamente la calidad de las bifurcaciones. Se parte del hecho que un
arbol filogenético es una distribucion de un conjunto y este se va subdividiendo en
ramas. Cada rama se bifurca en un nodo. Entonces, para un arbol dado, existe un
conjunto de nodos que dan una distribucion de ramas. Lo que se pretende al realizar
bootstrapping es comparar el arbol obtenido con otros arboles posibles, derivados del
muestreo, y determinar la frecuencia de aparicion de una bifurcacion dada (Huson et
al., 2010). Se recomienda utilizar 1000 remuestreos para obtener un resultado adecuado
y este se expresa mediante porcentajes de frecuencia asociados a las ramas. Cualquier
porcentaje menor a 70% no es tomado seriamente, pues no se tiene certeza que la
bifurcacion de las ramas describa un fenémeno bioldgico (Hall, 2018). Tanto la matriz
de sustitucion como la técnica de bootstrapping permiten estimar la confianza en los
resultados obtenido. Debe resaltar que no permiten obtener el resultado, pero confieren

un mayor rigor al analisis de datos.
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3. Uso de técnicas moleculares

Tradicionalmente, se definen cinco grupos de sustancias para realizar analisis
moleculares de microalgas: toxinas, proteinas, carbohidratos, ARN, ADN. Las
secuencias genéticas y proteicas se utilizan més frecuentemente porque contienen una
mayor cantidad de informacion. Pueden utilizarse para identificacion taxondmica,
caracterizacion de funciones y generacién de productos de interés como enzimas, entre
otras aplicaciones. Ademas, se utilizan porque son macromoléculas relativamente mas
estables, con el ADN la macromolécula mas estudiada (Ebenezer et al., 2012). La
mayoria de técnicas aplicadas a microalgas derivan de otros organismos, en particular

en proveniencia de plantas (Gimmler et al., 2001).

4. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una
técnica de replicacion in vitro de ADN. Emula, en condiciones de laboratorio, la
replicacion del material genético durante varios ciclos alternados de temperatura.
Necesita de polimerasas, enzimas replicadoras de ADN, nucleétidos, ciertos iones y
cebadores especificos que son secuencias oligonucleotidicas (Domingues, 2017). Los
cebadores, en particular, son de importancia para la replicacion del material genético,

por lo que su disefio es esencial para la aplicacion deseada (Elkins, 2015).

Las aplicaciones de la PCR son diversas. Se utiliza, por ejemplo, para clonar
genes, cuantificar poblaciones, identificar mutaciones puntuales, identificar especies
(Domingues, 2017). Esto se debe a la universalidad del ADN vy la inclusion de un
aspecto cuantitativo a la PCR con un disefio experimental adecuado. Para este trabajo,
se expone sobre el disefio de cebadores y los tipos de PCR utilizados para identificacion

de especies.

5. Disefio de cebadores

El disefio de cebadores consiste en especificar las caracteristicas del cebador a

utilizar para una PCR satisfactoria. Se deben considerar dos aspectos para ello: las
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generalidades y las caracteristicas especificas de la variante de la PCR (ElKins,
2015;Thornton & Basu, 2011; Kumar & Chordia, 2015).

Las generalidades del disefio contemplan el largo y composicion del cebador, lo
que impacta directamente en sus propiedades fisicoquimicas. Un cebador, por lo
general, debe ser de 18 a 22 pares de bases de largo. En este rango se combinan la
especificidad del cebador al sitio de interés sin producir productos inespecificos o
estructuras secundarias. Se busca también que la secuencia no dé cebadores
autocomplementarios o complementarios entre si. Finalmente, la temperatura de
anillamiento, un parametro que determina el grado de separacion del cebador y de union
a la region de interés, debe estar entre 58 y 62°C. Por estas consideraciones, se evita
tener mas de cuatro bases idénticas consecutivas o un porcentaje mayor al 50% de
citosinas y guaninas en la composicion del cebador (Elkins, 2015;Thornton & Basu,
2011; Kumar & Chordia, 2015). Los cebadores disefiados para variante de la PCR debe
contemplar las consideraciones especificas de esta, como en el caso de la PCR

degenerada.

6. PCR degenerada

La PCR degenerada es una variante de la reaccion utilizada para identificar
secuencias hipotéticas a partir de un grupo de secuencias ortologas, sean proteicas o
nucleotidicas (Smits et al., 1999). Se utiliza principalmente para la deteccidn de genes
de interés en nuevos ambientes y genera secuencias de largo reducido. No permite la
amplificacion de los genes completos, sino solamente de secuencias conservadas,
haciéndolo un método util para exploracion e identificacion inicial (Cretoiu et al.,
2015).

En esta variante, se utilizan cebadores degenerados. Se caracterizan por tener
una secuencia de alta afinidad a las regiones conservadas, pero no especifica a ninguna,
ya que se deben amplificar regiones con posibles mutaciones. Por ello, a la hora de
disefarlos, se priorizan las regiones con menos variacion. Si se parte de una secuencia
proteica, se busca mantener un grado de degeneracion menor de 128. Resulta del
producto de total de posibilidades de codones por aminoacido. Serina, leucina y arginina

presentan seis codones, por lo que presentan un grado de degeneracion de 16, mientras
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que metionina y triptéfano, como uno solo, tiene un valor de 1. Por ello, se prefieren
regiones con aminodcidos con 1 o 2 grados de degeneracién. Adicionalmente, se
considera la afinidad de pares non WC para elegir el residuo mas termodindmicamente

favorable (Lang & Orgogozo, 2012).

7. La PCR como método de deteccién e identificacién molecular.

Se reconoce a la PCR como un método de deteccidn preciso. Esto se debe a la
especificidad propia del ADN. No es una técnica de alto rendimiento, como la
secuenciacion de siguiente generacion, pero es altamente preciso y si se combina con
otras caracteristicas de las regiones de interés, permiten la deteccion de especies, genes
y rutas metabdlicas en un niumero importante de especies (Smits et al., 1999; Zou et al.,

2016). Una técnica derivada es la PCR de grupo especifico.

8. PCR de grupo especifico (Group-Specific PCR primers)

La PCR de grupo especifico es una variante de la reaccion que utiliza regiones
altamente conservadas intercaladas con regiones altamente variables. Se utiliza para
identificar una caracteristica puntual en los organismos de interés y, por ello, es
ampliamente utilizada en identificacion de especies (Hadi., et al., 2016).

Se disefian los cebadores en base a regiones altamente conservadas, ya que la
variacién de la secuencia se encuentra entre estos. Como tal, no se contemplan
consideraciones adicionales en el disefio. El esfuerzo de disefio se concentra, en su
lugar, en la identificacién y caracterizacion de la regién a amplificar. Esta region debe
estar altamente conservada, pero debe presentar las suficientes variaciones como para
distinguir entre dos organismos de interés. Por ello, se busca amplificar la regién con
estas caracteristicas y no por caracteristicas funcionales (Ananthakrishnan et al., 2013).

Se requiere de las secuencias de los genes de interés para seleccionar estas
regiones y disefiar los cebadores. Posteriormente, se secuencian los amplicones
generados por este método para identificar los organismos de una muestra. Se requiere,
entonces, de un estudio previo de las regiones a amplificar para que esta técnica sea Util.
Este acercamiento al disefio de cebadores ha sido utilizado para identificar miembros
de una familia, como en el caso de Chlorella (Wan et al., 2011), identificar genes de
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oxidacion de metano mediada por nitritos en ambientes anaerobio (Gaby & Buckley,
2012), y para la técnica de identificaion por la subunidad 16s (Zou et al., 2016).
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VIl. Metodologia

A. Descripcion y andlisis de motivos y regiones conservadas de los genes de
resistencia (ATPasa) obtenidos de las bases de datos.

