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GLOSARIO 

 

ADN complementario (ADNc) 
 
Molécula de DNA, copiada de un RNA mensajero por medio de la transcripción 

inversa, debido a esto carece de los intrones presentes en el DNA genómico. La 

secuencia del ADN complementario permite que el orden de aminoácidos de una 

proteína sea deducido; La expresión del ADNc en una célula recombinante puede ser 

utilizada para producir grandes cantidades de esta proteína in vitro. 

 

ARN ribosómico (ARNr) 
 
Moléculas de ARN que forman parte estructural y funcional del ribosoma. 

 
ADN polimerasa I 
 
Enzima que elimina el cebador del ARN al principio de cada fragmento y rellena con 

los dNTPs apropiados. 

 

Banco de secuencias  

Base de datos que contiene una o más secuencias de ADN, ARN o proteínas. Varios 

de estos bancos son públicos y pueden ser consultados en Internet. 

 

Cebador – Partidor (primers) 

Es un oligonucleótido que contiene un grupo extremo 3' libre que es complementario 

con una cadena de ADN y funciona como punto de inicio para la adicción de 

nucleótidos para copiar la cadena de molde en el PCR. 

 

Desnaturalización 

Es el rompimiento de enlaces no covalentes que afectan en el desplegamiento de la 

cadena polipeptídica, en ácidos nucleicos, se refiere al rompimiento de enlace de 

hidrógeno entre bases, lo que provoca las dobles cadenas se separan en moléculas de 

cadena sencilla. El calentamiento o la exposición a ciertos productos químicos 

producen la desnaturalización, normalmente esto lleva a la perdida de la función 

biológica. 

 



 

 

 

 

Mapa de restricción 

Técnica que permite encontrar la secuencia de genes dentro de una molécula de ADN, 

la molécula de ADN se fragmenta con enzimas de restricción, cada fragmento es 

secuenciado, después de la molécula completa es fragmentada con otras enzimas de 

restricción y secuencia repetida, las secuencias obtenidas en ambos casos se comparan 

entre sí, de tal manera que la secuencia total de genes puede ser determinada. 

 
Molde 
 

Secuencia de ADN que sirve como guía para la síntesis de moléculas de ADNc o ARN, 

durante la replicación o la transcripción. 

 

Endonucleasa 

Una enzima que rompe los ácidos nucleicos en determinados sitios internos de enlace 

y produce fragmentos de ácido nucleico de distinta longitud. 

 

Enzima de restricción 

Una enzima que fragmenta el ADN en sitios muy específicos, estas enzimas que 

dividen la doble cadena del ADN en fragmentos en determinados sitios en el interior 

de la molécula. 

 

Expresión genética  

Proceso por el cual la información codificada en los genes se convertirá en un fenotipo 

convertido. 

 

Sitio de Restricción 

Lugar-especifico (endonucleasas de restricción) haciendo cortes en la doble banda del 

ADN. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
ABREVIATURAS 

 

16S   subunidad menor (30S) 

18S    Subunidad menor del operón ribosomal 

28S   subunidad grande 

ADN    Ácido desoxirribonucleico 
 

ARNr    ADN ribosomal 

ITS    Región espaciadora interna 

ITS-1   Región espaciadora interna 1 localizado entre 18S y 5.8S ADNr 

ITS-2   Región espaciadora interna 2 localizado entre 5.8S y 26S ADNr 

pb    par de bases 

PCR    Reacción en cadena de la polimerasa 

rbcL    Subunidad mayor del gen de la ribulosa bifosfato carboxilasa 

tuf A   factor de alargamiento del plástido 

atpB   ATP sintasa subunidad beta 
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RESUMEN 
 
 
En el Litoral de la Península de Santa Elena se aisló y cultivó una cepa de microalga 

(PM-013) que forma parte del Proyecto INCYT-PNF-2017M3112, identificada por 

taxonomía convencional como Tetraselmis. En la mayoría de microalgas el gen ARNr 

18S es utilizado como marcador en la identificación molecular. En este trabajo se 

utilizó el gen marcador ARNr 18S para la identificación de la cepa (PM-013), el mismo 

inició con la amplificación y obtención del mapa de restricción in silico mediante 

herramientas bioinformáticas PRIMER-BLAST in silico y NEBcutter v2.0. Mientras 

que en la parte experimental se realizó la extracción del ADN total aplicando el 

Protocolo TENS, y para la amplificación en cadena de la polimerasa (PCR) se 

utilizaron cebadores específicos diseñados en el programa Geneious Prime® 2019. 

v1.3. El producto de PCR fue digerido con enzimas de restricción. La extracción del 

ADN alcanzó una concentración de 4344,8 ng/µL y una pureza de 2,05 A260/A280. Los 

cebadores PM 004 y TH 101 entregaron un producto de PCR de 1237 pb, el mismo que 

fue digerido por las enzimas BstU1, Msp1 y Rsa1 obteniéndose el mapa de restricción 

experimental. El tamaño de los fragmentos fue corroborado al comparar los mapas de 

restricción in silico y experimental. Los estudios moleculares aplicados indican que la 

cepa PM-013 es efectivamente Tetraselmis sp. 

 

 

Palabras clave: Chlorophyta, mapa de restricción, gen ARNr 18S, enzimas de 

restricción. 
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ABSTRACT 
 
 
On the Santa Elena Peninsula coast, was isolated and cultivated a strain of microalgae 

(PM-013) which is part of the Project INCYT-PNF-2017M3112, identified by 

conventional taxonomy such as Tetraselmis. In most microalgae the ARNr 18S gene is 

used as a marker in molecular identification. In this work we used the marker gene 

ARNr 18S to identify the strain (PM-013), it started with the amplification and 

obtaining of the in silico restriction map using bioinformatics tools PRIMER-BLAST 

in silico y NEBcutter v2.0. While the experimental part carried out the extraction of 

total DNA using the TENS Protocol, and for polymerase chain amplification (PCR) 

specific primers designed in the Geneious Prime® 2019. v1.3. program was used. The 

PCR product was digested with restriction enzymes. DNA extraction reached a 

concentration of 4344,8 ng/µL and a purity of 2,05 A260/A280. The PM 004 and TH 101 

primers delivered a 1237 bp PCR product, the same that was digested by the enzymes 

BstU1, Msp1 and Rsa1 obtaining the experimental restriction map. The size of the 

fragments was corroborated by comparing the in silico and experimental constraint 

maps. The molecular studies applied indicate that strain (PM-013) is effectively 

Tetraselmis sp. 

 

 

Keywords: Chlorophyta, restriction map, 18S rRNA gene, restriction enzymes. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 

La microalga verde Tetraselmis, es un género muy complejo, comúnmente se la 

reconoce por ser una célula redondeada con 4 flagelos (Arora, 2016). Exhibiendo una 

pared celular bastante gruesa de naturaleza orgánica (Cáceres, 2009) y, por lo general, 

presentan célula elíptica o casi esférica (Guiry & Guiry, 2018) rodeada por una teca, 

que está compuesta por la unión de varias escamas pequeñas cuadradas producidas en 

el aparato de Golgi (Lee, 2008), su locomoción es sentido antihorario y en línea recta 

(Leliaert, y otros, 2012). Los cloroplastos se encuentran rodeados ante una doble 

envoltura membranosa y su interior se acentúan los tilacoides agrupados en las lamelas, 

sus pigmentos fotosintéticos son la clorofila a y b, consta de una pigmentación como 

carotenos y xantofilas, implicados en mecanismos de fotoprotección (Peréz, 2014). En 

su ambiente natural pueden encontrarse en forma solitaria y coloniales, pueden 

aparecer en forma de quiste, según sean los entornos medioambientales. 

