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El nuevo coronavirus y el desarrollo de la ciencia

El COVID-19, el nuevo coronavirus, circula infectando humanos a velocidades inusitadas,
infectando exponencialmente en todo el mundo. La ciencia tiene también un ritmo flui-
do. Sin embargo, el llamado de alerta es a no interpretar resultados demasiado rapido
porque se puede llegar a conclusiones errdneas. Es muy posible que el COVID-19 se auto
atenue y vuelva estacionalmente como una gripe singular, pero écuando? Lo que si sa-
ben los especialistas es que las epidemias normalmente vienen y se van, y el COVID-19
no deberia ser la excepcion.

El primer infectado por el COVID-19 fue internado en un hospital el 12 de diciembre de
2019 en Wuhan, en la provincia de Hubei, China. La propagacién del virus se asocio casi
inmediatamente a un mercado de esta ciudad donde se venden peces, mariscos y una
diversidad animal Unica, que incluia erizos, tejones, serpientes, murciélagos y aves. El
paciente trabajaba en este mercado y experimenté un sindrome respiratorio severo que
incluia fiebre, mareo y tos. A este paciente se le aplicaron test para 26 patégenos respira-
torios comunes sin obtener resultados que identificaran el origen de su sintomatologia.
Para identificar el posible agente causal de la enfermedad, los investigadores colectaron
una muestra de liquido de lavado broncoalveolar y se realizé una secuenciacién me-
ta-transcriptomica (técnica utilizada para identificar la biodiversidad bacteriana y otros
microorganismos en un ecosistema determinado). Con esta secuenciacién se obtuvieron
56.565.928 lecturas de 150 pares de bases de longitud, en las que se evidencié que el
paciente tenia en sus muestras una buena cantidad de DNA y RNA de origen bacteriano
y viral. Se ensamblaron estas lecturas y se reconstruyeron 384.096 transcritos, entre los
cuales encontraron uno muy largo con 30.474 pares de bases. Esta secuencia tenia una
alta abundancia (repeticiones) y al compararla con la secuencia de otros virus se encon-
tré relacion con un aislado de coronavirus similar al SARS de murciélago que se habia
muestreado previamente en China, con una identidad nucleotidica de 89,1 %. La carga
viral, o nimero de copias del virus, en la muestra de lavado broncoalveolar se midié con
técnicas moleculares, obteniendo un nimero de 3,95 x 108 copias por ml.

Teniendo la certeza de que se habia identificado un nuevo virus, el COVID-19, se reali-
z6 un analisis filogenético para determinar las relaciones del nuevo coronavirus. Los in-
vestigadores concluyeron que el COVID-19 estd mads estrechamente relacionado con los
coronavirus de murciélago, teniendo una similitud de aminodcidos de 100 % con el mur-
ciélago SL-CoVZC45 en las proteinas nsp7 y E. Al parecer, los murciélagos son un posible
huésped para el reservorio viral de COVID-19. En el mercado de Wuhan, donde trabaja-
ba el paciente, los murciélagos estaban a la venta cuando se notificé la enfermedad; sin
embargo, es necesario realizar mds estudios para determinar el reservorio natural del



nuevo coronavirus y la posibilidad de que haya tenido otro huésped intermedio. Asi mis-
mo, aparentemente, el pangolin, otro mamifero, podria ser también un candidato de re-
servorio del virus debido a que la proteina de unién del virus a las células hospederas es
el mismo del pangolin y humanos. Esta investigacidn fue publicada por la revista Nature
el 3 de febrero de 2020.

Las publicaciones periodisticas dicen que la identificacién del agente causal tomé apenas
7 dias y que la obtencién de la secuencia completa del virus tomé 14 dias adicionales. Se
desprende de arriba que fue la obtencién de la secuencia con la que se identificd el virus,
siendo este un hallazgo tremendamente répido.

A la fecha, se han obtenido mas de 1.200 secuencias del virus, incluyendo la de Colom-
bia. Se conocen sus rutas de dispersidn, se han estudiado las posibilidades de que el virus
haya sido creado por ingenieria genética, se sabe acerca de la evolucién natural del mis-
mo, se conoce la forma como se une a la célula huésped y todas sus proteinas, también
la base molecular del reconocimiento y la forma de infeccidn; la investigacién ha descrito
también los cambios mutacionales del virus y, por ende, su naturaleza, tasa de contagio,
epidemiologia y otros aspectos.

Hoy en dia se venden mas de 20 kits de diagndstico del virus en humanos, desde los que
utilizan la amplificacidon de fragmentos del virus utilizando la PCR en tiempo real —que
podria tomar de 4 a 6 horas para validar su presencia—, hasta test que identifican anti-
cuerpos para realizar en 15 m. Se sabe que las pruebas de vacunas estan en fase clinica
en humanos y se prevé tener la vacuna en 8-12 m. Se han registrado desde enero hasta
el 25 de marzo de 2020 un total de 6.250 articulos publicados (Google académico). En fin,
he dicho que la ciencia tiene un ritmo fluido, pero no es asi, va a una velocidad inusitada,
no antes vista. La pelea contra el COVID-19 puede ser larga, pero la ciencia debe tener la
respuesta pronto: una vacuna y/o tratamientos efectivos.

Javier Hernandez Fernandez

Editor Revista Mutis
https://orcid.org/0000-0001-8442-9266
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8 . Produccion de astaxantina y expresion de genes en H. pluvialis

RESUMEN

La astaxantina es un carotenoide y antioxidante utilizado en las industrias cosmética, farmacéutica vy ali-
mentaria. Se produce naturalmente en la microalga H. pluvialis cuando esta crece bajo efecto de factores
de estrés, como la deficiencia de nutrientes y una irradiancia alta, entre otros. Por lo anterior, se propone
como objetivo de esta investigacion determinar la produccion de astaxantina y la expresion de los genes
relacionados con su biosintesis bajo condiciones de estrés por deficiencia de nitrégeno (4,0 y 5,0 %) y una
irradiancia alta. Para este trabajo se realizé un cultivo en medio RM con nitrégeno a 4,0y 5,0 %, utilizando
las siguientes condiciones: pH 6,7; ciclo luz/oscuridad 20 h: 4 h; temperatura 25 °C; agitacion continua; CO>
de 5 %; iluminacidn con lamparas fluorescentes blancas (TIt 20w/54Rs marca Philips); e irradiancia alta de
140 uE. Adicionalmente, se utilizd como control el crecimiento en el medio con nitrégeno en concentra-
ciones normales bajo las mismas condiciones durante 36 dias. El muestreo se realizé cada tercer dia para
cuantificacion de astaxantina y clorofila y determinacién de expresion de genes. El ANOVA realizado esta-
blecié que no hay diferencias significativas entre los tratamientos (P = 0,053). Sin embargo, la produccion
de astaxantina fue de 3,52x10° pg cel x mL™ con una concentracion de nitrégeno al 4,0 % y una irradiancia
alta de 140 UE, incrementandose en 40 % frente a la produccion obtenida con nitrégeno al 5,0 % (2,08x10°
¢ ug cel* x mL1). Los genes psy, pds, Icy, bkt y chy, se expresaron con nitrégeno al 4,0 %, mientras que con
nitrégeno al 5,0 % solo se expresaron psy, pdsy chy.

Palabras clave: microalga, carotenoide, bioproceso, irradiancia, lote, nutrientes.

ABSTRACT

Astaxanthinis an antioxidant carotenoid used in cosmetic, pharmaceutic and food industries that is produced
by microalgae H. pluvialis in natural form. It is a secondary metabolite that increases production when
microalgae grows under stress conditions, like food deficiency and high irradiation, among others. The goal
of this research was to test microalgae growing under nitrogen deficiency conditions in a concentration of
4.0-5.0% and evaluate astaxanthin production and gene expression in dye biosynthesis. For this purpose, a
culture in RM medium was carried out with 4.0 and 5.0% nitrogen, using the following conditions: pH 6.7;
light/dark cycle 20h: 4h; temperature 25 2C; continuous agitation; 5% CO.; lighting with white fluorescent
lamps (TIt 20w/54Rs Philips brand); and a high irradiance of 140 UE. The growth in the medium was used
as a control with nitrogen in normal concentrations during 36 days (under the same conditions). Sampling
was carried out every third day for quantification of astaxanthin and chlorophyll and the determination
of gene expression. The ANOVA performed established that there are no significant differences between
treatments (P = 0.053). However, astaxanthin production with a nitrogen concentration of 4.0% and a high
irradiance of 140 UE was 3.52x10° pg cell* x mL?, increased by 40% when compared to that obtained with
5.0% nitrogen (2.08x10°® ug cell* x mL?). The psy, pds, Icy, bkt and chy genes were expressed with 4.0%
nitrogen, while 5.0% nitrogen only allowed psy, pds and chy.

Keywords: Microalgae, carotenoid, bioprocess, irradiance, Batch, nutrients.
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INTRODUCCION

H. pluvialis es una microalga verde unicelular de agua
dulce (Martinez-Silva, 2011) que tiene la capacidad de
producir altas concentraciones de astaxantina de bue-
na calidad. Esta produccién se obtiene como mecanis-
mo de proteccidn y resistencia de la microalga frente
a diferentes cambios drasticos en el ambiente (Kur-
men, Gonzdlez, & Klotz, 2013; Dominguez-Bocanegra,
Legarreta, Jeronimo, & Campocosio, 2004; Gonzalez,
Cifuentes, & GAmez, 2009) tales como: temperatura,
intensidad luminica, ciclos de luz-oscuridad (Wan et
al., 2014), concentracién de nutrientes (Cifuentes et
al., 2003; Gong & Chen, 1998), pH (Sarada, Tripathi,
& Ravishankar, 2002), las especies reactivas de oxi-
geno, las sales (Kobayashi, Kakizono, & Nagai, 1993),
el medio de cultivo (Brinda, Sarada, Kamath, & Ravi-
shankar, 2004; Gonzalez et al., 2009; Imamoglu, Da-
lay, & Sukan, 2007) y las concentraciones de nitrége-
no (Wang et al., 2014), caracteristicas que le permiten
acumular grandes cantidades del carotenoide (Kur-
men et al., 2013).

La astaxantina (3,3’-dihidroxi-4,4’-diceto-, R-carote-
no) es un pigmento carotenoide de gran importancia,
ya que es un antioxidante que neutraliza los radicales
libres que dafian las células (Candelas-Cadillo et al.,
2005). La astaxantina es de color rojo y es responsable
de la coloracién de la piel de algunos animales mari-
nos como mariscos, langostas y camarones, los cua-
les no tienen la capacidad de sintetizarla, por lo tanto,
este compuesto es suministrado en el alimento; en la
industria de este tipo de alimentos, el uso de pigmen-
tos carotenoides cumple como funcién principal ac-
tuar como antioxidante y promotor de la produccion
de vitamina A (Ponce-Palafox, Arredondo-Figueroa,
& Vernon-Carter, 2006). Ademas, la astaxantina estd
unida a una proteina que define la capacidad de ab-
sorber el pigmento en el musculo del pez (Armenta,
Guerrero-Legarreta, & Huerta, 2002).

La astaxantina posee otras aplicaciones en diferentes
industrias, como la farmacéutica y cosmética, donde
cumple funciones como protector solar, al prevenir el
dafio de la piel causado por los rayos UV, contribuye
como factor antienvejecimiento y protector de la piel,
aumenta la actividad inmunoldgica y la salud cardio-
vascular, disminuye los triglicéridos, aumenta el ren-
dimiento y la recuperacion fisica, es un potente ant-
inflamatorio y favorece la recuperacion en la artritis

diaz, J.C., Huérfano, J, Diaz, L. E, Rodriguez, J.,y C
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y el asma (Cerdn, 2013; Dominguez et al., 2004). En
la industria farmacéutica es un ingrediente de suple-
mentos dietarios. Por su parte, en la industria cosmé-
tica es empleada en la proteccién de las membranas
celulares contra el ataque de radicales libres (Kurmen
etal., 2013).

Este pigmento carotenoide es producto del metabo-
lismo secundario de la microalga H. pluvialis, de la
cual representa 4,0 % del peso seco. El interés por
la produccion y comercializacion de este pigmento
ha llevado a que se destaque el cultivo de H. pluvia-
lis como una fuente natural de gran interés debido a
la calidad del pigmento que se obtiene de ella (Abal-
de, Orosa-Garcia, Torres, & Cid, 1999). Esta microalga
se comercializa a razén de usD 2500 por kilogramo y
cuenta con un mercado mundial anual estimado en
usD 200 millones. De otro lado, la demanda de asta-
xantina sintética hace que el consumo sea menos sa-
ludable, dando paso a la oportunidad de producir de
astaxantina de forma natural mediante la microalga
H. pluvialis (Ramirez-Landinez, 2013).

Una vez la microalga es expuesta a crecimiento bajo
diferentes factores de estrés, se produce un estimulo
en la produccion de astaxantina que es seguido por
cambios morfoldgicos que van desde un estado vege-
tativo, en la cual se encuentra con presencia de flage-
los, pasando por el estado palmella, donde es circular
desprovista de flagelos, hasta llegar a la aplandspora,
la cual es una célula esférica, roja y sin flagelos produ-
cida como respuesta al estrés producido para lograr la
supervivencia.

La microalga H. pluvialis contiene 70 % de monoés-
teres de astaxantina, 10 % de diésteres de astaxanti-
nay 5,0 % de astaxantina libre. El restante 15 % esta
compuesto por B-caroteno, cantaxantina, luteina y
otros carotenoides (Cérdoba-Castro et al., 2015). El
aumento en la produccidn de astaxantina se ve refle-
jada cuando existe limitacion de algunos nutrientes,
la exposicidn a luz directa y la adicidon de otras sustan-
cias en fase tardia de crecimiento, como el acetato de
sodio, el cual hace que las aplanosporas tengan ma-
yor peso seco y mayor contenido de pigmento. Una
de los factores de estrés de mayor interés para au-
mentar la sintesis de este carotenoide, es la deficien-
cia de nutrientes como nitrégeno y fésforo, esenciales
en el proceso de sintesis de este compuesto (Nunes
etal., 2013).
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expresion de genes en H. pluvialis

La produccion de astaxantina en la microalga H. plu-
vialis se genera por reacciones enzimaticas regula-
das por la expresion de los genes involucrados en su
ruta biosintética, tales como fitoeno sintasa (psy),
B-caroteno ketolasa (bkt), B-caroteno hidroxilasa
(chy), fitoeno desaturasa (pds) y licopeno B-ciclasa
(lcy) (Steinbrenner & Sandmann, 2006; Vidhyavathi,
Venkatachalam, Sarada, & Ravishankar, 2008; Vidhya-
vathi, Sarada, & Ravishankar, 2009), como se muestra
en la figura 1.

Figura 1. Ruta de sintesis de carotenoides secundarios en H. pluvialis
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Fuente: Steinbrenner y Sandmann (2006).

Teniendo en cuenta la capacidad de H. pluvialis para
producir y acumular gran cantidad de astaxantina, asi
como la necesidad de determinar las condiciones 6p-
timas para aumentar su produccion, el objetivo del
presente trabajo es determinar el efecto de la defi-
ciencia nitrégeno, al 5,0 y 4,0 %, sobre la expresion de
genes y la produccidn de astaxantina, para efectos de
seleccionar condiciones de proceso que permitan es-
calar su cultivo y producir una buena cantidad de este
carotenoide.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y cultivo

La microalga H. pluvialis fue obtenida de la coleccién
de cultivos de algas de la Universidad de Texas (UTEX
2505), Estados Unidos, y suministrada por la facultad
de Ingenieria de la Universidad de La Sabana, Colom-
bia. La cepa se mantuvo en medio sdlido y liquido
Mes-Volvox (por recomendacion de la UTEX), a baja
irradiancia y una temperatura entre 15y 20 °C.

El cultivo se realizé en medio de cultivo Mes-Volvox, el
cual consistia de Ca(N0Os)2. 4H,0 11,8 g 100 mL*, Mg-
S0..7H,0 4 g 100 mL?, Na2glicerofosfato.5H.0 0,05 g
L%, KCl 0,05g/L, MES 1,95 g L%, solucion de metales PIv
6 ml L', NH4Cl 0,026 g L?, Vitamina B12 1ml L, HEPES
y biotina 1 ml L%, ajustado a pH 6,7, luz blanca provista
por ldamparas fluorescentes (Tlt 20w/54RS marca Phi-
lips) con una irradiancia de 90 UE, fotoperiodo de 18
horas de luz y 6 horas de oscuridad, temperatura de
25°C, COz al 5,0 % y agitacion manual de 10 segundos
al dia. El cultivo se monitoreo por medio de microsco-
pia en cdmara de Neubauer para conteo y evaluacién
de parametros como color (pigmento), morfologia y
viabilidad celular, cada tercer dia.

Efecto de la deficiencia de nitrégeno sobre la
produccion de astaxantina Preparacion del
cultivo

El cultivo de H. pluvialis se realizd en sistema Batch
por triplicado para cada tratamiento a ensayar, uti-
lizando el medio de cultivo RM, el cual consistié de
NaNOs 300 mg L*, K;HPOs 80 mg L*, KH.PO4 60 mg
L1, MgS04.7H20 10 mg L?, CaCl..2H,0 58,5 mg L7,
EDTA 7,5 mg L%, NaCl 20 mg L%, HsBOs 0,3 mg L?,
MnS04.H20 1,5 mg L%, ZnS04.7H,0 0,1 mg L, (NHa)-
6M07024.4H20 0,3 mg L?, CuSO4.5H20 0,08 mg L%,
Co(N03)2.6H20 0,26 mg L?, FeCl3.6H20 17 mg L%,
ajustado a pH 6,7 (Imamoglu et al., 2007). Los trata-
mientos a ensayar fueron medio RM con concentra-
ciones de nitrégeno normales, utilizado como control
del estudio 300 mg/L de NaNO;3, con deficiencia de ni-
trogeno al 4,0 %, 12,010 mg L de NaNOs (tratamien-
to 1) y con deficiencia de nitrégeno al 5,0 %, 15,013
mg L de NaNOs (tratamiento 2). El medio estéril con
el pH ajustado se adiciond en biorreactores de 500 ml
hasta un volumen de 350 ml. Los biorreactores se se-
llaron para garantizar esterilidad.

.
MUTIS |Revistaelectrénica editada por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO



Gomez, L., Orozco, M.I, Quiroga, C,, Diaz, J.C, Huérfano, J,, D

Se procedid a adicionar el inéculo de la microalga con
una concentracién de 1x10* células mL* a cada biorre-
actor. Se realizo el cultivo bajo las siguientes condicio-
nes: pH 6,7, ciclo luz/oscuridad 20h: 4h, temperatura
25 9C, agitacidon continua, CO. 5 %, iluminacidn con
ldmparas fluorescentes blancas (TIt 20w/54RS marca
Philips) e irradiancia de 140 pE. La toma de muestra
se realizd cada tres dias en forma aséptica. La conser-
vacién de las muestras se realizé en solucién forma
salina (1:9), en una proporcién 1:1. Se tomaron 1,0
mL para realizar control del cultivo (conteo celular,
viabilidad, morfologia y registro fotografico) y el resto
de muestra se utilizd para medicién de pH. Ademas,
se tomaron 10 mL para cuantificacién de pigmentos y
10mL para deteccion de genes. El tiempo de estudio
fue de 36 dias.

Determinacion de concentracion de clorofila y
astaxantina

Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 rpm du-
rante 5 min. Posteriormente, se retiré el sobrena-
dante (medio de cultivo). Al paquete celular se le
adiciond 1.0 mL de metanol al 90 % y se calentd du-
rante 10 min a 60 2C en bafio seroldgico y a conti-
nuacioén se centrifugd a 12.000 rpm durante 5 min
(APHA, 1992).

Tabla 1. Genes especificos y temperaturas usadas en RT-PCR.

faz, L.E,

9), doi: 10.21789/22561498.1532 I 11
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Para la cuantificacién de clorofila y astaxantina se rea-
lizé la curva de calibracidn con patrones de referencia,
para lo cual se hizo la lectura espectrofotométrica en
el equipo Thermo Scientific Evolution 201 a una lon-
gitud de onda de 667nm para clorofila y 477nm para
astaxantina, tras lo cual se hallaron concentraciones
en (ug/ml). Para la elaboracion de las graficas se utili-
z6 la ecuacidn 1:

Concentracidn ug/mL x volumen muestreado (mL) (Ec.1)

Nimero de células en conteo en cimara (cel.,/mL) x volumen muestreado (mL)

Los resultados se expresaron en ug cel® x mL?. Con
base en dichos resultados, se realizaron graficas para
cada tratamiento de nitrégeno aplicado a los biorre-
actores.

Aislamiento de ARN y PCR

La extraccidon de ARN se hizo con Trizol (Invitrogen).
La transcripcidn reversa se realizd siguiendo el proto-
colo RT2 First Strand Kit de la casa comercial Qiagen
(2011). Los primer utilizados para la amplificacion de
psy, pds, Icy, bkt y chy fueron disefiados por Vidhyava-
thi et al. (2008) y se presentan en la tabla 1.

Primer Secuencia primer T(°C) Ciclos de ID GenBank/ Tamaiio
(5’-3') amplificacion referencia amplicones (pb)

PSY- forward ATGTACCATCCCAAGGCAAG 60 30 AYRIS634 402
PSY- reverse CTGGACCAGGOCTACGAC

PDS- forward TCCATGATCTTTGCCATGC 60 30 AYTEEGO] 462
PDS- reverse COGGAGTTGAACATGAGGTC

LCY- forward CTICTTCTCCGCCTTCTTCA 60 30 AYTE2008 565
LCY- reverse GCATCCTACCGCTCAAAGAA

BKT- forward CATCTCCTTGTACGCCTGGT 55 30 XBOTR2 423
BKT- reverse CAGTGCAGGTCGAAGTGGTA

CHY- forward CTACACCACAGCGGCAAGTA 55 30 AF162276 521
CHY- reverse GCCTCACCTGATCCTACCAA

ACT- forward AGCGGGAGATAGTGOGGGACA 61 » Huang et al., 2006 200
ACT- reverse ATGCCCACCGUCTCCATGE

Fuente: Vidhyavathi et al. (2008).

La separacién de los productos de PCR se realizé en gel
de agarosa al 1,5 %. Para su lectura e interpretacién se
utilizé el equipo BIORAD con un sistema de documen-
tacion de geles Gel Doc XR por luz uv, mediante el pro-
grama Quantity One. Se realizd la secuenciacién de
los productos de PCR (Mendoza et al., 2001) utilizando

el secuenciador ABI 3730xl, obteniendo registro de los
datos en tiempo real con el sistema LIMS (sistema de
registro de laboratorios) y ofreciendo lectura de 650
pb a 1050 pb con criterio de calidad QV20. Los resul-
tados obtenidos fueron analizados con el programa
Chromas Lite version 2.5.1 formato ab1.
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Las secuencias en formato FASTQ obtenidas fueron
interpoladas al programa The Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST), con el fin de encontrar la iden-
tidad de cada una de las secuencias analizadas y asi
confirmar la presencia de los genes de la cascada de
biosintesis de la astaxantina. La determinacién de ex-
presién de genes se realizd en el muestreo 6 (dia 18
del cultivo), el muestreo 8 (dia 24) y el muestreo 12
(dia 36). Los muestreos se seleccionaron por la pro-
duccidn de astaxantina obtenida y se analizaron para
cada tratamiento (nitrégeno al 4 %, nitréogeno al 5%y
control) (Chavarro, 2011).

Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado para
cada tratamiento ensayado. Se aplicé el Software
Dm FIT, con base en el modelo de Baranyi y Roberts
(1994), para ajustar las curvas de crecimiento obteni-
das. Ademas, se realizd un analisis de varianza ANOVA
(95 %) usando Excel 2010, para determinar diferen-
cias significativas entre tratamientos (P < 0.05).

RESULTADOS

Cultivo de H. pluvialis

El crecimiento de H. pluvialis en el tratamiento con-
trol fue de 4.83x10° cel. mL?, en el cual se utiliz6 el
medio RM con la concentracién de nitrégeno en la
cantidad establecida para este medio (Nifio-Castillo,
Rodriguez-Rivera, Diaz, & Lancheros-Diaz, 2017). En
el caso del tratamiento con medio RM con concentra-
cion de nitrégeno al 4,0 % el crecimiento registrado
fue de 2.10x10° cel mL?, mientras que para el trata-
miento con medio RM con concentracién de nitroge-
no al 5,0 % fue de 1.38x10° cel. mL™. En el control se
observé un crecimiento mayor debido a que el medio
de cultivo no presenta deficiencia de ningln nutrien-
te (figura 2).

La velocidad de crecimiento para el control fue de
0,0030 cel. dia?, para el tratamiento con concentra-
cién de nitrégeno al 4,0 % fue de 0,0029 cel. diaty
para el tratamiento con concentracién de nitrégeno
al 5,0 % fue 0,0028 cel. dia?, observando una veloci-
dad de crecimiento mayor en el control con respecto
a los tratamientos donde se utilizé una concentracion
de nitrégeno al 4,0y 5,0 %.

Figura 2. Crecimiento de H. pluvialis para los tratamientos: control,
nitrégeno 4,0 % y nitrégeno 5,0 %
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El crecimiento de la microalga es una variable a tener
en cuenta debido a que se puede ver afectada segun
la fuente de nitrégeno proporcionada por el medio.
Seguln Sarada et al. (2002), el medio basal bold (BBM)
que contiene nitrato de sodio, nitrato de amonio, ni-
trato de potasio y nitrato de calcio, arrojo resultados
favorables con respecto a la produccion de biomasa y
astaxantina. Los resultados obtenidos en esta investi-
gacion, donde se utilizd el medio RM que contiene ni-
trato de sodio, permitié confirmar que la presencia de
este nutriente es importante para el crecimiento de
esta microalga, puesto que ni su deficiencia evitd ob-
servar crecimiento de esta microalga, identificando la
fase exponencial en los tratamientos ensayados entre
el dia 9y el dia 18.

En el dia 18 se obtuvo para el control una concentra-
cién de H. pluvialis de 4,23x10°8 cel mL?. En el trata-
miento con medio RM y concentracidon de nitrégeno
al 4,0 % se obtuvo un crecimiento de la microalga de
1,85x10°el mL? y para el tratamiento de medio RM
con concentracion de nitrégeno al 5,0 % se obtuvo
una concentracion de 3,20x10° cel. mL?, mostrando
gue en el tratamiento donde se utilizd una concen-
tracion de nitrégeno al 4,0 % disminuyd el crecimien-
to de esta microalga en 56 % frente al control. Por su
parte, para el tratamiento donde se empled en el me-
dio una concentracidn del 5,0 %, el crecimiento de la
microalga disminuyd 24 % frente al control.

En el dia 21 de cultivo se obtuvo para el control un
crecimiento de la microalga de 3,25x10° cel. mL™.
Para el tratamiento con concentracién de nitrégeno al
4,0 % se registro un crecimiento de 1,76x10°cel. mL?
y para el tratamiento con concentracién con nitroge-
no al 5,0 % de 2,50x10° cel. mL™. Se observa que el
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crecimiento de la microalga en el tratamiento con me-
dio RM con concentracién de nitrégeno al 4,0 % dismi-
nuyé 46 % y en el tratamiento con medio RM con con-
centracién de nitrégeno al 5,0 % disminuyd 23 % con
respecto al control, en ambos casos. Estos resultados in-
dican que la concentracion de nitrégeno si afecta el cre-
cimiento de la microalga y que a menor concentracién
menor sera su crecimiento, disminuyendo hasta 46 %.

