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RESUMEN

Cuarenta y seis cepas que presentaron las características 
morfológicas descritas para traustoquitridios fueron aisla-
das desde muestras colectadas en cinco localidades de la 
zona costera de Puerto Montt, Chile, utilizando la técnica 
de polen de pino. Las 16 cepas que mostraron el perfil ca-
racterístico de tres bandas cuando el ADN fue amplificado 
con un conjunto de tres cebadores (FA1RA1, FA2RA2 y 
FA3RA3) diseñados para estos microorganismos(17), fueron 
cultivadas en medio líquido para evaluar la producción de 
ácido docosahexaenoico (C22:6n-3, DHA). El cultivo se 
realizó en matraces de Erlenmeyer agitados y la composi-
ción del medio basal fue: glucosa 10 g/L, extracto de leva-
dura 4 g/L, en agua de mar diluida al 70%. Sólo 6 cepas 
produjeron lípidos en los que se detectó DHA; los mayores 
contenidos de DHA en los ácidos grasos totales y de DHA 
en la biomasa fueron 46,4% (cepa G4) y 36,2 mg/g (cepa 
M12-X1), respectivamente. El análisis de filogenia molecu-
lar basado en el alineamiento de la secuencia del gen que 
codifica para el ARN de la subunidad pequeña ribosomal 
(18S rRNA) confirmó que las tres cepas nativas que produ-
cen DHA pertenecen al phylum Labyrinthulomycota. Prue-
bas preliminares demostraron que es posible incrementar 
la concentración de biomasa (83%), el contenido de DHA 
en la biomasa (153%) y la concentración de DHA (71%) 
a través de la inclusión de glutamato monosódico en el 
medio de cultivo basal.

Palabras clave: protista marino; traustoquitridios; 18S 
rRNA; ácido docosahexaenoico; ácidos grasos poliinsa-
turados.

SUMMARY

Forty six strains that displayed thraustochytrid’s morpho-
logical characters were isolated from five different sites 

at coastal zone, Puerto Montt, Chile. Molecular analysis 
using a set of primers designed based on 18S rDNA se-
quence alignment of known Thraustochytrium strains(17) 
was used for screening sixteen strains that were cultivated 
(glucose 10 g/L, yeast extract 4 g/L, in artificial sea water 
diluted to 70%) in rotary-shaken Erlenmeyer flasks. Doco-
sahexaenoic acid (22:6n-3, DHA) was detected in the lip-
ids from biomass of six strains. Different strains presented 
the highest DHA content in the total fatty acids (46.4%, 
G4 strain) and the highest DHA content in the dry biomass 
(36.2 mg/g, M12-X strain). The 18S rDNA sequence align-
ment confirmed that three of the DHA producer strains 
belong to the phylum Labyrinthulomycota. Preliminary 
tests carried out with one of the isolated strains showed 
that through addition of monosodium glutamate to basal 
growth medium biomass concentration, DHA content in 
the biomass and DHA concentration can be increased by 
83%, 153% and 71%, respectively.

Key words: marine protist; thraustochytrids; 18S rDNA; 
docosahexaenoic acid; polyunsaturated fatty acids.

RESUM

S’aïllen quaranta-sis soques que presenten les caracte-
rístiques morfològiques descrites per als traustoquitridis 
partir de mostres recol·lectades en cinc localitats de la 
zona costanera de Puerto Montt, Xile, utilitzant la tècni-
ca de pol·len de pi. Les 16 soques que mostren el perfil 
característic de tres bandes en amplificar el ADN amb un 
conjunt de tres encebadors (FA1RA1, FA2RA2 i FA3RA3) 
dissenyats per a aquests microorganismes(17), es cultiven 
en medi líquid per avaluar la producció d’àcid docosahe-
xaenoic (C22:6n-3, DHA). El cultiu es realitza en matrassos 
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d’Erlenmeyer agitats, essent la composició del medi basal: 
glucosa 10 g/L, extracte de llevat 4 g/L, en aigua de mar 
diluïda al 70%. Només 6 soques produeixen lípids en els 
que es detecta DHA; els majors continguts de DHA en els 
àcids grassos totals i de DHA en la biomassa són 46,4% 
(soca G4) i 36,2 mg/g (soca M12-X1), respectivament. La 
anàlisi de filogènia molecular basat en el alineament de 
la seqüència del gen que codifica per al ARN de la sub-
unitat menor ribosòmic (18S rRNA) confirma que les tres 
soques natives que produeixen DHA pertanyen al phylum 
Labyrinthulomycota. Les proves preliminars realitzades 
demostren que és possible incrementar la concentració 
de biomassa (83%), el contingut de DHA en la biomassa 
(153%) i la concentració de DHA (71%) mitjançant la inclu-
sió de glutamat monosòdic en el medi de cultiu basal.

