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Introduccion

Diana Rocio Arango Lépez

Manglares

l

Son considerados como una de las cinco
estructuras biolégicas mas importantes vy

productivas en el mundo.

Son el habitat de miles de especies, tanto

procariotas como eucariotas. Alberga hongos,

bacterias y demas microorganismos que

contribuyen a la descomposicion de materia

organica.l



Bahia de Cispata, San Antero Cérdoba.

Mangrove

SAN ANTERO

SAN BERNARDO
DEL VIENTO

LA DOCTRINA



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

Antecedentes

Estudio de Microeucariotas en el manglar de Restinga da Marambaia,
Brasil.

Santos et al. evaluan la dinamica de la poblacién y los distintos filotipos
que predominan en sedimentos del manglar con y sin contaminacidén 2.

Analisis del potencial celulolitico de algunos eucariotas en dos
manglares de Brasil.

eucariotas, aislados de muestras de manglar de Rio de Janeiro y Bahia
Porto Seguro. En total se aislaron 296 microorganismos, 179 (60.5%) y
117 (39.5%) respectivamente, por lo cual relacionaron esta diferencia
con el estado de conservacion del manglar® .

Analisis de las zonas intermedias de las fuentes acuiferas de
Peru y Canterbury

Pachiadaki, en el 2016, analizd la actividad fungica y procariota de
la biosfera subsuperficial marina, en Peru y en la cuenca de
Canterbury, deducidas de analisis basados en ARN y microscopia®




Objetivo General.

Contribuir al conocimiento de la diversidad

eucariota del ecosistema del manglar de la bahia

de Cispata, San Antero, Cordoba, Colombia.

https://www.educandose.com/protozoo



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

Objetivos especificos

Determinar la diversidad microbiana eucariota asociada a
sedimentos del ecosistema de manglar de la Bahia de Cispata,

mediante analisis metagenomico, en cinco zonas de diferente

uso: Cafno Salado, Cafo Dago, Cafo Navio, Cafio Muerto,

Desembocadura rio Sinu-BrazoTinajones.

Determinar la diversidad microbiana eucariota asociada a
aguas del ecosistema de manglar de la Bahia de Cispata en

cinco zonas de diferente uso, mediante analisis metagenomico.




METODOLOGIA
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Tomado de Abril Flérez A.L, Alfonso Moyano L.D, Arango Lépez D.R, Bermudez Macias M.Y, Estudio metagenémico de la diversidad procariota del ecosistema de

manglar de la bahia de Cispata, San Antero, Cérdoba, Colombia. UCMC; 2018



: MUESTRA AGUA MUESTRA SUELO
CANO SALADO 1L, a 30 cm de distancia 1200 gr, por el método de
PLATAFORMA de la plataforma de profundidad a 15, 30 y 60 cm

desovamiento. de la plataforma de
desovamiento.
CANO NAVIO 1L, a80cmdedistancia 1200 gr, por el método de
de la orilla. profundidad a 15, 30 y 60 cm
a 87 cm de distancia de la
orilla.
CANO DAGO 1L,a60cmdela 2 tubos falcon de 30 gr de
PLATAFORMA plataforma de fango y 1200 gr de
desovamiento. sedimento por el método de
profundidad
a 1530y 60 cm.
CANO MUERTO 1L, a400cmde 1200 gr, por el método de
distancia de la orilla. profundidad a 15, 30 y 60 cm
a
75 cm de distancia de la
orilla.
DESEMBOCADURA 1L,a400cmde 1200 gr, por el método de
RIiO SINU distancia de la orilla. profundidad a 15, 30 y 60

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



Kit comercial Electroforesis

ZymoBIOMICS™ DNA
Miniprep Kit l
(ZymoResearch,USA)
Gel de agarosa al 1.5%,
tefiido con GelGreen®
Nucleic Acid Gel Stain y
corrido en buffer TAE 1X

Termociclador Labnet
“Multigene Optimax”
18S, ITS-1 ITS-4

Muestra Filtracion por Extraccion
de agua membrana de ADN
Librerias de la region 18S
del gen ARNr con
cebadores universales

Analisis
fisico-quimico
y
de metales Cuantificacion s o Metagenomica

pesados l
Nanodrop (Thermo Scientific) Analisis bioinformatico

(Dada2 y QIIME)