Efecto de la deficiencia de nitrégeno y una irra-
diancia alta de 140 uE sobre la produccion de as-
taxantina

El cultivo de H. pluvialis utilizado como control pre-
sentd una concentracién inicial de astaxantina de 1,60
x107 ug cel* x mL? (muestreo 1, dia 3), la cual fue en
aumento hasta obtener una concentracién final de
1,33 x10°® pg cel* x mL?* (muestreo 12, dia 36) en el dia
36 del experimento, con un incremento de 88 % (figu-
ra 3) y una disminucion de la clorofila a medida que
trascurria el crecimiento de la microalga. En el experi-
mento se registrd una concentracidn inicial de cloro-
fila de 1,60 x 10° pg cel* x mL? y una concentracion
final de 7,38 x10°® ug cel* x mL?, con una disminucién
de la concentracidn de este pigmento de 53 %.

En la microalga H. pluvialis la disminucién del nitrége-
no es un factor que inhibe la biosintesis de clorofila a
y promueve la degradacién de la clorofila b, como ex-
presan Scibilia, Girolomoni, Berteotti, Alboresiy Ballo-

Figura 4. Morfologia tratamiento control. 40X

Quiroga, C,, Diaz, J.C,, Huérfano, J.,, Diaz, L. E., Roc
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ttari (2015), quienes indican que la falta de nitrégeno
impide la produccion de clorofila en condiciones nor-
males, retrasando asi el proceso llevado a cabo por la
microalga de fotosintesis.

Figura 3. Concentracién de astaxantina y clorofila (tratamiento control)

1,60E-05

1,20E-05
— O E M CMICE
{Ast=xantins)

1,206-05

1,00E-05

Logaritmica

500808 [Clorofilz)

ngfcelaml

5,00E-06

4,00E08

2,00E08

0,00E+00

En la figura 3 se observa que la concentracion de asta-
xantina tiene un comportamiento inversamente pro-
porcional a la concentraciéon de clorofila durante el
proceso de crecimiento de H. pluvialis. Esto se debe
a que en el tratamiento control, el cual contiene las
concentraciones de nitréogeno adecuadas para el cre-
cimiento de esta microalga, se observd microscépica-
mente que en el dia 27 de crecimiento (muestreo 9)
iniciaba la acumulacion del pigmento en concentra-
ciones minimas, dandose una relacién inversamente
proporcional entre clorofila y astaxantina, con un au-
mento notorio de este ultimo (figura 4).

En la produccién de astaxantina para el tratamiento
donde se utiliz6 medio RM con una concentracién de
nitrégeno al 4,0 %, expresada en ug/cel. x mL vs. dias
de muestreo, se observd que al comparar el control

(figura 3) con el tratamiento con medio RM con ni-
tréogeno al 4,0 %, este ultimo tuvo una mejor pro-
duccién de astaxantina (62 %) con una concentracion
de 3,52x10° pg cel? x mL? en el dia 36 muestreo 12



(figura 5). La concentracion de clorofila disminuyé a
medida que la produccién de astaxantina aumentaba
con una concentracioén inicial (muestreo 1, dia 3) de

4,23x10° pg cel* xmL? de muestra y una concentra-
cién final (muestreo 12, dia 36) de 3,73x10° ug cel* x
mL*(figura 6), mostrando una disminucién de 91 %.

Figura 5. Concentracion de astaxantina y clorofila (tratamiento con nitrégeno 4,0 %)
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Figura 6. Morfologia del tratamiento con nitrégeno al 4,0 % (40X)
Dia 3 Dia 15 :
Dia 36

En el tratamiento en medio RM con una concentra-
cion de nitrégeno al 5,0 % en pg cel* x mL? vs. dias
de muestreo, se observd el mismo comportamiento
del control (figura 3) y el tratamiento con nitrégeno
al 4,0 % (figura 5), en los que se reiteré que la pro-
duccidn de clorofila es inversamente proporcional
a la produccién de astaxantina. La figura 7 permi-
te evidenciar que este tratamiento tuvo una menor

eficiencia de produccion de astaxantina con respec-
to al tratamiento de RM con nitrégeno al 4,0 %, con
una concentracidn de 2,08x10° ug cel x mL* al dia
36 (muestreo 12).

Al comparar la produccidn de astaxantina del trata-
miento de RM con nitrégeno al 5,0 % con el control
(figura 3) se observé que la producciéon fue mayor,
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por lo que se concluye que el factor de estrés de una
concentracion de nitrégeno al 5,0 % favorece la pro-
duccidn del pigmento. La concentracién de clorofila
desciende a medida que aumenta la concentracion
de astaxantina, la cual inicié con una concentracién

fquez, J., y Camacho-K,, J (2019), doi: 10.2 89/22561498.1532 . 15

(muestreo 1, dia 3) de 1,69x10° pg/cel x mL y termi-
no con una concentracion final (muestreo 12, dia 36)
de 1,85x10° pg/cel. x mL, mostrando una disminucion
de 89 %.

Figura 7. Concentracion de astaxantina y clorofila (tratamiento con nitrégeno al 5,0 %)
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La diferencia de produccion y/o acumulacién del
pigmento comparado con el tratamiento en el que
se usé nitrogeno al 4,0 % fue de 1,44x10° ug/cel.
x mL, mostrando una disminucién de 41 % que evi-
dencia que el tratamiento con una concentracion de
nitréogeno al 5,0 % favorece la produccién, aunque
no en cantidades mayores a las del tratamiento con

Figura 8. Morfologia con tratamiento de nitrégeno al 5,0 % (40X)

una concentracion de nitrogeno de 4,0 %. Este trata-
miento (nitrégeno al 5,0 %) se observd microscopi-
camente, dando resultado de estrés al dia 18 (mues-
treo 6), lo que indica que el proceso de sintesis de
astaxantina es mas lento en este tratamiento com-
parado con el tratamiento con una concentracion de
nitréogeno al 4,0 % (figura 8).
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Al comparar la produccion de astaxantina en los tra-
tamientos 1y 2 y control, se observé que la produc-
cion fue 40 % mayor en el tratamiento 1, con lo que
se concluye que el factor de estrés en el cual se utilizé
una concentracion de 4,0 % de nitrégeno y una alta
irradiancia es favorable para obtener una muy buena
produccion del pigmento.

El andlisis estadistico realizado (ANOVA 95 %) para es-
tos tratamientos evidencié que no existen diferencias
significativas entre el tratamiento de nitrégeno al 5,0
y 4,0 % combinadas con la irradiancia alta (P = 0,053).
Sin embargo, los niveles de astaxantina son 40 % ma-
yores en la concentracidon obtenida en este estudio
para el tratamiento con nitrégeno al 4,0 %, combina-
do con la irradiancia alta utilizada (140 uE), que para
el tratamiento que contiene 5,0 % de nitrégeno.

Expresion de genes

Se observaron la expresion de genes pertenecientes
a la cascada de produccién de astaxantina. Estos ge-
nes se denominan fitoeno sintetasa (psy), B-caroteno
Hidroxilasa (chy), fitoeno desaturasa (pds), licopeno
B-ciclasa (lcy) y B-caroteno ketolasa (bkt), y son fun-
damentales para llevar a cabo el proceso de produc-
cién/o biosintesis del carotenoide. La expresiéon del
gen bkt se da gracias a que este se encuentra en ma-
yores cantidades cuando en estado de célula verde

Figura 9. Expresion de genes en el control

-
I
o

s 3

PDS

flagelada y va disminuyendo a medida que esta se
desarrolla, como afirman Huang, Chen y Sandmann
(2005), cuando la expresidon del gen aumenta su con-
centracion debido a que la microalga se expone a fac-
tores de estrés y se detecta en concentraciones basa-
les al completar la cascada de produccion de astaxan-
tina (figuras 9y 10).

En cuanto al gen pds, se puede afirmar que se en-
cuentra presente siempre que hay concentraciones
de ARNm durante el periodo de acumulacion de as-
taxantina, lo que refiere que es regulado segun el ni-
vel de ARNm disponible, como sostienen Griinewald,
Eckert, Hirschberg y Hagen (2000), quienes afirman
gue este gen se encuentra en el cloroplasto y regula la
produccion de astaxantina, la cual, a su vez, es regula-
da por la disponibilidad de ARNm en el momento de Ia
sintesis y acumulacién del caroteno; por ende, en los
resultados de la electroforesis y PCR para este gen, se
observa que siempre estuvo presente durante la bio-
sintesis, con una mayor intensidad en el tratamiento
con nitrégeno al 4,0 % (figura 9). Por otra parte, los
factores de estrés ambientales aumentan las condi-
ciones estacionales de los genes psy y chy, logrando
la regulacion diferencial de los niveles de ARNm de los
genes de la biosintesis de astaxantina, como expresan
Steinbrenner y Linden (2001), quienes refieren que
los ARNmM de estos genes estan regulados en respues-
ta a diferentes condiciones de estrés.
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Figura 10. Expresion de genes de la ruta biosintética de la astaxantina en los tratamientos nitrégeno 4,0 %, nitrégeno 5,0 % dia 18 (muestreo 6), dia 24

(muestreo 8) y dia 36 (muestreo 12)
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La expresién de psy y chy se evidencio en todos los
muestreos 6 dia 18, muestreo 8 dia 24, muestreo 12
dia 36 del tratamiento de nitrégeno al 4,0 %, en com-
paracién con el tratamiento de nitrégeno al 5,0 %,
donde se observa solo expresién de estos genes en
los muestreos 8 (dia 24) y 12 (dia 36) (figuras 9-11).
En cuanto al gen Icy, este se observé solo en el mues-
tro 8 (24 dia) del tratamiento con nitrégeno al 4,0 %,
lo que se concluye que la disponibilidad de ARNm en
ese momento del experimento no era la suficiente
para expresion de la mayoria de los genes (psy, pds,

Icy y chy).

La ausencia de expresién de genes de la ruta bio-
sintética de la astaxantina para el control se debe a
gue este medio de cultivo RM no presentd ninguna
condicidon de estrés en la deficiencia de nutrientes,
ya que cuenta con los niveles adecuados de nitrége-
no; hecho que no influye en la produccién y acumu-
lacion de astaxantina. Referente a esta situacion, en
el muestreo 6 con nitrégeno al 5,0 % se evidencié una

ausencia similar de los genes de la sintesis del carote-
noide. Esto se debe a que la concentracién de ARNm
en este momento fue éptima para lograr una expre-
sién de genes marcada, en comparacién con el trata-
miento con nitrégeno al 4,0 % (figuras 9 y 10).

Por ultimo, se llega a la verificacion de la presencia
de los genes de la ruta biosintética obtenidos en la
PCR mediante el proceso de secuenciacion, donde la
identidad varié entre 93 y 100 %, con 0 % de discre-
pancias, con lo cual se concluye que los genes involu-
crados en la ruta biosintética se expresan bajo el fac-
tor de estrés ensayado, caracterizado por la disminu-
cion en la concentracién de nitrégeno: 4,0 y 5,0 %,
logrando una mayor expresién de los genes psy,
pds y chy en el tratamiento con nitrégeno al 4,0 %
(figura 11).
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Figura 11. Nivel de expresion de genes ruta biosintética
de astaxantina. Los datos mostrados son promedio de
dos experimentos independientes expresados como 12
intensidades de bandas de los genes psy, pds, Icy, bkt

y Chy 10 -
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Como se menciond previamente, la concentracién de
astaxantina es 40 % mayor en el tratamiento con ni-
trégeno al 4,0 % con respecto al tratamiento con ni-
trégeno al 5,0 % combinado con la irradiancia alta.
Asi mismo, se logré una mayor expresion de los genes
psy, pds, Icy bkt y chy en el tratamiento con nitrégeno
al 4,0 %, mientras que con nitrégeno al 5,0 % solo se
expresaron los genes psy, pds y chy.

DISCUSION

El medio de cultivo RM utilizado contiene nitrato de
sodio (NaNOs) en concentraciones que permiten un
buen desarrollo celular. No obstante, al disminuir sus
niveles, estimula una mayor acumulaciéon del carote-
noide, como sefalan Orosa, Franqueira y Cid (2005),
quienes indican que la disponibilidad de nitratos en el
medio en concentraciones bajas (0,15 g/L) permite la
acumulacién de astaxantina y evita un cese en el pro-
ceso de division celular; como se pudo evidenciar en
este trabajo de investigacion.

Las concentraciones bajas de nitrégeno no afectaron
el crecimiento celular ni la produccion de la astaxan-
tina, permitiendo afirmar que una concentracion de
nitrégeno de 4,0 % (12,0104 mg/L de NaNOs) provo-
ca una mayor acumulacién de astaxantina en com-
paracion con la concentracién de nitrégeno al 5,0 %
(15,013 mg/L de NaNQOs), segun los criterios y las con-
diciones de estrés aplicadas en este experimento.

Las bajas concentraciones de nitrégeno ensayadas no
fueron desfavorables para la microalga en cuanto a su

desarrollo celular en el medio de cultivo RM. En con-
traste, se pudo mostrar que el porcentaje de nitroge-
no al 4,0 % (12,010 mg/L de NaNQs) provocé mayor
acumulacién de astaxantina en comparacién con la
concentracion de nitrégeno al 5,0 % (15,013 mg/L de
NaN03).

Los datos anteriores estan sustentados en un registro
fotografico que permite observar los cambios morfo-
l6gicos y la cuantificacidén de astaxantina y clorofila,
evidenciando que en el tratamiento de nitrégeno al
4,0 % se inicid a la produccion de astaxantina en una
cantidad considerable al dia 15 del muestreo 5, mien-
tras que en el tratamiento de nitrégeno al 5,0 % dicha
produccién se dio a partir del dia 18 muestreo 6.

Las bajas concentraciones de nitrégeno no afecta-
ron el crecimiento de H. pluvialis, puesto que al no-
veno dia se estabilizé la curva de crecimiento debido
a que la cantidad de nitrégeno disponible en el medio
se pudo a haber agotado, logrando una transicién al
estadio de enquistamiento de la microalga; momento
en el cual se inicié de produccion del metabolito se-
cundario, manteniendo las mismas concentraciones
de células hasta el dia 36 muestreo 12 con respecto
al control (concentraciones normales de nitrégeno).
Por lo anterior, se concluyé que bajas concentracio-
nes de nitrégeno no afectan el crecimiento celular
hasta cuando este se agota en el medio. De esta ma-
nera empieza la biosintesis de astaxantina por parte
de H. pluvialis, ya que se ha reportado que la con-
centracién de nitrogeno baja da como resultado una
productividad de biomasa reducida. Como resultado,
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las células pueden alcanzar un cierto grado de creci-
miento/produccion de biomasa desde células vegeta-
tivas verdes a los quistes rojos, sintetizando una gran
cantidad de astaxantina como parte de un mecanismo
de defensa enzimatica celular para hacer frente al es-
trés combinado, el cual es generado también por la
irradiancia alta (Kurmen et al., 2013).

Una caracteristica que se observa en la microalga H.
pluvialis al inducir un factor de estrés con la deficien-
cia de nitrégeno es el enquistamiento de la célula,
el cual ocurre al detectar ausencia o disminucién de
este nutriente en el medio y que resulta en un acele-
ramiento de la produccidn de astaxantina, favorecien-
do un ligero color rojo en los quistes y un aumento
en su tamafio celular (Kang, An, Park, & Sim, 2006;
Luna, Menéndez, Alvarez, & Flores, 2009; Nifio-Cas-
tillo et al., 2017) tal como se observo en este trabajo
de investigacion.

En el tratamiento de nitrégeno al 4,0 % se evidencid
un enquistamiento de la microalga al dia 15 (mues-
treo 5), observandose al microscopio una doble mem-
brana, un ligero color rojo y un aumento de tamafio
que se trata de un proceso de supervivencia de H. plu-
vialis al detectar una disminucidn de nutrientes en el
medio. El mismo comportamiento se observé para el
tratamiento de nitrogeno al 5,0 % al dia 18 (muestro
6) y para el control al dia 27 (muestro 9). Los resulta-
dos obtenidos concuerdan con que la baja concentra-
cion de nitrogeno es el mayor factor en estimular la
sintesis y acumulacion de astaxantina y sus acilesteres
en H. pluvialis (Richmond, 2008).

La iluminacidn del cultivo de manera continua juega
un papel importante en el crecimiento y la produc-
cién de astaxantina, como refieren Imamoglu et al.
(2009) en su investigacidn, sefialando que la ilumina-
cion continta, en lugar de ciclos luz/oscuridad, po-
dria ser una fuente adicional de estrés y ser utilizado
para el proceso de acumulacion de astaxantina. En
este trabajo, el ciclo luz/oscuridad empleado fue de
20h: 4h, obteniendo una sintesis del carotenoide en
cantidades favorables.

La intensidad luminica utilizada en este proyecto fue
de 140 uUE que, en comparacion con lo afirmado por
Fabregas, Dominguez y Alvarez (1998), permite evi-
denciar que la intensidad de luz a la cual se puede lo-
gar estimular la produccion de astaxantina es superior
a 90 pE. Por ende, se deduce que a mayor intensidad

de luz se genera un tipo de estrés y una buena sintesis
del carotenoide, sumando como variable que a altas
intensidades de luz es posible un mayor consumo de
nitrogeno (40 umol m2s?). Lo anterior se vio reflejado
en los resultados obtenidos en esta investigacién, ya
gue al combinar las variables de luz alta y deficiencia
de nitrégeno se logré una aceleracién en la acumula-
cién de astaxantina.

En respuesta a la alta intensidad de luz, la clorofila y
otros pigmentos involucrados en la fotosintesis dis-
minuyen, mientras que los carotenoides secundarios
(zeaxantina, B-caroteno, astaxantina) se incremen-
tan, funcionando a modo de agentes fotoprotecto-
res. Estos carotenoides a menudo se acumulan en
estructuras especiales tales como plastogldbulos de
plastidos o cuerpos lipidicos citoplasmaticos, contri-
buyendo a prevenir el exceso de la energia lumini-
ca del alcance de la maquinaria fotosintética (Rich-
mond, 2008).

En estudios similares se ha observado que la defi-
ciencia de nitrégeno combinada con un alto nivel de
estrés luminico es el método mas efectivo para la
induccion maxima de astaxantina (Boussiba & Vons-
hak, 1991; Fabregas et al., 2001; Torzillo, Géksan,
Isik, & GOkpinar, 2005), lo cual se establecid en este
estudio, en el cual se observé mayor concentracion
de astaxantina cuando se trabajé con nitrégeno al
4,0 % e irradiancia de 140 pE, confirmando que la
productividad maxima de astaxantina es resulta-
do de la combinacién de estos dos parametros. El
principal objetivo del cultivo de Haematococcus es
garantizar la productividad maxima de astaxantina,
debido a que, como se ha mencionado, una luz ép-
tima en un medio de cultivo con agotamiento de ni-
trégeno durante la etapa roja seria la mejor condi-
cion para lograr el contenido maximo de astaxantina
celular, aunque con una productividad de biomasa
algo reducida.

Los factores de estrés utilizados (aumento de la in-
tensidad de luz y deficiencia de nitrégeno) logran una
reduccién de la piscina plastoquinona, la cual tiene
un papel de sensor que, al disminuir, activa el poten-
cial redox del sistema fotosintético para la activacion
transcripcional de genes carotenogénicos (Vidhyava-
thi et al., 2008).
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CONCLUSIONES

El tratamiento realizado bajo los factores de estrés
de deficiencia de nitrégeno al 4,0 % y una irradiancia
alta de 140 pE, junto con las condiciones de CO; al 5
%, medio de cultivo Rm, pH 6,7, fotoperiodo ciclo luz/
oscuridad 20h: 4h, luz blanca y una temperatura de
25 °C, permitieron obtener una mayor concentracion
de astaxantina (3,52x10° ug/cel. x mL) y la expresion
de los genes psy, pds, Icy bkt y chy, con respecto al tra-
tamiento con nitrégeno al 5,0 %, en el cual solo se ex-
presaron los genes psy, pds y chy y se obtuvo un 40 %
menos de produccidon de astaxantina. Sin embargo,
segun el ANOVA (95 %) realizado, no se presentaron di-
ferencias significativas (P = 0.053) entre tratamientos.
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Reaccidn en cadena de la polimerasa
Espaciadores internos transcriptos
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RESUMEN

La diversificacién de la piscicultura colombiana se restringe sobre aquellas especies calificadas como promisorias.
En el grupo de los siluridos se tienen representantes sobre los que se ha logrado estabilizar algin nivel de cons-
tante esfuerzo experimental en el pais. En particular, con el capaz (Pimelodus grosskopfii), los desarrollos alcan-
zados se centran en la estandarizacién de manejo reproductivo, pero la informacién sobre su comportamiento
en condiciones de cultivo aun es deficiente. En un estanque en tierra se manejaron alevinos de capaz obtenidos
por reproduccidn artificial en tres densidades de siembra (2, 3 y 4 peces m), a los que se suministré concentrado
comercial de 25y 32 % de proteina bruta (PB); se configurd un disefio con un total de 6 tratamientos, cada uno
con tres réplicas. El seguimiento se realizd durante 6 meses con muestreos quincenales en los que se evalud el
desempefio. El monitoreo de calidad del agua fue constante durante el periodo. En el crecimiento se demostrd
una interaccion significativa (o = 0,05) entre la densidad de siembra y el porcentaje de proteina en la dieta. Se re-
gistré un mayor desempefio con 25 % PB y en densidades de siembra de 2 y 4 peces m=.

Palabras clave: P. grosskopfii, cultivo, densidad de siembra, crecimiento, estanques en tierra.
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Deno (“ capaz (F “J““r,““x,\(‘iﬁ, grosskopiil) en estangques

ABSTRACT

The diversification of Colombian fish farming is restricted to those species that are described as promising.
The group of the silurids includes species on whom it has been possible to stabilize some level of constant
experimental effort in the country. In particular, some developments regarding the standardization of the
reproductive management of able (Pimelodus grosskopfii) have been achieved; however, information on their
behavior under cultivation conditions is only marginal. In a pond on the ground, fry of fodder obtained by artificial
reproduction were managed at three planting densities (2, 3 and 4 fish m?2) with commercial concentrate of 25
and 32% crude protein (cP); a design was configured with a total of 6 treatments, each with three replicates.
Follow-up was carried out for 6 months, with biweekly sampling in which their performance was evaluated.
Water quality monitoring was constant during the period, and in the growth a significant interaction (a=0,05)
between the seed density and the percentage of protein in the diet was demonstrated. A higher performance

was recorded with 25% cp and at planting densities of 2 and 4 fish m=.

Keywords: P. grosskopfii, crop, seeding density, growth, ponds on land.

INTRODUCCION

La acuicultura en Colombia se muestra como uno de
los sectores de la economia que ha venido presentan-
do un importante y significativo nivel de crecimien-
to anual, cuya estructura productiva depende basica-
mente de tres especies, dos de las cuales son consi-
deradas exdticas (Parrado-Sanabria, 2012). A pesar de
gue se cuenta con suficientes opciones con potencial,
la posible diversificacién es un objetivo ain no ma-
terializado en la practica. Para metas de produccidn
en cautiverio o para establecer esquemas de repo-
blamiento que permitan sostener extracciones pes-
queras, las limitaciones se identifican en el desco-
nocimiento de varios aspectos de caracter bioldgico
y técnico de algunas especies de peces (Le Francois,
Lemieux, & Blier, 2002). Dentro de la multiplicidad
de particularidades que conlleva el término de pa-
guete tecnoldgico, es claro que persisten elementos
con avance muy reducidos en algunas de las especies
gue han sido calificadas con gran potencial productivo
(Cruz et al., 2010).

El capaz (Pimelodus grosskopfii) se distribuye en las
cuencas de los rios Magdalena, Cauca, San Jorge,
Sinu, Cesar, Atrato, Baudd y Catatumbo (Carrera &
Valbuena-Villareal, 2015) y en los embalses de Beta-
nia y Prado (Villaneda, 1977), ubicados en los depar-
tamentos de Huila y Tolima, respectivamente. A nivel
comercial, esta especie tiene una alta aceptacién y es
parte importante de economias locales que se dedi-
can a su extracciéon. Ademas, esta ha sido calificada
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como promisoria dentro de las posibilidades piscico-
las del pais (Villa-Navarro, 1999) y como parte de un
desarrollo experimental que ha sido constante duran-
te los ultimos afos.

Hasta el momento, se han establecido protocolos de
reproduccién que habilitan condiciones para asegurar
una mayor oferta de alevinos, pero se reconoce que
aun es necesario estandarizar procesos para que el
acceso a semilla pueda alcanzar regularidad comercial
(Valbuena-Villareal, Zapata, & Cruz, 2010). La princi-
pal linea de investigacion se ha enfocado en la repro-
duccidn, incluyendo algunos aspectos sobre su mane-
jo temprano (Valbuena-Villareal, Zapata, & Gutiérrez,
2012), habitos alimenticios, morfometria y estados
gonadales (Ramirez & Pinilla, 2012), asi como en al-
gunos ensayos de cultivo en jaulas flotantes (Carrera
& Valbuena-Villareal, 2015). Por lo tanto, estudios pu-
blicados sobre su comportamiento en cautiverio son
escasos. Por lo anterior, al igual que sucede con otros
bagres, las posibilidades reales de produccién pisci-
cola comercial de esta especie siguen siendo bajas
(Cruz, 2010).

Con el fin de ampliar el conocimiento y disponer de
registros obtenidos directamente en condiciones
de cultivo, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
desempeiio productivo de juveniles de capaz en es-
tanques en tierra bajo diferentes densidades de siem-
bra y con varios niveles de proteina bruta en la dieta,
por medio de un seguimiento adelantado durante un
periodo de 6 meses.

por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO



MATERIALES Y METODOS

Los alevinos fueron adquiridos en la Estacion Piscicola
del Alto Magdalena, AUNAP (Gigante, Huila), y trasla-
dados hasta una granja privada ubicada en el corregi-
miento de Fortalecillas (Neiva, Huila). El lote estuvo
compuesto por 360 peces con un peso medio de 37,6
+ 2,4 g y una longitud total de 17,5 £ 1,7 cm. En un
estanque de 600 m? con divisiones internas en malla
pldstica se acondicionaron 18 unidades experimenta-
les de 20 m? cada una. Aleatoriamente, se distribu-
yeron tres densidades de siembra (D1:2, D2:3 y D3:4
peces m2) con un suministro de concentrado comer-
cial para tilapias con dos niveles de proteina bruta (25
y 32 %). El ensayo se configurd con 6 tratamientos,
cada uno por triplicado, para un total de 18 grupos. En
el estanque, el recambio diario fue de 5 % y el segui-
miento tuvo una duracion de 180 dias.