1. Reuvision de articulos cientificos y trabajos publicados

Se realizd una revision bibliografica de investigaciones que reportaron especies
alcaldfilas y alcalino tolerantes segin la metodologia de Finkel et al. (2016). Se
seleccionaron los términos “Alkaliphilic”, “microalgae”, “ATPase”, “alkali tolerant”
“High pH”, “bicarbonate”, ‘“alkalinity”, ‘“alkaliphiles”, “protein membrane”,
“cyanobacteria” para obtener investigaciones asociadas a las microalgas de interés. Se
eligieron dichos términos ya que fueron los mas relevantes o repetidos obtenidos de la

investigacion del marco teorico. Los resultados quedaron registrados en el siguiente

formato:
Términos total de resultados | articulos Especies
utilizados obtenidos
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Posteriormente, se ordenaron los resultados del cuadro anterior en el siguiente

cuadro, para obtener informacion relevante de las especies citadas:

Especies/lg | Ambiente de | Temperatura Rango de pH y | Caracteristic | Referencia
énero/ origen de la variabilidad del | as del medio | bibliogréfica
cepa especie mismo en el

tiempo

Finalmente, se realiz6 una revision de los trabajos publicados en Guatemala
sobre identificacion y uso de microalgas. Se registraron los datos en el siguiente

formato:

Especie | Tipo de Afio Comentarios adicionales

. Titulo
trabajo

2. Investigacion en las bases de datos

Para la obtencion de las secuencias de genes y aminoacidos de ATPasas, se utilizé

las siguientes bases de datos:

e Uniprot (https://www.uniprot.org) para las secuencias proteicas especificas.
e Genomes de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/genomes-maps/) para

obtener las secuencias nucleotidicas de las proteinas encontradas en Uniprot.

e European Nucleotide Archive: https://www.ebi.ac.uk/ena) por las mismas

razones que Genomes.

Se utilizo los resultados de la revision de articulos cientificos y trabajos publicados
para buscar las secuencias. Se tomaron las especies, genes citados y presencia en

Guatemala. Los resultados de la busqueda fueron guardados y sistematizados segun en

el siguiente cuadro:
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Gen Vinculo | Tamafio | Descripcion | Nimero de | Referencia
/proteina | (URL) de la |dada por la|la secuencia | bibliografica

secuencia | base de datos | (referencia) | (si hay)

3. Clasificacion preliminar
Se clasificaron las secuencias, de forma preliminar, con los siguientes parametros:

- Tipo de secuencia (nucleotidica o peptidica)

- Largo de secuencia

- Clasificacion taxondémica, principalmente por familia y género

- Variedades (aplicable Unicamente a especies con alta diversidad y que estén
secuenciadas)

- Con presencia confirmada previamente en trabajos de identificacion local

- Funcidn descrita en la base de datos

- Grado de curado de la secuencia

Finalmente, para estimar la disponibilidad de informacidn para la comparacion entre

especies, se realizé el siguiente cuadro, mostrado en resultados:

Género | Total de genomas | Tipo de | Reportado en Guatemala
anotados organismo
disponibles

4. Alineamiento de secuencias nucleotidicas y proteicas
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Se realizd un alineamiento de secuencias mdaltiple para determinar,
preliminarmente, las relaciones entre secuencias y especies. Para ello, se compil6 de
primero las secuencias FASTA de un mismo género en un Unico archivo para su
alineamiento. Se realizé el alineamiento en MegaX v.10.1.8 (Kumar et al., 2018) con el
algoritmo progresivo MUSCLE (Edgar et al., 2004) con los parametros por defecto, es
decir una penalizacion de 400.00 a los gaps, con iteraciones de 2048 de memoria
méaximay 16 iteraciones. Se utilizo el algoritmo UPGMA para realizar el agrupamiento

(clustering). Dichos parametros se mantuvieron en el resto del trabajo

B. Analisis filogenético y agrupamiento de proteinas expresadas por genes de
resistencia por alineamiento multiple de secuencias.

1. Exploracién y optimizacion del analisis multiple de secuencias

Se separaron los archivos alineados previamente en diferentes archivos de
formato multifasta. Se partié del supuesto que secuencias de un mismo género y de
largo similar cumplen la misma funcién, ya que se supuso que las secuencias
depositadas pertenecian a especies emparentadas. Este acercamiento también facilitd
ordenar las secuencias obtenidas en la seccion A.l. Se realizd6 nuevamente el
alineamiento de cada nuevo archivo y se separaron visualmente las secuencias en
grupos segun las regiones conservadas y variables. Si se observaron gaps mayores a 5
aminoacidos y con 50% de aminoacidos conservados, se separaron las secuencias
distintas en un archivo diferente. Se realizd este proceso con cada archivo fasta hasta
que compartieran 70% o mas de aminoacidos comunes. La funcién de observacién entre
aminodacidos esta incluida en el explorador de secuencias de MegaX. Se nombraron los
archivos con el formato “género #niimero de grupo”. El nimero de grupo dependi6 del
total de secuencias y sus largos por archivo, con agrupaciones de secuencias mas cortas

con nUmero mas pequefios.

2. Establecimiento de secuencias consenso y analisis de dominios

Para facilitar el analisis y condensar la cantidad de informacion a analizar, se

elaboraron secuencias consenso de cada archivo multifasta. Para las proteinas, se utilizd
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EMBOSS Cons (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/emboss_cons/), con los parametros

de pluralidad, setcase e identidad por defecto. Se utilizd la matriz de sustitucion
BLOSUMG62 para establecer las correlaciones. Estas secuencias fueron analizadas con
la herramienta de NCBI Batch Web-CD Search Tool

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) para la identificacion de

regiones conservadas (Shennan & Lu, 2020). Se utilizaron los pardmetros automaticos
de bdsqueda, utilizando el conjunto de bases de datos disponibles y con 0.01 como valor
E esperado de prediccion. Posteriormente, se agruparon las secuencias segun los
dominios observados y se alinearon para estudiar las secuencias mas detalladamente.
Se anotaron las secuencias altamente conservadas, ya sea porque el explorador de
secuencias sefialaba aminoacido conservado o por un grado mayor a 70% de

conservacion en todas las secuencias.

3. Andlisis filogenético y reclasificacion de secuencias

Se realiz6 el anélisis filogenético para relacionar las secuencias alineadas y
agrupadas en la seccion anterior. Se construyé un arbol con el modelo de uniéndose de
vecinos (neighbor-joining) asociado a test de bootstrapping con 1000 réplicas (Hall,
2018). Como modelo de sustitucion se utiliz6 el de Jones-Taylor-Thornton. El resto de
parametros se mantuvieron por defecto. Se evalud la calidad de los agrupamientos con
el porcentaje de bootstrapping asociado a cada separacion, tomando en cuenta aquellos

mayores a 70%.

C. Disefio de cebadores degenerados y especificos para genes de resistencia
alcalina en microalgas

1. Disefio de cebadores a partir de proteinas

Para disefiar los cebadores degenerados, se siguio la metodologia de Lang y
Orgozoso (2012). Se agruparon las secuencias consenso mas emparentadas y se
alinearon para resaltar regiones altamente conservadas. Se eligid una region con 7 a 8
aminoacidos los menos degenerados posibles y se comprobaron si presentaban un grado

de degeneracion menor a 128. Si fue menor, se procedio a disefiar el cebador con la
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traduccion mas adecuada. De no identificarse ninguna region que cumpliese con este
grado o que el porcentaje de bootstrapping no fuese mayor a 70%, se omitié este paso

y se prosiguio con la seccion 3.2
2. Eleccion de especies para disefio de cebadores especificos

En caso no se pudiera realizar la seccion anterior, se eligieron especies de alto
interés para disefiar cebadores especificos. Las especies se eligieron por abundancia de
informacidn genomica disponible, aplicacion industrial posible y que haya sido aislada
en Guatemala. Para el disefio de cebadores, se descargaron las secuencias geneticas de
las proteinas estudiadas en la seccion 2 de los archivos europeos de nucleotidos
(https://www.ebi.ac.uk/ena) referenciados en sus entradas respectivas en Uniprot. Se

utilizaron los grupos armados en la seccidn 2.1 para separar las secuencias. Se alinearon
los codones en Mega X con el algoritmo MUSCLE, eliminando los gaps para realizarlo.
De estos alineamientos se construyeron las secuencias consenso mediante CONS

(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/cons) que utiliza el mismo algoritmo

que EMBOSS. Se utiliz6 DNAFULL como matriz de sustitucion para realizarlo. Se
disefiaron los cebadores a partir de las secuencias consenso obtenidas en Primer3Plus

(www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (Untergasser et

al., 2007) y se analizaron los parametros de estabilidad con IDT Oligoanalyzer 3.1.