 

La descripción morfológica y su taxonomía fue primero estudiada por F. Stein en 1878 

(Guiry & Guiry, 2018), incluyéndola dentro del Phylum Prasinophytas, y 

posteriormente por datos moleculares concluyen que pertenece al Phylum de las 

Chlorophytas (Arora, 2016), que incluye a la clase Chlorodendrophyceae divergentes 

tempranas. Las Chlorophytas constituyen del linaje verde, y son consideradas el 

ancestro en común las algas verdes y las plantas superiores, relacionando un parentesco 
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histórico evolutivo entra ambos (Tragin, Lopes dos Santos, Christen, & Vaulot, 2016). 

Su morfología abarca desde pequeños microorganismos unicelulares hasta estructuras 

pluricelulares más complejas, encontrándolas en ambientes marinos y terrestres. 

 

Las Chlorodendrophyceae fueron tradicionalmente consideradas como miembros de 

las Prasinophytas, pero también compartían varias características con los clados 

Ulvophyceae, Trebouxiophyceae y Chlorophyceae (Leliaert, y otros, 2012), esta 

relación fue confirmada por los datos filogenéticos 18S y multigénicos (Cocquyt, y 

otros, 2010). Por esta razón actualmente, el género Tetraselmis se encuentra clasificado 

en la Clase Chlorodendrophyceae de las Chlorophytas (Guiry & Guiry, 2018). 

 

A lo largo del tiempo evolutivo, la vida se ha diversificado, pero todas las formas de 

vida comparten genes y proteínas "universales" que presentan ciertos grados de 

variabilidad, lo que les permite ser utilizados como marcadores moleculares para 

acceder a la diversidad biológica (Tragin, Lopes dos Santos, Christen, & Vaulot, 2016), 

determinando regiones del ADN más idóneas, que destaquen el número de copias por 

genoma, el nivel de expresión; y si es necesario optar por los marcadores moleculares 

que interfieren en las relaciones filogenéticas y discriminar las diferentes clases de 

organismos que componen el Phylum Chlorophyta, para mejoran su identificación y 

análisis filogenéticas de las microalgas. 
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En la década de los 90´s, la aplicación de los análisis filogenéticos con marcadores 

moleculares se introdujo en la taxonomía de las algas (Juliet & Lewis, 2007), 

reportando desde sus inicios incongruencias análisis de identificación con la taxonomía 

clásica basada en caracteres morfológicos. Utilizando distintos marcadores 

moleculares como los ITS, 16S, ARNr 18S, 28S ADNr, y los genes rbcL, tuf A, atpB  

(nucleares, mitocondriales y cloroplastidiales) ayudaron con los análisis filogenéticos 

que han revelado un gran número de linajes crípticos dentro de un mismo phylum (e.g. 

Halimeda incrassata, Caulerpa racemosa y Codium fragile) (Ximenes, y otros, 2017). 

 

La información científica demuestra, para hacer la identificación en la división 

Chlorophyta utilizan diferentes marcadores moleculares tales como, rcbL, ITS1, ITS2, 

18S ARNr, 16S ARNr (Arora, et al., 2013; Kusumawati, et al., 2015; Turmel, et al., 

2016). El gen 18S ARNr resalta para la identificación de microalgas en general. 

Mientras, para la identificación molecular de Tetraselmis esta descrito la utilización 

del gen 18S ARNr, el mismo que es amplificado por PCR usando cebadores específicos 

para los segmentos flanqueantes, obteniéndose fragmentos entre 500 pb hasta 1,750 de 

pares de bases, después de un análisis de secuenciación identifican a la microalga como 

Tetraselmis spp. (Arora, Anil, Leliaert, Delany, & Mesbahi, 2013). 

 

La generalidad de los ARNr, son múltiples copias de genes ARNr y al poseer gran 

cantidad, estas moléculas son fáciles de amplificar mediante la reacción en cadena de 
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la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) para la identificación de la secuencia 

(Gonzalez & Sylvester, 2007). El gen ARNr 18S es utilizado en estudios filogenéticos 

y es un marcador importante para amplificar por PCR para el análisis de la 

identificación molecular. Recientemente, se construyó un árbol filogenético utilizando 

las secuencias del gen ARNr 18S en la Tetraselmis indica que se han analizado con 

éxito para su identificación y las relaciones filogenéticas (Arora, Anil, Leliaert, Delany, 

& Mesbahi, 2013). Además, se fundamenta por utilizar secuencias conservadas de 

evolución lenta (ARNr 18S) se efectúa la relación filogenética entre organismos 

distantes, lo que ayuda a establecer relaciones entre linajes y Phylum (Hillis & Dixon, 

1991). Sin embargo, las regiones variables de evolución rápida, (ITS y ETS) que se 

utiliza para análisis filogenéticos a nivel de especie, también son ampliamente 

utilizados por los laboratorios clínicos para la rápida identificación taxonómica de 

microorganismos (Gonzalez & Sylvester, 2007).  

 

Entonces, la técnica de la PCR en la identificación de un gen marcador se considera ser 

prometedor, y su principio consiste en amplificar un gen dado (en el presente caso, 

ARNr 18S) con cebadores específicos de un grupo taxonómico y monitorear la 

formación del producto, y el número de copias del gen se deduce del número de ciclos 

de PCR, observándose bandas con un cierto nivel de fluorescencia en la electroforesis 

(Zhu, Massana, Not, Marie, & Vaulot, 2005). Para ello, la actividad enzimática del 

ADN polimerasa que posee la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN, se 
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relacionan en tres ciclos principales de las que se organiza la PCR: desnaturalización, 

hibridación y extensión (Tamay De Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013). 

 

Para utilizar la técnica de PCR, es fundamental el diseño de cebadores, que son 

oligonucleótidos que flanquean la región amplificar. El diseño de cebadores se realiza 

utilizando secuencias nucleotídicas del gen de interés que son descargadas de la página 

web NCBI (National Center for Biotechnology Information). Los cebadores son 

diseñados de manera que sean complementarios a la molécula de ADN y deben cumplir 

ciertas condiciones: los cebadores convienen mantenerse entre 15-35 pb y poseer un 

mínimo del 55% en G+C en toda la secuencia del cebador. Luego debe ser evaluados 

a través de softwares bioinformáticos como PRIMERS-BLAST, con la finalidad de 

asegurar que ambos pares de cebadores hibriden entre el molde y las cadenas de doble 

hélice sean extendidas por la Taq Polimerasa en dirección (5`-3`), evitando la 

formación potencial de horquilla. (Pinzón, 2007). 

 

Para identificar molecularmente a las microalgas usualmente se basa en la 

secuenciación por el método de (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977). Así también 

existen otras técnicas moleculares como el mapeo genético, mediante la digestión con 

enzimas de restricción. Esta técnica es a través de un modelamiento in silico 

conociendo sus sitios de restricción, luego con un producto de PCR amplificado se 

digiere (cortes enzimáticos) al gen de interés, generando fragmentos de diferentes 
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tamaños y, permitiendo al biólogo molecular determinar la ubicación relativa de 

secuencias en la molécula de ADN (Hepfer & Turchi, 1989).  

 

Los patrones de restricción se predicen a través de programas bioinformáticos, que 

luego son confirmados en el laboratorio, midiendo el tamaño y la posición del 

fragmento observado directamente en un gel de agarosa, visualizado por fluorescencia 

(František, 2005). En la nueva era del conocimiento, el mapeo de secuencias de ADN, 

utilizando enzimas de restricción. Así también, la aplicación de la PCR en la 

amplificación de genes de interés tiene importantes aplicaciones en estudios de 

genética, biología molecular y biotecnología. Por estos motivos, en el presente trabajo 

se propone aplicar técnicas moleculares basadas en el estudio del gen ARNr 18S para 

la identificación de Tetraselmis spp. aislada de la Península de Santa Elena. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 

La taxonomía tradicional sigue siendo una forma teórica y práctica, aunque contiene 

una capacidad de incorporar numerosos datos de diversas fuentes, básicamente 

mantiene un análisis comparativo de caracteres, evaluación de semejanzas entre los 

organismos, estos datos ayudan a los agrupamientos y clasificación. Aunque, el 

problema sigue siendo la determinación de la “cantidad de semejanza”, es decir se lo 

hace visualmente y la cantidad de tiempo/dedicación necesaria, para que le taxónomo 

pueda realizar un trabajo adecuado, y esto no permite analizar con rapidez el 

conocimiento de la biodiversidad. 