Después de la siembra, los peces fueron manteni-
dos en aclimatacién por 48 horas; tiempo en el que
no se suministrd alimento, permitiendo también que
las pérdidas registradas por manejo el inicial fue-
ran repuestas para conservar las densidades experi-
mentales. Al no disponer de tablas de alimentacién

Carrera, S. C., (2019), doi: 10:21789/22561498.1524 W 27

especificas, se adaptaron las tablas recomendadas
por Mojica, Rodriguez y Orozco (2003) para el yaque
(Leiarius marmoratus) de la siguiente manera: (i) des-
de la siembra hasta 30 g el suministro fue a voluntad;
(ii) entre 30y 150 g el 3,5 % de la biomasa; (iii) para
tallas superiores, el 2,5 % de la biomasa. El alimento
fue ofrecido dos veces al dia (9:00 y 15:00 horas) en
cantidades ajustadas cada quince dias con base en los
muestreos de crecimiento realizados. En cada unidad,
semanalmente se midieron pardmetros de calidad del
agua en temperatura (°C), oxigeno disuelto (mg L?),
pH, nitritos (mg L), amonio (mg L?), alcalinidad (mg
L1) y dureza (mg L?). Para el efecto se utilizd una son-
da multiparamétrica (ysI 566) y un kit colorimétrico
de aguas (Aquamerck).

Desempeiio productivo

En los muestreos quincenales se midié el 10 % de la
poblacién presente en cada unida experimental, to-
mando registros de longitud total (cm), longitud es-
tandar (cm) y peso (g) por medio de un ictidmetro y
una balanza digital (Ohaus Scout Pro). Con los datos
finales, a los 180 dias se calcularon las siguientes va-
riables productivas:

Ganancia de peso (g): GP = peso final (g) — peso inicial {g) (Ec. 1)

Ganancia en longitud (cm): GT = longitud final (ecm) — longitud inicial (cm) (Ec. 2)

Conversiom alimenticua: TCA =

Cantidad de alimento suministrado (g) I:_EI: 3}

ganancia total en peso (g)

Peso final (g) I{_EC 4}

Factor de crecimiento relativo: FCR =

Longitud total final (cm}

Peso final (g)

Factor de condicién: K = Ec. 5
Longitud total {cm){i3 ( }
_ - Ln peso final=Ln peso inicial
Tasa de crecimiento especifico: TCE = ; : x 100 (Ec. 6)
tiempo de cultivo
, . ® final de individuos
Sobrevivencia % = 100 (Ec. 7)

“ final de individuos
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En el momento de la cosecha se sacrificd el 10 % de la
poblacién de cada tratamiento por sobreexposicion a
anestésico (Ms 222). Mediante diseccion, se retiraron
las visceras, el higado y la grasa presente, los cuales
fueron pesados. Con los datos se calcularon los indi-
ces viscerosomatico (Ivs), hepatosomatico (IHS) y de
grasa visceral (1GVv).

Los datos se presentan como media + desviacién es-
tandar (DE). Para determinar el efecto de los trata-
mientos se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de
dos vias, verificando previamente los supuestos de
normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov) y ho-
mogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Cuan-
do se presentaron, se utilizé la prueba de Tukey para
precisar diferencias. El criterio de significancia fue
p < 0,05. Para un caso se establecié (por regresion) el
modelo de crecimiento en peso con mayor ajuste (R?).
Los andlisis estadisticos fueron realizados con el pro-
grama spss 13,0.

RESULTADOS

Las variables fisicoquimicas del agua fueron relativa-
mente estables y no se presentaron diferencias ni en-
tre las unidades experimentales ni entre las medicio-
nes durante el periodo de seguimiento. Con el amonio
se presentd la mayor variacidon entre los muestreos
(cv =84,3 %), sin que los peces llegaran a mostrar sin-
tomas de toxicidad; los niveles de alcalinidad, dureza,
con la estabilidad del pH y su cercania a valores neu-
tros, podrian explicar esta circunstancia (tabla 1).

y de proteina en la dieta sobre el desempefio del capaz (Pimelodt

en estanques

A partir de la talla de siembra (17,5 = 19,6 cm de lon-
gitud total y 37,6 + 2,4 g de peso), en los tratamien-
tos D1-25 % y D3-25 % se alcanzaron pesos finales
cercanos a los 200 g, con incrementos en longitud y
peso significativamente diferentes a los demas trata-
mientos (tabla 2). Se comprobd que tanto la densidad
(p =0,00) como el tipo de dieta (p = 0,0126) tuvieron
una influencia significativa en la talla, con una inte-
raccion también significativa (p = 0,002). Respecto a
la densidad, los mejores resultados se obtuvieron en
las densidades de 2 y 4 peces m? y alimentados con
el concentrado comercial de 25 % de pPB. Con la com-
binacion de 3 peces m™?y el concentrado de 25 % PB,
se registrdé la menor ganancia en peso y longitud total
entre los seis tratamientos experimentales.

En cuanto al desempefio productivo, los indicadores
que resultaron significativos para las densidades de
2 y 4 peces m? y alimentados con concentrado del
25 % pB fueron: (i) ganancia diaria de peso, (ii) con-
version alimenticia, (iii) tasa de crecimiento especifica
y (iv) factor de crecimiento relativo. En las variables
“factor de condicién” y “sobrevivencia” no se pre-
sentaron diferencias estadisticas (tabla 2). Los indices
viscerosomatico (Ivs), hepatosomatico (IHS) y de gra-
sa visceral (1Gv) calculados al finalizar el ensayo no
presentaron diferencias significativas entre los 6 tra-
tamientos evaluados (tabla 3).

Tabla 1. Valores (promedio + DE) y coeficiente de variacion (cv; %) de los parametros de calidad de agua en las unidades de cultivo durante el periodo

experimental

Parametro Unidad Valor cv
Temperatura °C 29+0,89 3,1
Oxigeno disuelto mg L? 4,85+ 0,58 12,0
pH unidades 7,4+0,2 2,7
Amonio mg L* 0,23 +0,197 84,3
Nitritos mg L* 0,0002 + 0,00004 18,8
Alcalinidad mg L? 128,25 +17,93 14,0
Dureza mg L 133,95+ 12,87 9,6

.
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Tabla 2. Variables de desempefio productivo del capaz (P. grosskopfii) cultivado en estanques en tierra durante 6 meses

Concentrado comercial con 25 % de rs

Concentrado comercial con 32 % de P8

Variables

2 pecesm’2 3 pecesm2 4 peces m? 2 pecesm? 3 pecesm2 4pecesm?
Ganancia de peso (gr) 159+5° 102+ 12° 173 +13° M2+7% 130+ 54 120 £ 14"
Ganancia de talla (cm) 1M+1°b 9,4+0,6¢ 12+£1° 104+14¢ 10+£1¢ NESN
Ganancia diaria de peso (gr/dia) 0,88+0,01° 0,56+0,11¢ 0,96 0,07 0,67 +0,03¢ 0,72 +0,02" 0,67 +0,07¢
Conversion alimenticia 1,70+ 0,442 2,55+0,71° 1,78+0,33° 2,36+0,17° 2,33+0,23° 2,29 £0,25°
Tasa de crecimiento especifico (%) | 0,81+£0,01% 0,75+0,02¢ 0,82+0,01° 0,78 +0,09¢ 0,78 +£0,07 0,78 +£0,06“
Factor de crecimiento relativo 6,92+1,06% 517+0,17¢ 7,24+0,64° 571+0,61¢ 6,18 +0,33 5,66+0,19¢
Sobrevivencia (%) 95+52 94+22 91+6° 9% +7° 91+52 95+42
Factor de condicién Kn 0,0086 + 0,0007° | 0,0072 = 0,0006° | 0,0086 = 10,0012 | 0,0077 =0,0009° | 0,0085 +0,0007° | 0,0072 + 0,0006°

Nota: las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

Tabla 3. indices corporales del capaz al finalizar el seguimiento experimental cultivado en estanques en tierra durante 6 meses de cultivo

Concentrado comercial con 25 % de PB Concentrado comercial con 32 % de PB
Variables

2 peces m’2 3 peces m™? 4 pecesm? 2 pecesm2 3 pecesm? 4 peces m?
P » 736+
Indice viscerosomatico 077 8,12+0,80° 7,36+0,76° 7,53+0,172 7,75+1,29° 7,87+0,79°
- i 1,05+
Indice hepatosomético 036° 0,97 +0,05° 0,88 +0,14° 1,08+0,10° 1,010,032 1,00 £0,07°
- ) 3,68 £
Indice de grasa visceral 1020 453+096° 3,82+0,49° 3,9+0,50° 3,74 +0,89° 3,98 +0,79°

*Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
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DISCUSION

El registro de crecimiento en la densidad evaluada de
3 peces m?y 25 % PB no guardo consistencia con los
extremos experimentales en las densidades de 2y 4
peces m?, lo que en principio puede ser reflejo de los
menores resultados de crecimiento observados en
una de las réplicas de este tratamiento; aun asi, es un
dato que por no tener una explicacién clara debe ser
objeto de validacion.

Es interesante observar que fue significativa la res-
puesta superior en desempefio con el concentrado
de menor valor de PB, lo cual coincide y confirma da-
tos para la especie en un ensayo realizado en jaulas,
cuyos resultados son similares con este mismo nivel
de proteina en el alimento (Carrera & Valbuena-Villa-
real, 2015).

La relacidn entre el peso (g) y el tiempo (dias) para
el tratamiento con mayor desempefio (4 peces m?y
25% pB) fue significativa (R? = 0,976; p < 0,001), con
el mejor ajuste a un modelo de tipo exponencial para
el rango de tallas trabajado. Con la ecuacién definida
(peso = 36,987*e0,0102*tiempo), la proyeccion para
obtener un peso entre 250 y 300 g estaria alrededor
de 6,5 meses después de la siembra, tiempo similar al
que se puede proyectar con los datos obtenidos por
Carrera y Valbuena-Villareal (2015) en jaulas de bajo
volumen, aun con las mayores densidades evaluadas
por estos autores. Se debe tener en cuenta la elevada
talla inicial de los peces, por lo que a la duracién del
ciclo habria que adicionar el tiempo que transcurre
entre un alevino de 1-2 g y los juveniles de aproxima-
damente 35 g con el que se dio comienzo al segui-
miento. Se pone de relieve, entonces, que: (i) las pro-
yecciones siguen siendo aproximadas, (ii) resulta evi-
dente el vacio de informacion que se tiene en la de-
finicién de curvas de crecimiento que abarquen ciclo
completo en ensayos realizados directamente bajo
condiciones de cultivo comercial y (iii) la respuesta
observada solo es aplicable a lo que seria manejo en
levante y engorde, no extrapolable a las fases de de-
sarrollo temprano.

La densidad de poblacidn utilizada en la actividad de
acuicultura es un factor importante para el cultivo de
peces debido a que densidades inadecuadas pueden
conducir al estrés, lo cual afecta el comportamiento y
la fisiologia de los mismos (Ellis et al., 2002, Monte-
ro, lzquierdo, Tort, Robaina, & Vergara, 1999). Sobre el

a dieta sobre el desempeno de

desempefio de otros siluridos nativos, las referencias
nacionales son escasas y los pocos reportes disponi-
bles muestran resultados muy variables, lo que hace
que las comparaciones sean limitadas y poco conclu-
yentes hasta el momento.

Los registros que reflejan posibilidades comerciales
se tienen para el yaque (Leiarius marmoratus) (Muri-
llo-Pacheco et al., 2012), pues bajo diferentes niveles
de proteina en la dieta (24, 30 y 34 % PB) se alcanzan
ganancias de peso entre 1,6 y 3,2 g dia*en una den-
sidad de 1 pez m™? y ganancias en el rango de 2,34 a
3,01 gramos dia! en densidades de 0,5 a 2 peces m™?
(Cruz et al., 2010). En otro extremo, y si bien ha sido
objeto de numerosas evaluaciones, se tiene al blan-
quillo (Sorubim cuspicaudus), cuyo rendimiento en
sistema de jaulas apenas llega a 0,06 g de ganancia
media en peso por dia, segln datos de Prieto, Atencio
y Pardo (2005), quienes identifican algunos aspectos
relacionados con la nutricion como los principales li-
mitantes.

Bajo una estricta expectativa de cultivo que permi-
ta valorar una real competitividad o una alternativa
de diversificacidn, los grupos que son los referentes
de comparacién para aguas calidas en el pais son
las tilapias y las cachamas. Se tiene que, en produc-
tividad, las ganancias diarias en peso para estas es-
pecies por lo general oscilan en un rango de 2 a 4
g (Cala, Pérez, & Rodriguez, 1996); nivel que supe-
ra al capaz, de acuerdo con lo encontrado hasta el
momento. Entre los aspectos relevantes, indepen-
dientemente de lo que se pueda precisar en valo-
raciones futuras dirigidas a mejorar estandares de
desempefio para la especie, se tiene que las forta-
lezas del capaz se siguen puntualizando en su alta
aceptacion (facilidad de mercadeo) y precios comer-
ciales favorables.

Varias consideraciones adicionales sobre los parame-
tros observados en este ensayo deben ser analizadas.
La primera se refiere a la respuesta del capaz a un
concentrado con bajo contenido de proteina. Al res-
pecto, destaca que el factor de condicidn (K) que, sin
diferencias entre los tratamientos, presentd una me-
dia de 0,797 £ 0,068, resulta ser comparable y similar
al registrado de 0,805 (valor promedio entre machos
y hembras), calculado en poblaciones provenientes
del embalse de Betania (Cala et al., 1996). Bajo el su-
puesto de que en este sistema los peces acceden a
fuentes de alimento que, en conjunto, cumplen sus
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requerimientos nutricionales, el valor de K en las con-
diciones de cultivo sugiere que durante el seguimien-
to no se manifestd alguna condicidn deficitaria en tér-
minos de la condicién general de los peces; es decir, la
relacion longitud-peso en el ensayo se mantuvo den-
tro de limites equivalentes a los que se reportan para
el medio, indicando un adecuado grado de bienestar
(Ramos et al., 2013).

Si bien las exigencias nutricionales del capaz aun no
estan definidas, el uso de concentrados con un ni-
vel reducido de proteina, al menos de manera pre-
liminar, parece ser mds conveniente en términos de
desempefio que el de mayor contenido en PB, bajo
las condiciones en las que se desarrolld este ensayo,
lo que también coincide con lo registrado en jaulas
(Carrera & Valbuena-Villareal, 2015). No obstante, el
habito omnivoro con tendencia a carnivoro de la es-
pecie, la posible influencia de otras fuentes dentro
de las unidades y el rango de tallas que fue trabaja-
do, son cuestiones por valorar. En lo que se refiere
al factor de conversion alimenticia, en un rango de
1,7 a 2,55, es superior al registrado para el yaque
(1,51:1; 1 pez m?;, 30 % pPB) (Cruz et al., 2010) y rea-
firma que la linea sobre nutricion en el capaz requie-
re desarrollo.

El segundo factor productivo estd representado en la
supervivencia, que fue alta, estable y sin diferencias
entre los tratamientos (promedio de 93,7 + 2,1 %).
La talla de los peces en el momento de la siembra
fue elevada, lo que puede explicar parcialmente el
resultado. Es factible también considerar que la es-
pecie muestra resistencia y adaptabilidad a condi-
ciones de cautiverio, variable que debe ser tenida en
cuenta para evaluaciones posteriores; especialmen-
te porque permite plantear ensayos que consideren
una mayor densidad en estanques. La supervivencia
que reportan en jaulas (Carrera & Valbuena-Villareal,
2015) con cargas superiores también puede ser con-
siderada elevada (> 70 %), lo cual sugiere que las po-
sibilidades de manejo que se tienen con capaz utili-
zando altas densidades pueden significar proyeccio-
nes con atractivo comercial en cultivo, tanto en es-
tanques como en jaulas.

Por ultimo, los peces sembrados mostraron una ho-
mogeneidad inicial relativamente alta, representada
en un coeficiente de variacién de 13,31y 23,1 para la
longitud total y el peso, respectivamente, lo cual fue
determinado en el dia 16 de seguimiento. Se observo,
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como rasgo especial, una disminucion progresiva
del cv, con un 6,78 % en la longitud y un 10,73 % en
peso, al final del periodo (dia 180); reduccion que no
es usual cuando se tienen poblaciones en cautiverio,
puesto que la dispersion en tallas, en este ensayo, dis-
minuyd conforme avanzoé el periodo de cultivo.

La heterogeneidad en el crecimiento depende de
varios factores y su expresién es especie-especifica.
Aunque no es claro que necesariamente se encuen-
tre vinculada solo al establecimiento de jerarquias
sociales, también supone que intervienen otras va-
riables con efecto en la escala que se puede presen-
tar entre las diferencias individuales en tamano (Ba-
ras & Jobling, 2002; Rutten et al., 2006); se ha sugeri-
do que en tales factores estan, entre otros, la densi-
dad de la poblacidn. Asi, la disminucion de la hetero-
geneidad inicial conforme avanza el tiempo apoyaria
la hipdtesis de que la especie podria llegar a tolerar
densidades mas elevadas de las que se contemplaron
en este trabajo.

Los indices viscerosomdtico (Ivs), hepatosomatico
(1Hs) y de grasa visceral (1GV) no presentaron diferen-
cia significativa entre los 6 tratamientos evaluados.
Teniendo en cuenta que la longitud total de madurez
(promedio entre machos y hembras) del capaz es de
27,4 cm (Cala, 1997), talla que se alcanzé en la me-
dia de los tratamientos en el Ultimo de los muestreos
(180 dias de cultivo), es posible afirmar que durante
el periodo del experimento el crecimiento no se vio
afectado por el desarrollo gonadal, lo cual explica los
valores de los indices.

CONCLUSIONES

Con el caracter preliminar de los datos y entendiendo
igualmente que existen aspectos bdsicos de compor-
tamiento y manejo aun desconocidos, los registros
sugieren que el capaz cuenta con interesantes po-
sibilidades de manejo productivo en cautiverio. Los
avances en la disponibilidad regular de semilla, fun-
damentada en protocolos ya estandarizados, es una
fortaleza adicional.

El desempefio de la especie en estanques muestra
parametros con valores intermedios a los registrados
para otros siluridos en el pais. Los resultados, en prin-
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cipio, sustentan que sea factible inferir un vélido po-
tencial de produccién con objetivos comerciales. Las
limitantes en conocimiento sobre manejo en cautive-
rioy el caracter preliminar de estos primeros ensayos,
no obstante, impiden que actualmente se puedan
ofrecer proyecciones mds precisas, particularmente
las que involucran el comportamiento en la etapa de
iniciacion. Estos son elementos que deben hacer par-
te de lineas de investigacidon complementarias, consi-
derando la ventaja que significa que tallas comercia-
les parecen conseguirse en tiempos razonables, aun si
se comparan con los ciclos de las especies que sopor-
tan la produccidn piscicola en el pais. Tanto la super-
vivencia como la condicién general de los peces en el
ensayo son indicativos adicionales que nos muestran
que esta especie tiene gran potencial para ser utiliza-
da comercialmente.
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RESUMEN

Este articulo presenta el andlisis del vertimiento de curtiembres en Villapinzon (Cundinamarca, Colombia) y
propone un sistema de electrocoagulacién para la minimizacidén de contaminantes (principalmente metales
pesados) vertidos directamente a los cuerpos de agua. Las descargas directas al rio Bogota (tramo Villapin-
z6n-Chocontd) sin previo tratamiento generan afectaciones en la calidad de los cuerpos de agua, ademas de
afectar la salud de la poblacién. Por ende, para este estudio se diagnostico el estado actual de los vertimien-
tos en el rio Bogota. Adicionalmente, se llevd a cabo una busqueda de informacion acerca del proceso de
electrocoagulacion, la cual sirvio de base para el disefio e implementacién a escala laboratorio con las mues-
tras del vertimiento de una curtiembre del sector a analizar. Después de la implementacién del sistema se
obtienen los siguientes porcentajes de remocién: Cr (52,8 %), DQO (36 %), nitritos (99,6 %), nitratos (99,4 %),
sulfatos (92,9 %) y fosfatos (99,1 %). Estos parametros fueron evaluados de acuerdo con la normativa vigen-
te (Resolucion 0631 de 2015 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible) y el acuerdo 08 del 2004
de la cAR, donde 6 de 10 parametros se ajustaron a la normativa. De esta manera, se concluye que el siste-
ma de electrocoagulacion es una alternativa viable como tratamiento no convencional para el tratamiento
de aguas residuales industriales de curtiembre que contribuye a la disminucion de los impactos generados
a la cuenca alta del rio Bogota.

Palabras clave: agua residual industrial, rio Bogotd, remocion de contaminantes, metales pesados, eficien-
cia, viabilidad.

ABSTRACT

This article presents the analysis of the shedding of tanneries in Villapinzén (Cundinamarca, Colombia) and
proposes an electrocoagulation system for the minimization of pollutants (mainly heavy metals) discharged
directly to bodies of water. Direct discharges to the Bogota River (Villapinzon-Choconta section) without
prior treatment generate effects on the quality of water bodies, in addition to affecting the health of the
population. Therefore, for this study, the current state of the discharges in the Bogota River was diagnosed.
Additionally, an information search was conducted on the electrocoagulation process. This search served
as the basis for the design and implementation of the laboratory-scale electrocoagulator model with the
samples of the shedding of a tannery in the studied sector. After the implementation of the system, the
following removal percentages are obtained: Cr (52.8%), coD (36%), nitrites (99.6%), nitrates (99.4%),
sulfates (92.9%) and phosphates (99.1%). These parameters were evaluated in accordance with current
regulations (Resolution 0631 of 2015 of the Ministry of Environment and Sustainable Development) and
agreement 08 of 2004 by the CAR, where 6 out of 10 parameters were adjusted to the regulations. Thus, it
is concluded that the electrocoagulation system is a viable alternative as an unconventional treatment for
the treatment of tannery industrial wastewater that contributes to the reduction of the impacts generated
to the upper Bogota River basin.

Keywords: Industrial wastewater, Bogota River, contaminants removal, heavy metals, efficiency, viability.
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INTRODUCCION

El rio Bogotda ha sido catalogado en la ultima década
como uno de los rios mas contaminados del mundo.
Sus aguas, las cuales reportan la presencia de metales
pesados y otros elementos téxicos, son utilizadas para
el consumo humano y actividades agropecuarias. Du-
rante mas de treinta afios, la cuenca del rio Bogota no
recibié atencion alguna por parte del Estado ni de la
poblacién. A partir de la sentencia del rio Bogota se
proyecta la recuperacion de la cuenca a través de una
gestion integral que busca el mejoramiento de la cali-
dad de los ecosistemas y sus habitantes, teniendo en
cuenta sus altos niveles de contaminacién, ocasiona-
dos por los vertimientos de aguas residuales domésti-
cas e industriales y las malas practicas por parte de la
comunidad e industrias aledafias.

A pocos kildmetros del nacimiento del rio Bogotd se
encuentra el municipio de Villapinzdn, el cual basa
su economia en la industria de las curtiembres. Esta
industria genera vertimientos directos con alta carga
contaminante al cauce del rio, por lo que la calidad del
mismo se ve altamente deteriorada. El problema radi-
ca en que al crearse las industrias no se contempla el
tratamiento de las aguas residuales industriales (ARI)
provenientes de las curtiembres, en las que los mayo-
res contaminantes reportados son los metales pesa-
dos (Cr, es el mas abundante).

Teniendo en cuenta que el indice de calidad del rio
pasa de tipo 1 (muy bueno) en su nacimiento a tipo
3 (regular) en el tramo Villapinzén-Choconta (Agude-
lo, 2018), se plantea un sistema de electrocoagulacién
para el tratamiento de vertimientos en la industria de
las curtiembres. La electrocoagulacién es un méto-
do electroquimico no convencional empleado para
el tratamiento de aguas residuales con amplio rango
de contaminantes (en especial de metales pesados).
A través de este método se desestabilizan los conta-
minantes en un medio acuoso haciendo pasar una co-
rriente eléctrica a través del mismo, lo que permite
alcanzar altos niveles de remocion.

Por lo anterior, esta investigacién busca analizar el
vertimiento de curtiembres en Villapinzén (Cundina-
marca) y proponer un sistema de electrocoagulacién
para minimizar los contaminantes —principalmente
metales pesados— vertidos directamente a los cuer-
pos de agua de esta zona.
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MATERIALES Y METODOS

Vertimientos

Teniendo en la cuenta la sentencia de la Corporacién
Auténoma Regional (CAR) sobre el rio Bogota, la linea
base de carga contaminante para el tramo 2 (Villa-
pinzén-Choconta) en la actividad del curtido para el
parametro DBO es de 49,97 t/afio y para el ssT es de
115,33 t/afio (CAR, 2014). Para 2017, se presentd una
carga contaminante de ssT de 113,12 t/afio y de DBO
de 161,51 t/afio (ORARBO, 2017). En 2018, los proce-
sos para permisos de vertimientos en este tramo so-
licitados ante la autoridad ambiental sumaron un to-
tal de 220 (CAR, 2018). De otro lado, se evidencia que
existen 120 curtiembres registradas, de las cuales 35
tienen permiso de vertimientos al cauce del rio Bogo-
ta y sus afluentes (CAR, 2019). En la figura 1 se puede
apreciar la ubicacidn de los vertimientos ocasionados
por curtiembres, observando que los vertimientos se
encuentran en cauce del rio Bogota y en menor di-
mension en la quebrada Quincha. En su mayoria, los
vertimientos se observan en la salida de Villapinzén
sentido sur-oeste, donde mayormente se encuentra
ubicada la industria de las curtiembres.

Figura 1: Mapa de vertimientos por curtiembres en Villapinzén
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Electrocoagulacion

La electrocoagulaciéon es una tecnologia emergen-
te que se presenta como alternativa para el trata-
miento de aguas residuales y que cuenta con un alto
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potencial para la remocién de diversos contaminan-
tes de aguas residuales provenientes de diferentes
fuentes (Restrepo & Arango, 2006). Este es un proce-
so electroquimico bastante utilizado en el tratamien-
to de aguas residuales con alto porcentaje de metales
pesados, por medio del cual se desestabilizan conta-
minantes suspendidos o disueltos en un medio acuo-
so haciendo pasar una corriente eléctrica a través del
mismo. En el proceso se emplean una gran variedad
de anodos y catodos geométricos (generalmente de
hierro o aluminio) por los cuales fluye la corriente ne-
cesaria para que estos comienzan a reaccionar con el
medio de manera andloga a un proceso de corrosién
(Ojeda-Armaignac & Hing-Cortdén, 2010).

En general, se evidencia el uso de acrilico para la cons-
truccion de la celda, el cual es un material aislante
gue permite visualizar las reacciones generadas por la
electrocoagulacion. Ademads, se empled un reactor de
tipo Batch donde se lleva a cabo el proceso quimico,
en el cual la mezcla se homogeneiza constantemente
por medio de un agitador magnético, los electrodos
se disponen de forma paralela conectados en serie a
una fuente de voltaje (Camacho & Lépez, 2015) y, a
su vez, estos electrodos son divididos en anodos y
catodos por los cuales circula corriente eléctrica para
llevar a cabo la reaccién quimica (el arreglo de los
electrodos es de forma monopolar [polaridad inter-
calada]). Por ultimo, una fuente de alimentacién de
corriente directa suministra la energia eléctrica que
promueve la electrocoagulacion (Beltran, 2015).