D. Construccién de base de datos de microalgas alcalino tolerantes y alcal6filas
con potencial industrial

1. Informacidn utilizada para generar la base de datos

Se utilizaron los cebadores disefiados en la seccion anterior como elementos de
la base de datos. Se anotaron con las caracteristicas de los amplicones que generen,
como se describié en la seccién anterior. Adicionalmente, se utilizaron los datos del

cuadro realizado en la seccion 1.2 para detallar la descripcion de las secuencias.
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2. Elementos utilizados para anotar las entradas de la base de datos

Se anotaron las secuencias conforme a caracteristicas de los amplicones (Zeisel

et al., 2013; Wang et al., 2012). Los datos se presentaron bajo el formato del cuadro a

continuacion:

la

Nombre de | Superfamil

consenso

Largode | Nombre de Secuencia de |Largo del

la los cebadores | los cebadores [amplicon (de
ia a la que .
f secuencia haber)
secuencia | pertenece
CoNsenso

3. Validacion de las entradas de la base de datos

Para validar la utilidad de las entradas, se compararon las entradas con las siguientes

consideraciones (Zeisel et al., 2013):

Largo de los amplicones conforme al método: del largo adecuado segun la PCR
recomendada en resultados y discusion. Se utiliz6 un simulador de gel de
electroforesis en el proceso

(http://insilico.ehu.es/PCR/index2.php?mo=Synechococcus). Se compararon

los cebadores con 12 genomas de Synechoccocus con un méximo de dos
discordancias y una en el extremo 3°.

Amplificacién de secuencias no objetivo: si el cebador amplifica a un organismo
no especifico, se evalud si dicho organismo se puede aislar del mismo ambiente
que las microalgas de interés. Se utilizo BLASTn ara realizarlo
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn& PAGE_TYPE=
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BlastSearch&L INK _LOC=blasthome). Todos los parametros utilizados fueron
los por defecto.

Se redisefiaron los cebadores si mas de la mitad no cumplian con estos requerimiento
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VIIl. Resultados y discusion

Para el caso de la resistencia a condiciones alcalinas, se dispone de un volumen
importante de informacion. En el Cuadro 1 se presenta informacién protedmica y
gendémica de 28 géneros, para un total de 207 secuencias aminoacidicas. Debe
resaltarse, en primer lugar, que la mayoria de secuencias son procaridticas, cuatro
secuencias pertenecientes a organismos eucariotas, 0 2% del total. Se puede inferir que
el esfuerzo de investigacién y secuenciacion de microalgas alcalinotolerantes y
alcaldfilas se ha concentrado en cianobacterias. Esto puede deberse a la diferencia de
uso entre microalgas, ya que los géneros considerados oleaginosos, como Chlorella y
Nannochloropsis, crecen éptimamente a pH levemente &cidos (Mutanda et al., 2011).
Se ha priorizado el rendimiento sobre las condiciones de crecimiento, por lo que la
disponibilidad de secuencias de microalgas eucariotas alcalofilas y alcalinotolerantes es

menor.
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Cuadro 1: Resumen de informacidn gendmica y proteémica disponible en linea de
especies de interés y aisladas en Guatemala. Los géneros con 5 0 mas genomas

disponibles estan resaltados en negrita

Género Genomas Tipo de Aislado en
secuenciados | organismo | cuerpos de agua
disponibles dulce

guatemaltecos

Anabaena 12 Procariota | No

Aphanothece 1 Procariota | No

Arthrospira 6 Procariota | No

Calothrix 7 Procariota | No

Chlamydomonas 1 Eucariota | No

Chlorella 1 Eucariota | Si

Cyanobacterium 5 Procariota | No

Cyanobacteria 1 Procariota | No

bacterium

Cyanothece 2 Procariota | No

Cylindrospermopsi | 5 Procariota | No

S

Euhalothece 2 Procariota | No

Fistulifera solaris 1 Eucariota | No

Halothece 1 Procariota | No
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Género Genomas Tipo de Aislado en
secuenciados | organismo | cuerpos de agua
disponibles dulce

guatemaltecos

Leptolyngbya 22 Procariota | No

Merismopedia 1 Procariota | No

Microcystis 50 Procariota | Si

Nannochloropsis 1 Eucariota | No

Nodularia 1 Procariota | No

Nostoc 14 Procariota | No

Phaeodactylum 1 Procariota | No

Phormidium 1 Procariota | No

Pleurocapsa 1 Procariota | No

Pseudanabaena 1 Procariota | No

Synechococcus 61 Procariota | Si

Synechocystis 2 Procariota | No

Thalassiosira 1 Procariota | No

pseudonana

Oscillatoria 4 Procariota | Si

Snowella 1 Procariota | No
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Entre los géneros obtenidos, se encuentran las dos tendencias principales de
investigacion. El primero, con ejemplos como Microcystis, Cylindrospermopsis y
Anabaena constituye el grupo de especies cianotoxicas y por ello se han secuenciado
(Lines & Beardall, 2018). El segundo grupo, con Synechococcus, Leptolyngba y
Arthrospira se han estudiado para optimizar sus condiciones de crecimiento y estudiar
propiedades como captacion de dioxido de carbono y abundancia relativa en ambientes
alcalinos (Klanchui et al., 2017; Lépez-Archilla et al., 2004). Es notable también la
sobrerrepresentacion de ciertos géneros, en particular Synechococcus y Microcystis,
abarcando més del 50% del total de las secuencias. Debe mencionarse que la abundancia
de datos no se traduce necesariamente en una aplicacion posible o segura para cultivos
a gran escala, en especial para el primer grupo. Adicionalmente, un volumen importante
de investigaciones de cianobacterias solo se concentra en el aspecto fisioldgico de las
cianobacterias aisladas. Consecuentemente, la informacion disponible requiere de
analisis mas profundos para obtener resultados Utiles. Incluso con lo anterior, este
acervo de informacion puede facilitar la fase de pre investigacion. Se ha mostrado que
la diversidad de cianobacterias es similar entre cuerpos de agua altamente alcalinos, sin
importar su region en el mundo, ya que las presiones ambientales son muy similares
(Zorzetal., 2019). Entonces, disponer de esta informacion, junto a los genomas, facilita
la tarea de eleccidn de especies o, por lo menos, brinda una referencia inicial para la

eleccion de especies cultivables a gran escala.