Mots clau: protist marí; traustoquitridis; 18S rRNA; àcid 
docosahexaenoic; àcids grassos poliinsaturats.

INTRODUCCIÓN

Los microorganismos pertenecientes al phylum Labyrin-
thulomycota se encuentran en diversos ambientes mari-
nos y estuariales(1). Aunque estos protistas han sido repor-
tados en diferentes habitats (superficie de algas, detritus 
marino, fitoplancton e invertebrados), se concentran pre-
ferentemente en la columna de agua y en sedimentos(2). 
La mayor parte de la bibliografía señala que generalmente 
se encuentran asociados a material vegetal en descom-
posición, especialmente algas y hojas de mangles (3). Los 
representantes del phylum Labyrinthulomycota han atraí-
do el interés debido a su capacidad de sintetizar de novo 
ácidos grasos poli-insaturados (AGPIs) de cadena larga(4) 
representando un sistema de producción microbiano, al-
ternativo al aceite de pescado(5).
La clase Labyrinthulomycetes está compuesta por dos 
familias, Thraustochytriaceae (traustoquitridios) y Labyrin-
thulaceae (labirintúlidos). Los labirintúlidos se caracterizan 
por células rodeadas por una red ectoplasmática. Las 
células de los traustoquitridios pueden encontrarse aisla-
das o agrupadas sin interconexiones; poseen una pared 
formada por múltiples capas delgadas de polisacáridos(6) 
y sus esporas son biflageladas. El esporangio puede pre-
sentar uno o más cuerpos de proliferación o carecer de 
ellos.
Hasta ahora se han descritos seis géneros de traustoquitri-
dios: Althornia, Ulkenia, Japonochytrium, Aplanochytrium, 
Schizochytrium y Thraustochytrium. El género Althornia 
carece de la red ectoplasmática. En representantes del 
género Ulkenia, el citoplasma es liberado del esporangio 
como una masa ameboide que se cliva para formar las 
esporas(7). Las células del género Japonochytrium poseen 
una apófisis distintiva (8). Las cepas del género Aplano-
chytrium, se caracterizan por producir aplanosporas y 
porque las células vegetativas presentan movilidad(9). Los 
miembros del género Schizochytrium se reproducen ade-
más por la bipartición de células vegetativas formando 
diadas, tétradas y agrupamientos mayores.
Debido a la plasticidad morfológica de los géneros, la 
morfología no es suficiente para su caracterización, aun 
cuando en la búsqueda de nuevas cepas de traustoqui-
tridios, la primera etapa es la caracterización morfológica. 
El análisis de la filogenia molecular utilizado para explicar 
las relaciones evolutivas y taxonómicas puede ayudar a 
la identificación de nuevas cepas. Rasgos morfológicos 