Considerando que el sistema de electrocoagulacion
requiere una fuente de poder, se consulté que la dis-
posicién de los electrodos tiene mayor efectividad
con una conexion monopolar en paralelo, donde la
corriente eléctrica se reparte entre todos los electro-
dos (Aguilar-Ascén, 2015). Al realizar la revision de es-
tudios previos sobre el tema, se encontraron valores
de entre 8 y 63 Vy de 3 a 25 A, denotando el uso de
una fuente de poder directa.

Para la seleccién de los electrodos se consultd que en
los procesos de electrocoagulacidn se han usado gran
variedad de materiales para los electrodos, dentro de
los que se encuentran hierro, cobre, aluminio, acero
inoxidable, zinc y grafito, siendo el hierro y el alumi-
nio los materiales mas utilizados, segun la informa-
cion disponible respecto a su uso (Mendoza & Bueno,
2017).

M.y Tique-Hilarion. J. S., (2019), doi: 10:21789

El disefo del reactor tipo Batch permite definir la zona
de reaccién donde se da la desestabilizacion de las
particulas y el proceso de coagulacién, asi como vi-
sualizar la zona de sedimentacidn. Los lodos que se
forman se depositan en la parte superior de la celda
cuando su densidad es baja y se precipitaron cuando
la densidad alcanza niveles altos. El uso de este reac-
tor a nivel laboratorio es conveniente debido a que
permite estudiar el proceso y los pardmetros in situ
(Ruiz & Giraldo, 2007).

Curtiembres

El curtido es el proceso de transformacién de pieles
de animales en cuero, como resultado de la estabili-
zacién de las fibras de coldgeno de la piel con agen-
tes curtientes, mediante la formacién de complejos
tipo quelatos. Alli se llevan a cabo 4 procesos como lo
son ribera, curtido, acabado en humedo, acabado en
seco, produciendo vertimientos en cada uno de ellos
con alta carga contaminante, todo esto con el fin de
evitar su descomposicion y facilitar su uso para la fa-
bricacion de productos de calzado, marroquineria, ta-
labarteria, tapizados, entre otros (Alcaldia de Bogot3,
2015, p. 9).

En Colombia, la industria de las curtiembres hace parte
de un mercado no muy amplio en todas las regiones,
es decir, se presenta en determinados departamentos
y municipios del pais. La figura 2 presenta la distribu-
cién de la industria de las curtiembres en Colombia.

Figura 2. Nimero de curtiembres en Colombia por departamento
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Con respecto a la industria de las curtiembres en
Colombia, el departamento de Cundinamarca y la
ciudad Bogota concentran 80 % del total de las cur-
tiembres existentes en el pais, lo cual equivale a una
produccién promedio de 103.000 cueros que, a su
vez, representa el 38 % de la produccién total nacio-
nal. Los municipios de Villapinzén y Choconta (Cun-
dinamarca) y el barrio San Benito, en Bogotd, son
las zonas que mas concentran el desarrollo de esta
actividad industrial.

El municipio de Villapinzén se caracteriza por ser
una de las principales fuentes de la industria de cur-
tiembres en Colombia, donde esta actividad se ha
llevado a cabo desde la época colonial y se ha carac-
terizado por ser un trabajo cultural tradicional trans-
mitido de generacién en generacién, proveyendo a
este municipio con cerca de 700 empleos directos
y 4.000 empleos entre directos e indirectos (Ledes-
ma, Lépez, Ramirez, & Triana, 2017). Sin embargo,
esta industria genera una gran problematica en la
actualidad al ser la principal fuente de contamina-
cion del rio Bogotd, uno de los mas contaminados
a nivel mundial. Esta situacion se debe a que tan-
to el municipio como las curtiembres vierten en
el rio Bogota sus residuos sin la realizaciéon de un
tratamiento efectivo, generando vertimientos con
amplio rango de contaminantes tdxicos (especial-
mente metales pesados) con grandes consecuen-
cias para las fuentes hidricas, teniendo en cuenta
que su remocion es bastante compleja y requiere
de grandes inversiones. El rio Bogota en Villapinzén
se encuentra localizado a 40 km de Bogota y a 6 km
de su nacimiento, es decir, a pocos kildmetros de su
nacimiento el rio ya se ve afectado de forma impor-
tante por la industria de las curtiembres y su gran
cantidad de vertimientos (Escobar, Ubaque, & Bo-
hérquez, 2012).

Muestreo (caso de estudio)

Para la toma de muestras de la curtiembre se reali-
z6 una colaboracion con una de las curtiembres re-
gistradas ante la CAR que opera en la zona de estudio
del municipio de Villapinzén, la cual, ademas, gene-
ra vertimientos al rio Bogota. El muestreo se realizd
en el vertimiento final tomando una cantidad apro-
ximada de 7 L. Las tablas 1-3 reportan los datos mas
relevantes
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Tabla 1. Cronograma recoleccion de muestras

DiA HORA LUGAR PARAMETROS
20/04/2019 | 3:00 pm Villapinzén, pH: 7.84
Cundinamarca -Insitu:

*Conductividad: No detectable por el
multiparametro.

Nota: La toma de muestra se realizé una sola vez, teniendo en cuenta las restricciones
de la empresa y las limitaciones frente al uso de reactivos en el laboratorio de la
Universidad. Fuente: autores.

DIAS LUGAR PARAMETROS
21- Laboratorio de Fisicos: Color real, color aparente, conductividad,
25/04/2019 | aguas, Universidad turbidez
Central Quimicos: PH, temperatura, tren de solidos,

oxigeno disuelto, nitritos, nitratos, fosfatos,
sulfatos, plomo, cromo, zinc. cadmio

Biolégicos: DQO, DBO

Bacterioldgicos: Coliformes

Fuente: autores.

DIAS LUGAR PARAMETROS
20/04/2019 Laboratorio de Fisicos: Color real, color aparente,
hasta aguas, Universidad conductividad, turbidez
03/05/2019 Central Quimicos: pH. temperatura, tren de solidos,

oxigeno disuelto, mitritos, mitratos. fosfatos,
sulfatos, plomo, cromo, zinc, cadmio

Biolégicos: DQO, DBO

Bacteriologicos: Coliformes

Fuente: autores.

Disefio y construccion del sistema de electroco-
agulacion a escala laboratorio

Para el disefio y la construccion del sistema de electro-
coagulacién a escala laboratorio se realizd6 una com-
paracion de investigaciones que dio como resultado
la presentacién del disefio mas viable del sistema a
partir de los siguientes pardmetros: dimensiones de
la celda, materiales de la celda y de los electrodos y
equipos necesarios para su correcto funcionamiento.

Construccion de la celda del reactor para el sistema
de electrocoagulacién

Para la fabricacién de la celda se usd un reactor tipo
Batch a escala laboratorio con capacidad de 5 L (fi-
gura 3) y se empled acrilico como material aislante,
teniendo en cuenta su resistencia y que este material
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permite apreciar todos los procesos de la electrocoa-
gulacién. Ademas, se usaron soportes en acrilico con
separacion de 5 mm para la correcta ubicacion de las
ldminas (figura 4). La celda tiene las siguientes dimen-
siones: A=15cm,L=26 cmyH=22cm,y fue diseiia-
da con un criterio de 3 zonas:

Zona de flotacidn superior: donde se acumulan
los lodos generados.

Zona de reaccidn: donde se ubican sumergidos
los electrodos y ocurre el proceso de electrocoa-
gulacién.

Figura 3. Disefio de celda del sistema de electrocoagulacion

ernandez,
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Zona de sedimentacion: en esta zona se precipi-
tan los sélidos sedimentables y también se ubica
la base de los electrodos.

Finalmente, se instald una llave en una de las caras de
la celda a la altura de la zona de reaccidn para la toma
de muestras en cada ensayo y su posterior caracteri-
zacién y posible evacuacién dentro del recipiente de
manera segura.

&
%
N
-
Zona de flotadidn =
5cm — :
G o~
e
Zona de reaccién B mEp)
12ecm
Zona de sedimentacion "=
Ubicacién de base para
( pa - Llave para toma de
electrodos] muestra tratada
5¢m = :
26cm
Fuente: autores.
Figura 4. Disefio base de electrodos
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Fuente: autores.
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Sistema eléctrico para el sistema de electrocoagu-
lacion

La fuente de poder permite regular la cantidad de co-
rriente suministrada a la celda del sistema de electro-
coagulacién en cuanto a amperaje y voltaje se refie-
re. Para el suministro de energia continua a los elec-
trodos se emplearon cables de uso eléctrico y pinzas
(cocodrilos) para la conexién de la fuente a las lami-
nas (figura 5). Ademas, se utilizdé una placa magnética
para homogeneizar la muestra y ser precursor para las
reacciones ocurridas durante el proceso.

Figura 5. Sistema eléctrico

==

Fuente: autores.

Sistema de electrodos para el sistema de electroco-
agulacién

Al evaluar los articulos de investigacion consultados
se encuentra que los materiales de electrodos mas
utilizados son el hierro y el aluminio. Para el caso de
curtiembres es mas viable |a utilizacion de estos, dada
su mayor accesibilidad en cuanto a disponibilidad y
costos. Adicionalmente, con base en estudios anterio-
res (Ruiz & Giraldo, 2007; Beltran, 2015; Camacho &
Lépez, 2015), se determind que los iones de aluminio
tienen mejores propiedades adsorbentes y la veloci-
dad de reaccién es mas rdpida que la del hierro, ya

gue el aluminio tiene mayor potencial de oxidacion.
Para este caso, se empled aluminio con un calibre de
18 pulgadas. Los electrodos utilizados en este experi-
mento tenian una dimensién de 15 cm de largo y 10
de ancho y forma rectangular (figura 6). EIl montaje
cuenta con 10 placas, 5 de hierro (catodo) y 5 de alu-
minio (dnodo), cada una con una separacién de 2 cm
(figura 7).

Figura 6. Sistema de electrodos

ELECTRODOS (LAMINAS Fe y Al)
\

— 15cm

10 ecm

Fuente: autores.
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Figura 8. Sistema de electrodos

-

Fuente: autores.

Implementaci()n del sistema propuesto Figura 8. Implementacion del sistema propuesto

Para la implementacién del sistema disefiado se ubi-
o la celda de electrocoagulacion en las instalaciones
del Laboratorio de Calidad de Aguas de la Facultad de
Ingenieria de la Universidad Central. La celda fue dis-
puesta sobre una placa magnética a 400 rpm con el fin
de homogeneizar la muestra (figura 8). Por su parte,
el sistema eléctrico fue configurado con un voltaje de
12 Vy 5 A constantes.

Fuente: autores.

Vol. 9 (2) pp. 34-48, julio-diciembre del 2019



42 B rvaluacion de la eficiencia de un sistema de electrocoagulacion en los vertimientos de curtiembres en el sector de Villapinzén (Cundinamarca)

A continuacidn, se procedid a iniciar las pruebas de
funcionamiento del sistema. Inicialmente, se probd
con agua de grifo (figura 9) y posteriormente se plan-
ted el sistema completo con el agua problema, como
se observa en la figura 10. La duracién del experimen-
to fue de 90 minutos, distribuidos entre 20, 40 y 60
min, dejando 30 min para sedimentacién, como se
observa en la figura 11. Durante este lapso se aprecid
la variacién en los parametros organolépticos, forma-
cion de los floculos y la rapidez en la sedimentacion de
los sdlidos. Durante el proceso de electrocoagulacién
se generan compuestos hidrofébicos que desestabi-
lizan los contaminantes, provocando su floculacién.

Figura 9. Ensayo con agua de grifo

Fuente: autores.

Figura 11. Proceso de sedimentacion

Ademas, ocurre una disolucién anddica donde se li-
beran elementos que pueden reaccionar con algunos
contaminantes en solucidn, logrando con ello su pre-
cipitacion. En los electrodos se generan micro burbu-
jas de hidrégeno y oxigeno que chocany se adhieren a
los floculos, arrastrdndolos a la superficie del liquido,
donde se forma una espuma que puede ser removida
mecdnicamente. De igual forma, las burbujas forma-
das dentro del reactor ayudan a que el aceite y las gra-
sas floten (Cenkin & Belevtsev, 1985). En la figura 12
se muestra el resultado final, es decir, el agua tratada
después del sistema de electrocoagulacién después
del tiempo de residencia.

Figura 10. Formacidn de fléculos

[ e e

Fuente: autores.

Figura 12. Agua tratada

Fuente: autores.

Fuente: autores.

.
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RESULTADOS

Analisis de resultados de los parametros evalu-
ados

Diagndstico inicial (caracterizaciéon antes del trata-
miento)

El andlisis de los parametros se realizd a través del
protocolo en la Universidad Central, el cual se basa
en los métodos analiticos del Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM), donde
se evallian parametros como: pH, bQO, DBOs, SST, sul-
fatos, nitratos y fosfatos. Para la medicién de metales

Tabla 4: Comparacién de datos obtenidos con la normativa vigente

pesados (Zn, Cr, Cd y Pb) se uso el espectrofotémetro
de absorcion atémica de los laboratorios de quimica
de la Universidad Central.

Comparacién con normativa nacional vigente del
diagndstico inicial

Para realizar el diagndstico inicial del vertimiento se
realiza una comparacién entre los valores estableci-
dos por la Resolucién 0631 del 2015 del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible y el Acuerdo 08 de
2004 de la Corporacion Autonoma Regional de Cundi-
namarca. La tabla 4 muestra la verificacién del cum-
plimiento de los datos obtenidos con base en la nor-
mativa nacional vigente.

PARAMETRO UNIDAD DATOS NOEMATIVA CUMPLE O
INICIALES NO

pH Unidades de pH 885 6-9 (Rezolucion 0631 de 2015) Cumple

Solidos totales mg/L 33030 &00 mg/L (Resclucion 0631 de 2013) Incumple

1000 mg/T Acuerdo 08 (CAR, 2004) Incumple

Solidoz zedimentables mg/L Q43 2.0mgL (Rezclucidn 0631 de 2013 Incumple

Coeliformes Totales UFC/100mi 5000 3000 Acuerde 08 (CAR, 2004) Cumple

DQO mgT 02 24900 1200 mg/L. O2 (Resolucion 0631 de 2015) Incumple

400- Acuerdo 08 (CAR, 2004)
DEO mg/L 3187.5 600 mg/T. O2 (Resolucion 0631 de 20135) Incumple
200 Acuerdo 08 (CAE. 20043

Sulfato mg/L 10900 400 Acuerdo 08 (CAR, 20043 Incumple
Mitrato mg/L 3930
Nitrito mg/L 204
Fosfato mgT 6760

Zine mg/L 3167 25 Acuerdo 08 (CAR, 2004) Cumple

Cromo total mg/L 2678 1.5 me/T (Resclucion 0631 del 2013) Incumple

0,01 Acuerdo 08 (CAR, 2004)
Cadmio mg/T Sin presencia de 0.0% Acuerdo 08 (CAE, 2004) Cumple
Cadmio.

Fuente: autores.




Al realizar el diagndstico del agua de vertimiento de la
curtiembre se evidencia que los parametros que su-
peran los limites maximos permisibles el vertimien-
to en aguas superficiales y alcantarillado son: sélidos
totales, sélidos sedimentables, bQo, DBOs, sulfatos y
cromo total. Lo anterior permite determinar que es-
tos niveles son consecuencia de procesos ejecutados
durante la operacién de curtido, como la separacion
de pieles, en los cuales se emplean sustancias como
cal, sulfuros, formiato, cromo y tintes (anilinas) y se
vierten gran cantidad de sdlidos provenientes de la
separacion de la piel del animal, lo que conlleva a la
alta concentracién de pardmetros que impactan nega-
tivamente a la calidad del rio Bogota debido a que es-
tas sustancias pueden acelerar procesos como la eu-
trofizacién. Sumado a lo anterior, el agua de este rio
es utilizada en procesos de riego y de abastecimiento
de alcantarillado no oficial, situacién que conlleva al
aumento de enfermedades gastrointestinales en los
pobladores de la zona.

Tabla 5. Comparacidon de datos obtenidos con la normativa vigente

Anadlisis de resultados del sistema propuesto

Una vez realizado el tratamiento de electrocoagula-
cion del sistema propuesto, se procedid a realizar el
analisis del agua tratada haciendo un comparativo de
los parametros del diagndstico inicial (antes del tra-
tamiento), que posteriormente seran analizados con
base a la normativa legal vigente.

Comparacion con normativa nacional vigente del
diagndstico final

Para el andlisis de los datos obtenidos en el diagnds-
tico final del agua tratada por electrocoagulacion, se
realizé una comparacion entre los valores estableci-
dos por la Resoluciéon 0631 del 2015 del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible y el Acuerdo 08 de
2004 de la Corporacidon Autdonoma Regional de Cundi-
namarca. La verificacion del cumplimiento de los da-
tos obtenidos se reporta en la tabla 5.

PARAMETRO UNIDAD SIN TREATAMIENTO CON TRATAMIENTO NOFRMA APLICABLE CUMPLIMIENTO
pH Unidades de pH 8,85 7.62 6-9 (Resolucion 0631 de 2013) Cumple
Solidos totales mg/L 33030 9300 G600 (Resolucidn 0631 de 20135) Incumple
1000 Acuerdo 08 (CAR, 2004) Cumple
Solidos mL/IT 943 34 2.0mL/L (Resolucion 0631 de 2013) Incumple
zedimentables
Coliformes UFC/100ml 5000 No hay presencia de 5000 Acverdo 08 (CAER. 2004) Cumple
Totales coliformes
DQoO mg/L 02 249000 2100 1200 (Resoclucidn 0631 de 2013) Incumple
400- Acuerdo 08 (CAFE., 2004) Incumple
DBO3 mg/L 51873 486 600 (Resolucion 0631 de 2015) Cumple
200 Acuerdo 08 (CAE., 2004) Incumple
Sulfato mg/L 10900 770 400 Acuerdo 08 (CAFR, 2004) Incumple
Nitrato mg/T 3930 23
Nitrito mg/L 204 0.10
Fosfato mg/L 6760 2
Zinc mgT 2.67 8.72 25 Acuerdo 08 (CAR., 2004) Cumple
Cromo total mgz/L 2678 126.2 1.5 mgT 0631 del 2013 Incumple
0,01 Acverdo 08 (CAF. 2004) Incumple
Cadmio mg/L No hay presencia de No hay preszencia 0.05 Acuerdo 08 (CAR, 2004) Cumple
cadmio

Fuente: autores.
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Teniendo en cuenta la informacién de la tabla 5, se
deduce que los niveles de SST, bQO, DBOs, sulfato y
cromo total, incumplen con la normativa establecida
para los vertimientos de aguas residuales industriales,
en este caso, de la industria de curtiembres. Esto ocu-
rre como efecto de la alta carga contaminante que se
determind en las pruebas iniciales, teniendo en cuen-
ta que dentro de los procesos desarrollados en la cur-
tiembre no se realiza ningun tipo de tratamiento.

Eficiencia del sistema

La determinacidn del porcentaje de remocion se lleva
a cabo con base en los parametros mas importantes y
el objetivo del tratamiento, es decir, aquellos de mas
importancia en cuanto a la contaminacién del recurso
hidrico: bBO, DQO, nitritos, nitratos, sulfatos, fosfatos,
zinc, cadmio, cromo y plomo. La remocién de cada para-
metro tras analizar el diagndstico inicial, el diagndstico
final y su reduccidn, se aprecian en las figuras 13 y 14.

Figura 13. Eficiencia del sistema de electrocoagulacion
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Fuente: autores.

Figura 14. Eficiencia del sistema de electrocoagulacion
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Fuente: autores.

Teniendo en cuenta las figuras 13 y 14, se obtuvo la
figura 15, la cual ilustra los porcentajes de remocién
obtenidos en cada pardmetro evaluado.

Figura 15. Porcentaje de remocién por pardmetro evaluado
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Fuente: autores.

DISCUSION

Considerando la figura 15, se analiza que la alta pre-
sencia de aniones nitrito, nitrato, sulfato y fosfatos
resulta ser un indicador de vertimientos con una
alta carga de materia orgdnica en el agua sin tra-
tamiento, generando procesos como la nitrificacion
y la eutrofizacién al cuerpo de agua. Esta situacion
genera incertidumbre, teniendo en cuenta que esta
agua sin tratamiento es posteriormente consumida
por algunas comunidades cercanas al rio Bogotd y
utilizada para la hidratacién de animales de granja
y el riego de cultivos, lo cual puede generar un au-
mento en la incidencia de enfermedades gastroin-
testinales; de alli la importancia de la remocién de
estos compuestos.

En los 4 parametros (nitritos, nitratos, sulfatos y fos-
fatos) se presenta una remocion que supera el 90 %,
lo cual indica que el sistema de electrocoagulacién
es altamente eficiente para la disminucidn de estos
pardmetros. Ademas, sobresale su eficiencia en la
remocién en menor magnitud de parametros téxicos
tales como el cromo y el plomo. En cuanto al bQo vy
el DBOs, se determina que el agua tratada presenta
una remocion de 63,4 % de la demanda quimica de
oxigeno, lo que conlleva a concluir la presencia de
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materia orgdnica biodegradable y no biodegradable
en los vertimientos como consecuencia de procesos
como el descarne y la separacién de pelo y piel.

Los metales pesados en la industria de las curtiem-
bres y sus vertimientos representan un impacto ne-
gativo que se ve reflejado en la calidad del hidrico, al-
teraciones al ecosistema acuatico y, por consiguiente,
la flora y fauna acuatica; de alli la importancia de lo-
grar la disminucién de estos compuestos. Por medio
del sistema de electrocoagulacién se logré una dis-
minucion significativa (52, 8 %) en los niveles de cro-
mo, el metal pesado mds contaminante, y de plomo
(67,8 %). Con respecto al zinc, se presentd un aumen-
to de su concentracion debido a su naturaleza de ma-
terial conductor; teniendo en cuenta que el sistema
funciona con el paso de corriente continua a través de
los dnodos y catodos, los niveles de zinc pueden llegar
a aumentar debido a que las reacciones que se produ-
cen al interior del sistema propician un aumento en su
concentracion.

En la investigacion se identificd que los contaminan-
tes mds abundantes son el cromo y el plomo. Estos
metales, segln estudios previos (Molina, Aguilar, &
Codovez, 2010), son los que causan mayores reper-
cusiones en la calidad del recurso hidrico y la flora
y fauna acudtica, gracias a su capacidad de bioacu-
mulacidn.

De forma indirecta, el ser humano también se ve
afectado debido al consumo de productos carnicos,
peces, hortalizas y/o verduras expuestos al agua pro-
veniente del rio Bogotd con contenido de contami-
nantes, principalmente metales pesados. Con res-
pecto al plomo, este tiende a distribuirse en diferen-
tes 6rganos, tejidos, huesos y dientes, acumulando-
se con el paso del tiempo y variando de acuerdo con
la edad y el nivel de exposicion de un individuo (Re-
yes, Vergara, Torres, Diaz, & Gonzales, 2016). Segun
la evidencia, el drgano mas afectado por este metal
pesado es el rifion, debido a que produce cambios
en las mitocondrias e inflamacion de las células del
epitelio, causando serias alteraciones funcionales
gue provocan aminoaciduria y siendo precursor del
sindrome de Fanconi. El cromo también trae serias
repercusiones, principalmente por la intolerancia
hacia la glucosa; esta es la causa de la aparicion de
diversos problemas, como los compuestos de Crison
cancerigenos (Santoyo, 2009).

cia de un sistema de electrocoagulacion en los vertimientos de curtiembres en el sector de Villapinzén

(Cundinamarca)

Al evaluar los porcentajes de remocidn obtenidos tras
la caracterizacidn inicial y el andlisis del agua tratada
después del sistema de electrocoagulacién, se obtu-
vo un alto porcentaje de remocién que puede incre-
mentarse segun el disefio del sistema y la disposicién
de los electrodos. Segun la literatura, el uso mixto de
electrodos de hierro y aluminio es mas eficiente para
el tratamiento de vertimientos, asi como los tiempos
de residencia del agua a tratar; lo anterior, basados en
las dimensiones del sistema, teniendo en cuenta que
a mayor escala y mayor disposicion de electrodos se
lograria un aumento en la eficiencia. Sin embargo, se
define que el sistema propuesto funciona para esta
clase de aguas residuales industriales, siendo una al-
ternativa viable para el tratamiento de estas y para
la disminucion de impactos generados por esta indus-
tria al caudal del rio Bogotd. Segun datos disponibles
en la literatura, la electrocoagulacion puede tener un
porcentaje de remocidn entre 50 y 99 % para conta-
minantes disueltos en forma emulsionada o no emul-
sionada y para particulas suspendidas (Apraez & Gar-
cia, 2015). Por su parte, el desarrollo experimental de
esta investigacidn dio como resultado un porcentaje
de remocién total de 83 %, el cual se ajusta a los datos
reportados en trabajos previos.

CONCLUSIONES

Para el disefio y construccion del sistema de electro-
coagulacién a escala laboratorio se realizd una revi-
sién de literatura sobre prototipos realizados e imple-
mentados, la cual permitié determinar que el mate-
rial adecuado para la base exterior y la base de elec-
trodos es el acrilico, gracias a su resistencia dentro de
procesos de remocién. De igual manera, este material
resultd ser adecuado para la disposicion de los elec-
trodos de hierro y aluminio de forma intercalada, de-
bido a que muestra una mayor eficiencia para la mini-
mizacion o eliminacion de metales pesados mediante
el tratamiento de electrocoagulacion.

Se evalud el sistema de tratamiento experimental te-
niendo en cuenta los valores reportados antes y des-
pués del tratamiento. Al respecto, se evidencid que
el sistema generd una alta eficiencia en la disminu-
cidn de parametros como DBOs, nitritos, nitratos, sul-
fatos y fosfatos, permitiendo obtener una remocidn
superior a 90 % para los pardmetros base o de mayor
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relevancia por su peligrosidad y contaminacion al re-
curso hidrico. Con los metales pesados se obtuvie-
ron los siguientes resultados en cuanto a remocidn:
cromo (52,8 %) y plomo (67,8 %), lo cual evidencia
gue el sistema de electrocoagulacion a escala es efi-
ciente, teniendo en cuenta todos los parametros es-
tudiados, y su implementacién es viable, con varia-
ciones en sus dimensiones, cantidad y disposicién de
electrodos.