A nivel de identificacion de regiones conservadas, se obtuvo dos grupos de
proteinas transportadoras por dominio, NhaP y KefB, usualmente situadas entre los
aminoacidos 10 y 350 en las secuencias. Ambos pertenecen a la superfamilia de
transportadores de cationes/protones CPAL, responsable de la extrusion de diferentes
iones alcalinos y alcalinotérreos y de la incorporacion de protones (Resch et al., 2011).
Se observd, preliminarmente, que ambos conjuntos son heterogéneos, con secuencias
entre 400 a 800 aminoacidos. Se esperaba este resultado, ya que esta familia de
transportadores es altamente diversa. Entres estos, aproximadamente un tercio
presentaron dominios adicionales, usualmente TrA-K, Usp y los intercambiadores de
sodio e hidrogeno tipo C (NaHC). Tanto TrA-K como NaHC estan involucradas en la
funcion de antiport, pero los mas notorios son Usp y NaHC, pues median la respuesta
celular en caso de un estrés ambiental. Se ha supuesto que se modulan conforme a

sefiales de estrés intracelular, posiblemente por altas concentraciones de cationes
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alcalinos (Jia et al., 2018). Al momento de esta investigacion, no se ha vinculado
causalmente el estrés salino a estos antiports en cianobacterias, principalmente porque
no se ha investigado, pero es evidente que hay una funcion mayor de este subconjunto
en la homeostasis bajo condiciones andmalas. Pese a estas observaciones, no se pudo
inferir otros dominios o funciones del resto de las secuencias. De hecho, 50% de las
secuencias consenso de proteinas KefB y 66% de las secuencias de proteinas NhaP (sin
simbolos asociados en las imagenes 1y 2) estan constituidas unicamente por el dominio
del transportador, pudiendo representar hasta 90% de la secuencia. El analisis
bioinformético de este trabajo no permitié dilucidar caracteristicas mas especificas del
funcionamiento de estas proteinas, porque el algoritmo utilizado, RPS-BLAST,
compara elementos especificos de las secuencias con las bases de datos utilizadas. No
se toman en cuenta secuencias de aminoacidos seguidos a menos que sean los mismos
que los de la secuencia comparada. Se puede suponer que aminoacidos especificos estan
conservados al ser de importancia en la cohesion y estructura de la proteina (Resch et
al., 2011). Sumado a esto, las caracteristicas especificas de la proteina in vivo resultan
dificiles de estudiar y predecir in vitro e in silico, ya que sus funciones dependen del
estado fisioldgico de la cianobacteria y de la interaccion con otros sistemas
intracelulares. Experimentalmente, se ha observado que antiports, teéricamente capaces
de traslocar a ambos lados diferentes iones, demuestran preferencias a ciertos iones
segun el pH (Dawut et al.,2018). Por ello, en una misma célula, diferentes antiports
operan en simultaneo segun el pH, los nutrientes disponibles, la forma de la célula y la
concentracion de iones toxicos (como litio) en el ambiente (Wei et al., 2007). Esto se
ha corroborado en diferentes especies de microalgas y para las superfamilias NhaP y
KefB (Jangir et al., 2019).

Posteriormente, se evalu6 la relacion en cada grupo de proteinas mediante un
arbol filogenético construido con el método de uniéndose de vecinos (Neigbor-Joining),
- ver Figuras 1 y 2. . De forma general, se observa que los antiports con regiones
adicionales (NaHC, TrkA N, TrkA Cy Usp) estan agrupados - tanto en el arbol KefB
como en el NhaP - con las dominios TrAK_N (rojo), TraK_C (azul), Usp o Usp_Like
(morado) y Na_H_Exchanger_C (NaHC; verde). En el arbol filogenético de la
superfamilia NhaP (Figura 2), se observa un ordenamiento similar de genes ortélogos
en las regiones Usp y TrA_K. Asi, Anabaena estd mas emparentado con Nostoc, luego

con Arthrospira, posteriormente con Synechococcus y finalmente con Euhalothece. No
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obstante, el porcentaje de bootstrapping no alcanza 70% para la mayoria de
separaciones de ramas en los dos &rboles por lo que la mayoria de relaciones presentadas
son entonces de baja confianza. El criterio se satisface sobre todo entre especies de un
mismo orden, como el caso entre Anabaena, Nostoc y Calothrix que figuran en el orden
Nostocales. La falta de confianza se debe, nuevamente, a la alta diversidad en estas
superfamilias de proteinas. Como se ha mencionado antes, los antiports cation-proton
son altamente variables y los aminoacidos conservados pueden ser un fragmento largo
de la secuencia (Resch et al., 2011). EI método de bootstrapping no considera factores
evolutivos, ya que realiza una estimacion de la distribucién estadistica segin la
comparacion de seccion de secuencias aleatoriamente remuestreadas (Hall, 2018). En
el caso presente, el alto grado de variabilidad se observo por los porcentajes reducidos
de la estructura proporciona poca informacién relevante, como en la rama con proteinas
con la region TrAK_N — ver Figura 2 — Debe resaltar que se observan algunas
excepciones, por ejemplo en el grado de cercania entre Cyanothece 5 y Calothrix 16 en
la Figura 1, Arthrospira 4, Calothrix 8, Nostoc 8 y Anabaena 5 en la Figura 2. Esta
altima relacién es particularmente interesante, ya que implica especies de dos érdenes
distintos, presentan un antiport de composicién similar y probablemente de funcion

similar, aunque debe probarse empiricamente para confirmar esta observacion.
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Figura 1: Arbol filogenético de las secuencias de la superfamilia KefB realizado con
test de filogenia de bootstrapping de 1000 réplicas y con el modelo de sustitucion de
Jones-Taylor-Thornton. En rojo se encuentran los antiports TrAK_N, en azul los que
presentan TraK_C, morado Usp o Usp_Like y verde Na_H_Exchanger_C (NaHC)
(Construido en MegaX)

Calothrix 11 SC
Calothrix 12 SC
Modularia 2 SC
Calothrix 13 SC
Anabaena 8 SC
Mostoc 13 SC

Synechococcus 20 SC:
Synechocystis 3 SC
Euhalothece 4 SC
Arthrospira 7 SC
Synechococcus 2 SC:

Synechococcus 21 SC:
Cyanothece 4 SC

000 00000000 O0CO

Cyanobacterium 5 SC
Arthrospira 8 SC
Calothrix 4 SC
Mostoc 2 SC

Synechococcus 22 SC:
Synechocystis 1 SC
Anabaena 9 SC
Calothrix 14 SC

Mostoc 14 SC
Thalassiosira 1 SC(2)
Mostoc 15 SC

Calothrix 15 SC

Synechococcus 14 SC:
Pseudoanabaena 1 SC ©
Cyanothece 1 SC
Pleurocapsa 1 SC
Modularia 1 SC
Synechococcus 15 SC:
Cyanobacterium 3 SC
Microcystis 2 SC
Synechococcus 13 SC:
Calothrix 7 SC

Mostoc 6 SC
Cylindrospermopsis 3 SC
Anabaena 3 SC
Cyanothece 5 SC o
Calothrix 16 SC o ©
Mostoc 11 SC

Mostoc 4 SC

100 Mostoc 5 SC
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Figura 2: Arbol filogenético de las secuencias de la superfamilia NhaP realizado con
test de filogenia de bootstrapping de 1000 réplicas y con el modelo de sustitucion de
Jones-Taylor-Thornton . Como modelo de sustitucién se utilizé Jones-Taylor-
Thornton. En rojo se encuentran los antiports TTAK_N y en morado Usp o Usp_Like

(construido con Mega X)

Anabaena 5 SC
Mostoc 8 SC

Calothrix 8 SC
Arthrospira 4 SC
Leptolyngba 1 SC
Euhalothece 1 SC
Microcystis 3 SC
Synechococcus 16 SC:
Oscillatoria 2 SC
Synechocystis 2 SC
Cyanothece 2 SC
Pseudoanabaena 2 SC
Synechococcus 6 SC:
Calothrix 10 SC
Mostoc 9 SC

95 Cwyanobacterium 2 SC
as Synechococcus 17 SC:
Microcystis 4 SC

Calothrix @ SC
Anabaena 4 SC
100 Mostoc 7 SC

Synechococcus 10 SC:
Fistulifera 1 SC

41
Fhaeodactylum 1 SC

100

Synechococcus 11 SC:

23 Synechococcus 7 SC:
100 Synechococcus 9 SC:
100 Calothrix & SC
1o Mostoc 2 SC
O scillatoria 1 SC

s Anabaena 6 SC
MNostoc 10 SC
Arthrospira 5 SC
Synechococcus 18 SC:

58 53

Cwanobacterium 4 SC
Euhalothece 2 SC

Synechococcus 8 SC:
Calothrix 5 SC

Anabaena 7 SC

Mostoc 12 SC
Cylindrospermopsis 4 SC
Leptolyngba 2 SC
Cwyanothece 3 SC
Arthrospira 6 SC
Synechococcus 19 SC:
Euhalothece 3 SC

000000000

Microcystis 5 SC
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Figura 3: Region seleccionada del alineamiento de las secuencias proteicas de la
superfamilia KefB, correspondiente a las posiciones 78 a 102. Con las flechas se
sefialan los aminoacidos altamente conservados en las secuencias. (explorador de

secuencias de Mega X)

SpeciesiAbbry * *
13. Cyanothece_4_SC L F&F L
14. Cyanobacterium_5_SC | L I L
15. Arthrospira_g_SC I I L LA
15. Calothrix_4_SC L LLEGLWYA
17. Nostoc_3_SC L LFEL I[§
18. Synechococcus_ 22 SC: L FLEA A
18. Synechocystis_1_SC L L LS L L.
20. Anabaena_9_SC L LFGL | A
21. Calothrix_14_5C L LFGMI A
22 Mostoc_14_SC L LFGL I A
23. Thalassiosira_1_SC(2) L LARF VP
24 Cyanobacterium_3_SC | A
. Nostoc_15_SC L v
L v
I

25

25. Calothrix_15_SC

27. Synechococcus_ 14 SC:
28. Pseudoanabaena_1_SC
20. Cyanothece_1_SC

30. Pleurocapsa_1_SC

31. Nodularia_1_5C

32. Synechococcus_15_SC:
33. Microcystis 2 SC

34. Synechococcus_13_SC:
35. Calothrix_7_SC

36. Nostoc_6_SC

37. Cylindrospermopsis_3 5
38. Anabaena_3 SC

39. Cyanothece_5_SC

40. Calothrix_16_5C

41. Nostoc_11_5C

42 Mostoc_4 SC

43. Nostoc_S SC

A
A
A
A
A
A
W
W
W
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Figura 4: Region seleccionada del alineamiento de las secuencias proteicas de la
superfamilia KefB, correspondiente a las posiciones 166 a 209. Con las flechas se

sefialan los aminoacidos altamente conservados en las secuencias.

Species/Abbry . s | | |
13. Cyanothece 4_SC XIGBLLFLWFVARBL L L XX FXV-
14. Cyanobacterium_5_SC VBLLFLMFNABL L LKL FLV-
15. Arthrospira_8 SC VBLLFLMFLAGBL L FLL-
18. Calothrix_4_SC IGLY IYMFLIGLEF | AA -
17. Nostoc_3_SC IGLVY IYMFLIGLEF I LA-
18. Synechumccus_ﬂ_sc:h VBEBL I FFMNFLIBGLEL LA LWY VLL-
19. Synechocystis_1_SC IGLIFYMFLVELIEL VAILL I FF-
20. Anabaena_9 SC IGLIFFMFLIGLIEL 1V -
21. Calothrix_14_SC VBLIFFMFLIGLIEL VAVL I LV-
22. Nostoc_14_SC VBILIFFMFLIGLIEL VAVL I LV-
23. Thalassiosira_1_SC(2) LBL | LLLVEASIELDNY -
24, Cyanobacterium_3_5C P\ LEEY | | LLFJEISL L -
25. Nostoc_15_SC LBVLFLL IV L L -
26. Calothrix_15_SC LEBVLFLLIV L L -
27. Synechococcus_14 SCABILEGL Y ALLF L L L -
28. Pzeudoanabaena_1_SC AE|ILEV | | L L FIE | [BL &} AFVVAF I -
29.cyanothece 1.5 AEFEVE I LLFE IEBL L Afflvavy L-
30. Pleurocapsa_1_SC AEILEYV I ILLFEIBL L AA VA.V VWA -
3. Nodularia_1_SC AEILEGYV I ILLFEIBL L AVVVACVEBVAV-
32. Synechococcus_15 SCABILIGY | VL L FIE | &L L AAVVAVVBVVA -
33. Microcystis_2_SC LBV | I LLFJEIBL L AAAVAVVEVAV -
34, Synechococcus_13 SCAEILIGYV | | LLFE &L L AAITVAIV Vl‘u’ -
35. Calothrie_7_SC AEILIGV I I LLFEIBL L ARVVACVEBVVYV -
36. Nostoc_6_SC AEILEGYV I I LLFEIBL L AIIVAIV VAV -
37. Cylindrospermopsiz_3 SAEILEYV | | L L FIE | [BL L AFVVAVVEVAV -
38. Anabaena_3 SC LBV I I LLFJEIBL L AFVVARVEYV | V-
39. Cyanothece_5_SC AKLGBAALLLFALBVEFSL L L I AL L@iIiLeL-
40. Calothrix_16_SC AQFEVAFLLFALGVIEIFS L AEL VIBA AL L@iILeL-
41. Nostoc_11_SC AELGIALLLFLVBLEL L M | FELEBLARVALC
42 Nostoc_4_SC AJEIF IVLLLFII LB LEF LW AN VFBLEBAAELL
43, Nostoc_5_SC ABIFE I VLLLFE IELELEF LA M VFELEAABLL

.
[
e
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Figura 5: Region seleccionada del alineamiento de las secuencias proteicas de la
superfamilia KefB, correspondiente a las posiciones 450 a 470. Con las flechas se
sefialan los amino&cidos altamente conservados en las secuencias.

SpeciesiAbbry *

13. Cyanothece_4_SC XSILLVXLY IVEBVAILAKFIXAY XKL
14. Cyanobacterium_5_SC RIS | L ‘l.n’l‘l.n”u’ MIVERA I VAKF I PARY | GK Y
15. Arthrospira_8& SC REILLVAVVMIVAEFISKY AAA K v
16. Calothrix_4_SC VITA L L T LLATI

17. Nostoc_3_SC IMLLI TATAILEBKE ACMLAAK |
18. Synechococcus 22 SC|A LMEF | LILVYVAI|AGKY AY LA AR.
19. Synechocystis_1.SC Y LWMAVECALVVAAA | ABKYC@vY VvillR A

ATV AAR I
K|y F TVAARF
KY | TVAARY
KLPVELFAPKY

20. Anabaena_9_SC HLWLLEAL ILLVA
21. Calothrix_14_SC LIWXLCLLVLAVA
22 Nostoc_14_SC LIWLLCALVLXVA
23. Thalassiosira_1_SC(2)

VA FAFY - - -[llav

A

A

L
24. Cyanobacterium_3_SC lASIFLIVYAIVGEEYI
25. Nostoc_15_5C FWYVBLIVLAIACFGBKF
25. Calothrix_15_5C FFIBGLIVLAIACFGBKEF
27. Synechococcus_14 SC: LYWVAAFLEXVVAI IGKWYAA
28. Pseudoanabaena_1_SC LLIAITFLLLYAILGEKEYI
29, Cyanothece_1_5C LY AXFLIVVAIVGEEKI
30. Pleurocapsa_1_SC LITAAFLIVVAI IGKI
31. Modularia_1_5C LI TAAFLIVVAILI IGEKIWV
32. Synechococcus 15 _SC; LI TAAFLIVYAIVGEYI
33. Microcystis_2_SC LYLAAFLIVVAILGKEWYY
34. Synechococcus 13 _SC: LY I AAFLIVVAIFGKEKWYI
35. Calothrie_7_5SC LIMAITFLVAVAI IGBGKIWV
35. Nostoc_6 SC LIMARRFLIVVAI IGBKYI
37. Cylindrospermopsis_3_5 LY MARFL I A1 TEBKY I
32. Anabaena_3 SC LIMARFL IRV AI IGKWYV L -