como la división binaria sucesiva ha sido reevaluada a la 
luz de estudios de filogenia molecular y se ha propuesto 
que este aspecto habría sido adquirido por varios linajes. 
Actualmente se propone que el género Schizochytrium se 
divide en tres géneros diferentes Schizochytrium sensu 
stricto, Aurantiochytrium y Oblongichytrium(10).
Los traustoquitridios son estudiados principalmente por 
su capacidad de producir AGPI de cadena larga, siendo el 
de principal interés el ácido docosahexaenoico (C22:6n-3, 
DHA) cuyo consumo está asociado a numerosos efectos 
positivos para la salud de seres humanos y animales. El 
contenido de DHA en algunas cepas de Thraustochytrium 
y Schizochytrium se encuentra entre 25 y 60% de los áci-
dos grasos totales (AGT), dependiendo de la cepa y de las 
condiciones de cultivo(11). El perfil de AGPIs ha sido suge-
rido también como una estrategia para agrupar trausto-
quitridios ya que se ha encontrado que este carácter pre-
senta una fuerte correlación con los linajes filogenéticos 
basados en la secuencia del gen que codifica para el ARN 
de la subunidad pequeña ribosomal 18S rRNA(12). El perfil 
de pigmentos carotenoides también está siendo utilizado 
para fines de agrupamiento en forma complementaria a 
las otras características mencionadas y una reclasifica-
ción del género Ulkenia ha sido realizada combinando di-
ferentes criterios(13).
En este trabajo se describe la caracterización de cepas 
de traustoquitridios aisladas desde muestras de agua y 
sedimentos, colectadas en la zona costera de Puerto 
Montt, Chile, capaces de producir DHA. Para la caracte-
rización se utilizó en forma secuencial la selección inicial 
de aislamientos en base a rasgos morfológicos, el análisis 
molecular y la capacidad de producir DHA en cultivo lí-
quido. Para la cepa seleccionada como mejor productora 
de DHA se realizó una prueba preliminar para evaluar el 
efecto de la adición de glutamato de sodio al medio de 
cultivo, sobre el crecimiento y producción de DHA. Este 
trabajo tiene relevancia ya que constituye la primera etapa 
en la búsqueda de nuevas cepas de traustoquitridios que 
puedan ser utilizadas para la producción biotecnológica 
de DHA en Chile.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestreo y aislamiento de microorganismos. 
Muestras de agua y sedimentos fueron colectadas desde 
cinco lugares [Coihuin (41°30’52”S y 72°52’18”W), Chin-
quihue (41º29’42”S y 72º59’12”W), Panitao (41º34’32”S 
y 73º05’01”W), Huito (41º42’57”S y 73º09’09”W) y Co-
chamó (41º29’51”S y 72º17’49”W)] en la zona costera de 
Puerto Montt, sur de Chile. Durante el periodo de mues-
treo el promedio de salinidad y temperatura del agua fue 
de 30‰ y 12,9 ± 2,7ºC, respectivamente. El aislamiento se 
realizó por la técnica de incubación con polen de pino(14); 
las muestras (10 mL) con polen de pino (10 mg) fueron 
incubadas entre 3 y 10 días a 20ºC. La presencia de mi-
croorganismos adheridos al polen de pino fue verificada 
por inspección en microscopio óptico (Zeiss, Standard 20, 
Alemania). Los granos de polen de pino con microorga-
nismos adheridos fueron separados por filtración (filtro de 
nailon, 20 µm) y cultivados sobre medio de cultivo sólido 
(B) [extracto de levadura (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hamp-
shire, Inglaterra) 2 g/L, peptona (Oxoid) 2 g/L, y agar (Bec-
ton, Dickinson and Company Sparks, MD, EE.UU) 10 g/L] 
preparado en agua de mar diluida (70%). Para eliminar 
la flora bacteriana, estreptomicina y penicilina G (Sigma-
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Aldrich Co., Steinheim, Alemania) fueron adicionados para 
obtener una concentración final de 0,3 g/L de cada uno. 
La incubación se realizó a 25ºC. Las colonias selecciona-
das fueron subcultivadas en medio B hasta obtener aisla-
mientos puros.

Cultivo en medio líquido. 
El medio B (sin agar) suplementado con glucosa (Sigma, 
10 g/L) fue utilizado para el cultivo de las cepas aisladas. 
El inóculo fue preparado transfiriendo colonias desde pla-
cas a 50 mL de medio de cultivo estéril. La incubación se 
realizó a 25ºC por 48 h en un agitador orbital (180 rpm). El 
material obtenido se utilizó para inocular (10% v/v, densi-
dad óptica del inóculo 0,6 a 600 nm) frascos Erlenmeyer 
(250 mL) que contenían 50 mL de medio, los que se in-
cubaron por 72 h bajo las mismas condiciones. La bio-
masa fue separada por centrifugación (4500g, 10 min); el 
precipitado fue lavado dos veces con agua desionizada y 
liofilizado, determinándose gravimétricamente la concen-
tración de biomasa seca. Los resultados corresponden al 
promedio de experimentos realizados por triplicado.