Se concluye que el sistema propuesto es eficien-
te para la minimizacién de los contaminantes pre-
sentes en los vertimientos de curtiembres ubicadas
en el municipio de Villapinzédn (Cundinamarca) que
van a parar al rio Bogotd. Este tratamiento podria
garantizar los requerimientos de la normatividad
vigente colombiana, justificando la minimizacién en
el impacto del recurso hidrico en zonas donde este
tipo de actividades tienen una alta presencia y deno-
tando su sencillez, facilidad de montaje y bajo con-
sumo energético, caracteristicas que hacen que este
sistema sea de gran atencién para el mejoramiento
de los sistemas de tratamiento de aguas residuales in-
dustriales existentes.
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RESUMEN

Los bridfitos acuaticos son un componente conspicuo de la vegetacién de rios de alta montafia tropical. Sin em-
bargo, solo seis estudios abordan la taxonomia y ecologia de estas plantas en Colombia. Este trabajo tiene como
objetivo conocer la riqueza de especies de briéfitos que se establecen en el rio Teatinos y aportar informacion
sobre la forma de crecimiento, tipo de sustrato colonizado, abundancia, caracteristicas del habitat y altitud para
cada una de las especies. Se ubicaron 12 puntos de muestreo cada 100 m altitudinales, donde se colectaron las
especies de briéfitos que crecen sobre suelo y roca. Se presenta el catdlogo comentado de bridfitos acuaticos del
rio Teatinos donde se registran 70 especies, organizadas alfabéticamente por familias, géneros y especies en cada
grupo (musgos, hepaticas y antoceros).

Palabras clave: abundancia, briéfitos acuaticos, forma de crecimiento, riqueza, sustrato.

ABSTRACT

Aquatic bryophytes are a conspicuous component of the vegetation of high tropical mountain rivers. However,
only six studies address the taxonomy and ecology of these plants in Colombia. This work aims to know the
richness of bryophytes species that grow in the Teatinos River and provide information about their growth forms,
substrate, abundance, habitat, and altitude for each of the species. Twelve sampling points were located every
100 m altitude, where bryophyte species that grow on soil and rock were collected. A commented checklist of
aquatic bryophytes in the Teatinos River is presented trough a record of 70 species, organized by alphabetical
order of families, genera, and species in each group (mosses, liverworts and hornworts).

Keywords: Abundance, aquatic bryophyte, growth forms, richness, substrate.

generacion de energia eléctrica en la represa de La Es-
meralda, que suministra agua a la Central Hidroeléc-
trica de Chivor. El rio Teatinos hace parte de la sub-

INTRODUCCION

El rio Teatinos nace en el Padramo de Rabanal hacia el

sector suroriental del municipio de Samaca (Boyaca),
en el sector el alto del Santuario, sobre los 3.400 m,
con coordenadas: 05°24’26” N - 73°33’54” 0. Se en-
cuentra represado a 3.250 m, formando el embalse
de Teatinos, el cual tiene una capacidad de 8 millo-
nes de m3. La longitud del cauce es de 19,65 km, tie-
ne un area total de 89 km? y un perimetro de 80 km.
Presenta un caudal medio de 327 I/s, un caudal critico
de 279,31 I/s y una infiltracion de 103,4 mm al afio,
equivalente a 8,91 % de la precipitacion (Marquez &
Suarez, 2005). La microcuenca del rio Teatinos recibe
las aguas de las quebradas la Yerbabuena, Chital, las
Pilas, Cortaderal (Ventaguemada) y Las Juntas (Sama-
ca). Este cambia su nombre durante el recorrido a rio
Bata (Santa Maria, Boyaca), el cual es embalsado para
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cuenca del rio Garagoa. Este ultimo desemboca en el
rio Lengupa, que converge en la cuenca del rio Orino-
co (Marquez & Sudrez, 2005).

En los ecosistemas ldticos, los briéfitos (musgos, he-
paticas y antoceros) cumplen funciones importantes,
pudiendo alterar la estructura y funcidn de los mis-
mos (Stream Bryophyte Group, 1999), tales como mo-
dificar las concentraciones de nutrientes como fdsfo-
ro y nitrégeno, reducir la velocidad del agua y actuar
como fuente de alimento y sitio de desove e incuba-
cion para larvas de invertebrados, alterando asi las ca-
racteristicas de las comunidades de la fauna acudtica
(Martinez & Sanchez, 1988; Stream Bryophyte Group,
1999).

por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO



La pérdida de especies a causa de la perturbacién
ejercida sobre el medio por las actividades humanas
es quizas el mayor reto ambiental al que ha de en-
frentarse la humanidad durante los préximos afos.
En consecuencia, cualquier estrategia de proteccién
del medio natural debe asegurar la proteccion de la
biodiversidad (Moreno, 2001). Uno de los principales
problemas a los que se enfrenta la conservacion es la
carencia de datos que permitan evaluar el estado de
la biodiversidad a nivel local (Myers, Mittermeier, Mi-
ttermeier-da-Fonseca, & Kent, 2000; Olson & Diners-
tein, 2002). Por esto, los inventarios son herramien-
tas basicas para conocer la biodiversidad (Rangel-Ch,
2015) que permiten ser divulgados a través de los
catdlogos de especies. Las investigaciones sobre brid-
fitos acuaticos en el pais son escasas. Las Unicas con-
tribuciones han sido realizadas por Cleef (1981), Lina-
res y Churchill (1997), Lagos, Sdenz y Morales (2008),
Bolafios (2012), Romero (2017) y Becerra y Cardenas
(2017). Esta investigacion abarca el gradiente altitu-
dinal mas amplio (2.100-3.300 m) con relacién a los
demads trabajos realizados sobre este tema en Colom-
bia y presenta el nimero mas alto de especies (70)
reportado en los estudios de bridfitos redfilos para el
pais, con lo cual aporta informacién sobre la forma de
crecimiento, tipo de sustrato colonizado, abundancia,
caracteristicas del habitat y altitud para cada una de
las especies.

MATERIALES Y METODOS

La fase de campo se realiz6 en una época de transi-
cion entre el pico de época seca y época de lluvia en
los meses de abril y mayo. Se realizé una colecta ma-
nual y minuciosa de estas plantas cada 100 m altitu-
dinales, donde se registré el sustrato en el que se es-
tablecen las especies, especificando el lugar donde se
encontro: suelo (orilla y/o fondo del rio) y roca (cara
superior, anterior, posterior y caras laterales). La for-
ma de crecimiento se identificd de acuerdo con Ri-
chards (1984). La abundancia se estimé con relacion
a la cobertura obtenida en cm? para cada especie de
acuerdo con la siguiente escala: rara (1-10 cm?), oca-
sional (11-100 cm?), escaso (101-1.000 cm?), abun-
dante (1.001-10.000 cm?) y muy abundante > 10.000
cm?.

Los ejemplares fueron colectados bajo el Permiso
Marco de Recoleccién de especimenes, otorgado por
la Agencia Nacional de Licencias Ambientales (ANLA) a
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la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia,
mediante la Resolucion 0724 del 2014. Las coleccio-
nes botanicas se depositaron en el Herbario del Jar-
din Botanico de Bogota (JBB), bajo la numeracion de
Rosero, Becerra y Cardenas. Los briéfitos se determi-
naron al nivel taxondmico posible con el uso de las
claves taxondmicas de Véana (1974); Fulford (1976);
Zander (1993); Churchill y Linares (1995); Uribe y
Aguirre (1995); Uribe (1999); Gradstein, Churchill y
Salazar (2001); Bischler, Gradstein, Jovet, Long y Sa-
lazar (2005); Costa (2008); Vaz y Costa (2008); Ireland
y Buck (2009); Gradstein (2016a, 2016b); y Aponte y
Uribe (2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los especimenes colectados se determinaron a ni-
vel de especie en 97 %. Se colectd un total de 336
muestras, donde 58,57 % de la riqueza correspondid
a musgos, 38,57 % a hepaticas y 2,86 % a antoceros.
Los musgos acrocdrpicos estan representados con
31,43 % del total y los pleurocarpicos con el 27,14 %;
las hepaticas foliosas tienen el 21,43 %y las hepaticas
talosas, incluidos los antoceros, 20 %.

Para musgos la familia Bryaceae presenta la mayor
riqueza con cuatro géneros y ocho especies, seguida
de las familias Brachytheciaceae (cuatro y seis), Pot-
tiaceae (cuatro y cuatro), Pilotrichaceae (tres y tres),
Hypnaceae (dos y tres), Dicranaceae, Neckeraceae y
Polytrichaceae (dos y dos) cada una y Fissidentaceae
(uno y cinco); reportes que coinciden con los presen-
tados por Bolafios (2012), quien también presenta las
familias Bryaceae, Brachytheciaceae, Fissidentaceae
y Pottiaceae como las mas distintivas. Lagos et al.
(2008) registran a Brachytheciaceae como la familia
con mayor numero de especies, la cual se ubica en el
segundo lugar en riqueza para este estudio. A nivel de
género, Fissidens presenta la mayor cantidad de es-
pecies (cinco), seguido de Bryum (cuatro), Brachythe-
cium (tres) y Pohlia (dos).

Para las hepaticas, la familia Lophocoleaceae es la
mas representativa, con tres géneros y cuatro es-
pecies, seguida de Pallaviciniaceae (uno y cinco),
Aneuraceae (uno y tres), Plagiochilaceae, Lejeu-
neaceae y Calypogeiaceae (uno y dos). Las familias
restantes estan representadas por un género y una
especie. El género Symphyogyna reporta la mayor
cantidad de especies (cinco), seguido de Riccardia
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(tres), Calypogeia, Heteroscyphus, Plagiochila y Leje-
unea (dos). Los géneros restantes estan representa-
dos por una especie. Para los antoceros se reportan
dos familias, cada una con un género y una especie.

La mayoria de las especies (25) mostré preferencia
por establecerse sobre roca, 22 se encontraron so-
bre suelo y 23 se reportan colonizando ambos sus-
tratos. Los musgos mostraron una preferencia mayor
gue las hepaticas y antoceros por establecerse sobre
roca. La preferencia por establecerse sobre las rocas
se atribuye a que son un sustrato mas estable que el
suelo. Segun el Stream Bryophyte Group (1999), los
briéfitos se encuentran principalmente sobre sustra-
tos estables, pues requieren tiempos largos para su
colonizacion.

Las formas de crecimiento en tepe, tapete y flageli-
forme se reportan en todos los puntos de muestreo.
Los dendroides ramificados se presentan desde los
2.700 a los 3.300 m y el crecimiento en trama desde
los 2.800 a los 3.300 m. A 2.500 m solo se reportan
tres formas de crecimiento, tapete liso, tepe corto y
flageliforme, y a 3.000 m se encuentran todas las for-
mas de crecimiento.

Sobre los sustratos, roca y suelo del rio Teatinos,
predominan las formas de crecimiento tepe cor-
to (27,14 %), tapete liso (21,43 %) y tapete taloso
(18,57 %). En menor proporcion, se encontraron espe-
cies con crecimiento dendroide y tepe abierto (1,43 %
c/u). Los musgos de habito pleurocarpico presentan
formas de crecimiento flageliforme, dendroide ramifi-
cado, tapete liso, tapete rugoso y trama. Los acrocar-
picos presentan formas de crecimiento en tepe abier-
to, tepe alto y tepe corto. Para hepdticas foliosas se
presenta crecimiento en tapete liso, tepe alto y tepe
corto. Para hepaticas talosas se presentan las formas
de crecimiento dendroide ramificado y tapete taloso.
Para antoceros, tapetes talosos.

Las especies con crecimiento dendroide fueron en-
contradas principalmente sobre suelo, mientras que
las formas en tepes y tapetes colonizan las rocas. Las
formas de crecimiento en tepe corto, tepe alto y tepe
abierto, en su mayoria, se registran en sitios con alta
luminosidad y sequia, lo que evidencia una tendencia
a tolerar dichas condiciones. Por su parte, las especies
pleurocarpicas que presentan crecimiento flagelifor-
me, dendroide ramificado, tapete liso, tapete rugoso
y trama, se relacionan con ambientes mds sombrios.
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Las especies de briodfitos con formas de crecimiento
en tepes se reportan a diferentes profundidades a lo
largo del rio Teatinos, lo que indica que es el creci-
miento ideal para bridfitos facultativos, pues les per-
mite soportar altas velocidades y cambios en el nivel
del agua. Segun Birse (1958), los tepes altos se pre-
sentan en constante alcance de la capa freatica, mien-
tras que los tepes cortos se asocian con habitats secos
y se les atribuye a la alternancia estacional entre con-
diciones muy humedas y secas. Schofield (1985) afir-
ma que los tapetes talosos suelen ser tolerantes a la
desecacion como resultado de la forma de crecimien-
to, pues son dispositivos estructurales que ralentizan
la desecacion, como lo observado en las hepaticas del
orden Marchantiales.

Teniendo en cuenta que el muestreo fue realizado
en un Unico momento, que corresponde a un perio-
do de transicion entre la época seca y época lluviosa,
los términos sumergido y emergente se refieren a la
condicidn en que se encontrd cada especie en el mo-
mento del muestreo, donde las especies sumergidas
son aquellas que estan por debajo del nivel de la co-
rriente y las emergentes las encontradas por encima
de este nivel.

En los puntos de muestreo realizados a lo largo del rio
Teatinos se registran especies de bridfitos que no son
tipicas de cuerpos de agua corriente. Para musgos: Bra-
chythecium occidentale (Hampe) A. Jaeger, Rhynchos-
tegium serrulatum (Hedw.) A.Jaeger, Anomobryum ro-
bustum Broth., Bryum dichotomum Hedw., Pohlia elon-
gata Hedw., Catagonium brevicaudatum Mill. Hal. ex
Broth., Fissidens asplenioides Hedw., F. curvatus Hor-
nsch., Helicodontium capillare (Hedw.) A.Jaeger, Cyclo-
dictyon roridum (Hampe) Kuntze y Lepidopilum longifo-
lium Hampe. Para hepaticas: Calypogeia andicola Bis-
chler, C. subintegra (Gottsche, Lindenb. & Nees) Bischl.,
Heteroscyphus contortuplicatus (Nees & Mont.) Grolle,
H. polyblepharis (Spruce) Schiffner, Leptoscyphus am-
phibolius (Nees) Grolle, Metzgeria crassipilis (Lindb.)
A.Evans, Symphyogyna brasiliensis Nees, S. brongniar-
tii Mont., S. circinata Mont., S. podophylla (Thunb.)
Mont. & Nees, S. trivittata Spruce, Plagiochila alter-
nans Lindenb. & Gottsche, P. laetevirens Lindenb., Ra-
dula episcia Spruce y el antocero: Nothoceros vincen-
tianus (Lehm. & Lindenb.) J.CVillarreal. Las demas es-
pecies, segun reportes en literatura (Gradstein & Costa,
2003; Allen, 1994, 2002, 2010, 2018), se establecen en
los sustratos suelo y roca de rios.
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A continuacion, se presenta el catdlogo de bridfitos
acuaticos en orden alfabético por familias, géneros y
especies, dentro de los musgos, hepdticas y antoce-
ros. Adicionalmente, se proporciona informacién sobre
la forma de crecimiento, tipo de sustrato, ambiente,
abundancia, altitud y las colecciones estudiadas. La ca-
tegoria taxondémica de familia asignada a cada especie
sigue la propuesta del Catalogo de Plantas y Liquenes
de Colombia de Bernal, Gradstein y Celis (2015).

MUSGOS
Bartramiaceae

Philonotis uncinata (Schwagr.) Brid.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, coloniza
todas las caras de las rocas y el suelo (orilla del rio),
desde ambientes descubiertos a completamente pro-
tegidos por vegetacién vascular, sumergido y emer-
gente, raro entre 2.500 y 3.000 m. Rosero et al., 701,
702,710, 718, 733, 754, 772.

Brachytheciaceae

Brachythecium occidentale (Hampe) A.Jaeger

Musgo pleurocdrpico, en forma flageliforme, sobre
roca (cara anterior), en ambientes parcialmente pro-
tegidos por vegetacién vascular, sumergido y emer-
gente, raro a 2.400 m. Rosero et al., 745.

Brachythecium plumosum (Hedw.) Schimp.

Musgo pleurocdrpico, en forma de tapete rugoso, so-
bre suelo (orilla del rio) y roca (cara lateral izquierda),
en ambientes descubiertos y parcialmente protegidos
por vegetacién vascular, sumergido y emergente, raro
a2.200y 2.800 m. Rosero et al., 681.

Brachythecium ruderale (Brid.) W.R.Buck

Musgo pleurocarpico, en forma flageliforme, sobre
roca (cara lateral izquierda), en ambientes parcial-
mente protegidos por vegetacidn vascular, emergen-
te, raro a 2.500 m. Rosero et al., 744.

Kindbergia praelonga (Hedw.) Ochyra

Musgo pleurocérpico, en forma de trama, coloniza
todas las caras de las rocas y el suelo (orilla del rio),
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en ambientes descubiertos a completamente protegi-
dos por vegetacion vascular, sumergido y emergente,
abundante entre 2.800 y 3.300 m. Rosero et al., 730,
752, 770, 792, 793, 819, 820, 821, 822.

Platyhypnidium aquaticum (A.Jaeger) M. Fleisch.

Musgo pleurocarpico, en forma flageliforme, coloniza
todas las caras de las rocas y el suelo (orilla y fondo
del rio), en ambientes descubiertos a completamen-
te protegidos por vegetacion vascular, sumergido y
emergente, muy abundante desde 2.100 a 3.300 m.
Rosero et al., 655, 668, 669, 681, 683, 684, 691, 700,
708, 715, 728, 729, 751, 769, 791, 818.

Rhynchostegium serrulatum (Hedw.) A.Jaeger

Musgo pleurocarpico, en forma de tapete liso, sobre
roca (cara superior y lateral), en ambientes parcial-
mente protegidos por vegetacién vascular, emergen-
te, escasa a 2.100 m. Rosero et al., 654.

Bryaceae

Anomobryum robustum Broth.

Musgo acrocdrpico, en forma de tepe corto, sobre
roca (cara superior), en ambientes descubiertos, su-
mergido, raro a 2.800 m. Rosero et al., 830.

Bryum dichotomum Hedw.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre
roca (cara superior y lateral izquierda), en ambientes
parcialmente protegidos por vegetacion vascular, su-
mergido y emergente, ocasional a 2.700 m. Rosero et
al., 725.

Bryum laevigatum Hook.f. & Wilson

Musgo acrocdrpico, en forma de tepe corto, coloni-
za todas las caras de las rocas, en ambientes descu-
biertos y parcialmente protegidos por vegetacidon vas-
cular, sumergido y emergente, abundante a 2.100,
2.200, 2.500, 2.600y 2.700 m. Rosero et al., 665, 680,
705, 726, 747, 748, 768.

Bryum limbatum Miill. Hal.

Musgo acrocdrpico, en forma de tepe corto, co-
loniza todas las caras de las rocas y el suelo (ori-
lla y fondo del rio), en ambientes descubiertos y
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parcialmente protegidos por vegetacion vascular, su-
mergido y emergente, abundante entre 2.100 y 2.700
m (ausente a 2.300 m s. n. m). Rosero et al., 664.

Bryum renauldii Renauld & Cardot

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre roca
(cara anterior y superior), en ambientes descubiertos,
sumergido, escaso a 2.100 m. Rosero et al., 666.

Pohlia elongata Hedw.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre
suelo (orilla y fondo del rio) y roca (cara superior), en
ambientes descubiertos a completamente protegi-
dos por vegetacion vascular, sumergido, escaso entre
2.800 a 3.300 m. (ausente a 3.100 m.s.n.m). Rosero et
al., 743, 766, 788, 837.

Pohlia wahlenbergii (F.Weber & D.Mohr) A. L.
Andrews

Musgo acrocdrpico, en forma de tepe corto, sobre
roca (cara anterior y superior), en ambientes parcial-
mente protegidos por vegetacidn vascular, sumergido
y emergente, ocasional a 3.100 m. Rosero et al., 809.

Schizymenium sp.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre
roca (cara anterior), en ambientes parcialmente pro-
tegidos por vegetacién vascular, sumergido, raro a
2.800 m. Rosero et al., 741.

Catagoniaceae
Catagonium brevicaudatum Miill. Hal. ex Broth.

Musgo pleurocdrpico, en forma flageliforme, sobre
suelo (orilla del rio), en ambientes completamen-
te protegidos por vegetacion vascular, sumergido y
emergente, ocasional a 3.300 m. Rosero et al., 832.

Dicranaceae

Dicranella hilariana (Mont.) Mitt.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre sue-
lo (orilla del rio), en ambientes descubiertos, sumer-
gido y emergente, raro a 2.800 m. Rosero et al., 839.
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Dicranella vaginata (Hook.) Cardot

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre
suelo (fondo del rio), en ambientes descubiertos por
vegetacion vascular, sumergido y emergente, ocasio-
nal a 2.900 m. Rosero et al., 765.

Fissidentaceae

Fissidens asplenioides Hedw.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe abierto, sobre
suelo (orilla del rio) y roca (cara superior), en ambien-
tes parcial y completamente protegidos por vegeta-
cion vascular, sumergido y emergente, escaso entre
2.900 a 3.100 m. Rosero et al., 757, 774, 798.

Fissidens crispus Mont.

Musgo acrocdrpico, en forma de tepe corto, coloniza
todas las caras de las rocas y el suelo (orilla y fondo
del rio), en ambientes descubiertos a completamen-
te protegidos por vegetacion vascular, sumergido y
emergente, abundante desde 2.100 a 3.300 m (ausen-
te a 2.500 m). Rosero et al., 658, 672, 685, 694, 712,
719, 735, 755, 773, 796, 823.

Fissidens curvatus Hornsch.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre
suelo (orilla del rio), en ambientes completamen-
te protegidos por vegetacion vascular, sumergido y
emergente, ocasional a 3.300 m. Rosero et al., 824.

Fissidens inaequalis Mitt.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe alto, sobre sue-
lo (orilla del rio) y roca (cara anterior y superior), en
ambientes descubiertos a completamente protegidos
por vegetacion vascular, sumergido y emergente, es-
caso entre 2.200 y 2.400 y entre 2.900 y 3.100 m. Ro-
sero et al., 797.

Fissidens rigidulus Hook.f. & Wilson

Musgo acrocarpico, en forma de tapete corto, sobre
roca (cara anterior y lateral izquierda), en ambien-
tes descubiertos y parcialmente protegidos por ve-
getacién vascular, sumergido, escaso a 2.700, 2.800 y
3.000 m. Rosero et al., 736.
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Fontinalaceae

Fontinalis bogotensis Hampe

Musgo pleurocérpico, en forma flageliforme, sobre
roca (cara anterior y superior), en ambientes descu-
biertos a completamente protegidos por vegetacion
vascular, sumergido, abundante entre 2.700 y 3.300
m. (ausente a 3.100 m.s.n.m). Rosero et al., 727, 737,
758, 776, 825.

Hypnaceae

Isopterygium tenerifolium Mitt.

Musgo pleurocarpico, en forma de tapete liso, so-
bre suelo (orilla del rio) y roca (cara lateral derechay
superior), en ambientes descubiertos y parcialmen-
te protegidos por vegetacidn vascular, sumergido y
emergente, ocasional a 2.800 y 2.900 m. Rosero et
al., 739.

Mittenothamnium reduncum (Schimp. ex Mitt.)
Ochyra

Musgo pleurocdrpico, en forma de tapete rugoso, co-
loniza todas las caras de las rocas, en ambientes des-
cubiertos y parcialmente protegidos por vegetacion
vascular, sumergido y emergente, raro a 2.200, 2.800
y 3.000 m. Rosero et al., 674, 738, 780.

Mittenothamnium reptans (Hedw.) Cardot

Musgo pleurocarpico, en forma de trama, sobre suelo
(orilla del rio), en ambientes parcialmente protegidos
por vegetacién vascular, ocasional a 3.100 m. Rosero
etal., 804.

Myriniaceae

Helicodontium capillare (Hedw.) A.Jaeger

Musgo acrocarpico, en forma de tapete rugoso, so-
bre roca (cara superior y lateral derecha), en ambien-
tes parcialmente protegidos por vegetacidn vascular,
emergente, ocasional a 2.100y 2.200 m. Rosero et al.,
660, 675.
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Neckeraceae

Porotrichum korthalsianum (Dozy & Molk.) Mitt.

Musgo pleurocarpico, en forma dendroide ramifica-
da, sobre suelo (orilla del rio), en ambientes parcial
y completamente protegidos por vegetacién vascu-
lar, sumergido y emergente, ocasional entre 3.000 y
3.300 m. Rosero et al., 786, 810, 836.

Thamnobryum fasciculatum (Hedw.) I. Sastre

Musgo pleurocarpico, en forma dendroide ramifica-
da, sobre roca (cara posterior), en ambientes parcial-
mente protegidos por vegetacion vascular, sumergi-
do, escaso a 2.700 m. Rosero et al., 721.

Pilotrichaceae

Cyclodictyon roridum (Hampe) Kuntze

Musgo pleurocarpico, en forma de tapete liso, sobre
suelo (orilla del rio), en ambientes parcialmente pro-
tegidos por vegetacion vascular, emergente, ocasional
a 3.100 m. Rosero et al., 805.

Lepidopilum longifolium Hampe

Musgo pleurocarpico, en forma flageliforme, sobre
suelo (orilla del rio), en ambientes parcialmente pro-
tegidos por vegetacion vascular, emergente, rara a
3.100 m. Rosero et al., 808.

Trachyxiphium variabile (Mitt.) W.R.Buck

Musgo pleurocarpico, en forma de tapete liso, sobre
suelo (orilla del rio) y roca (cara superior, anterior y
lateral izquierda), en ambientes parcial y completa-
mente protegidos por vegetacidn vascular, sumergido
y emergente, escaso a 2.500, 2.700, 3.000 y 3.100 m.
Rosero et al., 704, 722, 787.

Plagiotheciaceae

Plagiothecium novogranatense (Hampe) Mitt.

Musgo pleurocdrpico, en forma de tapete rugoso, so-
bre suelo (orilla del rio), en ambientes parcialmente
protegidos por vegetacién vascular, emergente, oca-
sional a 3.100 m. Rosero et al., 811.
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Polytrichaceae

Atrichum polycarpum (Miill.Hal.) Mitt.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe alto, sobre sue-
lo (orilla del rio) y roca (cara posterior), en ambientes
parcial y completamente protegidos por vegetaciéon
vascular, sumergido y emergente, ocasional a 2.900 y
3.000 m. Rosero et al., 763.

Pogonatum campylocarpon (Miill.Hal.) Mitt.

Musgo acrocarpico, en forma de tepe alto, sobre sue-
lo (orilla del rio), en ambientes completamente prote-
gidos por vegetacién vascular, sumergido y emergen-
te, escaso a 3.300 m. Rosero et al., 835.

Pottiaceae

Bryoerythrophyllum (Miill.Hal.)

H.A.Crum

campylocarpum

Musgo acrocdrpico, en forma de tepe corto, sobre roca
(cara anterior, posterior, superior y lateral izquierda),
en ambientes descubiertos y parcialmente protegidos
por vegetacién vascular, sumergido y emergente, oca-
sional a 2.800 y 3.000 m. Rosero et al., 740, 785.

Hymenostylium recurvirostrum (Hedw.) Dixon

Musgo acrocdrpico, en forma de tepe corto, sobre
suelo (orilla del rio), en ambientes completamente
protegidos por vegetacion vascular, escaso a 3.300 m.

Hyophila involuta (Hook.) A.Jaeger

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre
roca (cara lateral derecha), en ambientes parcialmen-
te protegidos por vegetacion vascular, sumergido y
emergente, ocasional a 2.200 m. Rosero et al., 746.