39, Cyanothece_5_SC AL- LELVvEVEL 1BkaL i vaBivRL
40. Calothrix_16_SC ---BL i LBLvA VXYV KFLW.!WKL
41. Nostoc_11_SC ---FFvABMALAL tAVKavIimvLANL
42 Nostoc_4_SC IHIFILL AIAIVVIVKALV.LLLRL
43, Nostoc_5_sC HIMPEL LEBA 1 aBvv I vVEKALVEEBLLLRL
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Figura 6: Regiones seleccionadas del alineamiento de las secuencias proteicas de la
superfamilia NhaP: la seccién 1 corresponde a los aminoacidos 76 a 91, la 2 a los de
248 a 278 y la 3 a los de 440 a 455. Con las flechas se sefialan los aminoacidos

altamente conservados en las secuencias

Species/abbry

1. Anabaena_4_5SC
2. Anabaena_5_SC
3. Anabaena_6_SC
4. Anabaena_7_SC
5. Arthrospira_4_SC
§. Arthrospira_5_SC
7. Arthrospira_6_SC
8. Calothrix_10_SC
9. Calothrix_5_SC
10. Calothrix_§_5C
11. Calothrix_8_SC
12. Calothrix_9_SC
13. Cyanobacterium_2_SC

15. Cyanothece_2_SC
16. Cyanothece_3_SC

18. Euhalothece_1_SC
19. Euhalothece 2_SC
20. Euhalothece_3_SC
21. Fistulifera_1_SC
22 Leptolyngba_1_SC
23. Leptolyngba_2_SC
24, Microcystis_3 SC
25. Microcystis_4_SC
26. Microcystis_5 SC
27. Nostoc_10_SC

28. Nostoc_12_SC
29, Nostoc_2_SC

30. Nostoc_7_SC

3. Nostoc_8 SC

32 Nostoc 9 SC

14. Cyanobacterium_4_SC | -

17. Cylindrospermopsis_4_5) -

LE - wvie

L.LA v LV
IIL 1PDla 1 L
ILL _viDREVA

LFLA-APKRLRWVLM
1M

_KLPE ivLLLLL
kiIPFRLLLV IV
-EarrL I BrL

-KVPAIVFLLIF

-R1PYRIELVLEELA I[H]-veK

-@ipEliveLLLFE L LE- vEKEY

_pLEFaL I vLvviE L LRF

-@rev@LLLvy LlLA AXKRL

~RVEyvABLvLAGL AV- Ve

SKIPYVVELVLA LIV -VvP RLA VA
K1 PElLvEn LY IIL —VKK VLL

LX X -XXXRLXXLV

RLPEl i vFLLLFELAL
RLPBlIvLLLLL IILI
IPYRLLLvivELvLa-v
APPLLEM 1AvE L
~kvelgivriL i fgiaL
. ABaLLIgvLY
.Ile LLLLLV La-vDlKRL
-kveBliIFLLIF L
x@ipvELLLviv LA-ABKEKL
-RIByvABLvLAGLER AAA
—KV!.I\-’FLLIF IAL PvE-

-KappL I@uiLy
“RveEiviLLLLL
PLEFALIYLIV
_RvEYvBLVLA
—lIPYﬂLVIV

-RILIBYR | vLVL
af

1 B A0 {Hi

AAA-
- fvBanm i FMRAV
-LI!‘!‘LFI.RMI
FEvLvLMFVVRE
--!.VLAMML RX I
SLLiviIELv
-L@viaLuFIvVRE I
--iviFav@aBr Ly
-LEvLVLMFIVREY

S IWXVLLFLVIRPL
--1@vBAan i LARA

--LATAAYRIARI I
--LA T R\.I'L
-1l ITLM RML

CSVAILVMIVARAV
SLEvivLMLVVREL

oI AAVVAARF LA
-LviLav@c@Er oL

viL-viLa B Brw
PVE-
ALA-
AAA -
M A -
__riaFrviivERLLcHEL

-Laviav@vErRvL

RIE |

--XATTAVEVXRLVX LY

-FAvi@LuL i vREL
CFEVLVLMFVVRE I
- 1BlivaLvvvRA I

Lt L@ L L@rREN

-LfvicLuF I IREL
-LaLvreLI@RAL

LEvLvLMLVVREL

FEVLVLMFVVRE |
LVIILLFLI IRPVEVE
-Laviav@vEr L
-vEvXan i LMRAVA Y

3 ci

Para completar este analisis, se continud con la comparacion de secuencias a

nivel de aminoacidos individuales, como se observa en las Figuras 3 a 5, para la

superfamilia KefB, y 6, para la superfamilia NhaP. Hasta este punto, se ha discutido la

variabilidad de los transportadores en base a estudios protedmicos anteriores que

consideraron secuencias bacterianas y eucariotas en el alineamiento. Como no se habia

enfocado un estudio en cianobacterias y microalgas exclusivamente, se explord6 mas

detalladamente los alineamientos. En estos, se constataron regiones conservadas, pero

a nivel de caracteristicas y no de amino&cidos. Para NhaP, se confirma la presencia de

aminoacidos puntuales conservados en el conjunto, como la glicina en posicion 87

(Figura 3) o la arginina en posicion 450 (Figura 5), mientras que el alineamiento de

KefB se confirman glicinas conservadas en las segmentos a (una glicina), b (secuencia

EGESXXND) y c (una prolina). Es interesante notar que hay una intercalacion de

regiones en aminoacidos apolares ricos en valina, leucina, alanina y metionina con estas

regiones conservadas (en amarillo en los alineamientos). Estos podrian deberse a que
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los aminoacidos apolares constituyen los plegamientos intermembranarios que
interact(an con las cadenas alifaticas de los acidos grasos. En cambio, los aminoacidos
cargados (puntuales o un motivo) estan en la superficie polar de pasaje (la cavidad). Las
regiones apolares pueden ser altamente variables, ya que por sus propiedades son
intercambiables entre si. Consecuentemente, estas proteinas pueden presentar regiones
altamente variables intercaladas y que no brindan informacion especifica sobre esta. En
contraste, pueden resaltarse ciertas regiones altamente conservadas en todo un conjunto,
como el motivo EGESXXNDX en la segunda region de KefB en la Figura 5. Se
encuentra en pleno dominio del transportador y estd presente independientemente de
regiones adicionales y talla de la proteina y no es exclusiva a cianobacterias, como se
resalta en revisiones anteriores (Resch et al., 2011). Con las herramientas de este
trabajo, no se puede determinar la funcion especifica y la literatura disponible se enfoca
en aminodcidos puntuales. Solo se puede suponer que tiene un rol especifico en el
transporte de cationes en esta familia y se ha conservado por el origen monofilético de

las cianobacterias se conservd dicha region.

Estas observaciones respaldan el porcentaje bajo de bootstrapping obtenido en
el analisis filogenético, ya que las proteinas son altamente variables. Sumado a esto, las
regiones mas variables, las alifticas, presentan los codones mas degenerados segun
Lang y Orgogozo (2012), por lo que los intentos de disefio de cebadores degenerados
no satisface un grado de degeneracién menor a 128. En otros organismos, como en
plantas, se han disefiado exitosamente cebadores para este propdésito (Olias et al., 2009),
pero fue gracias al grado de conservacién mas elevado entre estas, o que no resulta
posible en cianobacterias. Por lo tanto, no se puede disefiar un PCR de grupo especifico
para cianobacterias a partir de esta caracteristica. Pese a esta imposibilidad, se ha
evidenciado en esta discusion que el estudio de cianobacterias alcalofilas y
alcalinotolerantes debe realizarse de especies en especie, incluso si se encuentran
multiples especies en un mismo ambiente ecoldgico. Este acercamiento ha cobrado
interés recientemente, como lo evidencia un estudio en A. platensis que buscd
caracterizar los antiports sodio hidrogeno y sus niveles de expresion de los
transportadores en funcion del pH (Jangir et al., 2019). Esto puede extrapolarse a otras
especies, como Synechococcus al disponerse de una cantidad importante de informacion
y antecedente de aislamiento en Guatemala (Morales-Molina, 2016). Por ello, se

proponen los siguientes cebadores preliminarmente para una PCR en tiempo real de
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ADNCc y asi medir la expresidn de los genes de antiports. Todos producen amplicones
no mayores a 150 pares de bases.