 

Para fortalecer estos conocimientos, los nuevos estudios se han sometido a la 

revolución molecular basada en el estudio de la molécula del ADN, que empezó desde 

el año 2000. La nueva era del conocimiento a través de los ordenadores que conduce a 

la aplicación de técnicas moleculares, primordiales a la hora de identificar un 

organismo, reuniendo caracteres moleculares (marcadores, secuencias nucleotídicas) 

utilizando en genes, proteínas, ARNr – ADNr que los codifican. 

 

En la actualidad las herramientas moleculares son una prioridad en la identificación de 

especies. Es importante porque ayuda a corroborar la información taxonómica 

existente sobre las microalgas y a su vez permiten descubrir nuevas especies basadas 

en los marcadores moleculares como ITS nucleares, el 16S, ARNr 18S, 28S ADNr, los 
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genes rbcL, tuf A, atpB entre otros. En la mayoría de estudios de identificación 

molecular utilizan el gen ARNr 18S, debido a que este gen posee una característica de 

algunas regiones genómicas que presentan poca variabilidad dentro de una especie, por 

lo tanto, son uno de los componentes básicos de todas las células eucariotas. De esta 

manera, se ha logrado identificar bacterias, micro-macro algas y un sin número de 

organismos marinos, que hasta los mismos taxónomos no habían podido diferenciar a 

nivel de especie. Así también, la información científica indica que la mayoría de 

microalgas de la Clase Chlorodendrophyceae han sido identificadas y analizadas 

sistemáticamente con el gen ARNr 18S, lo que ha permitido registrar nuevos géneros-

especies y sus secuencias forman parte del banco de genes GENBANK (NCBI), donde 

todo investigador posee fácil acceso a todas las secuencias para iniciar sus estudios 

moleculares. Por esta razón, en esta investigación se propone utilizar tecnología 

avanzada para la identificación a nivel molecular de una cepa de microalga identificada 

taxonómicamente como Tetraselmis. 

 

El desarrollo de esta investigación permitirá involucrar estudios de alto nivel y podrá 

asegurar la identificación de Tetraselmis siguiendo métodos y técnicas científicamente 

comprobadas como son el diseño de cebadores, amplificación del gen ARNr 18S por 

PCR y mapeo genético. Lo cual, aportará con los primeros acercamientos a la 

identificación molecular, del género Tetraselmis, ya que hasta el momento solo existen 

registros basados en la taxonómica tradicional. Además, no existen estudios 
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moleculares que revelen que especie del género Tetraselmis se encuentra distribuidas 

en las costas ecuatorianas.  

 

En el Ecuador el INOCAR (Instituto Oceanográfico de la Armada del Ecuador) ha 

reportado alrededor de 300 especies de microalgas identificadas a nivel de taxonómica 

clásica. Por lo tanto, es importante hacer uso de las herramientas moleculares como la 

PCR y genes marcadores como el ARNr 18S usando mapeos genéticos a través de las 

enzimas de restricción para identificar microalgas reportadas como importantes a nivel 

de biodiversidad o biotecnología. Finalmente, es importante porque se iniciará 

aplicando técnicas modernas que en otros países lo utilizan de manera cotidiana para 

los estudios de caracterización molecular de diferentes organismos. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1.Objetivo General 
 

• Aplicar técnicas moleculares basadas en el estudio del gen 18S ARNr para la 

identificación de Tetraselmis spp. aislada de la Península de Santa Elena. 

 

3.2.Objetivos específicos 
 

• Establecer un protocolo de extracción de ADN de alta calidad para análisis 

genéticos moleculares del gen 18S ARNr. 

• Diseñar cebadores específicos para el gen 18S ARNr de Tetraselmis a partir de 

secuencias registradas en el GenBank que permitan la amplificación de este gen 

a través de la PCR. 

• Obtener un mapa de restricción específico para el gen 18S ARNr de Tetraselmis, 

que permita obtener un primer acercamiento a la identificación molecular de la 

especie. 
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4. HIPÓTESIS 
 
 
Si el gen marcador ARNr 18S ofrece un estudio eficiente y eficaz en la identificación 

molecular de microalgas, entonces la utilización del gen ARNr 18S permitirá el primer 

acercamiento en la identificación de la cepa (PM-013) aislada de la Península de Santa 

Elena. 
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5. MARCO TEÓRICO 

 

5.1. Microalga: Género Tetraselmis 

 
Actualmente Tetraselmis, corresponde a la siguiente clasificación, tomada de 

Algaebase por (Guiry & Guiry, 2018):  

 
5.1.1. Clasificación Taxonómica 

 

Reino: Plantae. 

           Filo: Chlorophyta. 

                   Subfilo: Chlorophytina 
                                Clase: Chlorodendrophyceae Massjuk, 2006 

                                           Órden: Chlorodendrales 
                                                       Familia: Chlorodendraceae. 
                                                                      Género: Tetraselmis F. Stein, 1878 

 

5.1.2.  Características Morfológicas 
 

Tetraselmis es un organismo unicelular verde, con células usualmente móviles, de 

forma elipsoides a ovoides. Son ligeramente curvadas, pero nunca torcidas; con cuatro 

flagelos idénticos en 2 pares distintos. La célula abarca un solo cloroplasto en forma 

de copa, con un pirenoide central. Pared celular media a gruesa, más o menos rígida 

(Guiry & Guiry, 2018). 

 

La reproducción vegetativa es por división del protoplasto dentro de la pared de la 

célula madre, las células hijas se hinchan completamente antes de la liberación, estos 
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germinan por división en 4 células y no hay reproducción sexual registrada (Butcher, 

1959). Aunque, cuando sus células se enquistan, la posición del surco es una ligera 

irregularidad o hay un adelgazamiento de la pared celular (Butcher, 1959). 

 

Las especies de Tetraselmis por lo general su locomoción es en línea recta, con el ápice 

en el extremo delantero, el cuerpo, al mismo tiempo, va girando en sentido antihorario 

(Arora, 2016). Sin embargo, las especies de este género difieren en la forma celular, el 

tamaño, la presencia o la ausencia de pirenoides, la morfología del cloroplasto, etc., 

pero muchas de estas características se han descrito de manera deficiente y la 

taxonomía del género se encuentra en un estado de confusión (Guiry & Guiry, 2018). 

 

Este es un género muy extendido, común y muy variable, una o más de las especies 

que se han recolectado donde se han tomado muestras. Según Guiry & Guiry, (2018) 

menciona que dentro de la Familia Chlorodendraceae existen 3 géneros: Prasinocladus 

con 3 especies, Scherffelia con 8 especies y Tetraselmis con 33 especies. El género a 

estudiar es eurihalino con un amplio rango de tolerancia. Algunas especies de 

Tetraselmis se producen en el plancton, y algunas aparecen como endosimbiontes en 

los metazoos, por ejemplo, en el Acoel turbellarian Convoluta (Guiry & Guiry, 2018).  
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5.1.3.  Distribución 
 

Este género es cosmopolita, caracterizados por mantenerse en ambientes tanto salinos 

como dulces, según Macías, et al., (2018) reportado por el Instituto Nacional de Pesca 

(INP), se reporta la primera floración microalgal de Tetraselmis, en la Playa rosada y 

Salango alcanzando densidades desde 10 000 cel.ml-1 a 210 000 cel.ml-1, su desarrollo 

y proliferación fue idóneo por la disponibilidad de nutrientes que reflejaron mínimas 

concentraciones de nitrato < 0,3 μM NO3 y altos valores a 0,3 y 4,0 μM para fosfato y 

el silicato, respectivamente.   