Trichostomum brachydontium Bruch

Musgo acrocarpico, en forma de tepe corto, sobre
roca (cara posterior), en ambientes parcialmente pro-
tegidos por vegetacién vascular, sumergido y emer-
gente, ocasional a 2.200 m. Rosero et al., 677.
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Sematophyllaceae

Sematophyllum galipense (Miill. Hal.) Mitt.

Musgo pleurocarpico, en forma de tapete rugoso, co-
loniza todas las caras de la roca, en ambientes des-
cubiertos y parcialmente protegidos por vegetacion
vascular, sumergido y emergente, abundante a 2.100,
2.200, 2.400, 2.700, 2.800 y 3.000 m. Rosero et al.,
657,671, 693,717,731, 732, 771.

HEPATICAS
Acrobolbaceae

Tylimanthus laxus (Lindenb.) Steph.

Hepatica foliosa, en forma de tepe alto, sobre suelo
(orilla del rio), en ambientes parcialmente protegidos
por vegetacién vascular, sumergido y emergente, oca-
sional a 3.100 m. Rosero et al., 807.

Aneuraceae

Riccardia cataractarum (Spruce) Schiffn.

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, sobre roca
(cara anterior y superior), en ambientes parcialmen-
te protegidos por vegetacidn vascular, sumergido y
emergente, escasa a 3.000 y 3.100 m. Rosero et al.,
782, 803.

Riccardia hans-meyeri (Steph.) Meenks & C.De Jong

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, sobre roca
(cara superior), en ambientes parcialmente protegi-
dos por vegetacién vascular, emergente, ocasional a
3.100 m. Rosero et al., 690.

Riccardia sp.

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, sobre sue-
lo (orilla del rio), en ambientes completamente prote-
gidos por vegetacién vascular, sumergido y emergen-
te, rara a 3.300 m.
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Calypogeiaceae

Calypogeia andicola Bischler

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre suelo
(orilla del rio), en ambientes completamente protegi-
dos por vegetacion vascular, sumergida, ocasional a
3.300 m. Rosero et al., 831.

Calypogeia subintegra (Gottsche, Lindenb. & Nees)
Bischl.

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre suelo
(orilla del rio), en ambientes parcialmente protegidos
por vegetacién vascular, emergente, ocasional a 3.100
m. Rosero et al., 817.

Herbertaceae

Triandrophyllum subtrifidum (Hook. & Taylor) Ful-
ford & Hatcher

Hepatica foliosa, en forma de tepe corto, sobre suelo
(orilla del rio), en ambientes completamente protegi-
dos por vegetacion vascular, sumergida y emergente,
ocasional a 3.000 y 3.300 m. Rosero et al., 784, 834.

Jamesoniellaceae

Syzygiella sonderi (Gottsche) K. Feldberg, Vana,
Hentschel & J. Heinrichs

Hepatica foliosa, en forma de tepe alto, sobre roca (cara
anterior, superior y laterales) y suelo (orilla del rio), en am-
bientes descubiertos a completamente protegidos por
vegetacion vascular, sumergida y emergente, abundante
desde 2.900 a 3.300 m. Rosero et al., 759, 777, 800, 826.

Jungermanniaceae

Jungermannia ovato-trigona (Steph.) Grolle

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre roca
(cara superior), en ambientes descubiertos a comple-
tamente protegidos por vegetacién vascular, sumer-
gida y emergente, escasa a 2.600, 2.800 y 3.100 m.
Rosero et al., 711, 734, 795.

981564 I 57

2019), doi: 10:2

Lejenuneaceae

Lejeunea flava (Sw.) Nees

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre roca
(cara posterior, superior y laterales), en ambientes
descubiertos a completamente protegidos por vege-
tacidn vascular, sumergida y emergente, escasa en-
tre 2.100 y 2300 m. y a 2.800 m. Rosero et al., 661,
678, 689.

Lejeunea laeta (Lehm. & Lindenb.) Lehm. & Lindenb.

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre roca
(cara anterior, posterior y laterales), en ambientes
parcialmente protegidos por vegetacion vascular, su-
mergida y emergente, escasa a 2.100, 2.200 y 2.700
m. Rosero et al., 662, 679, 723, 742.

Lophocoleaceae

Clasmatocolea vermicularis (Lehm.) Grolle

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre roca
(cara posteriory lateral derecha) y suelo (orilla del rio),
en ambientes descubiertos a completamente protegi-
dos por vegetacion vascular, sumergida y emergente,
escasa entre 2.900 y 3.300 m. Rosero et al., 761, 779,
801, 828.

Heteroscyphus contortuplicatus (Nees & Mont.)
Grolle

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre roca
(cara anterior y lateral izquierda) y suelo (orilla del
rio), en ambientes parcial y completamente protegi-
dos por vegetacidn vascular, sumergida y emergente,
escasa a 2.100, 2.200, 2.300, y 2.500 m. Rosero et al.,
659, 673, 687, 703.

Heteroscyphus polyblepharis (Spruce) Schiffner

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre suelo
(orilla del rio), en ambientes parcialmente protegidos
por vegetacion vascular, sumergida y emergente, oca-
sional a 3.300 m. Rosero et al., 799.
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Leptoscyphus amphibolius (Nees) Grolle

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre roca
(cara anterior y laterales) y suelo (orilla del rio), en
ambientes parcial a completamente protegidos por
vegetacion vascular, sumergida y emergente, abun-
dante a 2.400, 2.900, 3.000 y 3.300 m. Rosero et al.,
697, 762, 781, 829.

Lunulariaceae

Lunularia cruciata (L.) Lindb.

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, coloniza
todas las caras de las rocas y sobre suelo (orilla del
rio), en ambientes descubiertos a parcialmente pro-
tegidos por vegetacién vascular, sumergida y emer-
gente, abundante a 2.100, 2.200, 2.400, 2.600, 2.700,
2.900 y 3.100 m. Rosero et al., 656, 670, 692, 709,
716, 753, 794.

Marchantiaceae

Marchantia berteroana Lehm. & Lindenb.

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, sobre roca
(cara superior) y suelo (orilla del rio), en ambientes
descubiertos a completamente protegidos por vege-
tacién vascular, sumergida y emergente, abundante a
2.200y 3.300 m. Rosero et al., 676, 833.

Meztgeriaceae

Metzgeria crassipilis (Lindb.) A.Evans

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, sobre roca
(cara anterior) y suelo (orilla del rio), en ambientes
parcial a completamente protegidos por vegetaciéon
vascular, sumergida y emergente, escasa entre 2.100
y 2.300 m. Rosero et al., 667, 682.

Pallaviciniaceae

Symphyogyna brasiliensis Nees

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, sobre roca
(cara superior) y suelo (orilla del rio), en ambientes
parcial a completamente protegidos por vegetacién
vascular, sumergida y emergente, ocasional a 3.100 y
3.300 m. Rosero et al., 706, 814.
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Symphyogyna brongniartii Mont.

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, sobre sue-
lo (orilla del rio), en ambientes parcialmente protegi-
dos por vegetacion vascular, sumergida y emergente,
escasa a 2.200 y 3.100 m. Rosero et al., 815.

Symphyogyna circinata Mont.

Hepdtica talosa, en forma de tapete taloso, sobre
suelo (orilla del rio), en ambientes parcialmente
protegidos por vegetacion vascular, sumergida vy
emergente, ocasional a 2.900 y 3.000 m. Rosero et
al., 790.

Symphyogyna podophylla (Thunb.) Mont. & Nees

Hepatica talosa, en forma dendroide, sobre suelo
(orilla del rio), en ambientes parcial a completamen-
te protegidos por vegetacién vascular, sumergida y
emergente, escasa a 3.000 y 3.300 m. Rosero et al.,
699, 789.

Symphyogyna trivittata Spruce

Hepatica talosa, en forma de tapete taloso, sobre roca
(cara superior), en ambientes parcialmente protegi-
dos por vegetacion vascular, sumergida y emergente,
escasa a 3.100 m. Rosero et al., 813.

Pelliaceae

Noteroclada confluens Hook.f. & Wilson

Hepatica foliosa, en forma de tapete taloso, sobre
roca (cara superior y lateral derecha) y suelo (orilla
del rio), en ambientes descubiertos a completamen-
te protegidos por vegetacion vascular, sumergida y
emergente, escasa a 2.900, 3.000 y 3.300 m. Rosero
etal., 760, 778, 827.

Plagiochilaceae

Plagiochila alternans Lindenb. & Gottsche

Hepatica foliosa, en forma de tepe alto, sobre suelo
(orilla del rio), en ambientes parcialmente protegidos
por vegetacion vascular, sumergida y emergente, oca-
sional a 3.100 m. Rosero et al., 816.

por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO



Plagiochila laetevirens Lindenb.

Hepatica foliosa, en forma de tepe alto, sobre roca
(cara superior, posterior y lateral izquierda), en am-
bientes parcialmente protegidos por vegetacidn vascu-
lar, sumergida, ocasional a 2.100 m. Rosero et al., 663.

Radulaceae

Radula episcia Spruce

Hepatica foliosa, en forma de tapete liso, sobre roca
(cara anterior, posterior y lateral izquierda) y suelo (ori-
lla del rio), en ambientes parcialmente protegidos por
vegetacion vascular, sumergida y emergente, escasa a
2.300, 2.400y 3.100 m. Rosero et al., 688, 696, 802.

ANTOCEROS
Dendrocetotaceae

Nothoceros vincentianus (Lehm. & Lindenb.) J. C.
Villarreal

Antocero, en forma de tapete taloso, sobre roca (cara
superior y lateral izquierda) y suelo (orilla del rio), en
ambientes parcialmente protegidos por vegetacion
vascular, sumergida y emergente, abundante a 2.600
y 3.100 m. Rosero et al., 714, 806.

Notothyladaceae

Phaeoceros carolinianus (Michx.) Prosk.

Antocero, en forma de tapete taloso, sobre suelo (ori-
lla del rio), en ambientes parcialmente protegidos por
vegetacion vascular, sumergida y emergente, ocasio-
nal a 2.900 m. Rosero et al., 764.
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RESUMEN

Como una forma pedagdgica de aprendizaje activo, se relacionaron temas desarrollados en clase de biologia
molecular con la pandemia del coronavirus COVID-19 que en este momento avanza en casi la totalidad del plane-
ta. Contar con un método eficiente para diagnosticar la infeccidon durante el inicio de esta infeccidn respiratoria
aguda es importante para detectar tanto los pacientes sintomaticos como los asintomaticos. Por este motivo, se
retod a los estudiantes de séptimo semestre de las carreras de biologia marina y ambiental que cursan la materia
biologia molecular en la Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano a disefiar un método diagndstico para el virus
COVID-19 basado en RT PCR y qPCR. El objetivo de este ejercicio académico consistid en incentivar a los estudiantes
para que propusieran un método efectivo que permita detectar el virus covip-19 a través de los conocimientos
adquiridos durante el curso. Se realizé una revisidn de la literatura previa para identificar los métodos existentes
para la deteccidon del virus y con ayuda de herramientas bioinformaticas se realizé el analisis de las secuencias de
los genomas del coviDp-19, el SARS humano y el SARS de murciélago disponibles en GenBank.

Palabras claves: RT-qPCR, SARS COV 2, pandemia, coronavirus, educacion contextualizada.

ABSTRACT

As a pedagogical form of active learning, topics developed in molecular biology class were related to the
coronavirus CovID-19 pandemic that is currently advancing in almost the entire planet. Having an efficient
method of diagnosing infection during the onset of this acute respiratory infection is important in detecting
both symptomatic and asymptomatic patients. For this reason, seventh semester students from marine and
environmental biology courses studying molecular biology at the University of Bogotd Jorge Tadeo Lozano were
challenged to design a diagnostic method for the covib-19 virus based on RT PCR and gPCR. The objective of
this academic exercise was to encourage students to propose an effective method to detect the covip-19 virus
using the knowledge acquired during the course. A review of the previous literature was carried out to identify
the existing methods for the detection of the virus and, with the help of bioinformatic tools, the analysis of the
sequences of the genomes of coviD-19, human SARS and bat SARS available at GenBank was carried out.

Keywords: RT-gPCR, SARS COV 2, pandemic, coronavirus, contextualized education.

INTRODUCCION que requieren nuevos enfoques. Un plan de estudio
bien estructurado e integral en biologia molecular
La biologia molecular y la genética en la sociedad del debe incluir esta ciencia. De otra parte, el aprendizaje
conocimiento del siglo XXI se mezclan cada vez mas basado en problemas, orientado a la investigacién y
con disciplinas tradicionalmente separadas pero rela- el desarrollado en equipos, y dirigido de manera ade-
cionadas, como la fisica, la informatica y la matemati- cuada por profesores, se convierte en una estrategia
ca (Furge, Stevens-Truss, Moore, & Langeland, 2009). centrada en el estudiante que apoyan el aprendizaje
El proyecto genoma humano, iniciado en 1990, pro- activo y que son muy efectivas en la educacién cienti-
dujo el desarrollo de una ciencia sin la cual la gran fica (Prieto, 2006).
cantidad de datos del genoma no hubiera podido ser
analizada: la bioinformatica. Esta ciencia —que cada La bioinformatica se refiere a: “La investigacion, de-
dia toma mas fuerza—, unida al uso de métodos com- sarrollo o aplicacién de herramientas y enfoques

putacionales, puede resolver problemas bioldgicos computacionales para expandir el uso de datos
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biolégicos, médicos, conductuales o de salud, inclui-
dos aquellos para adquirir, almacenar, organizar, ar-
chivar, analizar o visualizar datos” (BISTIC, 2000). Te-
niendo esta definicién en mente, y siguiendo nuestro
programa durante la semana siete de clases, se de-
sarrollé el tema de métodos en biologia molecular,
especificamente los métodos de RT-PCR, PCR tiempo
real, sondas, hibridaciones de Southern, Northern y
Western, asi como la utilizaciéon de vectores (plds-
midos, coésmidos, fasmidos, cromosomas bacteria-
nos y cromosomas de levaduras) para la clonacién
de genes. Paralelamente, se realizaron aplicaciones
bioinformaticas para aprender a descargar secuen-
cias de GenBank vy utilizar programas para el corte
con enzimas de restriccién [Nebcutter V2.0, http://
nc2.neb.com/NEBcutter2/] (Vincze, Posfai, & Ro-
berts, 2003) y construir los perfiles electroforéticos.
Adicionalmente, los estudiantes aprendieron a rea-
lizar alineamientos de secuencias de ADN utilizando
Clustalw  [https://www.genome.jp/tools-bin/clus-
talw] (Li, 2003), disefiar primer con Primer3web ver-
sién 4.1.0 [http://primer3.ut.ee/] (Untergasser et
al., 2012), hacer PCR virtuales con iPCR [https://
embnet.vital-it.ch/software/iPCR_form.html] (Lexa,
Horak, & Brzobohaty, 2001) y, de manera destaca-
da, a manejar la herramienta BLASTn de GenBank
para la busqueda de secuencias homologas [https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] (Altschul, Gish, Mi-
ller, Myers, & Lipman, 1990); este ultimo programa
ademas compara secuencias de nucleétidos o pro-
teinas con bases de datos de secuencias y calcula la
significacion estadistica (GenBank, 2020). Teniendo
en cuenta lo anterior, se puede afirmar que los estu-
diantes se relacionaron con las mas actuales y mo-
dernas herramientas para el aprendizaje de analisis
de secuencias proteicas y de acidos nucleicos.

Histéricamente, la educacién en ciencia ha requeri-
do desarrollar un enfoque que propicie ensefanza
contextualizada o en contexto del mundo real, con lo
cual el aprendizaje se convierte en altamente signifi-
cativo. Asi, cuando la nueva informacion se relaciona
con algun aspecto de lo ya existente en la estructu-
ra cognitiva del individuo, se produce un proceso que
conduce al aprendizaje significativo (Novak, 1988). A
partir de este argumento, se introdujo a los estudian-
tes en el conocimiento de la pandemia producida por
el nuevo coronavirus (Ncov 19) descubierto a finales
de 2019 en Wuhan, provincia de Hubei, China (Wu et
al., 2020). Este coronavirus causa una infeccion severa
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en las vias respiratorias. Desde su aparicion a princi-
pios de diciembre de 2019 hasta el 26 de marzo de
2020, el numero de casos ha aumentado exponencial-
mente hasta 858.785, con un total de 42.151muertes
y una recuperacion de 178.119 pacientes (Dong, Du,
& Gardner, 2020). La pandemia se ha generalizado a
180 paises, donde las naciones con mayor nimero de
infectados son China (82.290), Italia (105.792), Esta-
dos Unidos (189.035) y Espafia (95.923). Colombia no
ha sido ajeno a la pandemia, registrando su primer
caso de contagio el 3 de marzo de 2020. Actualmen-
te, el pais cuenta con 906 casos reportados (Dong et
al., 2020).

Dentro de las politicas que han tomado la mayoria de
los paises que presentan individuos infectados por
CoVID-19 se encuentran: el aislamiento de los enfer-
mos, la cuarentena de personas que posiblemente
han estado expuestas al virus, el confinamiento de to-
dos sus habitantes para prevenir nuevos contagios y
la realizacion de un mayor nimero de pruebas diag-
nésticas. Una de estas pruebas se basa en la RT-qPCR,
técnica que permite hacer una copia de DNA comple-
mentario a partir del RNA viral utilizando una enzima
denominada transcriptasa inversa, la cual convierte el
RNA de cadena sencilla en DNA de doble cadena. Con
esta enzima es posible amplificar diferentes regiones
del virus para posibilitar su caracterizacion. Para ello,
se usan primers, o cadenas sencillas cortas de ADN
(20 nucledtidos), y sondas de DNA marcadas con fluo-
rocromos para identificar en tiempo real la amplifica-
cion de los fragmentos.

La PCR en tiempo real (o cuantitativa) permite medir
la cantidad de copias del DNA viral en la muestra. Esta
técnica es bastante confiable para identificar los virus.
Sin embargo, cuenta con algunas limitaciones. Una
de ellas es el tiempo necesario para su ejecucion (4-6
h), lo que limita el nimero de pruebas que se pueden
realizar al dia. Otra limitante son los reactivos o kits
para desarrollar las pruebas, puesto que en este mo-
mento se reporta escasez de estos elementos debido
a la gran demanda a escala global. Ademas, la con-
taminacién es un problema limitante, puesto que se
requieren laboratorios con suficiente bioseguridad a
fin de evitar que se presenten falsos positivos y falsos
negativos, como ocurre en algunas ocasiones.

Por otra parte, estas pruebas permiten detectar pa-
cientes asintomaticos, configurando un diagndstico de
gran importancia debido a que estos son transmisores
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activos de la infeccion (Costa, 2004; Salazar, Sandoval,
& Armendariz, 2013).

A partir de lo anterior, este trabajo tuvo como objeti-
vo disefiar una prueba diagndstica con los estudiantes
del curso de biologia molecular 2020-1 de la Universi-
dad Jorge Tadeo Lozano, quienes trabajaron muy se-
riamente y propusieron las bases para desarrollar una
prueba que podria convertirse en kit para identificar
el covip-19.

METODOS

Revision de literatura

Los estudiantes consultaron literatura relacionada
con las técnicas moleculares actualmente utilizadas
para la identificacidn de virus de RNA en las bases de
datos ScienceDirect, Scopus, GenBank y Elsevier. Con
base en la informacion recopilada, se planteé una me-
todologia alternativa para la deteccién del SARS-COV2.
La figura 1 presenta la propuesta metodolégica para
el desarrollo de este estudio.

Figura 1. Esquema metodoldgico utilizado para el desarrollar un método
alternativo para detectar el covip-19

Nota: R) reconocimiento de métodos moleculares y herramientas
bioinformaticas para deteccion y analisis de virus de RNA; B) busqueda
de genomas de virus de interés; 1) identificacién de genes candidatos; D)
disefio de primers y sondas.

Fuente: elaboracion propia.

Identificacidon de genes

Se recuperaron de la base de datos de GenBank
(NncBI, 2020) los genomas completos de tres cepas

de coronavirus correspondientes a Wuhan ncov-19
(NC_045512.2), Human sARs (NC_004718.3) y Bat
SARS (DQ412043.1). Las secuencias de cada uno de
los 11 genes que componen al virus Wuhan ncov-19
fueron alineadas al genoma de las otras dos especies
con ClustalW. Adicionalmente, se seleccionaron los
genes que presentaron menor puntaje contra regio-
nes del genoma del Human SARS y Bat SARS como po-
sibles candidatos para la identificacién molecular de
CovID-19.

Disefio de primers

Utilizando la secuencia de los genes candidatos iden-
tificados previamente mediante ClustalW que presen-
taron un score inferior a 70 %, se disefiaron primers
con el programa Primer3 version 4.1.0, empleando los
parametros %GC (40 < %GC < 60) y la probabilidad de
hair pins (horquillas).

Disefio de sondas

Se disefiaron sondas tipo TagMan a partir de unas re-
giones de 20 y 24 pb al interior de cada uno de los
genes predichos como posibles marcadores molecu-
lares. Se utilizd el programa MegaX para extraer la se-
cuencia reverse complement de las regiones de cada
uno de los genes, las cuales, por complementariedad,
se hibridardn a los genes que se quiere identificar. A
las sondas creadas se les incorporard dos fluorocro-
mos (un aceptor y un donador).

RT-qPCR

Para el diagndstico del virus coviD-19 se realizara una
RT-QPCR, la cual, inicialmente, sintetizard una cadena
de cDNA a partir del RNA viral, para posteriormente
amplificar y cuantificar en tiempo real la expresion de
genes que permitirdn su identificacién de forma dife-
rencial (Pinilla, 2019).

RESULTADOS

El sARs-CoV-2 es un betacoronavirus responsable de
la pandemia de coviD-19. Este posee un transcripto-
ma altamente complejo debido a numerosos eventos
de recombinacidn, tanto candnicos como no cano-
nicos. Su genoma estd compuesto por 11 genes con
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longitudes entre 114 y 3.822 pb y comprende cerca
de 30.000 pb, distribuido de la siguiente manera: en
el extremo 3” una capside, en el extremo 5” una cola
poliA, en su interior dos ORFs 1a y 1b, los cuales se
traducen en 46 proteinas una vez colonizan la célu-

la, 3 regiones de ARN que codifican para proteinas es-
tructurales (“S” proteina espiga “spike protein”, “M”
proteina de membrana, “N” proteina de la capside) y
6 proteinas accesorias (3a, 6, 7a, 7b, 8 y 10), como se
muestra en la figura 2 (Kim et al., 2020).

Figura 2. Presentacion esquematica de la organizacion del genoma del sARS-CoV-2 los ARNm subgendmicos candnicos y la

estructura del viridén
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Nota: las cajas grandes representan los ORFs, las cajas pequefias las proteinas accesorias y el cuadro negro indica la secuencia lider.

Fuente: adaptado de Kim et al. (2020).

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real (RT-qPCR) es una metodologia sensible que se
utiliza ampliamente en diagndstico e investigacion
bioldgica. Su mayor virtud es poder amplificar frag-
mentos pequefios a partir de minimas cantidades de
DNA del cual se quiere identificar presencia en una
muestra. En diagndstico clinico, la RT-gPCR es utiliza-
da para medir las cargas virales o bacterianas. Por
esta razon, los autores consideran que este méto-
do es el mejor, mas rapido y econdmico para hacer
diagndstico del coronavirus covip-19. Sin embargo,
se requiere tener alguna experiencia en el manejo
de las herramientas bioinformdticas para reconocer
los genes o regiones a amplificar, el disefio de pri-
mers y el disefio de sondas. La RT-gPCR es utiliza-
da para mejorar la eficiencia diagndstica como mé-
todo rdpido y temprano para identificar el agente
etiolégico (en este caso, el coronavirus covip-19) y
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de esta manera tomar las medidas de prevenciény
control del contagio y la enfermedad en fases tem-
pranas con el objetivo de evitar su dispersién (Cor-
man et al., 2020).

El coviD-19 es un virus cuyo material genético es
RNA de cadena sencilla. Por ello, se presenta un in-
conveniente, pues la PCR amplifica Unicamente frag-
mentos de cadena doble, es decir, DNA. Sin embar-
go, métodos como la RT-PCR (reaccidn en cadena de
la polimerasa con trasncriptasa inversa o reversa)
representan una solucién para estos casos debido a
gue permiten convertir una cadena sencilla de RNA
en una doble cadena de DNA complementaria (cDNA)
con una alta fidelidad (Costa, 2004). En la figura 3 se
presenta el proceso mediante el cual, empleando un
kit de aislamiento para RNA total, se obtiene el ma-
terial genético del virus. Posteriormente, utilizando
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un primer de TTTTs, se origina la primera cadena de
CDNA y luego, por PCR, se obtienen cadenas dobles
del cDNA del virus (figura 3).

Figura 3. Proceso de RT-PCR por el cual se obtiene una cadena doble de
DNA complementario
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Fuente: adaptada de https://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/
per/rt-per.html.

Al tener la cadena de cADN se prosigue con la ampli-
ficaciéon de uno o varios fragmentos de esta molécu-
la. EI coviD-19 tiene un RNA de 29,903 pb (figura 1).
La gPCR es un método que amplifica regiones o frag-
mentos de ADN y los detecta de manera paralela den-
tro del mismo microtubo utilizado. Por ello, se utili-
zan sondas, que son fragmentos marcados de ADN de
cadena sencilla complementarios a las zonas que se

a, P, Leal-Mejfa, L. y Herndnc

van a amplificar, de manera que al unirse a los frag-
mentos amplificados permite identificarlos y cuanti-
ficarlos. Los autores del presente trabajo selecciona-
ron sondas de hidrdlisis (Tagman) que corresponden
a fragmentos de ADN de cadena sencilla marcados en
el extremo 3’ con un fluorocromo donador que repor-
ta la fluorescencia, emitiendo luz al ser chocado por
la ADN polimerasa, y un aceptor en el extremo 5’, lla-
mado quencher, el cual atrapa la fluorescencia que li-
bera el donador. Las moléculas donadora y aceptora
deben estar cercanas, de manera que cuando la son-
da esta intacta, la fluorescencia emitida por el dona-
dor no es observable, al ser absorbida por el aceptor
(figura 4A). Durante la amplificacién, la Taq polime-
rasa de ADN rompe o libera el extremo libre 5’ de la
sonda que contiene al donador al iniciar la sintesis,
permitiéndole emitir la florescencia (figura 4B), que
es captada por el lector (figura 4C) (Costa, 2004).

Figura 4. Proceso e activacion de la fluorescencia en la qPCR

A
B
.\
_____________ RV,
%
i .

Nota: A) la sonda se hibrida a la zona complementaria del fragmento
que se va a amplificar, el extremo donador esta cerca al quencher, no
hay florescencia; B) la polimerasa que ha iniciado la sintesis de DNA
choca contra el donador vy lo libera, produciéndose florescencia; C) la
florescencia es captada y trasmitida por el lector.

Fuente: tomada de Costa (2004).
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Identificacion de genes candidatos para detec-
cion del virus COVID-19

Las secuencias de los genomas de Wuhan nCOV-19,
Human SARS y Bat SARS descargados de GenBank
presentaron longitudes de 29.903, 29.751 y 29.749
pb, respectivamente. El virus Wuhan- nCOVID-19,

estructuralmente esta compuesto por 11 genes distri-
buidos como se presenta en la tabla 1, con longitudes
entre 114 y 3.822 pb. A diferencia del SARS humano,
el SARS aislado en murciélagos es 0,5 % mds largo y su
composicion estd bien definida a nivel de UTRs, CDs y
proteinas.