Cuadro 2: Cebadores propuestos para agrupaciones similares de antiports de
Synechoccocus analizados. En negrita se resaltan los cebadores que dieron resultados

Numero - Largo de . .
de la Superfamilia la Nombre  Secuencia de los Largo del amplicon (de
. alaque secuencia  de los cebadores (de 5' haber) y cepa de
secuencia . , .
pertenece proteica  cebadores a3) Synechoccoccus asociada
consenso
consenso
AGTGCGAAT
Synec_7-F CGGGCTTCA
A
Synechoc
ocCUs 7 NhaP 422 120 (WH 7803)
GAAACTGAC
Synec_7-R  GCACCACAT
CG
Svnec 8-F GCTGTTTGCG
ynee_ ATCCGTCTG
Synechoc .
NhaP 438 Sin bandas
occus 8 TCAGGATCGT
Synec_8-R CAGAAACACC
A
Svnec 9-F AGTTTCATCT
ynee_ GCTGGACGGG
Synechoc .
0eCUS 9 NhaP 445 Sin bandas
CGCAAAGCCC
Synec R 1GAATCAACA
GATTTGGTTA
Synec_11-F rareaeceac
Synechoc -
oceus 11 NhaP 445 Sin bandas
TGTGTGCAGC
Synec 1R coraATCCAT
Synechoc TGAGAGTCCT .
occus 13 KefB 466 Synec_13-F GAAGCCTCGA Sin bandas
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GGGAGATTAA

Synec_13-R 1aceeaeaCA
GTGTTTGCA
Synec_14-F GGGGTTGGT
TC
Synechoc g 471 132 (PCC 7002)
occus 14 Svnec 14. CGCCTGGGG
ynec_ TTCCTTAAAG
R
A
CCCTCACGG
Synec_15-F CAACCAGTA
Svrech TT
ynechoc
SYNeahoC KefB 506 95 (PCC 7002)
svnee 15.  CGCGGCACC
=T AACGATAAT
TT
CTGTTGGTG
Synec_16-F ATTGTGGGG
Svrech cT
ynechoc
NhaP 536 107 (PCC 7002
occus 16 svnec 16. GCTTCAAAC ( )
Ig ~ AAGAGCGGT
GG
TCGGTTTATC
Synec_17-F CTCTGCTGT
Svnech CG
ynechoc
occus 17 NhaP 551 98 (PCC 7002)
svnec 17. AGAGAGCCT
Ig — TTGACATTG
cc
GCCGACCTA
Synec_20-F GAAAATGCC
Synech cr
ynecnoc
SYnecioc Kefg 709 141 (PCC 7002)
Svnee 20. GTAACGGGT
Ig — GGAGTGCAG
AA
GTCTGTGGC
Synec_22-F AGCAAGATC
CT
Synechoc 141 (PCC 6301)
occus 22 KefB 718 141 (PCC 7942)
svnec 29. GACAGGCTT
g’ — CAACCAGAC
GA
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Figura 7: Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia

consenso Synechococcus_7. Las otras imagenes se encuentran en anexos

12 - Synechococcus sp. WH 7803

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13
No No No No No No No No No No No No
bands bands bands bands bands bands bands bands bands bands bands bands

Lh

100 bp
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2000

1500
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B00

00
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200

100
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-
i
]
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IX. Conclusiones

En conclusion, no se pudo disefiar cebadores a partir de genes de resistencia a
condiciones alcalinas para identificar mas de una especie de interés, ya que el grado de

variabilidad no lo permite.

1. Se determin6 por medio del andlisis de las secuencias proteicas de los antiports
que estas pertenecen a las superfamilias de transportadores KefB y NhaP.
Presentan pocas regiones altamente conservados, asi como aminoacidos
puntuales conservados y ademas de regiones variables, pero con caracteristicas
polares similares

2. Elandlisis filogenético de los agrupamientos de secuencias alineadas revel6 que
los antiports estan distantemente emparentados, incluso si ciertas caracteristicas
de resistencia parecen presentar un origen monofilético. La informacion
analizada no permiti0 establecer una distribucion comprensible de las
secuencias mas alla de ciertos ordenes.

3. No se pudo disefiar cebadores degenerados y especificos para diferentes
especies de microalgas por la variabilidad alta entre secuencias y abundancia de
regiones de aminoéacidos altamente degenerados. En contraste, se disefiaron
cebadores para el género Synechococcus por ser aislable, presentar potencial
industrial y por contar con recursos bioinformaticos vastos.

4. Se gener0 una base de datos de cebadores para microalgas del género
Synechococcus para con las secuencias proteicas analizadas en este trabajo, ya
que se ha reportado en cuerpos de agua dulce de Guatemala, contar con cepas

estudiadas y adquiribles y por presentar potencial industrial.
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X. Recomendaciones

Se recomienda realizar el estudio de una sola especie alcaléfila o alcalino tolerante,
preferiblemente del género Synechoccocus por las facilidades de trabajo que este tiene, para
determinar expresion de los genes de resistencia segun las condiciones ambientales. De quererse
aislar localmente, se recomienda gque se haga en un cuerpo de agua dulce y de condiciones
alcalinas. Asimismo, es recomendable estudiar mas a fondo las caracteristicas de los antiports
de la especie aislada, ya que facilita la optimizacion del medio y otros procesos para un

escalamiento a futuro.
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XII.

Anexos

Figura 8: Segmento del cuadro de informacion de especies relevantes con las
indicaciones de la seccion 1.1 de la metodologia

Especies/génerajcepa
1 chiorella sorokiniana str. SLA-0
2 chiorellla vulgaris
3 Fistuliferasp.
4 Halospirulina sp.
5 Picochlorum sp.
& Microcoleus chthonaplastes
7 Nannachloris sp.
8 Nitzschia plea
9 Synechocystis aguatilis
10 Thalassiosira pseudonana
11 Phaecdactylum tricornutum
12 Chlamydomonas sp.
13 Microcoleus chthonoplastes
14 Picochlorum sp.
15 Scenedesmus sp.
16 Chiorella soro
17 Chicrella vulgaris
18 Chlorococcum sp.
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No reportado
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Figura 9: Segmento del cuadro de informacion de especies aisladas en Guatemala
generado con las indicaciones de la seccion 1.1 de la metodologia

- y . . |Comentarios. 5
Especie Tipa de trabajo Tiralo | o[ i o Referencia
Nitzschia sp. Guia de Microalgas del estanque (de la UVG' Guia de Algas del Agua del Estanque SF. Guiaincompleta  Sinpublicar
Navicula sp. Guia de Microalgas del estangue (de la UVG' Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guizincompleta  Sin publicar
Navicula sp. Guia de Microalgas del estangue (de la UVG’ Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guia incompleta  Sin publicar
Scenedesmus sp. Guia de Microalgas del estangue (de la UVG' Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guizincompleta  Sin publicar
Scenedesmus quadricauda Guia de Microalgas del estangue (de la UVG' Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guia incompleta  Sin publicar
Selenastrum sp. Guia de Microalgas del estanque (de la UVG' Guia de Algas del Agua del Estanque SF. Guiaincompleta  Sinpublicar
Cosmarium sp. Guia de Microalgas del estangue (de la UVG' Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guiaincompleta  Sin publicar
Synedra sp. Guia de Microalgas del estangue (de la UVG’ Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guia incompleta sin publicar
Synechococeus sp. S:';df Microalgas del estangue {de la Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guiaincompleta  Sin publicar
Roicasphenia curvata i:';vd}e Microalgas del estangue {de la Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guiaincompleta Sin publicar

