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Manglares

Son considerados como una de las cinco 

estructuras biológicas más importantes y 

productivas en el mundo.

Son el hábitat de miles de especies, tanto 

procariotas como eucariotas. Alberga hongos, 

bacterias y demás microorganismos que 

contribuyen a la descomposición de materia 

orgánica.1
Diana Rocío Arango López

Introducción



Bahía de Cispatá, San Antero Córdoba.

Imagen tomada de:https://www.apple.com/la/newsroom/2019/04/conserving-mangroves-a-lifeline-for-the-world/

https://www.apple.com/la/newsroom/2019/04/conserving-mangroves-a-lifeline-for-the-world/


Antecedentes

Fuente: Autores



Objetivo General.

Contribuir al conocimiento de la diversidad 

eucariota del ecosistema del manglar de la bahía 

de Cispatá, San Antero, Córdoba, Colombia.

imagen tomada de:https://www.educandose.com/protozoos/

https://www.educandose.com/protozoos/


Objetivos específicos

Determinar la diversidad microbiana eucariota asociada a 

sedimentos del ecosistema de manglar de la Bahía de Cispatá, 

mediante análisis metagenómico, en cinco zonas de diferente 

uso: Caño Salado, Caño Dago, Caño Navío, Caño Muerto, 

Desembocadura río Sinú-BrazoTinajones.

Determinar la diversidad microbiana eucariota asociada a 

aguas del ecosistema de manglar de la Bahía de Cispatá en 

cinco zonas de diferente uso, mediante análisis metagenómico.



METODOLOGÍA

Tomado de Abril Flórez A.L, Alfonso Moyano L.D, Arango López D.R, Bermúdez Macías M.Y, Estudio metagenómico de la diversidad procariota del ecosistema de 

manglar de la bahía de Cispatá, San Antero, Córdoba, Colombia. UCMC; 2018



Las mediciones de pH y temperatura se realizaron in situ en cada una de las zonas 
muestreadas.

Fuente: Autores



Muestra 
de agua 

Filtración por 
membrana

Extracción 
de ADN 

Kit comercial 
ZymoBIOMICS™ DNA 

Miniprep Kit 
(ZymoResearch,USA)

PCR

Cuantificación

Termociclador Labnet 
‘’Multigene Optimax’’ 

18S, ITS-1 ITS-4

Electroforesis

Gel de agarosa al 1.5%, 
teñido con GelGreen® 

Nucleic Acid Gel Stain y 
corrido en buffer TAE 1X

Nanodrop (Thermo Scientific)

Metagenómica

Librerías de la región 18S 
del gen ARNr con 

cebadores universales

Secuenciación de 
próxima generación 

Illumina MiSeq

Análisis bioinformático 
(Dada2 y QIIME)

Fuente: Autores

Analisis 
fisico-quimico 

y
de metales 

pesados



Muestra 
de suelo 

Extracción 
de ADN 

Kit comercial 
ZymoBIOMICS™ DNA 

Miniprep Kit 
(ZymoResearch,USA)

PCR

Cuantificación

Termociclador Labnet 
‘’Multigene Optimax’’ 18S, 

ITS-1 ITS-4

Electroforesis

Gel de agarosa al 1.5%, 
teñido con GelGreen® 

Nucleic Acid Gel Stain y 
corrido en buffer TAE 1X

Nanodrop (Thermo Scientific)

Metagenómica

Librerías de la región 18S 
del gen ARNr con 

cebadores universales

Secuenciación de próxima 
generación Illumina MiSeq

Análisis bioinformático 
(Dada2 y QIIME)

Fuente: Autores

Analisis 
fisico-quimico



Extracción de ADN 

Lisis libre de 
sesgo utilizando 
tubos de lisis de 

perlas de ZR

Filtrar lisado

Rendimientos e 
integridad 

superiores con la 
tecnología 
Zymo-Spin

Elimina inhibidor de PCR 
como el ácido húmico / 

fúlvico y la melanina

5 muestras de agua
5 muestras de suelo



Cálculos 
Master Mix

Fuente: Autores

ITS usados

Op De Beeck, Michiel et al. “Comparison and validation of some ITS primer pairs useful for fungal metabarcoding studies.” PloS one vol. 9,6 e97629. 16 Jun. 2014



Condiciones para la PCR

Tomado de:https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1473&sectionid=102743999

https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1473&sectionid=102743999


Secuenciación Illumina

Se fragmenta el DNA

Se reparan los 
extremos

Se agregan los 
adaptadores

Se agrega el DNA a la 
placa

Se hibrida 
aleatoriamente con los 
adaptadores que están 
en la placa



Se agregan NTPs sin marcar y 
DNA polimerasa.