 

5.1.4. Importancia 
 

La microalga marina Tetraselmis adquiere gran importancia en la actualidad por ser 

una de las especies más utilizadas en la acuicultura de moluscos y crustáceos, y para 

su posible utilización se caracteriza por presentar altas tasas de crecimiento y posee 

proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos grasos en cantidades adecuadas para 

alimentación de organismos marinos por lo que es muy utilizada en el sector acuícola 

nacional e internacional (Macías, Coello, & García, 2018). Además de poseer 

compuestos bioactivos, vitamina E, carotenoides, compuestos fenólicos y terpenos con 

propiedades antioxidantes, anticancerígenas y antimicrobianas (Macías, Coello, & 

García, 2018). Y en los últimos años se ha despertado un gran interés por su producción 

a gran escala (Cid, Abalde, & Herrera, 1992). 
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5.2. Biología Molecular 
 

5.2.1. ADN genómico 
 

El ácido desoxirribonucleico (ADN), Frederich Miescher fue el primero en observar 

esta molécula, a finales del siglo XIX, basados en conocimientos biológicos hacen algo 

único de una especie en general, el ADN es información evolutiva que se transmiten 

de los organismos a sus descendientes durante su reproducción, presentando 

componentes fundamentales como una base nitrogenada (adenina (A), timina (T), 

guanina (G) y citosina (C)), azúcar y fosfato (Green E. , 2019). Cumpliendo una 

función principal, que todo el ADN dentro de un gen se transcribe en ARN, pero los 

segmentos de ARN (denominados intrones) se eliminan y permanecen en el núcleo, 

mientras que los otros segmentos (llamados exones) se vuelven a unir y salen del 

núcleo donde se traducen a secuencias de aminoácidos (Plomin & Spinath, 2004).  

 

5.2.2. Extracción de ADN: Fundamento 
 

La extracción de biomoléculas como ADN, ARN y proteínas es el método más crucial 

utilizado en biología molecular. Es el punto de partida para los procesos como la 

amplificación de genes. El ADN, el ARN y las proteínas pueden aislarse de cualquier 

material biológico, como tejidos, células, u otras muestras vivas o conservadas para 

fines biotecnológicos (Chee & Chin, 2009). 
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Entonces, el ADN es una molécula integrada por cadenas doble hélice unidas entre sí, 

están constituidos por un azúcar (desoxirribosa), fosfato y una base nitrogenada 

(adenina, guanina, timina o citosina), la combinación de los estos construyen el 

esqueleto de la molécula unidas a través de puentes de hidrógeno, la cual conservan la 

estructura helicoidal (Alejos, Aragón, & Cornejo, 2019). 

 

En el transcurso del tiempo se han venido estandarizando métodos de extracción con 

el propósito de obtener una concentración y una alta calidad de ADN, para eliminar 

inhibidores potenciales que interfieren el tratamiento de la molécula (Alejos, Aragón, 

& Cornejo, 2019). Técnicas clásicas que se formularon en los años 50, fue utilizar 

solventes orgánicos para separar a las proteínas del ADN y, una vez suspendido aislarlo 

por precipitación con etanol, bajo estas condiciones ayuda a la unión con cationes como 

Na+ que reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas de nucleótidos y permiten que 

el ADN precipite (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989).  

 

Estas técnicas en los centros de investigación requieren preparar soluciones y la 

extracción puede durar unas horas incluso varios días por muchos pasos que deben 

cumplirse. En general, para una extracción exitosa de los ácidos nucleicos requiere 

cuatro pasos importantes: la lisis efectiva de las células; desnaturalización; inactivación 

de las nucleasas, por ejemplo, RNasa para la extracción de ARN y DNasa para la 
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extracción de ADN, siempre y cuando la pastilla celular esté libre de impurezas y 

contaminación (Chee & Chin, 2009). 

 
5.2.3. Marcadores moleculares en la identificación de microalgas 

 

Los genes nucleares como 18S, ITS1 y ITS2 y genes de cloroplastos como rbcl, tufA y 

23S se han utilizado para la identificación molecular de microalgas verdes (Buchheim, 

y otros, 2011). Por lo tanto, la identificación a nivel de géneros-especies es una función 

importante para comprender su enfoque genético, porque pueden ser morfológicamente 

similares pero una composición genética diferente y, por lo tanto, tienen diferentes 

expresiones de proteínas (Cronberg & Laugaste, 2005). Entre todos los marcadores 

mencionados, el marcador 18S ARNr se ha utilizado con éxito con mayor precisión 

(Huss, y otros, 1999) y es un gen conservado (Henriques, Inessa, Carla, & Henriques, 

2016). Sin embargo, este método solo puede aplicarse cuando el ADN que se extrae de 

un monocultivo microalgal, ya que el aislamiento y mantenimiento del cultivo requiere 

mucho esfuerzo, tiempo significativo, habilidad manual e instalaciones específicas.  

 

Existen otros métodos como la ribosa bifosfato carboxilasa (rbcL) que se dirige al gen 

del cloroplasto, se lo ha utilizado en el estudio de la filogenia, ya que puede ser 

fácilmente amplificado en organismos fotosintéticos (Wongsawad & Peerapornpisal, 

2014). Sin embargo, hay muchos marcadores propuestos para diferentes grupos, como 

la citocromo oxidasa I (COX I), un marcador oficial para las algas pardas (McDevit & 
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Saunders, 2010) y diatomeas (Evans, Wortley, & Mann, 2007). Aunque en las 

microalgas verdes el gen (COX I) es demasiado variable y requiere que los cebadores 

específicos que puedan diferenciar al taxón, la amplificación de este gen ha fallado 

para algunos taxones de las Chlorophytas (Henriques, Inessa, Carla, & Henriques, 

2016). 

 

Por otra parte, existen algunos estudios utilizando marcadores moleculares de 

repetición de secuencia inter simple (ISSR) y ADN polimórfico amplificado aleatorio 

(RAPD), ya que los marcadores ISSR son confiables, altamente polimórficos, de bajo 

costo y menos laboriosos, necesitan solo una pequeña cantidad de ADN y son muy 

rápidos en comparación con la mayoría de los otros marcadores moleculares. En 

cambio, la técnica RAPD tiene amplias aplicaciones en reproducción, evolución 

genética, mapeo genético, genética de poblaciones y es capaz de producir muchos 

marcadores con bajo costo y alta velocidad (Chikkaswamy & Chandra, 2016). 

 

En el Ecuador se realizó un estudio a nivel molecular de las microalgas Chlorophytas 

proponiendo amplificar regiones con el gen 18S y ITS, una de la especie a estudiar fue 

la Chlorella sp., lo resultados de secuenciación con el 18S encontraron un 100% de 

similitud con Chlorella sorokiniana, pero la máxima identidad encontrada para el gen 

ITS fueron del 86% con Micractinium reisseri, evidenciando que esta microalga puede 

corresponder al género Micractinium (Flores, Maldonado, & Ortiz, 2016). 
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5.2.4. Diversidad Genética en las microalgas verdes 
 

A lo largo de la historia, la tierra ha sido testigo de la aparición y desaparición de 

organismos adaptados a sus entornos contemporáneos y, a veces, estos organismos han 

modificado profundamente el medio ambiente (Scott, y otros, 2008), por ejemplo, lo 

que proporciona la oxigenación al océano y la atmósfera son microorganismo  

fotosintéticas que comenzaron hace unos 3.500 millones de años, y el fitoplancton 

eucariota adquirió posteriormente un cloroplasto, un orgánulo dentro de la membrana 

celular y desde ese momento marcó el origen de la fotosíntesis oxigenada en las 

eucariotas (Yoon, Hackett, Ciniglia, Pinto, & Bhattacharya, 2004). 