Guia de Microalgas del estangue [de la ) .
Closterium sp. e Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guiaincompleta  Sin publicar
Roicosphenia curvata E:I;qd}a Microalgas del estangue (de la Guia de Algas del Agua del Estanque S.F. Guiz incompleta Sin publicar

Figura 10: Segmento del cuadro sobre las caracteristicas de las secuencias descargadas
generado con las indicaciones de la seccién 1.2 de la metodologia

) Con presencia
Tipo de o - . .
. . . Largo de . Clasificacion [ Variedades (aplicable tinicamente 2
secuncia |Funcion descrita enfabase [Enwadaen | " |Grado de curado | Procariota o e e e vttt .
. ombre cn base datos |Nombre del gen secuenci . ’ eviamente en  [principalmente por familiay  [especies con alta diversidad v que estén
(mucleotidica o |de datos [UNIPROT & delasecuencia |Eucariota [P o ¥ pecies q
iy wabajos de género secuenciadas)
e identificacién local
Na_H_Exchanger domain- Predicho o )
. o N AODA433USR2  AOAA33USR2_ANAVA  DSM107003_22760 Procariota - -
Proteica containing protein — - ~ Homologado No Trichormus variabilis SAG 1403-2b
) predicho o )
N Na+/H+ antiporter ADAIZ4KTEZ AODAIZAKTE2 ANAVA  NIES23_51040 470 Procariota N .
Proteica Homologado No Trichormus variabilis NIES-23
- predicho o -
N Na+/H+ antiporter ADAIZ4KFTL ADAIZAKFT1_ANAVA  NIES23_05150 517 Procariota N .
Proteica Homologado No Trichormus variabilis NIES-23
- Predicho o -
. Na+/H+ antiporter ADA433USS6  ADA433USS6_ANAVA  DSM107003_23180 Procariota N .
Proteica Homologado No Trichormus variabilis SAG 1403-4b
- Predicho o -
. Na+/H+ antiporter AODAODKZMARY  AODAOK2MA4R9_INOST  AAB50_22650 628 Procariota
Proteica I Homologado No Anabaena sp. WA102
- Predicho o -
. Na+/H+ antiporter AODALZAKRVY  AQALZAKRVS_ANAVA  NIES23 44520 712 Procariota N .
Proteica Homologado No Trichormus variabilis NIES-23
Na+/H+-exchanging Predicho o )
. N ADALZAKMQ4  AQALZAKMQ4 ANAVA NIES23 30330 Procariota N "
Proteica protein Homologado No Trichormus variabilis NIES-23
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Figura 11: Segmento de un cuadro de secuencias alineadas para el género Arthrospira
generado con las indicaciones de la seccién 2.1

1 =tr | KIWGTE | K1WGT6 _ARTPT Sodium/hydrogen_exchanger OS5 Arthrospira_platensis C1 QX 459495
255 --—- MLMWVITHSGIGAQVLADYLKVPAIVFLLIFGILVGNDILGLVHPNLLGDGLEVIWVSLSWALILFEGGLSLELRALGAWS!
2 =tr| ADAAY7UMZ | AOALY7UNM2 9CYAN Sodium_hydrogen_exchanger OS5 Arthrospira_sp. SRM16 0¥ _1¢
642 MDTSFEITMLMVITHSGIGAQVLADYLKVPAIVFLLIFGILVGNDILGLVHPNLLGDGLEVIVSLSVALILFEGGLSLELRALGA
3 »tr| DSA0GA| DSADGA_ARTPN_Putative_Ma+/H+_antiporter_0S_Arthrospira_platensis_(strain_MIES-39_/
642 MOTSFEITMLMVITHSGIGACVLADYLEVPAINVFLLVFGILVGNDILGLVHPNLLGDGLEVIVSLSVALILFEGGLSLELRALG)
4 >tr| B5VWQ2 | B5VYWQ2_LIMMA_Sodium/hydrogen_exchanger_O5_Arthrospira_maxima_C5-328_0X_513
642 MDTSFEITMLMVITISGIGAQVLADYLKVPAIVFLLIFGILVGMNDILGLVHPNLLGDGLEVIVSLSVALILFEGGLSLELRALGA
5 »tr| ADA328V5X0| ADA32BVSX0 3CYAN Sodium:proton_antiporter 05 Arthrospira_sp. 09.13F_OX_1982
642 MDTSFEITMLMVITISGIGAQVLADYLKVPAIVFLLIFGILVGNDILGLVHPNLLGDGLEVIVSLSVALILFEGGLSLELRALGA

1 =tr| D4ZP58 | D4ZP58_ARTPMN_Putative Ma+/H+ antiporter 05_Arthrospira_platensis_(strain_NIES-39 [

255 = mm e e MEQFLMLIPESPIVPFTILILVSLTIPPIFERLRLPGLVGLLFAGVVLGPNGMQVLSPDSEIMKLLSDIGH
2 =»tr| K1WQ56 | KIWQ56_ARTPT_Sodium/hydrogen_exchanger_0OS_Arthrospira_platensis_C1_0OX_459495_
255 - MECQFLMLIPESPIVPFTILILVSLTIPPIFERLRLPGLVGLLFAGVVLGPNGMOVLSPDSEIMKFLSDIGI
3 =tr| B5W087| B5WO087_LIMMA_Sodium/hydrogen_exchanger OS5 Arthrospira_maxima_C5-328 OX_5130¢
255 - MEQFLMLIPESPIVPFTILILVSLTIPPIFERLRELPGLVGLLFAGVVLGPNGMCQVLSPDSEIMKFLSDIGI
4 >tr| ADASQAHTNSG | ADASQAHTNS 9CYAN Sodium:proton_antiporter 05 Arthrospira_sp. PLM2.Bin9_0X_
255 = mm e e MEQFLMLIPESPIVPFTILILVSLTIPPIFERLRLPGLVGLLFAGVVLEPNGMQVLSADSEIMKLLSDIGH
5 »tr| ADA328V4EG | ADA328VAES_9CYAN_Sodium:proton_antiporter_OS_Arthrospira_sp._09.13F_0X_1982;
255 - MECQFLMLIPESPIVPFTILILVSLTIPPIFERLRLPGLVGLLFAGVVLGPNGMOVLSPDSEIMEKLLSDIGI

6 =tr| D4ZNN3 | D4ZNN3_ARTPN_Na+/H+ antiporter OS5 Arthrospira_platensis (strain NIES-39 / IAM M-
722 MGNLGYLINTDAGSLSMITLTTPLAQILSQPIQDPVAVFLIMGMMLIAPLVFERIKLPGIVGLILAGVIIGPHGIGLLARDNT

Figura 12: Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_8.

1 - Synechococcus elongatus PCC 6301
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Figura 13: Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_9.
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Figura 14: Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_11.

11 - Synechococcus sp. RCC307
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Figura 15: Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_13.

1 - Synechococcus elongatus PCC 6301
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Figura 16: Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_15.

9 - Synechococcus sp. PCC 7002

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
No No No No No No No No No No No No

10060 bands bands bands bands bands bands bands bands bands bands bands bands

DA ladder
2000
1500

1000

800

600

400

200

g

No. Bands (1)

66



Figura 17: Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_16.
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Figura 18 : Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_17.

9 - Synechococcus sp. PCC 7002
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Figura 19:

Figura 20:

Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_20.

9 - Synechococcus sp. PCC 7002
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Imagen de la PCR in silico del par de cebadores asociados a la secuencia
consenso Synechococcus_22.

1 - Synechococcus elongatus PCC 6301
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