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INTRODUCCION

W El aumento de la poblacion
ejerce un a presion sobre los
recursos naturales.

W El tratamiento de aguas
residuales y su potencial
reuso es de vital importancia.

H
Fuente: Maricela Rojo Cruz, 2006 |+
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ANTECEDENTES

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-001-SEMARNAT-1996, QUE ESTABLECE LOS LIMITES
MAXIMOS PERMISIBLES DE CONTAMINANTES EN LAS DESCARGAS DE AGUAS RESIDUALES
EN AGUAS Y BIENES NACIONALES.

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA CONTAMINANTES BASICOS
e

PARAMETR rRios EMBALSES AGUAS COSTERAS SUELO
0s NATURALES Y
ARTIFICIALES
{miligramo Uso en Uso Proteccio Uso en Uso publico | Explotacion | Recreacion | ESTUARIOS | Uso en | HUMEDAL
s por litro, riego publico n de vida riego urbano (C) | pesquera, (B) (B) riego ES
excepto agricola urbano acuatica agricola navegacion agricola | NATURAL
cuando se (A) (B) (C) (B) y otros (A) ES (B)
especifiqu usos (A)
e)
P.M.|PD. |PM.|PD. |PM |PD|PM |PD. |PM |PD. |PM. |PD. |PM. |PD. |P.M. |PD. |P. P.D | P.M | P.D
M
Temperatur | NNA | N.A |40 (40 (40 (40 (40 |40 40 40 40 40 40 40 40 40 N. | N.A |40 |40
a°c (1) A |
Nitrégeno 40 60 40 60 15 25 | 40 60 15 25 N.A. | N.A N.A. | N.A. | 15 25 N. [ NA[NA | NA
Total A
Fosforo 20 30 20 30 5 10 | 20 30 5 10 N.A | N.A N.A. | N.A. | 5 10 N. [ NA[NA | NA
Total A

Norma Oficial Mexicana NOM-002-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal.

Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997, Que establece los limites maximos permisibles de
contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reusen en servicios al publico.

Las microalgas son
altamente  eficientes
en la fijacion de CO, y
utilizacion de la
energia solar para
producir biomasa. Para
su desarrollo
requieren ademas,
nitrogeno, fésforo,
potasio, magnesio Yy
otros nutrientes
menores.

mm) No consideran N ni P
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ANTECEDENTES

Table 1. Physical and chemical characterization of bulk water samples

Sample Water Dissolved Total Total Total Algal bloom
date tem perature pH oxygen® nitrogen® phosphomous® omganic carbon® status
LaBonte Lake May 12 153.6 85 iz 2.8 03 14 Prebloom
June 2 12.7 8.7 2.8 1.5 0.2 13
lune 16 17.0 2.0 4.8 1.2 0.2 18 Algal bloom
July 16 4.9 93 11.2 1.3 0.2 10
luly 28 21.1 9.2 83 18 0.2 14 | Con poco Ny P hay
June 28 24.4 a7 104 1.8 0.2 14 proliferacién de
August 3 21.8 87 4.4 1.6 0.4 13 microalgas
August 17 15.8 7.8 22 1.4 0.4 13
August 31 18.4 7.4 5.0 4.0 0.5 20
September 14 12.8 7.2 1.2 2.5 0.6 18
September 28 1.8 8.4 4.3 1.9 0.4 23 Postbloom
Rock Lake July 9 20.6 85 8.2 1.1 01 10 Algal bloom
July 21 Ea 8.4 8.4 33 01 15
August 4 16.3 8.0 43 35 01 12
*\alues in mg L.

En ambientes o ecosistemas acuaticos se ha documentado la proliferacion de
microalgas a concentraciones de nitrogeno total de 1.2 ppm y de fosforo total de 0.2
ppm [Steven et al., 2012].




ANTECEDENTES

Aguas tratadas del Potosi x

Vista panoramica de la planta

Leyenda
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W Dentro de estos cuerpos de agua con P y N proliferan las algas, pueden llegar a deteriorar la
calidad del agua, variando el pH, color, turbidez, olor y sabor,ademas de daiar las tuberias por

donde corre el agua.

W Las cianobacterias llegan a producir toxinas que afectan a la salud (silvestre y/o humana).



ANTECEDENTES

AGUA TRATADA DEL POTOSI
SA. DECV.