 

Al comienzo de su historia evolutiva, los eucariotas fotosintéticos divergieron en dos 

linajes principales: el linaje verde (que incluye algas verdes y las plantas terrestres) y 

el linaje rojo (incluidas las diatomeas y los dinoflagelados) (Falkowski, Schofield, Katz, 

Van de Schootbrugge, & Knoll, 2004). Estos dos linajes se separaron hace 

aproximadamente 1.100 millones de años según las estimaciones del reloj molecular 

(Yoon, Hackett, Ciniglia, Pinto, & Bhattacharya, 2004) lo que marca el inicio de la 

diversificación de algas en el océano. Existe una cantidad de diferencias fundamentales 

entre los miembros de estos dos linajes, en particular es por su contenido de pigmento, 

la composición del oligoelemento celular y la composición del gen plastidio 

(Falkowski, Schofield, Katz, Van de Schootbrugge, & Knoll, 2004). 
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La historia evolutiva de estos linajes es probablemente mucho más compleja de lo que 

se pensó originalmente, ya que se ha sugerido que el genoma nuclear de las diatomeas 

contiene genes verdes (Moustafa, y otros, 2009). Sin embargo, desde el Triásico, los 

principales grupos de fitoplancton eucarióticos pertenecen al linaje rojo (Falkowski, 

Schofield, Katz, Van de Schootbrugge, & Knoll, 2004).  

 

Es necesario un conocimiento detallado de la diversidad de microalgas verdes para 

reconstruir las relaciones filogenéticas dentro del linaje verde. En el medio marino, la 

diversidad, ecología y distribución del fitoplancton verde es poco conocida, ya que la 

mayoría de los estudios se han centrado en grupos como las diatomeas o los 

dinoflagelados. Finalmente, las algas verdes podrían adquirir importancia económica 

porque en los últimos años se han desarrollado aplicaciones potenciales en sectores 

industriales como la acuicultura, las farmacias y los biocombustibles (Mishra, Mandoli, 

& Jha, 2008). 

 
5.2.5. Reacción en cadena de la Polimerasa PCR y sus aplicaciones 

 

La PCR un es un método revolucionario que se dio a partir de 1983 por Kary Mullis 

sintetizó esta información existente en una de las herramientas más poderosas de la 

biología molecular, método para hacer copias ilimitadas de ADN (NCBI, 2017), 

utilizando un tubo de ensayo, una fuente de calor y algunos reactivos simples como 
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Agua, PCR Buffer, MgCl2, dNTPs, cebador Forward, cebador Reverse, ADN 

polimerasa. 

 

Sin embargo, en términos técnicos, la PCR se puede definir como un procedimiento 

rápido para la amplificación enzimática in vitro de secuencias específicas de ADN (en 

forma pura o mezclas complejas) utilizando dos cebadores oligonucleótidos que 

hibridan con cadenas opuestas, y flanquean la región de interés en el ADN objetivo 

(Atawodi, Atawodi, & Dzikwi, 2010). 

 

La PCR está ayudando en la investigación un método estándar en todos los centros de 

investigación que realizan la amplificación de genes, la reacción en cadena de la 

polimerasa es utilizada por un amplio espectro de científicos, en una gama cada vez 

mayor de disciplinas científicas como la microbiología y la biología molecular; 

permitiendo la determinación y cuantificación de los cambios en la expresión génica, 

esta técnica han proporcionado una mejor comprensión para el diagnóstico y la 

investigación científica básica (Debnath, Prasad, & Bisen, 2010). 

 

Por otra parte, la PCR también se usa en laboratorios forenses y es especialmente útil 

porque solo se requiere una pequeña cantidad de ADN original, por ejemplo, se puede 

obtener suficiente ADN de una gota de sangre o un solo cabello (Atawodi, Atawodi, & 

Dzikwi, 2010). Además, la mayoría de los ejemplos de las aplicaciones de la PCR en 
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la investigación científica puede darse a través de: secuenciación directa de ADN 

amplificado in vitro; Ingeniería de ADN para satisfacer necesidades específicas; 

Detección de mutaciones; Detección de la expresión génica; Amplificación específica 

de una especie; Secuencia de ADN mediante PCR inversa; Análisis de secuencias de 

ADN en gametos individuales y Análisis evolutivo (Atawodi, Atawodi, & Dzikwi, 

2010). 

 

5.2.6. Mapeo Genético a través de enzimas de restricción  
 

Uno de los pasos básicos en los estudios del genoma es la creación de mapas físicos, 

dicho mapa de una cadena de ADN consiste en la información sobre las ubicaciones 

de los marcadores, que son subsecuencias cortas específicas (Blazewicz, Kasprzak, 

Sterna, & Weglarz, 1996). 

 

Hay muchas formas de construir mapas, pero una de ellas es la creación de mapas 

físicos digiriendo la molécula de ADN con cientos de enzimas de restricción únicas, 

por lo que los investigadores pueden usar la distribución de estos sitios de 

reconocimiento en una molécula de ADN para construir un "mapa" de la secuencia, 

estas enzimas cortan la molécula de ADN dentro de patrones cortos y específicos 

llamados sitios de restricción (Blazewicz, Kasprzak, Sterna, & Weglarz, 1996), 

también se las denomina tijeras moleculares debido a su capacidad para generar 

fragmentos de restricción que terminan con secuencias definidas. Después de la 
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digestión, se miden las longitudes de los fragmentos obtenidos en un gel de agarosa y 

se reconstruye el orden de estos fragmentos, en función de sus longitudes. 

 

Esta técnica requiere una planificación cuidadosa para los mapas de restricción 

significativos. El primer paso en un experimento de mapeo es identificar los tamaños 

de los fragmentos de restricción que se generarán a partir de una molécula de ADN con 

diferentes enzimas.  

 

Una variedad de programas bioinformáticos que generan estos mapas de restricción in 

silico proporcionando datos tabulares con detalles sobre las longitudes y posiciones de 

los fragmentos de restricción en la secuencia de ADN. La lista de enzimas que cortan 

una secuencia particular siempre es impresionante, pero solo unas pocas enzimas 

suelen resultar prácticas para el experimento. 
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6. MARCO METODOLÓGICO 
 

6.1. Cepa y cultivo de la microalga 
 

La muestra corresponde a la cepa PM-013 de la colección del proyecto (INCYT-PNF-

2017M3121), su medio de cultivo está desarrollado a base de un Fertilizante agrícola, 

seguido de una solución de metasilicatos, más la preparación de vitaminas (biotina + 

tiamina 1ml /l), cada una de las soluciones fueron colocadas en relación de 1 ml/L para 

el crecimiento de la microalga y obtención de biomasa, 1 L de cultivos se mantuvieron 

por triplicado durante 6 días bajo las siguientes condiciones: temperatura de 22 a 25ºC 

con fotoperiodo luz/oscuridad (12H/12H), la biomasa fue obtenida mediante 

centrifugación a 13.000 rpm por 8 minutos y almacenadas a -20ºC. 

 

6.2. Pruebas de Extracción de ADN genómico 
 

Para la extracción de ADN se probaron 2 protocolos de extracción i) Técnica de 

extracción por NaCl modificado (Aljanabi & Martinez, 1997) y ii) Técnica de 

extracción por Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamílico (FCI) modificado (Green & 

Sambrook, 2012). Los 2 métodos fueron evaluados de acuerdo a su concentración y 

pureza. 
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6.2.1. Protocolo Método NaCl 
 

Protocolo modificado de extracción con NaCl (Aljanabi & Martinez, 1997) con 1 g de 

muestra de Tetraselmis en tubos eppendorf se trataron con 600 μL de tampón de 

extracción y 70 μL de SDS (dodecilsulfato sódico) que se incubó a 55ºC por 15 minutos. 

Luego, se adicionó 200 μL de NaCl 5M, y fueron centrifugados a 10.000 rpm, durante 

5 minutos. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo eppendorf, y se agregaron 700 

μL de etanol al 95% y se dejó reposar. Las muestras fueron centrifugadas, descartando 

el sobrenadante y se comenzó el lavado adicionando 800 μL de etanol frío al 70%. 

Inmediatamente fueron centrifugadas, se descartó el sobrenadante y se procedió al 

secado. Finalmente, la pastilla celular fue resuspendido entre 30 y 50 μL de Agua 

UltraPure™. La calidad y cantidad del ADN genómico extraído se lo evaluó por 

electroforesis en gel de agarosa al 1% y NANODROP 2000cc, respectivamente y 

finalmente se conservó a -20ºC. 