Análisis de ácidos grasos. 
Muestras de biomasa liofilizada (20 a 50 mg) fueron utili-
zadas para transesterificación directa(15). Los metil-ésteres 
de ácidos grasos (MEAG) extraídos en hexano fueron se-
parados por centrifugación (1000g y 4ºC) y analizados en 
un equipo de CG (FOCUS-Finnigan)/EM (DSQ-Finnigan), 
equipado con columna capilar HP Ultra (30 m de largo y 
0,25 mm de diámetro interno). La temperatura de la co-
lumna fue programada desde 40 hasta 300°C con una ve-
locidad de incremento de 5ºC/min. Se utilizó un detector 
de ionización de llama con gas helio como transportador 
(200ºC). El inyector fue mantenido a 250ºC y el volumen 
de inyección fue de 1 µL. Los picos de los MEAG fueron 
identificados y cuantificados utilizando un estándar de áci-
dos grasos (Mix L209, FAME C20:0, C20:1, C20:4, C22:1, 
C22:6) suministrados por Alltech (EE.UU).

Extracción de ADN y ensayos de PCR. 
Células colectadas desde las placas de agar fueron sus-
pendidas en agua destilada (200 μL) y centrifugadas 
(8000g, 5 min a 4ºC). El precipitado fue resuspendido con 
buffer de lisis (200 µL; 0,25 M Tris-Cl; 0,1 M Na2-EDTA; 
2% p/v SDS; 0,1 M NaCl a pH 8,2). El ADN fue extraí-
do con fenol/cloroformo/isoamil alcohol y precipitado con 
etanol(16). Se amplificaron regiones parciales del gen 18S 
rRNA por PCR utilizando los cebadores FA1RA1, FA2RA2 
y FA3RA3(17). El programa cíclico de amplificación (Termo 
electron Corporation, EE.UU) fue: desnaturalización por 3 
min a 95ºC, 35 ciclos de amplificación de 1 min a 94ºC, 1 
min a 50ºC y 1 min a 72ºC, con 10 min de extensión de 
etapa de elongación. Los productos de PCR fueron visua-
lizados sobre un gel de agarosa al 2% con bromuro de 
etidio.

Secuenciación de los productos de PCR y análisis fi-
logenético. 
Se amplificó la secuencia del gen que codifica para el ARN 
de la subunidad pequeña ribosomal 18S rRNA por PCR 
utilizando los cebadores JVF (5’-TTGATCCTGCCAGTAGT-
CATAT-3’) y JVR (5’-CAAACCTTGTTACGACTTCA-3’). Los 
productos de PCR fueron purificados utilizando el Kit de 
Extracción V-Gene (Biochtecnology Ltd, Zhejiang, China) 
secuenciados en un equipo (ABI-3100, Applied Biosys-
tem, California, EE.UU) utilizando los cebadores de Mo et 

al. (17) como cebadores internos. Las secuencias obtenidas 
fueron comparadas con aquellas disponibles en la base de 
datos del Banco de Genes (National Center for Biotechno-
logy Information, USA: NCBI Home page http://www.ncbi). 
La búsqueda de las secuencias homologas más relaciona-
das fue realizada utilizando el programa BLAST(18) disponi-
ble en el servidor web NCBI. Las secuencias determinadas 
en este trabajo fueron alineadas con otras secuencias del 
gen que codifica para el ARN de la subunidad pequeña ri-
bosomal 18S rRNA de organismos relacionados obtenidas 
desde el Banco de Genes NCBI, utilizando el programa 
Clustal X (http://www-igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo/)(19). Las 
posiciones con bases indeterminadas o ambiguas fueron 
removidas para los análisis siguientes. El árbol filogenético 
fue generado utilizando el método de máxima verosimilitud 
(MV)(20) con el programa PAUP ver.4.0b10(21). Las distancias 
fueron calculadas con el modelo HKY85 (22). Prorocentrum 
micans y Ochromonas danica fueron seleccionados como 
grupo externo. El soporte de los nodos (valor de boots-
trap) se calculó a partir de 1000 submuestras (23).