Secuenciacion de
préxima generacion
lllumina MiSeq




Electroforesis

Kit comercial
ZymoBIOMICS™ DNA

Miniprep Kit
(ZymoResearch,USA)

l

Gel de agarosa al 1.5%,
tefiido con GelGreen®

Nucleic Acid Gel Stain y

corrido en buffer TAE 1X

Termociclador Labnet
PCR e o “Multigene Optimax” 18S,
ITS-11TS-4

Muestra Extraccion
de suelo de ADN
Librerias de la region 18S
del gen ARNr con
cebadores universales

Analisis
fisico-quimico

Cuantificacion peemmms 2 Metagendmica Secuenciacion de proxima
l generacion lllumina MiSeq

Nanodrop (Thermo Scientific) Analisis bioinformatico
(Dada2 y QIIME)



Extraccion de ADN

5 muestras de agua
5 muestras de suelo

Rendimientos e
integridad
superiores con la
tecnologia
Zymo-Spin

Lisis libre de
sesgo utilizando
tubos de lisis de

perlas de ZR

Filtrar lisado

ZYMO RESEARCH

The Beauty of Science is to Make Things Simple* v .-~

Elimina inhibidor de PCR
como el acido humico /
fulvico y la melanina




Calculos
Master Mix

ITS usados

PRIMER DIRECCION

Calculos para la Master Mix (PCR con 0.6 uL de ADN)

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen Volumen
inicial final total para1 total para 13
muestra muestras

GoTag® Green 2X 1X 7.5uL 97 5 pL
Master Mix
PROMEGA
CORPORATION.

Primer ITS 1 10 uM

Primer ITS 4 10 uM
H,0 —
ADN -—

VOLUMEN FINAL

Fuente: Autores

SITIO DE UNION
DEL OPERON DE
ARNr

SECUENCIA (5’ - 3")

ITS-1 Sentido CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Subunidad

pequefia

ITS-4 Antisentido

TCCTCCGCTTATTGATATGC Subunidad grande

Op De Beeck, Michiel et al. “Comparison and validation of some ITS primer pairs useful for fungal metabarcoding studies.” PloS one vol. 9,6 €97629. 16 Jun. 2014



Condicioes para la PCR

I D>TT s
Alineaciéon de primers

3
Primer
Primer
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Extension

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


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

Secuenciacion lllumina

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2. ATTACH DNA TO SURFACE

Se agrega el DNA a la
Se fragmenta el DNA ! placa

Se reparan los \ Se hibrida

extremos \ aleatoriamente con los
~ f adaptadores que estan

Se agregan los (1 \/ - en la placa

adaptadores | et VY

Randomly fragment genomic DNA

and ligste adapters to both ends of the Bind single-stranded fragments randomly to
fragments. the inside surface of the flow cell channels.




4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE
STRANDED

3. BRIDGE AMPLIFICATION

Se agregan NTPs sin marcar y
DNA polimerasa.

Comienza la amplificacién en
puente

The enzyme incorporates nudeotides to
Add unisbeled nudeotides and enzyme to bulld double-stranded bridges on the solid-
initiate solid-phase bridge amplification. phase substrate.




5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED
MOLECULES

Denaturation leaves single-stranded
templates anchored to the substrate.

6. COMPLETE AMPLIFICATION

ik !

‘x o

Several millon dense dusters of double-
stranded DNA are generated in each channel
of the flow cell.

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

Se han generado millones de
Clusters en la placa.




Figure 8: Determine First Base

The first saquancing cycle begins by adding four labeled reversible
terminators, pamers, and DNA polymerass.

Se agregan los
dNTPs, cada uno
posee un
fluoréforo de color
particular:

G - Amairillo.

C —Azul

A - Rojo

T - Verde

Figure 9: Image First Base

After lasar excitation, the emitted fluorescence from each cluster s captured
and the first base is identified

Se excita con un laser y se captura
una imagen.

La imagen capturada en una
posicion especifica corresponde al
primer nucleotido




Figure 12: Sequencing Over Multiple Chemistry Cycles

@
Laser
G

~—» GCTGA...

The saquencing cycles are repeated to determine the sequence of basas in
a fragment, one base at a time

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

OO

ZYMO RESEARCH

The Beauty of Science is to Make Things Simple

Irvine, California, Estados Unidos

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



Analisis Bioinformatico

Filtrar y recortar

Dereplica

Aprende las tasas de error
Infiere la composicién de

muestra

Combina lecturas
emparejadas

Hace tabla de secuencia
Elimina quimeras



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

Realiza un control de calidad sobre
las lecturas de secuenciacion de
entrada

Agrupa las secuencias de nucleotidos
del gen marcador a un nivel
filogenético solicitado
Taxondmicamente los anota
buscando secuencias similares en
una base de datos de referencia

Voting patterns

Otras herramientas...
Calculos de rarefaccién , diversidad alfa y diversidad beta ,
visualizaciones como analisis de coordenadas principales.