™ Una opcion es el uso de dispositivos como el LG SONIC para el

Control ultrasonico de algas.

No se conocen las
W El Aparato tiene una configuracion con la posibilidad de cambiar el | especies presentes

programa ultrasonico segun los tipos de algas (especies).

OX

Caja de mand.

Power cable of
Ultrasonic fransmitter 20m/&5ft. Extension

possible
Treatment range up to ¢
200m/650ft (((((

Fuente: http://cdn.Igsonic.com/wp-content/uploads/App-Brochure-Wastewater-Treatment.pdf



ANTECEDENTES

TECNICA DE BIOLOGIA MOLECULAR

W Siguiendo el dogma de la biologia molecular. YOO
l Ramirez-Pacheco, 2013
TRANSCRIPCION TRADUCCION Desnaturalizacién 95°C

4 5 EEEEE—— 3
o
73 3 §
SIDN RNA PROTEINAS
1] e —
E Alineacion 55°C i
o 5 3
k [ :
. TagADN polimerasa
Iniciadores
Citosina " . Citosina " . l
" ‘ﬁtrogenadas " oy
("LLD (::\0 5 % 3
Euanina0 . EuaninaO . 3 — 5
N Par de bases N
AdeninaH2 @ Adenina S Iﬂ 5 3 5 3
=N N 3 5 3 5
i e GATTTAAAGCGCGTATTA
’ o GACAGATACAGATTTTAA
uracio 0 mina W GTAGACATAGGACATATG
fm N / fk CGCGTCAGATTATGCCTT
o e o AAAGCGCCCCGTAGACG
GACAGATACAGATTTAGG
dar ARN de ADN GCTCAGATTCAGATATGC
~ ARN ) ADN TGCCGATTTAGCATAGGG
Acido ribunocléico Acido desoxirribonucleico GA CGA TTCGA TTCGG TTA




JUSTIFICACION

ATGTCTATTAC  especiel ><>OOO<><

ATGTCTAGTAC [ |

ATGTCTAGTAC especie 2 S

3 5

ATCTCTAGTAC 1 PCR

Ramirez-Pacheco, 2013

Alineacion 55°C

ATCACTAATAC ESpECiE 3 .} 3:
. TagADN polimerasa

ATCTCTMTAC l Iniciadores
ATCTCTAATAC especie 4 5 _“imm"_a»

A partir de una especie se pueden formar varias, lo que se
refleja en la secuencia de nucleotidos (cientos o miles de afios)

oW

tiempo

Las técnicas moleculares, sobre todo aquellas basadas en amplificacion |cacacaracacarrrraa

por PCR y comparacion de secuencias, se han incorporado a la caja de | cfccreacarrarecerr

. . . . AAAGCGCCCCGTAGACG
herramientas de los estudiosos de las ciencias naturales. GACAGATACAGATTTAGG
GCTCAGATTCAGATATGC
. . . . e s TGCCGATTTAGCATAGGG
Estudios de la biodiversidad, la evolucion, la taxonomia y la [caccarrcearrcserra

conservacion de especies.




JUSTIFICACION

M La identificacion convencional
mediante morfologia y
compatibilidad sexual requiere
de estudios especializados y
ficologos expertos.

W La biologia molecular y el uso
de iniciadores (primers)
universales y su posterior
analisis filogenético representan
herramientas confiables y
rapidas para la identificacion.

Aphanizomenon

v
Anabaena sp, Oscillatoria sp.

Aphanizomenon sp.

Fuente: Roset J, (2001)

Cylindrospermopsis sp.



JUSTIFICACION

PRIMERS (INICIADORES) UNIVERSALES.

Primers en la Primers en la Primers en la region

region |6s,se region 18s, se han 23s, gran rango de

h;‘m usilc.lo c||3alr'a usado para el grupo amplificacion,

erfs::)udleo € de incorporando desde

%ianpobac terias. Algas verdes. cianobacterias, algas

(Niibel, 1997) (Hamby, 1988) verdes, algas rojas y
algas cafés. (Sherwood,
2007)

Fuente: Maricela Rojo Cruz, 2006



OBJETIVOS

Objetivo general.

M Tipificar mediante técnicas moleculares
las microalgas presentes en medios
acuosos.

Objetivos particulares.