RESULTADOS

Aislamiento de cepas nativas de traustoquitridios
Las cepas aisladas fueron examinadas al microscopio 
encontrándose que 46 de ellas presentaron rasgos mor-
fológicos atribuibles a traustoquitridios. El ADN de estas 
cepas fue amplificado usando un conjunto de tres ceba-
dores(17) y como resultado, 16 de las cepas presentaron 
el perfil de tres bandas con tamaños entre 550 y 700 bp. 
De acuerdo a esta estrategia, estas 16 cepas podrían ser 
identificadas como miembros de Labyrinthulomycota a la 
que pertenecen los traustoquitridios. Las cepas seleccio-
nadas fueron cultivadas en medio líquido y en los lípidos 
de 6 de ellas se detectó DHA.
Las colonias de las 6 cepas productoras de DHA presenta-
ron variados colores [rosado (cepas H41 y AS2-B), amari-
llo (cepa G4), blanco (cepa M12-X1) y crema opaco (cepas 
C41 y B4)] y diferencias en la textura [aspecto cremoso 
(M12-X1, AS2-B, B4) y colonias duras (C41, G4, H41)]. 
Se observó que las colonias de la cepa B4 penetraban 
el agar a diferentes profundidades y que además forma-
ban redes con células de tamaño pequeño. La cepa C41 
se caracterizó por un esporangio de aspecto granular con 
2, 3 o 4 divisiones en las diferentes etapas de desarrollo; 
zoosporas móviles en la periferia de las células agrupadas 
fueron visualizadas. Para esta cepa el esporangio alcanzó 
tamaños de 20 μm observándose que las células vegetati-
vas poseían paredes delgadas con inclusiones. En medio 
líquido las células tendían a aglomerarse y a formar pre-
cipitado. En medio sólido las células de la cepa G4 apa-
recieron agrupadas con colonias levemente irregulares. 
La cepa H41 mostró un esporangio granular con células 
vegetativas pequeñas; se visualizó la formación de diadas 
y tétradas al igual que en las células de la cepa AS2-B. El 
esporangio de la cepa M12-X1 exhibió diferentes tamaños 
(< 40 μm) y en algunos casos el material intracelular se en-
contró distribuido en forma desigual, con aspecto granular 
y divisiones propias de las diferentes etapas de desarrollo. 
La forma del esporangio varió desde piriforme a ovalado 
tal como se describe para Thraustochytrium kinnei(24). La 
Tabla 1 resume las características morfológicas más rele-
vantes (forma y tamaño del esporangio, cuerpos de pro-
liferación, zoosporas etc.) de las seis cepas productoras 
de DHA.                  
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Producción de DHA durante el cultivo en medio líquido
Las dieciséis cepas nativas fueron cultivadas en medio lí-
quido con glucosa como fuente de carbono. El DHA sólo 
fue detectado en los lípidos extraídos desde la biomasa 
de seis cepas (B4, H41, AS2-B, G4, C41 y M12-X1) (Tabla 
2). La cepa G4 presentó un alto contenido de DHA en los 
AGT (46,4%), mientras que el mayor contenido de DHA 
por unidad de masa de la biomasa seca (36,2 mg/g) fue el 
de la cepa M12-X1. El ácido palmítico (C16:0, PA) fue de-
tectado en los lípidos de las 6 cepas y los ácidos araqui-
dónico (C20:4n-6, ARA) y eicosapentaenoico (C20:5n-3, 
EPA) fueron detectados sólo en los lípidos producidos por 
las cepas C41 y M12-X1, respectivamente.
La mayor concentración de biomasa (0,89 g/L) se obtuvo 
en el cultivo de la cepa M12-X1; por esta razón la cepa 
M12-X1 fue seleccionada para evaluar el efecto de la 
adición del GMS en la producción de DHA (Tabla 3). La 
mayor concentración de biomasa (1,63 g/L) se obtuvo al 
suplementar el medio de cultivo basal con GMS en con-
centración de 2 g/L. Sin embargo, bajo esta condición el 
porcentaje de DHA en los AGT disminuyó desde 44,3 a 
20,0% (Tabla 3). Por el contrario, se observó un aumento 
del contenido de DHA en la biomasa al incrementar la con-
centración del GMS desde 0 a 10 g/L, el que fue atribui-
do al incremento en el contenido de lípidos en la biomasa 
(datos no mostrados). En términos productivos el mejor 
resultado se obtuvo al utilizar una concentración de GMS 
de 10 g/L, alcanzándose una concentración de DHA de 
109,2 mg/L.