Comienza la amplificación en 
puente



Se denatura el DNA y se vuelve 
a realizar la amplificación 
puente.

Se han generado millones de 
Clusters en la placa.



Se agregan los 
dNTPs, cada uno 
posee un 
fluoróforo de color 
particular:
G - Amarillo.
C – Azul
A – Rojo
T - Verde

Se excita con un láser y se captura 
una imagen.
La imagen capturada en una 
posición específica corresponde al 
primer nucleótido



Los ciclos de secuenciación se 
repiten hasta determinar la 
secuencia del templado, una 
base a la vez.

Irvine, California, Estados Unidos

http://www.biosystems.com.ar/images/cabeceras/ficha_productos_5.jpg?v1



Análisis Bioinformático

1. Filtrar y recortar
2. Dereplica
3. Aprende las tasas de error
4. Infiere la  composición de 

muestra
5. Combina lecturas 

emparejadas 
6. Hace  tabla de secuencia
7. Elimina quimeras

Tomado de: https://github.com/benjjneb/dada2/issues/352

https://github.com/benjjneb/dada2/issues/352


● Realiza un control de calidad sobre 
las lecturas de secuenciación de 
entrada

● Agrupa las secuencias de nucleótidos 
del gen marcador a un nivel 
filogenético solicitado

● Taxonómicamente los anota 
buscando secuencias similares en 
una base de datos de referencia

Otras herramientas…
Cálculos de rarefacción , diversidad alfa y diversidad beta , 
visualizaciones como análisis de coordenadas principales.

Tomado de : https://en.wikipedia.org/wiki/Multidimensional_scaling

Tomado de 
:https://www.milanuncios.com/software/instalacion-y-configuracion-de-qiime-2-241561118.htm

https://en.wikipedia.org/wiki/Genetic_cluster
https://en.wikipedia.org/wiki/Phylogenetic
https://en.wikipedia.org/wiki/Taxonomically
https://en.wikipedia.org/wiki/Rarefaction
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha_diversity
https://en.wikipedia.org/wiki/Beta_diversity
https://en.wikipedia.org/wiki/Multidimensional_scaling
https://en.wikipedia.org/wiki/Multidimensional_scaling
https://www.milanuncios.com/software/instalacion-y-configuracion-de-qiime-2-241561118.htm


Resultados y discusión

Angie Lorena Abril Florez





Electroforesis en gel de 
agarosa al 1.5%, teñido 
con GelGreen® Nucleic 

Acid Gel Stain y corrido en 
buffer TAE 1X. 

Electroforesis productos de PCR

Muestra de agua. 
A1:Caño Salado, A2: Caño Dago, A3: 
Caño Navío, A4: Caño Muerto, A9: 
Desembocadura río Sinú-BrazoTinajones.

MPM: Marcador de peso molecular (100 
bp DNA Step Ladder)

S: Muestra de sedimento. 
S2: Caño Dago, S4: Caño Salado, S6: 
Caño Muerto, S9: Fondo 
Desembocadura río Sinú-Tinajones, 
CP: Control positivo (Paecilomyces y 
Mucor), CN: Control negativo (H2O 
destilada). 

Voltaje 110V, 
Tiempo 30 minutos.



Cuantificación de ADN
Muestra Concentración ng/µl 260/280 260/230
S2 36 1,51 0,81
S4 46,1 4,28 1,03
S6 19,2 1,6 1,36
S9 32,5 1,43 1,15
A1 103,7 1,44 0,66
A2 65,1 1,45 0,72
A3 98,6 1,55 1,01
A4 56,7 1,59 0,58
A9 118,9 1,5 0,58

Abril Flórez A.L, Alfonso Moyano L.D, Arango López D.R, Bermúdez Macías M.Y, Estudio metagenómico de la diversidad procariota del ecosistema de manglar de la bahía de 

Cispatá, San Antero, Córdoba, Colombia. UCMC; 201869. (trabajo realizado en conjunto con este proyecto)

A1:Caño Salado
A2: Caño Dago
A3: Caño Navío 
A4: Caño Muerto
A9: Desembocadura río 
Sinú-BrazoTinajones

S2: Caño Dago
S4: Caño Salado
S6: Caño Muerto
S9: Fondo Desembocadura 
río Sinú-Tinajones





Gráfica, mapa de calor y tabla de 
composición a nivel de filo



Gráfica y tabla de composición a 
nivel de género

A1:Caño Salado
A2: Caño Dago
A3: Caño Navío 
A4: Caño Muerto
A9: Desembocadura río 
Sinú-BrazoTinajones
S2: Caño Dago
S4: Caño Salado
S6: Caño Muerto
S9: Fondo Desembocadura 
río Sinú-Tinajones