M Estandarizar la metodologia de extraccion
de DNA a partir de muestras de
microalgas recolectadas en aguas
residuales.

M Amplificar la region 23S ribosomal de las
muestras de microalgas.

B Comparar la secuencia de la region
amplificada con las depositadas en bases de
datos.



Recoleccion Extraccion

Extraccién: Electroforesis
* Centrifugacion de muestras para s .,‘. - en gel Cuantificacion
sedimentar las microalgas (10,000 || ‘
rpm - 2 min)
* Lisis celular (extraccion de DNA con S
|
* Termociclador con gradiente de — ‘
temperatura de 55a 62 °C. . Electroforesis
i i ’ \ en gel
polimerasa, Mg, dNTPs, DNA tag- p e LN

-1 h
* Centrifugacion para sedimentar DNA
(12,000 rpm — 10 min)
Amplificacion

AGCT

buffer CTAB 2X y termoblock a 65°C
(supermix con anti DNA tag-

polimerasa, y Primers P23SrV_fy
P23SrV_r).

Electroforesis en gel

* Agarosa al 2% (EtBr), productos de
amplificacion, marcadores de peso

molecular y colorantes en camara a
90V — 60 min.

SEVICHIGETN | G
LANBAMA | NG afi

LANBAMA




Microtubos
hasta 2,0ml

RESULTADOS =2

Los resultados de la extraccion fueron positivos, con el método de CTAB 2x. La cuantificacion se
realizd por el método estandarizado de espectrofotometria, a 260 nm para deteccion de DNA 'y
280 nm para deteccion de proteinas. La integridad se verifico por medio de electroforesis en gel.

Resultado de cuantificacion

Concentracion de

Muestras ODe0/250 DNA (ng/ul)

“23-02” 1 1.1 300

#25-03” 2 1.09 460
“23-02 ta”3 1.05 215

Extraccion:

* Centrifugacion de muestras para sedimentar las microalgas (10,000
rpm - 2 min)

* Lisis celular (extraccion de DNA con buffer CTAB 2X y termoblock
a65°C-1 h.

* Centrifugacion para sedimentar DNA (12,000 rpm — 10 min)

Cuantificacion Espectrofotometro UV-Vis

Electroforesis en gel

* Agarosa al 2%, (EtBr), productos de amplificacion, marcadores de
peso molecular y colorantes en camara a 90V — 60 min.

* Fotodocumentador ENDURO




RESULTADOS.

Programas de temperaturas.

Prf)gra.tma Temperatura Tiempo
termico
I ciclo 94 °C 2.5 minutos
94 °C 20 segundos Extraccion:
35 ciclos 55.62 °C 20 segundos * Centrifugacion de muestras para
77° C 50 segundos sedimezntar I)as microalgas (10,000
o ; rpm - 2 min
I ciclo 720 C 6 minutos . LIiDsis celular (extraccion de DNA con
4 C = buffer CTAB 2X y termoblock a 65°C
- I h.
dth cycle . . s .
wanted gene — . o * Centrifugacion para sedimentar DNA
_<3|h r:}'clcj:= Exponential mphﬁ““h' (12,000 rpm — 10 min)
— ¢ ndeyele — Amplificacion
=== * Termociclador con gradiente de
T N = temperatura de 55 a 62 °C.
o It cycle == - 35th cycle (supermix con anti DNA tag-
=<_ — polimerasa, Mg, dNTPs, DNA tag-
. = == polimerasa, y Primers P23SrV_fy
o < == P23SrV_r). 15
- 23 - ':::_ 16

4 copics 8copies 16 copies 32 copies 2 =68 billion copics



Electroforesis en gel

* Agarosa al 2%, (EtBr), productos de
amplificacion, marcadores de peso

molecular y colorantes en camaraa 90V —
RESULTADOS 60 min.

Fotodocumentador ENDURO

Productos de amplificacion de alrededor de 400 pb, similar a lo reportado por Sherwood (2007).

Temperaturas de polimerizacion

M 55.659.1 61.1 55.659.1 61.1 55.659.1 61.1 M M 1 2 3 NEGATVOS \;. “““““ ’
, g W e - .,- — &
_12>34567.891011121314;5161718 4 '
400 pb 400
pb
Carriles 1,2 y 3: muestras.
: Carriles 4 y 5: controles negativos.