IDENTIFICACIÓN GENÉTICA

La secuencia del gen que codifica para el ARN de la subu-
nidad pequeña ribosomal 18S rRNA de tres de las cepas 
productoras de DHA (C41, M12-X1 y H41) fue secuen-
ciado. La Figura 1 muestra el árbol filogenético generado 
por el método MV utilizando las secuencias obtenidas y 
aquellas de cepas conocidas. Las cepas productoras de 
DHA se ubicaron entre microorganismos pertenecientes al 
phylum Labyrinthulomycota. Las cepas C41 y H41 presen-
taron similitudes a S. minutum (97%) y Schizochytrium sp 
(87%), respectivamente. La cepa M12-X1 presentó simili-
tud con T. kinnei (99%).

Cepas

Aspectos  morfológicos B4 H41 AS2-B G4 C41 M12-X1
Tamaño colonia (mm 

de diámetro) - 1-2 1-2 1-2 1-2 1-2

Textura blanda blanda blanda blanda dura dura

Color colonia crema opaco rosado rosado amarillo crema opaco blanco

Forma  de zoosporas - ovoide ovoide - ovoide ovoide

Forma/tamaño del esporangio Esférico/5-10 μm Esférico/5-10 μm Esférico/5-20μm Esférico/5-10 μm Ovalado/5-20 μm Ovalado/10-40 μm

Cuerpos de proliferación - - - - + +

División binaria - + - - + -

Red ectoplasmática detectable no detectable no detectable detectable no detectable no detectable
Permanencia de la pa-

red celular después libe-
ración de zoosporas

N.O. - + N.O. - +

N.O. no observado

Tabla 1. Aspectos morfológicos más relevantes de las cepas de traustoquitridios pro-
ductoras de DHA aisladas de la zona Costera de Puerto Montt, Chile.

Tabla 2. Concentración de biomasa y de ácidos grasos producidos por las cepas na-
tivas de traustoquitridios cultivadas en medio basal.

Tabla 3. Efecto de la concentración del gluta-
mato monosódico (GMS) sobre la concentración 
de biomasa y DHA, DHA en los AGT y DHA en la 

biomasa seca producida por la cepa M12-X1.

cepas
Biomasa

(g/L)

DHA en 
biomasa
(mg/g)

 Perfil AG (% p/p)

14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 18:01 20:04 20:05 22:06 otros

B4 0,03 ± 0,05 3,2 ± 0,5 5,1 19,7 28,1 - 4,2 - - - 10,2 32,7

H41 0,08 ± 0,01 7,1 ± 0,2 - 9,2 6,0 6,0 - - - - 16,3 32,4

AS2-B 0,38 ± 0,06 8,7 ± 1,3 7,9 7,0 37,6 - 6,1 20,1 - - 10,4 10,9

G4 0,11 ± 0,03 11,6 ± 1,3 - - 9,4 - - - - - 46,4 74,3

C41 0,57 ± 0,04 28,4 ± 2,0 - - 24,4 - - - 18,2 - 24,8 32,6

M12-X1 0,89 ± 0,03 36,2 ± 0,5 4,3 7,7 20,9 - - - - 12,8 44,0 10,3

GMS
(g/L)

Biomasa
(g/L)

DHA en 
AGT
(%)

DHA en 
biomasa
(mg/g)

DHA
(g/L)

0 0,89 ± 0,03 44,3 36,2 ±  0,5 32,2 ± 0,9

2 1,63 ±  0,10 20,0 38,5 ±  0,0  62,8 ± 5,4

4 1,44 ±  0,02 21,4 62,4 ± 10,5     89,9 ± 19,6

10 1,20 ±  0,09 25,2 91,6 ±  7,5 109,9 ± 1,1

20 0,42  ±  0,09 25,2 86,6 ±  4,2   36,4 ± 8,5
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DISCUSIÓN