Mapa de calor a 
nivel de género



Trebouxiophyceae

Biocombustibles

Secuestro biológico de CO2 

Tratamiento de aguas residuales

Como aditivo alimentario y para 
acuicultura

Populus

5.7 %

1.1 %

Madera

https://www.taxateca.com/images/dominioeukaryota/Reinoplantae/filochlorophyta/clasetrebouxiophyceae/Oocystis2.jpg

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7d/
Populus_trichocarpa_05897.JPG



Chaetoceros

1.3 %

Lípido: 16.4% en peso 
seco de biomasa

Cyclotella

0.9 %

Carotenoide específico no provitamínico A

Previene la obesidad y la diabetes. 
Anticancerígeno, antialérgico , antiinflamatorio, 
antioxidante, y actividades anti osteoporóticas.

http://oceandatacenter.ucsc.edu/PhytoGallery/images_AM/diatom/chaeto_sized.jpg

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/05/Cyclotellameneghiniana.jpg/290px-Cyclotellameneghiniana.jpg



OTU:
S6: 589
S4: 582
S9: 546

S6: Caño Muerto
S4: Caño Salado
S9: Fondo 
Desembocadura río 
Sinú-Tinajones

A1:Caño Salado
A2: Caño Dago
A3: Caño Navío 
A4: Caño Muerto
A9: Desembocadura 
río 
Sinú-BrazoTinajones

S2: Caño Dago
S4: Caño Salado
S6: Caño Muerto
S9: Fondo 
Desembocadura río 
Sinú-Tinajones



Espectroscopia de absorción atómica

Absorción de 
radiación de una
longitud de onda 
determinada

Efectuar una 
transición en los 
átomos del elemento 
analizado.

Temperatura (combustión)
y así se favorezca la formación 
de átomos a partir de los 
componentes en solución.

Separe la 
radiación de 
longitud de 
onda de interés

Transforma las señales 
de intensidad de 
radiación 
electromagnética, en 
señales eléctricas

Interpretar

0.001 
mg/L
0.025 
mg/L

0.05 
mg/L



Conclusiones

● El estudio metagenómico de las muestras de sedimento de la bahía de Cispatá, San Antero, 
Córdoba, mostró una alta diversidad eucariota, con la presencia de los supergrupos como 
Archaeplastida, SAR y Opisthokonta, donde la mayor abundancia fue la de Archaeplastida, 
que incluye las plantas superiores y las algas verdes y pardas.

● Se pudo observar diferentes filos, géneros y especies en las muestras de agua, esto 
evidenciando que a pesar de las condiciones salobres y cambios en el pH que presentan las 
cinco fuentes de agua analizadas, pueden convertirse en el hábitat de muchas especies de 
algas, diatomeas, protistas, tales como los pertenecientes al grupo Archaeplastida ,SAR y 
Opisthokonta, los más relevantes dentro de este estudio.



● Se logró comparar por análisis estadístico la diversidad microbiana de las cinco zonas de 
manglar,  los resultados obtenidos en las diferentes zonas estudiadas demuestra que los 
sedimentos presentan una mayor diversidad que las aguas, y que la zona con mayor 
intervención antropogénica ha sido ampliamente afectada en su diversidad, disponibilidad 
de nutrientes, entre otros.

● Es importante resaltar el alto número de OTU sin identificar, esto debido a la poca 
investigación, tanto de microbiología clásica como de biología molecular, de eucariontes en 
manglares, por lo tanto, la información en las bases de datos es insuficiente y dificulta la 
determinación taxonómica de las mismas.



Limitaciones y perspectivas

Perspectivas

Posterior al registro de los 
metagenomas en las respectiva bases 
de datos se espera poder ahondar en 
análisis de metales en los 
microorganismos eucariotas, además 
de la aplicación de estos en temas 
relacionados con la bioprospección.

Limitaciones

No identificación de OTUs 
encontradas en mayor proporción, 
es pertinente generar nuevas 
búsquedas en bases de datos 
alternas como ENA (European 
Nucleotide Archive), o bases de 
datos específicas para 
metagenomas como la 
Metagenomic Rapid Annotations 
(MG-RAST) o Taxonomer. 

También influye en los resultados 
la poca información existente sobre 
los organismos del ecosistema 



Participaciones

Semana de Internacionalización

Jornada de Investigación Formativa 
del Programa - Grupos de 

Investigación
Mayo de 2019
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