A 61.1°C se observa una sola banda cercana a 400 pb. M = marcadores de peso molecular

Los pozos 1,2,3-7,8,9 - 13,14y |5 son controles negativos.

Pb= pares de bases




LANBAMA

M Se envid el producto de amplificacion al LANBAMA (IPCyT),

SEQUENCING

Ejemplo de la secuenciacion de unos de los productos de I e "
amplificacion: '

TTCACTGGGGAATGGAGATCGGGCTTTTCTTGCGCAGTCTAGGT
GGGAGGCGTTGAAGGTTTCCTTCCGGGGAAATTGGAGCCATCA
GTGAGAGACCACTCTGGGAAGGCTAGAATTCTAATGGTGTTCCT
TCTATCAGGACACTTGACAGTTTCAGATTGACAGTTTATCTGGGG
CGGATGCCTCATAAAAAGTAACTGAGGCGTGCAAAGGTTCCCTC
AGTCTGGACGGAAATCAGACATTGAGTGTAAAGGCAAAAGGGA
GCTTGACTGCAAGACCTACAAGTCGAGCAGGAACGAAAGTTGG
CCTTAGTGATCCGACGATGCCGTGTGGAAGGGTCGTCGCTCAA
CGGATAAAAGTTACTCTAGGGATAACAGGCTGAAA 17
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@ Y blastncbinimnihgoveiactcqi | LOS resultados obtenidos del analisis de secuenciacion fueron q .. o - &
Sequences producing signficant alignmerts: ~ @Nalizados mediante la herramienta BLAST de nucleétidos de
Select: All None Selected:0 la base de datos mundial de NCBI.
o1 Alignments o
Description Snﬂ::e ;?;1 fﬁfg valfue Ident | Accession
"] Mychonastes homosphaera strain CAUP HG502 chloroplast. complete genome 660 1320 96% 0.0 99% KT199243.1
[ Mychonastes jurisii culture-collection SAG:37.98 chloroplast. complete genome 660 1320 96% 0.0 99% KIG625411.1
[] Scenedesmus sp. AS-F-7-1 plastid partial 235 rRNA gene, strain AS-F-7-1 542 542 97% 3e-150 93% HE717104.1
[ Acutodesmus obliguus strain Sﬁ@ 235 ribosomal RBD gene. partial sequence: chloroplast 532 532 97% 2e-147 92% KCT33763.1
(] . 527 1054 96% Te-146 92% KT199251.1
O 523 523 94% 9e-145 93% JXBTT604.1
[ Pseudomuriella schumacherensis strain SAG 2137 chloroplast, complete genome 521 1043 95% 3e-144 92% KT199256.1
) Uncultured Chlorococcum clone m gene. partial sequence 521 521 94% 3e-144 93% JXBT7E05.1
) Bracteacoccus minor strain U'I'Exmnlete genome 520 1040 94% 1e-143 93% KT199253.1
() EBracteacoccus giganteus culture-collection UTEX: 1251 chloroplast. complete genome 520 1040 94% 1e-143 93% KIG625421.1
[] Bracteacoccus aerius strain UTEX 1250 chloroplast. complete genome 514 1028 94% 5e-142 92% KIT199254.1
[] Scenedesmus obliguus strain UTEX 393 chloroplast. complete genome 514 1028 97% 5e-142 91% DO396875.1
[ chlamydomonas starrii chloroplast large subunit ribosomal RNA (rrnl} gene 514 514 97% 5e-142 91% L43504.1
[J Chloroplast Chlamydomonas starrii rrnl gene, exon 1 514 514 97% b5e-142 91% XG62389.1
[] Scenedesmus sp. FSF' gene. partial sequence: plastid 512 512 95% 2e-141 92% GUI39G613.1
[] Chlorotetraedron incus strain SAG 43.81 chloroplast. complete genome 508 1017 97% 3e-140 91% KT199252.1
) Chlorococcum echinozygotum clone DA1 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: plastid 508 508 97% 3e-140 91% JxB39832.1
[J Chlamydomonas zebra chloroplast large subunit ribosomal RMA (rl) gene 508 508 97% 3e-140 91% L43356.1
[ chlamydomonas iyenagarii chloroplast large subunit ribosomal RMA (L) gene 508 508 97% 3e-140 91% L43354.1
[ Chloroplast Chlamydomonas zebra il gene, exon 1 508 508 97% 3e-140 91% X68919.1
] Chloroplast Chlamydomonas ivenaarii rrl gene, exon 1 508 508 97% 3e-140 91% XG68885.1