Tabla 1. Composicién estructural de los genes del virus Wuhan n-COVID-19, Human SARS y Bat SARS utilizados en este estudio

21289 pb 828 228 669 186 366 132 1280 114
ORF1 ORF 3a Gen E Gen M ORF 6 ORF 7a ORF 7b Gen N ORF 10
1 3 4 5 6 7 8 10 11
Human SARS
21221 3768 825 465 231 | 666 353 369 135 120 255 1269 297
ORFlab | GenS SARS3a Sars3b | Gen | Gen | Sars6 | Sars7a | Sars7b | Sars8a | Sars8b | Gen | Sars9b

E M N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Bat SARS
13167 7887 3726 825 231 666 192 369 135 366 1263 294 213
Pla P1b Spike ORF3a Gen | Gen | ORF6 | Sars7a | Sars7b | ORF8 N ORF | ORF9b
E M 9a
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Las secuencias de los once genes presentados por
el Wuhan COVID-19 coronavirus (NC_045512.2) fue-
ron alineados con los genomas de las cepas de Hu-
man-SARS y Bat-SARS mediante ClustalW. Los pun-
tajes obtenidos por el alineamiento de cada una de
las secuencias con cada uno de los 11 genes coincidié
con que los genes 2 y 9 presentes en COVID-19 po-
drian ser utilizados para su identificacidon por RT-gP-
CR, considerando que los dos alineamientos presen-
taron puntajes menores a 70 % contra regiones de los
dos coronavirus (figuras 5 y 6). Los alineamientos de
estos dos genes al genoma del virus Human-SARS se
pueden apreciar en las figuras 7 y 8.

.
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Figura 5. Puntaje de alineamiento (%) de los 11 genes presentes en el

Wuhan nCOV-19 vs. el genoma de Human SARS

Gen 1 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 76.7861
Gen 2 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 68.9499
Gen 3 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 75.7256
Gen 4 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS  =91.1392
Gen 5 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 84.6411
Gen 6 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 64.6552
Gen 7 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS =81.4189
Gen 8 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS  =p4.516

Gen 9 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS =[29.7297]
Gen 10 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS = 87.6471
Gen 11 nCov-19 Wuhan vs. Human SARS =§87.234

Nota: los puntajes en el recuadro rojo corresponden a los genes candidatos

para el diagndstico.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 6. Puntaje de alineamiento (%) de los 11 genes presentes en el Wuhan ncov-19 vs. el genoma de Bat SARS

Gen 1 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =75.0189
Gen 2 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =

Gen 3 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS = 70.5805
Gen 4 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =91.7722
Gen 5 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS  =82.9716
Gen 6 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS  =71.5517
Gen 7 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS = 83,1081
Gen 8 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS = 74.1935

Gen 9 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS = (7.2297)
Gen 10 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS = 87.6471
Gen 11 nCov-19 Wuhan vs. Bat SARS =91.4894

Nota: los puntajes en el recuadro rojo corresponden a los genes candidatos para el diagndstico.

Fuente: elaboracién propia.

Figura 7. Human SARS vs. gen 9 (ORF 8) del nCoV-19 (Wuhan)

HUMANSARS_ATATTAGGTTTTTACCTACC
9genCovid-19_ATGARATTTCTTGTTTT

HUMANSARS_ATATTAGGTTTTTACCTACC
9genCovid-19_ATGAAATTTCTTGTTTT

HUMANSARS ATATTAGGTTTTTACCTACC
QgenCovid-19_ATGAAATTTCTTGTTTT

HUMANSARS ATATTAGGTTTTTACCTACC
9genCovid-19 ATGAMATTTCTTGTTTT

HUMANSARS _ATATTAGGTTTTTACCTACC
9genCovid-19_ATGAAATTTCTTGTTTT

HUMANSARS _ATATTAGGTTTTTACCTACC
9genCovid-19_ATGAAATTTCTTGTTTT

HUMANSARS _ATATTAGGTTTTTACCTACC
QgenCovid-19_ATGAAATTTCTTGTTTT

HUMANSARS _ATATTAGGTTTTTACCTACC
9genCovid-19 ATGAAATTTCTTGTTTT

CAMACCATTCTTAGGACAAGCAGCAATTACAACATCAAATTGLGCTAAGA

GATTAGCACAACGTGTGTTTAACAATTATATGCCTTATGTGTTTACATTA
—————————— -CATGTACTCAACATCAA----CCATATGTAGTTGATGAC

Lo S22 E RS p S ROBC R R LS

TTGTTCCAATTGTGTACTTTTACTAAAAGTACCAATTCTAGAAT TAGAGT
CCGTGTC- -CTATTCACTTCTATTCTAAATGGTA-TATTAGAGT AGGAGC

E s *” doW WM R M S E A WO W 24 A W

TTCACTACCTACAACTATTGCTAAAAATAGTGTTAAGAGTGTTGC TAAAT
TAGMAANTCAGCRCET s mmmms s aoaw e AR sed TTGAAT

* * * ow L S B R * e

TATGTTTGGATGCCGGCATTAATTATGTGAAGTCACCCAAATTTTCTAAA
TETGLGTGGATG- - -AGGCTGGTTCT - - -AAATCACCCA- - TTCAGTACA

* kk o ok o e * L EE R R L R * ok L

TTETTCACAATCGCTATGTGGCTATTGTTGTTAAGTATTTGCT - TAGGTT
TCGATATCGGTAATTATACAGTT--TCCTGTTTACCTTTTACAATTAATT

* ko= * * o E I £ EE . E LT £ T

CTCTAATCTGTGTAACTGCTGCTTTTGGTGTACTCTTATCTAATTTTGGT
GCCAGGAACCTAAATTEGGTAGTCTTGTAGTGCGTTGTTCGTTCTATGAA

E £ kS E L LS S *” N L .

GCTCCTTCTTATTGTAATGGCGT TAGAGRATTGTATCTTAATTCGTCTAA
GACTTTTTAGAGTATCATGACGTTCGTG--TTGTTTTAGATTTCATCTAA

E £ E A e L S W ONOROR ROR O

Fuente: elaboracidn propia mediante ClustalW (Aligned score =29,72).
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Figura 8. Alineamiento genoma Human sARs (NC_004718.3), vs. gen 2 (ORF 8) del virus nCoV-19 (Wuhan, NC_045512.2).

NC_045512.2_21563-25384  ATGTTTGTT
NC_004718.3 ATGTTTATT

*okokok ok ok ok
NC_045512.2_21563-25384 TTTCT----TGTTTTATTGCCACTAGT-------- CTCTAGTCAGTGTGT
NC_004718.3 TTCTTATTATTTCTTACTCTCACTAGTGGTAGTGACCTTGACCGGTGCAC

Rk ok ok ok kkk ok kokkkokkok * Kk kkk
NC_045512.2_21563-25384 TAATCTT-ACAA----CCAGAACTCAATTACCCCCTGCATACACTAATTC
NC_004718.3 CACTTTTGATGATGTTCAAGCTCCTAATTACACTCAACATAC-----TTC

Kok Rk Kk ok Kk ok kkdokkk ok ok kkkkok  kokk
NC_045512.2_21563-25384 TTTCACACGTGGTGTTTATTACCCTGACAAAGTTTTCAGATCCTCAGTTT
NC_004718.3 ATCTATGAGGGGGGTTTACTATCCTGATGAAATTTTTAGATCAGACACTC

Kok ok kR kkkkok Rk kkkkk ko Rkkk kkkkok K
NC_045512.2_21563-25384 TACATTCAACTCAGGACTTGTTCTTACCTTTCTTTTCCAATGTTACTTGG
NC_004718.3 TTTATTTAACTCAGGATTTATTTCTTCCATTTTATTCTAATGTTACAGGG

K kkok kRokkokkkokk Rk kk ok ok Rk ok Rkok Rkdokkkkk Kk
NC_045512.2_21563-25384 TTCCATGCTATACATGTCTCTGGGACCAATGGTACTAAGAGGTTTGATAA
NC_004718.3 TTTCATACTAT--------------- TAATCATAC------ GTTTGGCAA

Kk kEK KKK kkk kokk kkkokk ok
NC_045512.2_21563-25384 CCCTGTCCTACCATTTAATGATGGTGTTTATTTTGCTTCCACTGAGAAGT
NC_004718.3 CCCTGTCATACCTTTTAAGGATGGTATTTATTTTGCTGCCACAGAGAAAT

Hokokok Rk kR Rk Rk KRRk ok ok kR Rk kR R kR kR kR kKK K
NC_045512.2_21563-25384 CTAACATAATAAGAGGCTGGATTTTTGGTACTACTTTAGATTCGAAGACC
NC_004718.3 CAAATGTTGTCCGTGGTTGGGTTTTTGGTTCTACCATGAACAACAAGTCA

K okk R ok ok Rk RRR RRRRKRRR Rokkk K ok kokok %
NC_045512.2_21563-25384 CAGTCCCTACTTATTGTTAATAACGCTACTAATGTTGTTATTAAAGTCTG
NC_004718.3 CAGTCGGTGATTATTATTAACAATTCTACTAATGTTGTTATACGAGCATG

kkkokok ko ckckkokok skskckk kok o ckskckkkokokskskkkokskskkk o kk kk

NC_045512.2_21563-25384 TGAATTTCAATTTTGTAATGATCCATTTTTGGGTGTTTATTACCACAAAA
NC_004718.3 TAACTTTGAATTGTGTGACAACCCTTTCTTTGCTGTTTCTAAACCCATGG

% k kokk kkkok kkk k k kk Kk Kk k kkkkk ¥k K K Kk

NC_045512.2_21563-25384 ACAACAAAAGTTGGATGGAAAGTGAGTTCAGAGTTTATTCTAGTGCGAAT

.
MUTIS |Revistaelectrénica editada por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO



NC_004718.3 GTA-CACAGAC---ACATACTATGATATTCGA-------- TAATGCATTT
%k kk Xk k ok ckkk ok skk kk kkk ok

NC_045512.2_21563-25384 AATTGCACTTTTGAATATGTCTCTCAGCCTTTTCTTATGGACCTTGAAGG
NC_004718.3 AATTGCACTTTCGAGTACATATCTGATGCCTTTTCGCTTGATGTTTCAGA

kkkokkkkkokkk kk kk ok kksk k ok kokk k kk  kk  kok
NC_045512.2_21563-25384 AAAACAGGGTAATTTCAAAAATCTTAGGGAATTTGTGTTTAAGAATATTG
NC_004718.3 AAAGTCAGGTAATTTTAAACACTTACGAGAGTTTGTGTTTAAAAATAAAG

%k ok skkkokoksksksk kokok sk sk ok kok skskskskkokokskskkk kokskk ok
NC_045512.2_21563-25384  ATGGTTATTTTAAAATATATTCTAAGCACACGCCTATTAATTTAGTGCGT
NC_004718.3 ATGGGTTTCTCTATGTTTATAAGGGCTATCAACCTATAGATGTAGTTCGT

kkkk k k sk k k kkk * kkkkk kk kksksk kkk

NC_045512.2_21563-25384  GATCTCCCTCAGGGTTTTTCGGCTTTAGAACCATTGGTAGATTTGCCAAT

NC_004718.3 GATCTACCTTCTGGTTTTAACACTTTGAAACCTATTTTTAAGTTGCCTCT

kkkokok skkk  kokokskkk kkkk kkkk ok ok ok kkkkk ok

NC_045512.2_21563-25384 AGGTATTAACATCACTAGGTTTCAAACTTTACTTGCTTTACATAGAAGTT
NC_004718.3 TGGTATTAACATTACAAATTTTAGAGCCATTCTTAC---------- AGCC

kkkkskkkkokksk kk k kokk ok k ok kkk k k%
NC_045512.2_21563-25384 ATTTGACTCCTGGTGATTCTTCTTCAGGTTGGACAGCTGGTGCTGCAGCT
NC_004718.3 TTTTCA--CCTGCTCAAGACATTTGGGGCACGTCAGCTG------ CAGCC

kkk k kkkk k ok k% kk ok kkkkkk %k ok ok
NC_045512.2_21563-25384 TATTATGTGGGTTATCTTCAACCTAGGACTTTTCTATTAAAATATAATGA
NC_004718.3 TATTTTGTTGGCTATTTAAAGCCAACTACATTTATGCTCAAGTATGATGA

skkkk skoksk kk koksk ko ok kk ko ksk kkk ok %k ckk kkk kskkk
NC_045512.2_21563-25384 AAATGGAACCATTACAGATGCTGTAGACTGTGCACTTGACCCTCTCTCAG
NC_004718.3 AAATGGTACAATCACAGATGCTGTTGATTGTTCTCAAAATCCACTTGCTG

skkkokoksk kk kok skokskskkkokskskskk kk kskk k k% kk kk ¥ %
NC_045512.2_21563-25384 AAACAAAGTGTACGTTGAAATCCTTCACTGTAGAAAAAGGAATCTATCAA
NC_004718.3 AACTCAAATGCTCTGTTAAGAGCTTTGAGATTGACAAAGGAATTTACCAG

kk  kk kk ok ok kk kkk k kk kokskckkkokk kk k¥
NC_045512.2_21563-25384  ACTTCTAACTTTAGAGTCCAACCAACAGAATCTATTGTTAGATTTCCTAA
NC_004718.3 ACCTCTAATTTCAGGGTTGTTCCCTCAGGAGATGTTGTGAGATTCCCTAA

kk kkoksksk kk kk kk kk  koksk ko ok kkokok skkkkok kskkkk

NC_045512.2_21563-25384 TATTACAAACTTGTGCCCTTTTGGTGAAGTTTTTAACGCCACCAGATTTG
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NC_004718.3 TATTACAAACTTGTGTCCTTTTGGAGAGGTTTTTAATGCTACTAAATTCC
Skdkkokkkkokokokkkkkk skokkkkkoksk kk kokskokkkkk kok kk k kkkx

NC_045512.2_21563-25384 CATCTGTTTATGCTTGGAACAGGAAGAGAATCAGCAACTGTGTTGCTGAT

NC_004718.3 CTTCTGTCTATGCATGGGAGAGAAAAAAAATTTCTAATTGTGTTGCTGAT

k kokkkk skkkkk kokk k kk kk k kkk %k %k 3k 3k ok %k %k >k 3k ok 3k %k k %

NC_045512.2_21563-25384 TATTCTGTCCTATATAATTCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGG

NC_004718.3 TACTCTGTGCTCTACAACTCAACATTTTTTTCAACCTTTAAGTGCTATGG

sk kokkokok ok kok ok kok kokok dokskokk kR skokoskkokkokok kokokok ok
NC_045512.2_21563-25384 AGTGTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAG
NC_004718.3 CGTTTCTGCCACTAAGTTGAATGATCTTTGCTTCTCCAATGTCTATGCAG

Kok kokok ok kokskokk skok kokokskok ook kokokokok ok kokokok kR kokokok ok kK
NC_045512.2_21563-25384  ATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGGCAA
NC_004718.3 ATTCTTTTGTAGTCAAGGGAGATGATGTAAGACAAATAGCGCCAGGACAA

Rokokok kokokskkk ok K kok skokkokok Rk skokkkokaokk ok kokokokok kokok
NC_045512.2_21563-25384 ACTGGAAAGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTTTACAGG
NC_004718.3 ACTGGTGTTATTGCTGATTATAATTATAAATTGCCAGATGATTTCATGGG

Rokokokk ok sk koK okokok Rk kokok ok ok ok okok sk ok ok Rk koo Rk kokok % Kk
NC_045512.2_21563-25384 CTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTAAGGTTGGTGGTA
NC_004718.3 TTGTGTCCTTGCTTGGAATACTAGGAACATTGATGCTACTTCAACTGGTA

Kok kk ok kkkkkokk Rk kokk Rk RRokkok kokok ook ok K
NC_045512.2_21563-25384  ATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTCTAATCTCAAACCTTTT
NC_004718.3 ATTATAATTATAAATATAGGTATCTTAGACATGGCAAGCTTAGGCCCTTT

Rokokokkkkkokk  kokokkk ok kkkk Kk kK ok Kk Kk kkk
NC_045512.2_21563-25384 GAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGCCGGTAGCACACCTTGTAA
NC_004718.3 GAGAGAGACATATCTAATGTGCCTTTCTCCCCTGATGGCAAACCTTGCAC

Rkokkkkkk Kk kR ok Rk Kk ok ok kkk Rkkkokk K
NC_045512.2_21563-25384 TGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTACTTTCCTTTACAATCATATGGTTTCC
NC_004718.3 CCCACCTGC---TCTTAATTGTTATTGGCCATTAAATGATTATGGTTTTT

Rk ok kokkRRRokRk ok kok Rkk K kR kRkokkk

NC_045512.2_21563-25384 AACCCACTAATGGTGTTGGTTACCAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCT
NC_004718.3 ACACCACTACTGGCATTGGCTACCAACCTTACAGAGTTGTAGTACTTTCT

ko okkokokoksk kkk kokcksk kokokokockskkk kokockockkokokok skockkokokokskkkkokk

NC_045512.2_21563-25384 TTTGAACTTCTACATGCACCAGCAACTGTTTGTGGACCTAAAAAGTCTAC
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NC_004718.3 TTTGAACTTTTAAATGCACCGGCCACGGTTTGTGGACCAAAATTATCCAC
Skkkokkkkoksk kk kokokokkkk kk skk kkkskskokkkkkk kokk o kk ko
NC_045512.2_21563-25384 TAATTTGGTTAAAAACAAATGTGTCAATTTCAACTTCAATGGTTTAACAG
NC_004718.3 TGACCTTATTAAGAACCAGTGTGTCAATTTTAATTTTAATGGACTCACTG
k ok ok ckkokk kokok ok kkckokokkkkkksk kk kk kokkkk k kk Xk
NC_045512.2_21563-25384 GCACAGGTGTTCTTACTGAGTCTAACAAAAAGTTTCTGCCTTTCCAACAA
NC_004718.3 GTACTGGTGTGTTAACTCCTTCTTCAAAGAGATTTCAACCATTTCAACAA
ko kk koksksksk ok koksk  skkk o kok ok skkkk kok skk skkokokskk
NC_045512.2_21563-25384 TTTGGCAGAGACATTGCTGACACTACTGATGCTGTCCGTGATCCACAGAC
NC_004718.3 TTTGGCCGTGATGTTTCTGATTTCACTGATTCCGTTCGAGATCCTAAAAC
kkkkoksk sk kk  kok kskkk kkkokoksk k kk kok skkkkk ok kk
NC_045512.2_21563-25384  ACTTGAGATTCTTGACATTACACCATGTTCTTTTGGTGGTGTCAGTGTTA
NC_004718.3 ATCTGAAATATTAGACATTTCACCTTGCGCTTTTGGGGGTGTAAGTGTAA
ko okkok kck ok skkokokoksk skkkok skk skkkokoksksk skkoksksk kkkksk k
NC_045512.2_21563-25384 TAACACCAGGAACAAATACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGAT
NC_004718.3 TTACACCTGGAACAAATGCTTCATCTGAAGTTGCTGTTCTATATCAAGAT
sk okkokoksk skkkokokskkkk kokskk % kokokokckkkokokoksk skkkokk skkk
NC_045512.2_21563-25384 GTTAACTGCACAGAAGTCCCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCC
NC_004718.3 GTTAACTGCACTGATGTTTCTACAGCAATTCATGCAGATCAACTCACACC

skkkokokskskskkkok sksk skk  kk ksk kkkokokskskkkokskskskkkkk kk kxk

NC_045512.2 21563-25384 TACTTGGCGTGTTTATTCTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAG
NC_004718.3 AGCTTGGCGCATATATTCTACTGGAAACAATGTATTCCAGACTCAAGCAG
kkkkkkk ok kkkkkkkk kk  kkkkk Kk kk kk k kkkx

NC_045512.2 21563-25384 GCTGTTTAATAGGGGCTGAACATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATA
NC_004718.3 GCTGTCTTATAGGAGCTGAGCATGTCGACACTTCTTATGAGTGCGACATT

kkkkk k kokkokk kkkokk kkkkkok kkk kk kkkokkkkk Kkkkk
NC_045512.2 21563-25384 CCCATTGGTGCAGGTATATGCGCTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCC
NC_004718.3 CCTATTGGAGCTGGCATTTGTGCTAGTTACCATAC-------- AGTTTCT

sk kokokokok kok kk kk Kok skokokkokkokk kok kk * ok k%
NC_045512.2 21563-25384 TCGGCGGGCACGTAGTG-TAGCTAGTCAATCCATCATTGCCTACACTATG
NC_004718.3 TTATT----ACGTAGTACTAGCCAAA-AATCTATTGTGGCTTATACTATG

* kkokkkkk ckokkk k  kkkk kk ok kk skk kkkkkk
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NC_045512.2 21563-25384 TCACTTGGTGCAGAAAATTCAGTTGCTTACTCTAATAACTCTATTGCCAT
NC_004718.3 TCTTTAGGTGCTGATAGTTCAATTGCTTACTCTAATAACACCATTGCTAT

ko ok ckkkkok kok ok kkkk kokokkkkkkokkkkkkokokk k kkkkk kok
NC_045512.2 21563-25384 ACCCACAAATTTTACTATTAGTGTTACCACAGAAATTCTACCAGTGTCTA
NC_004718.3 ACCTACTAACTTTTCAATTAGCATTACTACAGAAGTAATGCCTGTTTCTA

kokk kk kk kokk ok kkkkk kokkk kkkkokk k ok kk k% KKKk
NC_045512.2_21563-25384 TGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATGTACATTTGTGGTGATTCAACT
NC_004718.3 TGGCTAAAACCTCCGTAGATTGTAATATGTACATCTGCGGAGATTCTACT

ok k k% Rk Kok kkkkkkkkkk kkkkkokkk kk kk kkkkk kkx
NC_045512.2_21563-25384 GAATGCAGCAATCTTTTGTTGCAATATGGCAGTTTTTGTACACAATTAAA
NC_004718.3 GAATGTGCTAATTTGCTTCTCCAATATGGTAGCTTTTGCACACAACTAAA

kkkkK KKK K K K kokkkkRRk kok kkkkk kkkkkk KKKk
NC_045512.2_21563-25384 CCGTGCTTTAACTGGAATAGCTGTTGAACAAGACAAAAACACCCAAGAAG
NC_004718.3 TCGTGCACTCTCAGGTATTGCTGCTGAACAGGATCGCAACACACGTGAAG

kKKK kK k kk kk kkkk kkkkkk Kk kkkkk k kkkx
NC_045512.2_21563-25384 TTTTTGCACAAGTCAAACAAATTTACAAAACACCACCAATTAAAGATTTT
NC_004718.3 TGTTCGCTCAAGTCAAACAAATGTACAAAACCCCAACTTTGAAATATTTT

* kk kR RkkkkkkRkokkkkk Kkkkkkkk kkk k ok kkk kkKkk
NC_045512.2_21563-25384 GGTGGTTTTAATTTTTCACAAATATTACCAGATCCATCAAAACCAAGCAA
NC_004718.3 GGTGGTTTTAATTTTTCACAAATATTACCTGACCCTCTAAAGCCAACTAA

kokkRRkkkkRRRkkkk Rk kkkkkokokkok k% k%  Kkkk kkk* k%
NC_045512.2 21563-25384 GAGGTCATTTATTGAAGATCTACTTTTCAACAAAGTGACACTTGCAGATG
NC_004718.3 GAGGTCTTTTATTGAGGACTTGCTCTTTAATAAGGTGACACTCGCTGATG

kokkkkk kkkkkkkk kk ok kk kk Kk Kk kkkkkrkk kk kkkx
NC_045512.2 21563-25384 CTGGCTTCATCAAACAATATGGTGATTGCCTTGGTGATATTGCTGCTAGA
NC_004718.3 CTGGCTTCATGAAGCAATATGGCGAATGCCTAGGTGATATTAATGCTAGA

kokkkkkkkkk Kk Kkkkkkkk kok kkkkk kkkkkkkkk Kkkkkkx
NC_045512.2 21563-25384 GACCTCATTTGTGCACAAAAGTTTAACGGCCTTACTGTTTTGCCACCTTT
NC_004718.3 GATCTCATTTGTGCGCAGAAGTTCAATGGACTTACAGTGTTGCCACCTCT

sk kokokokokoskkokkokok skok skkokoksk ok skok kkkkok skok skkkkkskokokk %
NC_045512.2 21563-25384 GCTCACAGATGAAATGATTGCTCAATACACTTCTGCACTGTTAGCGGGTA
NC_004718.3 GCTCACTGATGATATGATTGCTGCCTACACTGCTGCTCTAGTTAGTGGTA

kkkkkk skokskkk kkskokkkkkk kkkkkk kkkk kk x 3k 3k %k ok
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NC_045512.2 _21563-25384 CAATCACTTCTGGTTGGACCTTTGGTGCAGGTGCTGCATTACAAATACCA
NC_004718.3 CTGCCACTGCTGGATGGACATTTGGTGCTGGCGCTGCTCTTCAAATACCT

k kkkk kkokk kokkkk kRkokkkkkk kk kokkkk Kk kkkkkkkk
NC_045512.2_21563-25384 TTTGCTATGCAAATGGCTTATAGGTTTAATGGTATTGGAGTTACACAGAA
NC_004718.3 TTTGCTATGCAAATGGCATATAGGTTCAATGGCATTGGAGTTACCCAAAA

kokkkkokkkkkkokokokkkk Rkokkokkkk kokkokk kkkkkkkkkkk kk kk
NC_045512.2_21563-25384 TGTTCTCTATGAGAACCAAAAATTGATTGCCAACCAATTTAATAGTGCTA
NC_004718.3 TGTTCTCTATGAGAACCAAAAACAAATCGCCAACCAATTTAACAAGGCGA

kokkkkkkokkkkkkkokkkkkokkk  kk kkkkokkkkkkkkkk * k¥ %
NC_045512.2_21563-25384 TTGGCAAAATTCAAGACTCACTTTCTTCCACAGCAAGTGCACTTGGAAAA
NC_004718.3 TTAGTCAAATTCAAGAATCACTTACAACAACATCAACTGCATTGGGCAAG

ko k ckkkkokkkkkk kkkkkk kK KKk kkk kkkk k Kk Kk
NC_045512.2_21563-25384 CTTCAAGATGTGGTCAACCAAAATGCACAAGCTTTAAACACGCTTGTTAA
NC_004718.3 CTGCAAGACGTTGTTAACCAGAATGCTCAAGCATTAAACACACTTGTTAA

ok kkkkk kk kk kKKK kkkkk Kkkkk kkkkkkokk kkkkkkk*k
NC_045512.2_21563-25384 ACAACTTAGCTCCAATTTTGGTGCAATTTCAAGTGTTTTAAATGATATCC
NC_004718.3 ACAACTTAGCTCTAATTTTGGTGCAATTTCAAGTGTGCTAAATGATATCC