 

6.2.2. Protocolo Método TENS 
 

Protocolo de extracción TENS (Green & Sambrook, 2012) modificado con Fenol-

Cloroformo-Alcohol Isoamílico (FCI), a un 1 g de muestra de Tetraselmis se trataron 

con 400 μl de buffer TENS, más 2 μl de proteinaza K y se incubó a 37ºC por 1 hora. 

Posteriormente, se añadió 200 μl de fenol y 200 μl de cloroformo: isoamil alcohol 

(24:1). Las muestras fueron centrifugados a 10.000 rpm durante 10 minutos. Luego, se 
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transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf con 500 μl de etanol al 95% 

helado y se lo dejó reposar en el congelador por 1 hora. Se centrifugó la muestra a 

13.000 rpm durante 10 minutos (se precipitó el ADN). La pastilla celular fue lavada 

con 300 μl de etanol al 75% helado. Finalmente, se resuspendieron con 50 μl de Agua 

UltraPure™, y se conservó a -20ºC. 

 

6.3. Purificación de ADN 

 
La purificación de ADN se aplicó mediante el método de C2H3NaO2 (3M, pH 5,2), es 

una sal que ayuda la precipitación y la limpieza del ADN (Rocha, 2002). Por cada 100 

μl de ADN se colocó 10 μl de C2H3NaO2. Luego se añadió 250 μl de etanol al 95% 

helado y se lo dejó reposar en el congelador a -20ºC por 1 hora. Se centrifugó la muestra 

a 13.000 rpm durante 10 minutos (se precipitó el ADN). La pastilla celular fue lavada 

con 250 μl de etanol al 75% helado. Finalmente, se resuspendieron con 40 μl de Agua 

UltraPure™. 

 
 

6.4. Análisis de secuencias 18S ARNr y Diseño de partidores 
 

Los cebadores para la identificación del gen 18S fueron diseñados a partir de 14 

secuencias nucleotídicas de la base de datos GENBANK (NCBI) con los códigos de 

acceso descritos (Tabla 2), y el alineamiento de las secuencias se ejecutó con ClustalW 
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Alignment v2.0.12 (Julie, Toby, Frédéric, François, & Desmond, 1997) implementado 

en el software Geneious Prime® 2019. v1.3. 

 

Los pares de cebadores fueron: PM-004 Forwards (5´- 

AGAAACGGCTACCACATCCA -3´) y TH101 Reverse (Yáñez, 2011) modificado 

para ser un cebador especifico (5´- TGTACAAAGGGCAGGGACGTAATC-3´) 

evaluados en Oligo Calculator version 3.27 (Kibbe, 2007). Finalmente, para que los 

cebadores diseñados garanticen ampliar el gen 18S ARNr se utilizará la herramienta 

PRIMER – BLAST in silico (NCBI). 

 

6.5. Amplificación del gen 18S ARNr 
 

El gen 18S ARNr fue amplificado por PCR usando el protocolo descrito por (Yáñez, 

2011). La preparación de la mezcla para la PCR descrita por (Yáñez, 2011) fue la 

siguiente: Buffer 1X, 0,2 mM de dNTPs, 3mM de MgCl2, 0.125 mM de cada cebador, 

1 U Taq DNA Polymerase (INVITROGEN) y 1 µl de ADN. La PCR fue realizada en 

un termoreciclador T100 thermal cycler (Bio-Rad) utilizando como programa una 

denaturación inicial de 94°C por 10 min seguido por 35 ciclos (94°C por 40 s, 61±4°C 

por 30 s, 72°C por 1 min 30 s) y una elongación final a 72°C por 10 min. Los productos 

de PCR fueron verificados mediante electroforesis en agarosa 1% y con BlueJuice™ 

Gel Loading Buffer (10X) a 100 volts por 1 hora (Olmos, Paniagua, & Contreras, 2000). 

El gel teñido con SYBR™ Green PCR Master Mix fue visualizado en un 
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Transiluminador UV y el registro de imágenes de los geles se llevó a cabo empleando 

el smartPhone IOS 13 y Nikkor 3300. 

 

6.6. Obtención del mapa de restricción in silico del gen 18S ARNr 
 

El producto de PCR fue digerido por las enzimas de restricción previamente obtenidas 

a partir del mapa in silico, con la herramienta bioinformática NEBcutter v2.0 (Vincze, 

Posfai, & Roberts, 2003) disponible para poder corroborar la identificación molecular 

del género Tetraselmis. 

 

Las enzimas de restricción que fueron seleccionadas: BstU1, Msp1 y Rsa1 con 

NEBcutter v2.0 (Vincze, Posfai, & Roberts, 2003), mostraron patrones de restricción 

que pueden ser reproducidos y comprobados a través de una digestión, cada enzima se 

preparó individualmente con un volumen final de 30 µL, el protocolo de digestión 

siguió  instrucciones de la casa comercial de las enzimas (INVITROGEN). La digestión 

se trató con 10 µl del producto de PCR 18S, inmediatamente se añadió 5 µl 10x Buffer 

TANGO, seguidamente se aforó 14.6 µl de Agua UltraPure™. Finalmente, se colocó 

0,4 µl de la enzima, incubados a 37ºC por 2 horas en el T100 thermal cycler (Bio-Rad). 

Los productos digeridos fueron separados en el gel de agarosa al 1%, con tinción de 

SYBR® Green y visualizados en un Transiluminador con UV. 
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6.7. Obtención del mapa de restricción experimental  
 

La identificación de Tetraselmis se realizó comparando los mapas de restricción in 

silico y experimental con las enzimas de restricción BstU1, Msp1 y Rsa1. La 

comparación de los tamaños de los fragmentos obtenidos indicó la veracidad de los 

resultados. 
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7. ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

 

7.1. Extracción de ADN genómico de la microalga (013) 

 

Se realizaron seis extracciones de ADN, tres de ellas con el protocolo modificado 

TENS y tres con el protocolo modificado NaCl. La calidad de extracción se 

fundamentó en la alta concentración > 1000 ng/µL de ADN, mientras que la pureza 

óptima se evaluó en la relación de absorbancia A260/A280 nm entre los valores cercanos 

de 1,8 a 2,0 y A260/A230 nm en los valores cercanos de 2,0 a 2,2 (Pinto, 2015). 

 

La extracción del Protocolo TENS dio como resultado valores de concentración entre 

3115,9 ng/µL – 4344,8 ng/µL y una pureza óptima de 1,7 – 2,0. Este resultado significa 

que el protocolo resultó ser efectivo y eficiente. Mientras que la extracción del 

Protocolo NaCl resultó una concentración entre 524,6 – 1899,0 ng/µL y con una pureza 

óptima de 1,8 – 2,0 (Tabla. 1). A pesar de ser menos concentrado el ADN, la pureza 

fue óptima. 

  
Tabla 1 Concentración y pureza del ADN extraído a partir de los protocolos TENS y NaCl. 

Muestras de 

Tetraselmis 

TENS  
Muestras de 

Tetraselmis 

NaCl  
Relación [C] Relación [C] 
A260/A280 ADN (ng/µL)  A260/A280 ADN (ng/µL) 

1 1,66±0,08 4344,8  4  2,09±0,08 1899,0 

2 1,90±0,05 4519,4  5  1,92±0,06 1304,9 

3 2,05±0,06 3115,9  6  1,84±0,07 524,6 
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De acuerdo al análisis de la varianza de un factor, la concentración de ADN resulta, 

que la implementación de los dos Protocolos TENS y NaCl existen diferencias 

significativas (0,01 < 0,05). En cambio, su pureza de ADN utilizando ambos 

protocolos mencionados anteriormente no se encontraron diferencias significativas 

(0,586 < 0,05). 

 

Los dos protocolos de extracción dieron como resultado una buena concentración de 

ADN (mayor a 1000 ng/µL) y una pureza de calidad para estudios moleculares. La 

integridad del ADN fue evaluada en un gel de agarosa, notándose que efectivamente la 

extracción de ADN aplicando los dos protocolos, resultó ser eficiente (Fig. 1). 