% NCBl Blsthucleotide S x 1 23 BlastTree ViewWidget | |_og pesultados obtenidos del analisis de secuenciacién fueron

- = € [1 blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi analizados mediante la herramienta BLAST de nucleétidosde %77 © o |
la base de datos mundial de NCBI.
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected: 100
1 Alignments [B]Download ~ GenBank Graphics Distance tree of results O
Description snﬂ::e ;221 fﬁfg valfue Ident | Accession
It 340 340 91% 1e-89 84% KF805722.1
# Mychonastes homosphaera strain CAUP H6502 chloroplast, complete genome 339 678 92% 4e-89 83% KT199249.1
¥ Mychonastes jurisii culture-collection SA4G:37 98 chloroplast complete genome 333 667 92% Z2e-87 83% KIG625411.1
# Chromochloris zofingiensis strain UTEX 56 chloroplast, complete genome 327 655 91% B8e-86 83% KT199251.1
# Ankistrodesmus sp. 1 AS-2014 voucher ARS0G762 DDD gene, partial sequence; chloroplast 316 316 B87% 2e-82 83% KMGETE721.1
#| Pleodorina starrii plastid. complete genome 316 633 91% 2e-82 83% JXOTT7846.1
¥ Gonium pectorale chloroplast DNA, complete genome. isolate: K3-F3-4 36 B33 9% Z2e-82 83% AP0D124941
# Chlamydomonas reinhardtii strain CC-503 cwd2 mt€23S ribosomal Rb& (rrnL) gene. partial sequence: chloroplast 3 311 9% 8e-81 82% FJ436973.1
@ Chlamydomonas reinhardiii strain CC-2290 S1 D2 ng€ 23S ribosomal RYA (rmL) gene. partial sequence: chloroplast 311 311 91% 8e-81 82% FJ436972.1
[« Chlamydomonas reinhardtii strain CC-503 cwd2 mt+ plast. complete genome 3N 622 91% 8e-81 82% FJ423446.1
¥ TPA: Chlamydomonas reinhardtii chloroplast complete genome N 622 9% Be-81 82% BK0OD0554.2
# Chlamydomonas zebra chloroplast large subunit ribosomal RNA (rrnl ) gene 31 311 9% 8e-81 82% L43356.1
| Chloroplast Chlamydomonas zebra rinl gene. exon 1 311 311 91% B8e-81 82% XB8919.1
| Chloroplast Chlamydomonas gelatinosa rinl gene 311 311 91%  8e-81 82% Z151514
[# C reinhardtii plastid DNA for 75, 35 and 235 rRNA M 3N A% BeB1 82% X16686.1
# Pseudomuriella schumacherensis strain SAG 2137 chloroplast. complete genome 305 611 9% 4de-79 82% KT199256.1
# Chlamydomonas reinhardt' gene. partial sequence; chloroplast 305 305 91% de-79 82% JXBT7E24.1
# Scenedesmus sp. AS-F-7-1 plastid partial 235 rBNA gene, strain AS-F-7-1 305 305 91% 4e-79 82% HET17104.1
[ Volvox carteri £ nagariensis strain UTEX 2908 plastid. partial genome 305 611 9% 4e79 82% GUOB4820.1
# Chlamydomonas reinhardtii strain TMCC8 165 ribosomal RNA gene, partial sequence: chloroplast 300 300 9% Z2e-77 82% KP259886.1
¥ Ankistrodesmus stipitatus chloroplast large-subunit ribosomal RNA (rrnl ), site-specific DNA endonuclease |-Astl gene 300 300 92% 2e-77 82% L42084.1
BB e e cmeem me PRRA R S o] I o mm Kl m e mm e i ARd  AR4 AARY A- TR AR crannnea s




f H 1 . r . . . o r
Y = ncarsssinceonse s x Los resultados obtenidos del analisis de secuenciacion fueron

& - C [ blastncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
=) Descriptions

analizados mediante la herramienta BLAST de nucleé6tidos de
la base de datos mundial de NCBI.
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