Coordinate 2



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
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Angie Lorena Abril Florez



ANALISIS FiSICO QUIMICO DE LAS MUESTRAS DE AGUA

Desembocadura
rio
Sinu-Tinajones
(A9)

RO B A BN N

ANALISIS FiSICO QUIMICO DE LAS MUESTRAS DE SEDIMENTO

Muestra Desembocadura rio
Sinu-Tinajones
(S9)

Temperatura




Electroforesis productos de PCR

Al A2 A3 A4 A9 MPM S2 S4 S6 9 CP CP CN

Electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%, teinido

con GelGreen® Nucleic [— “ -- o =

Acid Gel Stain y corrido en
buffer TAE 1X.

Voltaje 110V,
Tiempo 30 minutos.

NG SYey

¢

S: Muestra de sedimento.
S2: Cano Dago, S4: Cafio Salado, S6:
Cano Muerto, S9: Fondo

Muestra de agua.

A1:Cano Salado, A2: Cafio Dago, A3:
Cano Navio, A4: Cano Muerto, A9:
Desembocadura rio Sinu-BrazoTinajones. Desembocadura rio Sinu-Tinajones,
CP: Control positivo (Paecilomyces y
Mucor), CN: Control negativo (H20

destilada).

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




Cuantificacion de ADN

A1:Cafo Salado

A2: Cano Dago

A3: Cafo Navio

A4: Cano Muerto

A9: Desembocadura rio
Sinu-BrazoTinajones

S2: Cano Dago

S4: Cano Salado

S6: Cano Muerto

S9: Fondo Desembocadura
rio Sinu-Tinajones




Secuencias
crudas

Secuencias
recortadas

Analisis
DADA2

Secuencias
quiméricas

Secuencias
libres de
secuencias
quiméricas

Secuencias
después de
la filtracion
de tamario

Secuencias
unicas

110688

110114

53853

53240

51766

89866

89388

43954

43704

43006

122134

121442

59910

59822

58961

139102

138376

67585

67415

66051

135524

134834

66233

65610

64283

256362

255016

125489

124867

122360

163138

162178

78460

75486

70236

155338

154508

74459

71270

68050

130374

129672

61109

56698

54169

1302526

1295528

631052

618112

598882




Grafica, mapa de calor y tabla de
composicién a nivel de filo

I CispataWater
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A1:Cafo Salado

A2: Cafo Dago

A3: Cano Navio

A4: Cano Muerto

A9: Desembocadura rio
Sinu-BrazoTinajones
S2: Cano Dago

S4: Cafo Salado

S6: Cano Muerto

S9: Fondo Desembocadura
rio Sinu-Tinajones

|

Grafica y tabla de composicién a

nivel de género
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Total | A1 A2 A3 A4 A9 S2 S4 S6 S9
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
Legend Taxonomy /0 /0 /D A) A’ /0 /0 /0 /0 A)
Unassigned, Other 73.2% | 81.1% | 73.9% | 34.1% | 65.5% | 65.8% | 80.1% | 89.4% | 81.3% | 87.5%
Trebouxiophyceae 57% | 57% | 9.7% | 20.9% | 0.7% | 13.9% | 0.0% | 0.0% | 0.4% | 0.5%
Chlorophyta 45% | 3.5% | 5.4% 1.6% | 8.7% | 0.0% | 0.0% | 04% | 0.2%
Populus 11% | 0.0% | 0.0% | 0.0% [ 0.0% | 0.0% | 0.0% | 3.0% [ 3.9% | 2.9%
Chaetoceros 1.3% | 2.9% | 2.2% | 03% | 0.7% - 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%
Cyclotella 09% | 04% | 03% | 3.3% | 3.1% | 06% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%
Scuticociliatiar 0.9% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 55% | 03% | 1.0% [ 1.0%
Actiniaria 1.0% | 0.0% | 0.0% 04% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%
Porpolomopsis 0.8% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 54% | 0.4% | 03% | 0.7%
Copepoda 0.7% | 0.0% | 0.0% | 0.1% 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%