 

Sin embargo, los valores obtenidos en el protocolo de NaCl mostraron una mejor 

pureza entre 1,8 – 2,0 como se demuestra en el gel de agarosa en la Figura 1, con bandas 

PM               1            2               3              4              5                6 

1 Kb 

3 Kb 

Figura 1 ADN genómico de la microalga Tetraselmis: Carril 1 al 3 ADN genómico, establecidos con el 
Protocolo TENS; Carril del 4 al 6 ADN genómico, establecidos con el protocolo NaCl; las fechas negras indican 
el tamaño de bandas del marcador de peso (PM: 1Kb INVITROGENTM) 
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fuertes carriles 1 - 3 con el protocolo TENS y bandas débiles carriles 4 – 6 con el 

protocolo NaCl. 

 

La calidad y pureza del ADN extraído con el Protocolo TENS fue medida por 

espectrofotometría. Resultando un espectrograma en la relación de absorbancia vs 

longitud de onda, las 3 muestras presentaron un pico promedio de 1,87 en cuanto a su 

relación de absorbancia A260/A280 nm demostrando una pureza óptima. Aunque, en la 

relación de absorbancia A260/A230 nm presentó un valor promedio entre las 3 muestras 

de 1,77 este resultado significa que hay sustancias contaminantes presentes en la 

solución de ADN (Fig. 2). 

Figura 2 Espectrograma de ADN extraído con el protocolo TENS medido por 

espectrofotometría en relación de absorbancia A260/280 y A260/A230 nm (NANODROP 

2000cc) 
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Por lo tanto, la concentración y pureza del ADN extraído con el Protocolo NaCl resultó 

en el espectrograma en la relación de absorbancia vs longitud de onda, las 3 muestras 

presentaron un pico promedio 1,95 en cuanto a su relación de absorbancia A260/A280 

nm mostrando una pureza óptima. Sin embargo, la relación de absorbancia A260/A230 

nm presentó un valor promedio entre las 3 muestras de 1,68 resultando que hay 

sustancias contaminantes presentes en la solución de ADN (Fig. 3) 

 

 

 
 
 
 

Figura 3 Espectrograma de ADN extraído con el protocolo NaCl medido por espectrofotometría, 

relación de absorbancia A260/280 y A260/A230 nm (NANODROP 2000cc). 
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7.2. Comparación ADN no purificado y purificado  
 
 

Al haber presencia de contaminantes en las muestras (PM013 2) - (PM013 3) de ADN 

del protocolo TENS, que resultaron tener altas concentraciones de 4344,8 ng/µL – 3115 

ng/µL y baja pureza de  acuerdo a la relación de absorbancia A260/A230 con 1,85 – 1,99, 

ambas muestras se trató con el método de C2H3NaO2 (3M, pH 5,2), resultando obtener 

una pureza óptima de 2,04 (PM013 2) y 2,08 (PM013 3) en relación de absorbancia  

A260/A280 nm y A260/A230 nm alcanzó una pureza óptima de 2,05 (PM013 2) y 2,13 

(PM013 3) demostrado en el espectrograma de la figura 4.  

Figura 4 Espectrograma de ADN purificado con el método acetato de sodio 3M, pH 5,2; medido por 

espectrofotometría, relación de absorbancia A260/280 y A260/A230 nm (NANODROP 2000cc). 
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7.3. Alineamiento de Secuencias 
 
 
Para establecer una relación genética entre el género a estudiar se seleccionaron 

especies relacionadas al género Tetraselmis, se tomaron 14 secuencias del gen ARN 

ribosomal 18S desde el GENBANK (NCBI, 2017) (Tabla. 3), estas secuencias fueron 

importadas en formato fasta para ser analizadas en el programa Geneious Prime® 2019. 

v1.3. La alineación con ClustalW Alignment v2.0.12 demostró que las secuencias 

Figura 5 Alineamiento de 14 secuencias del gen ARNr 18S. A: Vista general del alineamiento del gen 

ARNr 18S de diferentes secuencias de Tetraselmis; B: Sitios de hibridación, los cebadores Forward y 

Reverse (en verde). 

A. 

B. 
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presentaban un rango de conservación entre los 380 a 1680 pb. Sobre la base de 

conservación entre las diferentes secuencias alineadas, se diseñó un conjunto de 

cebadores conservados y específicos (PM 004, TH101) que se utilizaron para la 

identificación del género Tetraselmis (Fig. 5). 

 

7.4. Diseño de Cebadores 
 

Los cebadores PM-004 Forward (5´- AGAAACGGCTACCACATCCA -3´) y TH101 

Reverse (Yáñez, 2011) modificado (5´- TGTACAAAGGGCAGGGACGTAATC-3´) 

se diseñaron a partir del número de nucleótido 380 al 1680 pb de la secuencia 

conservada, respectivamente. El análisis in silico de la especificidad de los cebadores 

cumplieron las condiciones y parámetros de diseño (Tabla. 2).  

 

 
 Tabla 2 Cebadores diseñados para la amplificación de las secuencias 18S ARNr 

 

 

Además, una amplificación in silico en el PRIMERS – BLAST, estos cebadores 

generaron un producto de PCR a 1237 pb teniendo como templado o molde una 

secuenciación de Tetraselmis (Fig. 6). 

Región 
de ADN 

Cebador Secuencia (5`®3`) 
Largo 
(pb) 

G+C 
(%) 

Tm1(°C) 
Teórico 

Ta2 (ºC) 

usado en 
este 

estudio 

Tamaño 

del 
amplicó
n (pb) 

18S 
PM 004 F AGAAACGGCTACCACATCCA 20 50 59 

61 1237 
TH 101 R TGTACAAAGGGCAGGGACGTAATC 24 50 62 

1Tm: temperatura de desnaturación  
2Ta: temperatura de hibridación  
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Tabla 3 Identificación de las secuencias de microalgas del género Tetraselmis utilizadas en el diseño 

de los partidores, número de acceso en GenBank para las secuencias del gen ARNr 18S. 

Organismo GenBank  Loci Lugar de origen Tamaño 
(pb) 

Autor 

Tetraselmis chuii JN903999.1 Nc. 18S Europa - Chequia 1751 Hasikova, T. (2017) 

Tetraselmis suecica JF489949.1 Nc. 18S España - Pontevedra 1674 Alonso, M et al., (2012) 

Tetraselmis chuii FJ559401.1 Nc. 18S Korea - Busan 1642 Lee, H., (2009) 

Tetraselmis sp. KT860859.1 Nc. 18S Francia – Roscoff 1622 Le Gall, F et al., (2015) 

Tetraselmis 
subcordiformis 

KU561107.1 Nc. 18S China - Guangdong 1719 Yang, X et al., (2017) 

 

Tetraselmis 
carteriiformis 

FJ559384.1 Nc. 18S Korea - Busan 1641 Lee, H., (2009) 

Tetraselmis 
subcordiformis 

FJ559380.1 Nc. 18S Korea - Busan 1641 Lee, H., (2009) 

Tetraselmis striata JQ315739.1 Nc. 18S Korea - Busan 1674 Lee, H., (2009) 

Tetraselmis sp. GQ917221.1 Nc. 18S Sur Korea 1674 Lee, H., (2009) 

Tetraselmis 
convolutae 

U05039.1 Nc. 18S USA - Ángeles 1804 de Jesús, M.D., (1994) 

Tetraselmis sp. KT860880.1 Nc. 18S Francia – Roscoff 1628 Le Gall, F et al., (2015) 

Tetraselmis sp. AJ431370.2 Nc. 18S India - Maharashatra 1701 Nasare, K.S., (2011) 

Tetraselmis marina KY045847.1 Nc. 18S España - Pontevedra 1669 Rial, D et al., (2017) 

Tetraselmis sp. HQ651184.1 Nc. 18S Reino Unido 1626 Arora, M et al., (2011) 

Figura 6 Resultado de la prueba PRIMER-BLAST en la página web (NCBI), utilizando los cebadores 

PM 004 y TH 101, con un producto amplificado a 1237 pb.  