=S LB o s

Escritorio f

¥

=

A L |'f

)

i1 Alignments O
Description sh::e :-2:)1 S;:g valfue ldent Accession
(] Monoraphidium sp. KMMG 238ribosomalR@uene.Danial sequence; chloroplast 340 340 91% 1e-89 84% KFB05722.1
[J Mychonastes homosuhaME chloroplast. complete genome 339 678 92% 4e-89 83% KI199249.1
] Mychonastes jurisii culture-collection SAG:37 98 chloroplast complete genome 333 667 92% 2e-87 83% KI6254111
() Chromachloris zofingiensis strain UTEX 56 chloroplast. complete genome 327 655  91% Be-86 B83% KI199251.1
[ Ankistrodesmus sp. 1 AS-2014 voucher ARS06762 00002 235 ribosomal RNA gene. partial sequence; chloroplast 316 316 87% 2e-82 83% KMETE721.1
[ Pleodorina starrii plastid. complete genome 316 B33 91% 2e-82 B83% JXO77846.1
] Gonium pectorale chloroplast DNA, complete genome.'ﬁ%}z' 4 316 B33 91% 2e-82 83% AP012494.1
[J chlamydomonas reinhardtii strain CC-503 cwd2 mNJ3S ribosomal rrnl) gene. partial sequence: chloroplast 31 311 91%  8e-81 82% FJ436973.1
[J chlamydomonas reinhardtii strain CC-2290 S1 02 »* rrnl) gene. partial sequence: chloroplast 31 311 91%  8e-81 82% FJ436972.1
[J chlamydomonas reinhardtii strain CC-503 cwd?2 mt+te genome 31 622 91% 8e-81 82% FJ423446.1
[[] TPA: Chlamydomonas reinhardtii chloroplast, complete genome 311 622 91% 8e-81 82% BKODD5542
[ chlamydomonas zebra chloroplast large subunit ribosomal RNA (rml ) gene 311 311 91% Be-81 B2% L43356.1
(] Chloroplast Chlamydemonas zebra rrnl gene, exon 1 3N 31 9%  8e-81 82% X68919.1
] Chloroplast Chlamydomaonas gelatinosa rrnl gene I 31 9% 8e-81 82% 2151514
] C.reinhardtii plastid DNA for 75. 35 and 235 rRNA I 311 91%  8e-81 82% X16686.1
[[J Pseudomuriella schumacherensis strain SAG 2137 chloroplast complete genome 305 611 9% 4e79 82% KIT199256.1
[ chlamydomonas reinhardti(538 ribosomal RMA Yene. partial sequence: chloroplast 305 305 91% de-79 82% JX8TT6241
[ Scenedesmus sn.AS—F—?—‘Imm gene. strain AS-F-7-1 305 305 91% 4e79 82% HETI7104.1
(] Volvox carteri f. nagariensis strain UTEX 2908 plastid. partial genome 305 611 91% 4de-79 82% GUDB482041
] Chlamydomonas reinhardtii strain TMCCS 165 ribosomal RNA gene, partial sequence: chloroplast 300 300 9% Z2e-77 82% KP259886.1
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RESULTADOS

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS:

a"' ’c'
f @
2

73

— ]()“,m

Mychonastes jurissi (83%0)
25/marzo/2016 (raspado)

”~ £

Mychonastes homosphera (99 %
23/febrero/2016 (raspado)

Monoraphidium sp (84 %)

23/febrero/2016 (tanque de almacenamiento)




CONCLUSIONES .

Se logro la estandarizacion de la extraccion del DNA de microalgas, con el buffer de lisis CTAB 2x se
obtuvieron los mejores resultados.

La estandarizacién de la amplificacion del gen ribosomal 23S, fue mejor a una temperatura de 61.1 ©C
para la polimerizacion.

Se obtuvo el producto de amplificacion esperado cercano a 400 pb.

Se lograron identificar molecularmente los genes ribosomales 23S con una alta pobabilidad de tres tipos
de microalgas predominantes en el tanque de almacenamiento que fueron Monoraphidium sp. (flotando en
el tanque de almacenamiento), y Mychonastes homosphaera y Mychonastes jurisii (obtenidas de raspados de
una biopelicula sobre una madera que flotaba en el tanque),

Se corroboraran o descartaran las especies o géneros a través de la morfologia en el microscopio
optico.

22
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