B CispataWater CispataSoil

Mapa de calor a
nivel de género

seq2:unidentified_family

seq9:D 7 Scuticociliatiha €———
seq12:0_T0_ Porpolomopsis <———
seq21:unidentified_family
seq29:unidentified_family
seq28:unidentified_family
seq35:unidentified”_family
seql6:unidentified_family
seq24:unidentified_family
seq8:unidentified_family
seql4:D_12_ Populus trichocarpa (black cottonwood)
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seq18:D_8  Actiniaria
seq4l:unidentified_family
seq53:0_10__Mysella charcoti
seq34:D”8_"Cyclotella choctawhatcheeana «———
seq49:D_8__uncultured Minutocellus




Trebouxiophyceae

Chloroplast phylogenomic analysis resolves deep-
level relationships within the green algal class
Trebouxiophyceae

Claude Lemieux, Christian Otis, and Monique Turmel

Biocombustibles
Secuestro biolégico de CO2

Tratamiento de aguas residuales

Como aditivo alimentario y para
acuicultura

Alamos y Sauces del Estado
de Aguascalientes




A Comparison of Morphological and Molecular-
Based Surveys to Estimate the Species Richness
of Chaetoceros and Thalassiosira (Bacillariophyta),
in the Bay of Fundy

Sarah E. Hamsher, Murielle M. LeGresley, [...], and Gary W. Saunders

Production of Biodiesel from Lipid of Phytoplankton
Chaetoceros calcitrans through Ultrasonic Method

Raymond Kwangdinata, Indah Raya, and Muhammad Zakir

Lipido: 16.4% en peso
seco de biomasa

Cyclotella

Screening of Diatom Strains and Characterization
of Cyclotella cryptica as A Potential Fucoxanthin
Producer

Binghing Guo, Bin Liu, [...], and Feng Chen

Carotenoide especifico no provitaminico A

Previene la obesidad y la diabetes.
Anticancerigeno, antialérgico , antiinflamatorio,
antioxidante, y actividades anti osteoporéticas.



Alpha Diversity Rarefraction Plot Beta Diversity PCoA Plot (PC1 vs PC2)
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ANALISIS DE METALES PESADOS AGUAS

Metal Unidad Cano Salado Cano Dago | Cafo Navio | Cafio muerto

Cadmio mg/L Cd <0,002 =0,002 <0,002 <0,002

Cromo mg/L Cr <0,020 <0,020 <0,020 <0,020

Mercurio mg/L Hg =0,001 <0,001 <0,001 =0,001

Plomo mg/L Pb <0,01 <0.01 <0,01 <0.01

Zinc mg/L Zn <0.050 <0.050 <0.050 <0.050 -
Absorcion de

. , - radiacion de una
Espectroscopia de absorcion atomica :
longitud de onda

determinada

transicion en los FUENTE DE -

. RADIACION SISTEMA DE
analizado. OQUEMADOR MONOCROMADOR AMPLIFICADOR  LECTURA Interpretar

MNEBULIZADOR

Efectuar una EI @ @

atomos del elemento

. Transforma las sefiales
Temperatura (combustion) Separe la de intensidad de

y asi se favorezca la formacion radiacion de radiacién
de atomos a partir de I9§ longitud Qe ’ electromagnética, en
componentes en solucion. onda de interés sefiales eléctricas




Conclusiones

El estudio metagendmico de las muestras de sedimento de la bahia de Cispata, San Antero,

Cdrdoba, mostré 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 habitat de muchas especies de
algas, diatomeas, protistas, tales como los pertenecientes al grupo Archaeplastida ,SAR y

Opisthokonta, los mas relevantes dentro de este estudio.




Se logré comparar por analisis estadistico 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
intervencion antropogénica ha sido ampliamente afectada en su diversidad, disponibilidad

de nutrientes, entre otros.

Es importante resaltar el alto numero de OTU sin identificar, esto debido a la poca
investigacion, tanto de microbiologia clasica como de biologia molecular, de eucariontes en

manglares, por lo tanto, la informacion en las bases de datos es insuficiente y dificulta la

determinacion taxondmica de las mismas.




Limitaciones y perspectivas

Limitaciones

No identificacion de OTUs
encontradas en mayor proporcion,
es pertinente generar nuevas
busquedas en bases de datos
alternas como ENA (European
Nucleotide Archive), o bases de
datos especificas
metagenomas como
Metagenomic Rapid Annotations
(MG-RAST) o Taxonomer.

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

Perspectivas

Posterior al registro de |los
metagenomas en las respectiva bases
de datos se espera poder ahondar en
analisis de metales en los
microorganismos eucariotas, ademas
de la aplicacion de estos en temas
relacionados con la bioprospeccion.
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