Los microorganismos marinos pertenecientes a Thraus-
tochytriales presentan un potencial biotecnológico por su 
capacidad de producir AGPI específicamente DHA, el cual 
es conocido por numerosos beneficiosos en la salud hu-
mana y animal. Junto a la optimización de los procesos 
biotecnológicos es necesario continuar en la búsqueda 
de cepas de traustoquitridios capaces de producir DHA y 
otros compuestos de interés.
Inicialmente la identificación de estos microorganismos 
se realizaba a través de sus características morfológicas. 
No obstante, al evaluarlas a nivel de género, muchas de 
estas características se traslapan, haciendo que pier-
da validez la clasificación morfológica. Además, algunos 
cambios morfológicos son función de las condiciones de 
cultivo(24,25,10,13). El surgimiento de los estudios de filogenia 
molecular ha mostrado que no existe coincidencia con al-
gunos rasgos morfológicos y ciertos linajes filogenéticos 
por lo que los criterios actuales debieran ser reevaluados 
y complementados con la capacidad de producir ciertos 
AGPI y pigmentos carotenoides(12,13).
En el presente trabajo el análisis molecular, basado en la 
amplificación del ADN utilizando cebadores que represen-
tan la región conservada 18S rDNA de traustoquitridios fue 
utilizado como un criterio de selección de las cepas que 
presentaron algunas de las características morfológicas 
descritas para estos microorganismos. Esta metodología 
utilizada previamente por otros investigadores(17) permitió 
reducir el tiempo dedicado a la selección de cepas. De 
esta forma el número de cepas evaluadas en términos de 
capacidad de producción de DHA en cultivo líquido fue 
reducido a un 35%.
Aun cuando el 13% de las cepas aisladas producen DHA, 
algunas de ellas presentan un bajo crecimiento durante el 
cultivo en medio líquido y/o un bajo porcentaje de DHA en 
los AGT. La baja concentración de biomasa es compara-
ble a aquella reportada para traustoquitridios aislados de 
ambientes fríos(26) con característica similares a la de los 
lugares considerados en este trabajo. No obstante, una 
elevada proporción de DHA en los AGT es característica 
de cepas que provienen de ambientes fríos(26) y en dos de 
las cepas aisladas, el DHA representa más del 40% de 
los AGT.

La producción de DHA a través del cultivo de traustoqui-
tridios podría ser modificada a través de cambios en las 
condiciones de cultivo, las que afectan la concentración 
de biomasa, el contenido de lípidos y el contenido de DHA 
en los lípidos. Los resultados preliminares demuestran 
que para la cepa que exhibe la mayor producción de DHA 
(M12-X1) es posible incrementar la producción de bioma-
sa (1,63 g/L), el contenido de DHA en la biomasa (91,6 
mg/g) y la concentración de DHA (109,2 mg/L) a través de 
la adición de GMS al medio de cultivo basal usado en este 
trabajo. Iida et al.(27) sugieren que el GMS como el compo-
nente más importante en el medio de cultivo y en general, 
la fuente de nitrógeno orgánico mejor aceptada por dife-
rentes cepas de traustoquitridios. Los estudios para opti-
mizar la composición del medio de cultivo (micro y macro 
nutrientes) y las condiciones de cultivo (temperatura, pH, 
agitación y aireación) para esta cepa nativa se están reali-
zando actualmente en nuestro laboratorio.

CONCLUSIONES

La caracterización de cepas de traustoquitridios aislados 
desde la zona costera de Puerto Montt es el primer es-
tudio de estos microorganismos marinos heterotróficos 
con un alto potencial biotecnológico realizado en Chile. 
Cuarenta y seis cepas que presentaron características 
morfológicas descritas para traustoquitridios fueron aisla-
das desde muestras colectadas de cinco localidades de 
la zona costera de Puerto Montt utilizando la técnica del 
polen de pino. De entre éstas se seleccionaron las 16 ce-
pas que mostraron el perfil característico de tres bandas 
cuando el ADN fue amplificado con el conjunto de tres 
cebadores (FA1RA1, FA2RA2 y FA3RA3) diseñados para 
estos microorganismos(17). Las 16 cepas fueron cultivadas 
en medio líquido para evaluar su capacidad para producir 
DHA. Sólo seis cepas produjeron lípidos en los que se de-
tectó DHA. A través del cultivo la cepa seleccionada como 
mejor productora (M12-X1) en medio suplementado con 
glutamato monosódico (GMS en concentración de 10 g/L) 
fue posible incrementar en un 71% la concentración de 
DHA.

Figura 1. Árbol filogenético 
basado en la secuencia de los 
genes 18S rDNA de cepas del 

Phylum Labyrinthulomycota con 
P. micans y O. danica como 

grupo externo. El mejor árbol 
generado a través del méto-
do de Máxima Verosimilitud 

(Maximum-likehood, ML) (log- 
likehood = -133766,32608) con 
el modelo HKY85 (relación ti/
tv = 1,071671). Los números 
en nodo muestran los valo-
res de soporte del bootstrap 

(>50%) de 1000 réplicas.
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