kokk kKKK KR KKK Rkkkk kR kkkkkkkkkkkkkokk kokkk Rk kkk k%
NC_045512.2_21563-25384 TTTCACGTCTTGACAAAGTTGAGGCTGAAGTGCAAATTGATAGGTTGATC
NC_004718.3 TTTCGCGACTTGATAAAGTCGAGGCGGAGGTACAAATTGACAGGTTAATT

kkkk Kk kokkokk kkkokk kkkkk Kk kk kkkkkkkk kkkkk kk
NC_045512.2 21563-25384 ACAGGCAGACTTCAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCAACAATTAATTAG
NC_004718.3 ACAGGCAGACTTCAAAGCCTTCAAACCTATGTAACACAACAACTAATCAG

kkkkkkkkkkRRkkkkk® K Kk Kk kkkkk Kk kkkkkk kkkk k¥
NC_045512.2 21563-25384 AGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATGTCAG
NC_004718.3 GGCTGCTGAAATCAGGGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATGTCTG

kkkokok kkkkkokokok kokkkkokkkkkkkokkkkkkkokkkkkkkkkk kKK *
NC_045512.2 21563-25384 AGTGTGTACTTGGACAATCAAAAAGAGTTGATTTTTGTGGAAAGGGCTAT
NC_004718.3 AGTGTGTTCTTGGACAATCAAAAAGAGTTGACTTTTGTGGAAAGGGCTAC

sk ok ok ok ok ok ks ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok sk sk ok ok ok ok ok sk sk ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok skok ok sk ok ok ok ok
NC_045512.2 21563-25384 CATCTTATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCTTGCA
NC_004718.3 CACCTTATGTCCTTCCCACAAGCAGCCCCGCATGGTGTTGTCTTCCTACA

kk kkkkskokkkkkkskoksk kk ckokskk kk skokskkkkkk skkkkkk k kk
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NC_045512.2_21563-25384 TGTGACTTATGTCCCTGCACAAGAAAAGAACTTCACAACTGCTCCTGCCA
NC_004718.3 TGTCACGTATGTGCCATCCCAGGAGAGGAACTTCACCACAGCGCCAGCAA

kokk kk kokokkk kk ok Rk Kok k kkkkkkokokk kk kk Kk Kk *
NC_045512.2 _21563-25384 TTTGTCATGATGGAAAAGCACACTTTCCTCGTGAAGGTGTCTTTGTTTCA
NC_004718.3 TTTGTCATGAAGGCAAAGCATACTTCCCTCGTGAAGGTGTTTTTGTGTTT

kokkkkkkokkk Rk kokokkkk Rkokok kokkkkkokkkkkkokk kokkkk %
NC_045512.2_21563-25384 AATGGCACACACTGGTTTGTAACACAAAGGAATTTTTATGAACCACAAAT
NC_004718.3 AATGGCACTTCTTGGTTTATTACACAGAGGAACTTCTTTTCTCCACAAAT

kokkkkkkk  kkkkkk k kokkkk kkkokk kk k ok kkkkkokkk
NC_045512.2 _21563-25384  CATTACTACAGACAACACATTTGTGTCTGGTAACTGTGATGTTGTAATAG
NC_004718.3 AATTACTACAGACAATACATTTGTCTCAGGAAATTGTGATGTCGTTATTG

kkkkokkkkkkokokkk kkkkokkkk k% Kk kk kkkkkkkk kk k% %
NC_045512.2_21563-25384 GAATTGTCAACAACACAGTTTATGATCCTTTGCAACCTGAATTAGACTCA
NC_004718.3 GCATCATTAACAACACAGTTTATGATCCTCTGCAACCTGAGCTTGACTCA

ko ok kkkkkkkkkRkkkkkkkokkkk kkkkkkkkkk K Kkkkk¥k
NC_045512.2_21563-25384 TTCAAGGAGGAGTTAGATAAATATTTTAAGAATCATACATCACCAGATGT
NC_004718.3 TTCAAAGAAGAGCTGGACAAGTACTTCAAAAATCATACATCACCAGATGT

kkkkk Kok kkk k k% Kk Kok kk kk kkRKkkkk KKKk kk kKKK kK
NC_045512.2_21563-25384 TGATTTAGGTGACATCTCTGGCATTAATGCTTCAGTTGTAAACATTCAAA
NC_004718.3 TGATCTTGGCGACATTTCAGGCATTAACGCTTCTGTCGTCAACATTCAAA

kkkk Kk Kk kkkkk Rk Kkkkkkkk kkkkk kK Kk kkkkkKKkokkk
NC_045512.2 21563-25384 AAGAAATTGACCGCCTCAATGAGGTTGCCAAGAATTTAAATGAATCTCTC
NC_004718.3 AAGAAATTGACCGCCTCAATGAGGTCGCTAAAAATTTAAATGAATCACTC

kokk kKK ok ok kR KRRk ok ok kR Rk kk kK Kok kk kkkRkkkkkkkkkk kk %
NC_045512.2 21563-25384  ATCGATCTCCAAGAACTTGGAAAGTATGAGCAGTATATAAAATGGCCATG
NC_004718.3 ATTGACCTTCAAGAATTGGGAAAATATGAGCAATATATTAAATGGCCTTG

ok kk Kk kkkkokk % kkkkk kkkkkkkk kkkkk kkkkkkkk k¥
NC_045512.2 21563-25384 GTACATTTGGCTAGGTTTTATAGCTGGCTTGATTGCCATAGTAATGGTGA
NC_004718.3 GTATGTTTGGCTCGGCTTCATTGCTGGACTAATTGCCATCGTCATGGTTA

skokk kkokokokskk kk ok kok kokkokk ok kkokokskkokk kk kokkkk K
NC_045512.2 21563-25384 CAATTATGCTTTGCTGTATGACCAGTTGCTGTAGTTGTCTCAAGGGCTGT
NC_004718.3 CAATCTTGCTTTGTTGCATGACTAGTTGTTGCAGTTGCCTCAAGGGTGCA

kkkk  kokskokkkk kok skkkkk skokkkk kok skkkkk skokokkkkkk
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TGTTCTTGTGGATCCTGCTGCAAATTTGATGAAGACGACTCTGAGCCAGT
TGCTCTTGTGGTTCTTGCTGCAAGTTTGATGAGGATGACTCTGAGCCAGT

skk kokokskskskkok skok skskkokokoksksk skkokokskskkk skok sk sk ok kok ok ok ok k kokokkk

NC_045512.2_21563-25384
NC_004718.3

kR oskosk kk ok ok sk sk ok sk ok ok sk sk ok 3k ok ok 3k sk sk %k k sk k

Fuente: elaboracién propia mediante ClustalW (Aligned score = 67,99).

Disefio de primers-oligonucleétidos

Utilizando el programa Primer3 versiéon 4.1.0 y la se-
cuencia completa de los dos genes candidatos (genes
2 y 9) como posibles marcadores moleculares para la
identificacién de coviD-19, se diseiiaron dos pares de
primers con una longitud de 20 pb cada uno, los cua-
les amplifican en su totalidad cada uno de los genes.
Sus caracteristicas se presentan en la tabla 2.

GCTCAAAGGAGTCAAATTACATTACACATAA--------memmmmem -
TCTCAAGGGTGTCAAATTACATTACACATAAACGAACTTATGGATTTGTT

A pesar de que el gen nimero 8 también produjo
una puntuacién baja, se descarté su uso debido a
que este correspondia a una secuencia muy corta
dentro del genoma del Wuhan ncov-19 (figura 1) y
por tanto no cumple con las caracteristicas para el
diseino de primers.

Tabla 2. Caracteristicas de los primers disefiados para la identificaciéon de covip-19

Primer/Gen Secuencia TM (°C) %G-C Producto
CVD-19UJTL-02 Forward 5” ACACTACTGATGCTGTCCGT 3” 58,74 50 3822 (pb)
CVD-19UJTL-02 Reverse 5” GCCCCTATTAAACAGCCTGC 3” 58,69 55 P
CVD-19UJTL-09 Forward 5” ACTGTAGCTGCATTTCACCA 3” 57,43 45 366 (pb)
CVD-19UJTL-09 Reverse 5” AGAACCAGCCTCATCCACG 3” 59,18 55 P

Diseino de sondas

Para el disefio de las sondas se seleccionaron 2 regio-
nes dentro de los genes 2y 9, de 20 y 24 pb, respec-
tivamente. Con ayuda del programa MegaX, se obtu-
vieron las cadenas complementarias a esas regiones

utilizando la opcidn reverse complement. Las regiones
seleccionadas se hibridaran por complementariedad
a los genes que se requiere identificar. Ademas, a es-
tas sondas se les incorporara dos tipos de fluorocro-
mos (un aceptor y un donador). Las sondas disefiadas
se presentan a continuacion:
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Sonda coviD-19- Gen2 (Size = 20pb)

5’GATCCACAGACACTTGAGATTCTTGACATTACACCATGTTCTTTTGGTGGTGTCAGTGTTATAACACCAGGAACAAATAC-
TTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTCCCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTAC-
TTGGCGTGTTTATTCTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGT-3'-> CADENA A AMPLIFICAR DELIMITADA POR LOS

PRIMERS

5’-ATGTTCTTTTGGTGGTGTCA-3’ - REGION A LA QUE SE UNIRA LA SONDA

3’-TACAAGAAAACCACCACAGT-5" -> SONDA

Sonda coviD-19- Gen9 (Size = 24pb)

5'TAGTTTACAGTCATGTACTCAACATCAACCATATGTAGTTGATGACCCGTGTCCTATTCACTTCTATTCTAAATGGTATATTAGA-
GTAGGAGCTAGAAAATCAGCACCTTTAA-3’ > CADENA A AMPLIFICAR DELIMITADA POR LOS PRIMERS

5’-ATGTACTCAACATCAACCATATGTA-3’ - REGION A LA QUE SE UNIRA LA SONDA

3’-TACATGAGTTGTAGTTGGTATACAT -5’ -> SONDA

Una vez tenemos los primers y las sondas diseifadas
para amplificar un fragmento de los genes S y ORFS,
es posible afirmar que contamos con los componentes
necesarios para realizar la identificacién del covip-19;
los demas reactivos, como enzimas, tampones y cofac-
tores, se consiguen facilmente en el mercado.

DISCUSION

Se propuso un disefio para el desarrollo de la reac-
ciéon de RT-gPCR y de esta forma identificar el virus
CoVID-19 responsable de la pandemia que actualmen-
te se desarrolla en todo el planeta. Para ello, se uti-
lizaron métodos moleculares (RT-gPCR) y programas
bioinformaticos que permitieron analizar las secuen-
cias del virus y a partir de ellas disefiar los primers
y sondas para su amplificacién y cuantificacién. Por
medio de este ejercicio, los estudiantes lograron com-
prender las variables de las dos reacciones: RT-PCR Y la
PCR Tiempo Real.

MUTIS |Revista electrénica editada

Aunque, en general, se utilizaron de forma adecua-
da las herramientas bioinformaticas para encontrar
los genes, disefiar los primers y las sondas, se pre-
sentd un error conceptual, puesto que al inicio se
realizaron las comparaciones entre genes y geno-
mas. No obstante, se hizo necesario comparar gen
con gen para detectar la identidad de cada uno de
ellos y asi detectar zonas de homologia y zonas va-
riables, con el fin de disefiar los primers de tal ma-
nera que se aseguraran de amplificar fragmentos
Unicos del covip-19. Finalmente, esto se consiguid
gracias a que los estudiantes aprendieron del error,
lo corrigieron y lograron identificar los genes mds
variables.

ClustalW es una herramienta sencilla que permite ex-
plicar conceptos basicos de biologia molecular y ha-
cer comparaciones entre secuencias equidistantes y
de una longitud similar (Thompson, Plewniak, & Poch,
1999). Al realizar comparaciones entre secuencias de

por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO



diferente longitud, y con base en la plataforma que
se utilice, el resultado de los alineamientos difiere, ya
gue cada plataforma maneja sus propios parametros
por defecto. Por ende, cuando se realizan alineamien-
tos multiples se asignan diferentes puntuaciones a los
gaps e inserciones para optimizarlos (Gaskell, 2000).

La realizacién de este tipo de ejercicios académicos
por parte de los estudiantes de biologia molecular
permite afianzar los conocimientos adquiridos, in-
centivar la creatividad y gusto por las ciencias dmi-
cas y despertar su curiosidad por comprender nue-
vas herramientas como la bioinformatica, lo cual
nos permite adentrarnos y comprender nuevos con-
ceptos y procesos relacionados con la vida, contri-
buyendo a descubrir los misterios ocultos de la na-
turaleza.

CONCLUSIONES

Se logro el objetivo planteado para esta investiga-
cién al analizar las secuencias de los virus y dise-
fiar primers y sondas, los cuales son los insumos
mas importantes para realizar el diagndstico de
CcoVvID-19.

El trabajo presentado consistié en la aplicacién de la
metodologia de aprendizaje basado en problemas
(ABP) a manera de un ejercicio de aprendizaje en con-
texto, el cual fue llevado al plano actual de la pande-
mia de coviID-19 con un enfoque interdisciplinar en el
que se debian aplicar conocimientos tedricos de mé-
todos en biologia molecular y emplear diferentes he-
rramientas bioinformaticas.

ClustalW y primers 3 son dos herramientas bioinfor-
maticas faciles de usar que resultan muy valiosas, ya
gue permiten a los estudiantes afianzar los conoci-
mientos adquiridos en clase y desarrollar su capaci-
dad de analisis.

Ejercicios académicos como estos ayudan a los es-
tudiantes a comprender la importancia de la biolo-
gia molecular, la bioinformdtica y las ciencias dmicas
para el desarrollo de estrategias que permitan de-
tectar virus emergentes y contribuir al desarrollo de
la ciencia.

)

79

REFERENCIAS

Altschul, S. F.,, Gish, W., Miller, W., Myers, E. W., &
Lipman, D. J. (1990). Basic local alighment search
tool. Journal of molecular biology, 215(3), 403-410.
https://doi.org/10.1016/50022-2836(05)80360-2

Biomedical Information Science and Technology
Initiative Consortium [BISTIC]. (2000). Definition
Committee NIH working definition of bioinformatics
and computational biology. http://www.bisti.nih.
gov/CompuBioDef.pdf

Corman, V. M., Landt, O., Kaiser, M., Molenkamp, R.,
Meijer, A., Chu, D. K., ... & Mulders, D. G. (2020).
Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV)
by real-time RT-PCR. Eurosurveillance, 25(3),
2000045. https://doi.org/10.2807/1560-7917.
ES.2020.25.3.2000045

Costa, J. (2004). Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) a tiempo real. Enfermedades infecciosas y
microbiologia clinica, 22(5), 299-305. https://doi.
org/10.1016/50213-005X(04)73092-X

Dong, E., Du, H., & Gardner, L. (2020) An interactive
web-based dashboard to track COVID-19 in
real time. Lancet Infect Dis, published online
February 19. https://doi.org/10.1016/S1473-
3099(20)30120-1

Furge, L. L., Stevens-Truss, R., Moore, D. B., Langeland,
J. A. (2009). Vertical and horizontal integration
of bioinformatics education: A modular,
interdisciplinary approach. Biochem Mol Biol
Educ., 37(1): 26-36. https://doi.org/10.1002/
bmb.20249doi: 10.1002/bmb.20249.

Gaskell, G. J. (2000). Multiple sequence alignment
tools on the Web. BioTechniques, 29(1), 60-62.
https://doi.org/10.2144/00291i001

Kim, D., Lee, J. Y., Yang, J. S., Kim, J. W,, Kim, V. N., &
Chang, H. (2020). The architecture of SARS-CoV-2
transcriptome. bioRxiv, (preprint). https://doi.
org/10.1101/2020.03.12.988865

Lexa, M., Horak, J., & Brzobohaty, B. (2001). Virtual
PCR. Bioinformatics, 17(1), 192-193. https://doi.
org/10.1093/bioinformatics/17.2.192



80 M integracion de herramientas bioinformaticas y métodos en biologia molecular para el disefio de un kit diagndstico del COVID-19..

Li, K. B. (2003). ClustalW-MPI:  ClustalW
analysis  using  distributed and  parallel
computing. Bioinformatics, 19(12), 1585-1586.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btg192

National Center for Biotechnology Information
[NCBI]. (2020). GenBank. Bat SARS coronavirus
Rm1, complete genome. >DQ412043.1, FASTA.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
DQ412043.1?report=fasta.

National Center for Biotechnology Information [NCBI].
(2020). GenBank. SARS coronavirus, complete
genome >NC_004718.3, FASTA. https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nuccore/NC_004718.3?report=fasta.

National Center for Biotechnology Information
[NCBI]. (2020). GenBank. Wuhan seafood market
pneumonia virus isolate Wuhan-Hu-1, complete
genome.>NC_045512.2, FASTA. https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512.2?report=fasta.

Novak, J. D. (1988). Teoria y Prdctica de la educacion.
Madrid: Alianza Editorial.

Pinilla, G. (2019). Biologia molecular: ADN
recombinante y sus aplicaciones. Bogotd: Manual
Moderno.

Prieto, L. (2006). Aprendizaje activo en el aula
universitaria: el caso del aprendizaje basado en
problemas, en Miscelanea Comillas. Revista de
Ciencias Humanas y Sociales, 64(24), 173-196.

Salazar, A., Sandoval, A., & Armendariz, J. (2013).
Biologia molecular fundamentos y aplicaciones en
las ciencias de la salud. Ciudad de México: McGraw
Hill Education.

Thompson, J. D., Plewniak, F., & Poch, O. (1999).
A comprehensive comparison of multiple
sequence alignment programs. Nucleic acids
research, 27(13), 2682-2690. https://doi.
org/10.1093/nar/27.13.2682

Untergasser, A., Cutcutache, I., Koressaar, T., Ye, J.,
Faircloth, B. C., Remm, M., & Rozen, S. G. (2012).
Primer3—new capabilities and interfaces. Nucleic
acids research, 40(15), el15-e115. https://doi.
org/10.1093/nar/gks596

Vincze, T., Posfai, J., & Roberts, R. J. (2003). NEBcutter:
a program to cleave DNA with restriction enzymes.
Nucleic Acids Res., 31, 3688-3691. https://doi.
org/10.1093/nar/gkg526

Wu, F., Zhao, S., Yu, B., Chen, Y. M., Wang, W., Song,
Z. G, .. & Zhang, Y. Z. (2020). A new coronavirus
associated with human respiratory disease
in China. Nature, 579, 265-269. https://doi.
org/10.1038/s41586-020-2008-3

.
MUTIS |Revistaelectrénica editada por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO



MUTIS

REVISTA DE CIENCIAS NATURALES E INGENIERIA DE LA UNIVERSIDAD JORGE TADEO LOZANO

Instrucciones para autores

ENVIOS DE ARTICULOS

La revista Mutis acepta permanentemente los siguien-
tes tipos de articulos:

1. Articulo de investigacion cientifica y tecnoldgica:
documento que presenta, de manera detallada,
los resultados originales de proyectos terminados
de investigacion.

2. Articulo de métodos: documento que presenta la
invencion o estandarizacion de un método experi-
mental, computacional, o educativo, entre otros.

3. Articulo de revision (estado del arte): es una revi-
sién bibliografica de por lo menos 50 referencias,
con el fin de dar cuenta sobre los avances y las
tendencias de desarrollo de un campo particular
de las ciencias naturales e ingenieria.

4. Comunicacion corta: documento que presenta re-
sultados parciales de una investigacién en desa-
rrollo cuya publicacién sea de gran importancia.

Los trabajos que se presentan a consideracion de la
revista Mutis, se deben enviar a través de nuestro sis-
tema de gestién editorial http://goo.gl/m6Q6FD o via
correo electrénico a revista.mutis@utadeo.edu.co
(Asunto: articulo revista Mutis) en formato de proce-
sador de texto habilitado para modificaciones (Mi-
crosoft Word). El articulo debe estar escrito en es-
pafiol o inglés, con una extension mdaxima de 25 pa-
ginas (incluyendo tablas, figuras y referencias), con
margenes simétricas de 2 cm, sin columnas, con
titulos y subtitulos alineados a la izquierda, en letra Ti-
mes New Roman, tamafio 12 y en espacio doble. Para
facilitar el proceso de evaluacién, se deben numerar
todos los renglones del trabajo. Los trabajos deben
tener la siguiente estructura y cumplir con los
siguientes requisitos:

Titulo. El titulo debe representar con precisién y de
manera concisa el contenido del trabajo sin exce-
der 15 palabras. Se debe escribir con letras tamano
de fuente 16, en minusculas, en negrilla y alineado
a la izquierda, en idioma original y en inglés.

Autores. Debe escribirse nombre completo de
los autores, separados por comas y tamafio de
fuente 12. No se deben incluir titulos académicos ni
las posiciones o cargos que los autores ocupan. Las
afiliaciones se deben escribir en este orden: univer-
sidad, facultad, programa, laboratorio o grupo (si
aplica), direccién, ciudad, pais, correo electrdénico
del autor, nimero de registro en ORCID y Google
Scholar. Ejemplo:

Yvonne Sarmiento Rangel,! Ariadna Hazel Vergel®*

Universidad Jorge Tadeo Lozano, Facultad de Ciencias Naturales
e Ingenieria, Departamento de Ciencias Naturales y Ambientales.
Grupo de Investigacidon Genética, Biologia Molecular y Bioinformatica —
(GENBIMOL), Carrera 4 n.° 22-61, Bogota D. C., Colombia. CP 011110

2Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), Apartado 6,
Santo Domingo, Villa Clara, Cuba. CP 53000. Correo electrénico:
arhazel@inivit.cu https://orcid.org/xxx
https://scholar.google.es/citations?hl=es&user=pTZo5RoA AAAJ&view_

op=list_works

Resumen. Debe tener un maximo de 250 palabras. El
texto del resumen debe ir en tamafio de fuente 12
Times New Roman. El resumen debe incluir objetivo,
métodos, resultados concretos de la investigacion y
una conclusidén general.

Palabras clave. Deben escogerse un maximo de 5 pa-
labras claves. Palabras diferentes incluidas en el titulo.



Abstract. Debe ser una traduccion correcta y precisa
al idioma inglés del resumen que aparece en espa-
fiol. Se usa el mismo estilo ya descrito para el resu-
men en espafiol.

Keywords. Debe ser una traduccion correcta y preci-
sa al idioma inglés de las palabras clave que aparecen
en espanol. Se usa el mismo estilo ya descrito para las
palabras clave en espafiol.

Introduccién. Donde se habla sobre el origen de la in-
vestigacion, interés y vision general del tema a tratar.

Materiales y métodos. No aplica para articulo de
revision. Descripcion detallada de técnicas, equipos y
reactivos utilizados en el desarrollo de la investigacion.

Resultados. No aplica para articulo de revision. Don-
de se hace una presentacion clara de los resultados
de investigacion.

Discusion. Donde se realiza la interpretacién y ana-
lisis de los resultados de investigacion comparando-
los con resultados previamente publicados. Pueden
presentarse tablas o figuras para sintetizar los resul-
tados. Si se han realizado andlisis estadisticos, se de-
bera describir la procedencia de los datos y el méto-
do estadistico empleado.

Conclusiones. Deben basarse en los resultados obte-
nidos y estar relacionadas con la hipdtesis o plantea-
miento del problema descrito en la introduccidn.

Ecuaciones. Las ecuaciones se deben escribir centra-
das con respecto al texto principal y se deben nume-
rar continuamente a lo largo del texto. Cada ecuacién
debe estar enumerada con un nimero entre paréntesis
ubicado en el margen derecho del texto. El significado
y las unidades deben explicarse inmediatamente des-
pués de la ecuacion en que se utilicen por primera vez.

Cantidades y unidades. Para todas las cantidades
numéricas, se debe utilizar una coma para separar
los miles y un punto para indicar las cifras decima-
les. Se recomienda utilizar el Sistema Internacional
de Unidades.

Tablas. Las tablas se deben numerar continuamente a
lo largo del texto. El encabezado de cada tabla debe
incluir la palabra Tabla (en negrilla) seguida del nu-
mero arabigo consecutivo correspondiente y de una
breve descripcién del contenido de la tabla. Tanto el

encabezado como el contenido de la tabla se deben
escribir en tamafio de fuente 10. Solo deben usarse
lineas horizontales para separar las entradas de la ta-
bla. No deben usarse lineas verticales para separar las
columnas. En el caso de necesitarse algun pie de ta-
bla, este debe estar escrito con tamafio de fuente 8.
Las tablas no deben duplicar la informacién dada en
las figuras.

Figuras. Las figuras (o fotografias) se deben numerar
de manera consecutiva a lo largo del texto. El rétulo
de cada figura debe estar en la parte inferior de la fi-
gura y debe incluir la palabra Figura (en negrilla) se-
guida del nimero ardbigo correspondiente y de una
breve descripcion del contenido de la figura. El rétulo
de la figura se debe escribir en tamafio de fuente 10.
Las figuras deben incluirse como imagenes originales
importadas o copiadas al archivo del trabajo desde
una herramienta grafica (por ejemplo, Microsoft Ex-
cel) con una resolucién de 300 dpi, de tal manera que
la legibilidad no se sacrifique cuando el tamafio de las
figuras se ajuste durante el proceso de edicién. No se
publicara por ninglin motivo informacion de fotogra-
fias descargadas de internet sin el permiso expreso
del autor.

Referencias bibliograficas. Se debe utilizar a lo lar-
go del texto el sistema de citacion APA que utiliza los
apellidos de autores seguidos del afio de publicacidon
entre paréntesis. La lista de las referencias se debe
dar al final del documento después de la seccién de
Conclusiones y debe estar organizada en orden alfa-
bético de acuerdo a la inicial del primer apellido del
primer autor. En esta lista solamente se deben colocar
las referencias citadas en el texto. Todas las referen-
cias se deben escribir en tamafio de fuente 12 Times
New Roman.



EJEMPLOS:

ARTiCULO

Giraldo, G., Talens, P,, Fito, P., & Chiralt, A. (2003). Influence of sucrose solution concentra-
tion on kinetics and yield during osmotic dehydration of mango. Journal of food Engineering,
58(1), 33-43.

LIBRO

Shames, I. H., & Shames, I. H. (1982). Mechanics of fluids (pp. 8-36). New York: McGraw-Hill.

CAPITULO DE LIBRO

Bertucco, A. &. (2002). Micronization of a plysaccharide by a supercritical antisolvent tech-
nique. En J. &. Williams (ed), Supercritical Fluids Methods and Protocols. (pp. 335-412). New
Jersey: Humana Press, Inc.

DOCUMENTO DE INTERNET

Benson, T. (Nov. 17, 2005). Forces on a Rocket. Consultado en octubre 2, 2008, Disponible en:
http:// exploration.grc.nasa.gov/education/rocket/rktfor.html, accesado el XX de XX de XXXX

TESIS DE GRADO

Yépez, B. (2009). Glicerdlisis e hidrdlisis de triglicéridos saturados, en didxido de carbono
supercritico (tesis doctoral). Escuela de Ingenieria Quimica, Universidad del Valle, Cali,
Colombia.

En caso de dudas, comunicarse con el editor (revista.mutis@utadeo.edu.co). Estas instruccio-
nes quedan supeditadas a los cambios que el Comité Editorial disponga.
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