 

INCYT-PNF-2017M3112 / MAE-DNB-CM-2018-009 
 

- 38 - 

7.5. Amplificación por PCR con cebadores específicos 
 

Los cebadores PM 004 y TH 101 amplificaron un producto de 1237 pb estos resultados 

obtenidos demostraron claramente que el gen ARNr 18S estaba presente en el género 

Tetraselmis (013), confirmando que los cebadores diseñados en este estudio son 

altamente específicos para el género Tetraselmis. El gel de agarosa presentó el producto 

de PCR con el tamaño esperado de 1237 pb, tal como se lo predijo en el PRIMER – 

BLAST in silico (Fig. 7). Solo se obtuvo una secuencia de nucleótidos que corresponde 

al gen ARNr 18S, consiguiéndose específicamente 1237 pb, que 1674 pb representan 

el 100% de la longitud promedio del amplicón (pb) de las 14 secuencias, y el 74% 

representa su cobertura para la identificación de la cepa 013 Tetraselmis. 

 

 
 

1237 pb 1 Kb 

3 Kb 

PM        1       2          3          4          5     C (-) 

Figura 7 Amplificaciones por PCR con cebadores PM 004 – TH 101 para el marcador ARNr 18S. 

Los carriles del 1 al 5 representan el género Tetraselmis; C (-): negativo; flecha negra (derecha) 

indica el tamaño del fragmento; gel de agarosa al 1%; PM: flechas negras (izquierda) indican el 

tamaño de las bandas del marcador de peso molecular. 
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Para el diseño de los cebadores especificos, algunos estudios (Fawley & Fawley, 2004; 

Lee & Hur, 2009; Yáñez, 2011) recomiendan realizar los alineamientos a base de las  

secuencias del servidor GENBANK (NCBI), secuencias convervadas que contienen al 

gen ARNr 18S. Sin embargo, Yáñez, (2011) en su estudió demuestró con el diseño de 

cebadores degenerados “universales” para amplificar el gen ARNr 18S, con secuencias 

del Phylum Chorophyta, Haptophyta, Ochrophyta, Bacillariophyta y Rhodophyta ha 

logrado amplificar el gen ARNr 18S con 1230 pb en la microalga Tetraselmis suecica. 

De forma similar, en nuestros caso los resultados demostraron con el diseño de 

cebadores especificos para el género Tetraselmis, PM 004 y TH 101 se logró amplificar 

el gen ARNr 18S, con 1237 pb, tal como lo demuestra Yáñez, (2011) con 7 nucleótidos 

de diferencia. Por otra parte, existen estudios con diferentes microalgas, que logran 

amplificar el gen ARN 18S, por ejemplo: Baskara, et al., (2018) obtuvó un amplicón 

de 1200 pb en Tetraselmis striata, Chin, et al., (2018) logró amplificar el gen con 1500 

pb en Pyrodinium bahamense, Olmos, et al., (2000) con diferentes cepas de Dunaliella 

logró obtener un producto de PCR del gen con un tamaño de 2170 pb. Estas 

comparaciones nos revelan que los tamaños del gen ARNr 18S oscilan alrededor de las 

2500 pb (Cruz, 2012). Por esta razon, queda demostrado que se logró amplificar el 

ADN genómico del género Tetraselmis mediante la reacccion en cadena de la 

polimerasa (PCR). 
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7.6. Mapeo de restricción del producto amplificado 
 
 
Una vez obtenido el producto de PCR, se procedió a obtener un modelamiento in silico 

del patrón de restricción con el programa NEBcutter 2.0. Las enzimas de restricción 

seleccionadas fueron BstUI, RsaI y MspI, enzimas que tuvieron más de dos cortes en 

la secuenciación del gen ARNr 18S. La figura 8 indica el modelamiento in silico del 

mapa de restricción con las enzimas seleccionadas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Una vez obtenido el mapa in silico, se procedió a lo experimental resultando el mapa 

de restricción esperado. Al comparar los mapas de restricción in silico y experimental 

se corroboró el tamaño de los fragmentos resultantes, así: BstUI realizó cuatro cortes, 

Figura 8 Modelamiento in silico del patrón de restricción del gen 

ARNr 18S producidos por las enzima (BstUI, RsaI y MspI), PM: 

marcador de peso molecular 1 Kb. 
 

 PM        BstUI      RsaI       MspI       
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la cual solo tres cortes fueron visibles en el gel de agarosa, una banda de 889 pb y dos 

bandas de 140 - 142 pb solapadas. La enzima RsaI realizó 3 cortes siendo visibles una 

sola banda de 1114 pb. La enzima MspI realizó cinco cortes, eran visibles dos bandas, 

una de 381 pb y seguida de tres bandas solapadas que fueron de 211 – 193 – 169 pb. 

Se debe considerar que algunos cortes que se digirieron con las tres enzimas, no fueron 

posibles de visualizar las bandas, debido al tamaño de los fragmentos eran de pequeño 

peso molecular bajo de 100 pb. 

 

El tamaño de los fragmentos obtenidos de manera experimental confirmó que la cepa 

de la microalga 013 analizada en este estudio es efectivamente Tetraselmis. Así se 

determina que, para estudios de identificación de un organismo, los cebadores 

específicos para el gen ARNr 18S digerido con enzimas de restricción son técnicas 

moleculares altamente confiables y fácilmente manejables en laboratorios básicos de 

biología molecular. 
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Figura 9 Mapeo de restricción experimental del gen ARNr 18S; BstUI, RsaI y 
MspI son enzimas utilzadas en la digestión ; C (-) producto no digerido; las flechas 

negras indican el tamaño de bandas del marcador de peso (PM: 1Kb 

INVITROGENTM); gel de agarosa del 1%. 

1 Kb 

3 Kb 

250 pb 

 PM        BstUI      RsaI       MspI       C (-) 
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8.  CONCLUSIONES 
 

 

El protocolo eficiente para la extracción de ADN de la microalga Tetraselmis fue el 

Protocolo TENS propuesto por (Green & Sambrook, 2012). Con éste se obtuvo un 

mejor rendimiento en la extracción, con una alta concentración de 4344,8 ng/µL y una 

pureza óptima de 2,05. Sin embargo, el protocolo de NaCl es una técnica que mostró 

ventajas en cuanto a sencillez, rapidez, reproducibilidad y seguridad para el 

investigador, ya que no requiere la exposición a solventes orgánicos peligrosos. 

 

Los cebadores específicos PM-004 Forward (5´- AGAAACGGCTACCACATCCA -

3´) y TH101 Reverse (5´- TGTACAAAGGGCAGGGACGTAATC-3´), cumplieron 

las características de diseño, con un 50% de G+C, Tm de 61ºC para amplificar un 

producto de 1237 pb del gen 18S ARNr. Lo cual, condujo a identificar a nivel de género 

a la microalga Tetraselmis. 

 

Finalmente, la comparación en mapa de restricción in silico y el mapeo de restricción 

experimental, con las enzimas BstUI, RsaI y MspI, resultaron con tamaños de 

fragmentos iguales. Este hecho, permitió confirmar que la microalga cepa 013 

efectivamente pertenece al género Tetraselmis. 
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9.  RECOMENDACIONES 

 
Obtener la secuenciación de la microalga Tetraselmis, ayudaría con la comparación de 

todas las secuencias en el servidor del NCBI, para interferir en relaciones estructurales 

o evolutivas, y de este modo identificar nuevas especies con distintos genes. 

 

En cuanto al patrón de restricción se puede realizar otro modelamiento in silico con 

otras enzimas de restricción para distinguir familias y géneros. 
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11.  ANEXOS 
 

1. MAPA DE RESTRICCIÓN IN SILICO OBTENIDA EN EL PROGRAMA 

NEBCUTTER, PRODUCTO DE PCR DIGERIDO CON TODAS LAS 

ENZIMAS COMERCIALES DEL GEN ARNr 18S. 
 

 

2. Vista de todas las enzimas de restricción  
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