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Resumen
Díaz-Almeyda, E.M. 2005. Estudio Morfológico y Genético de la Población de

Nitzschia frustulum (Bacillariophyta) del Parque Ecológico de Xochimilco, México.

Tesis de Licenciatura (Biología). Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Autónoma

de México.

Conocer la variación genética morfológica y genética de las especies de diatomeas

mexicanas, es importante sobretodo en aquellas que son utilizadas como indicadoras

como Nitzsehia frustu/um, para poder utilizarlas adecuadamente. En este trabajo se

determinó la variación morfológica y la estructura genética de Nitzsehia frustu/um del

Parque Ecológico de Xochimilco, México, así como conocer su relación filogenética con

otras especies de la familia Bacillariaceae, con este objetivo fueron colectados y

cultivados 67 individuos de Nitzschia frustu/um en el Parque Ecológico de Xochimilco,

México.

Algunos caracteres morfológicos (estrias/IO~, fibulaslIO~, largo/ancho, forma

de la valva, forma del ápice) se observaron, encontrando diferencias significativas entre

los sit ios de colecta. El patrón que observamos con los datos morfológicos es complejo e

incluye factores como: salinidad, evaporación, movimiento del agua, sustrato y presencia

de aves .

Se analizaron dos microsatélites y dos regiones no codificantes de c1oroplasto,

resultando ser iguales en tamaño. Para 24 de estos individuos se secuenció una región

parcial de 28S de 5I7 pb. La diversidad nucleotídica (Pi) encontrada fue de 0.007II y

B=(4NIl) = 0.0083. Estas secuencias fueron comparadas con otros miembros de la familia

Bacillariaceae para los cuales había secuencias homólogas (Genebank) . Se realizaron

inferencias demográficas, de tamaño efectivo de la población y de recombinación, de las

secuencias generadas en este trabajo, comparándolas con otras dos especies cuya

diversidad nucleotídica fuese similar, encontrando que Pseudo-nitzsehia

pseudode/icatissima (n= 15) ha tenido históricamente el mayor tamaño efectivo de la

población (8 = 0.0307), lo que sugiere que el efecto de la deriva génica no ha sido

importante. Para Pseudo-nitzschia australis (n= 7) y Pseudo-nitzschia mu/tistriata (n= 5),

(8 = O, para ambas) la deriva génica ha tenido un mayor efecto que el observado en

Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima. P. ga/axiae (n= 9) y P. pungens (n= 7) muestran

un valor similiar, (8= 0.00071 Y0.00079 respectivamente), lo que sugiere que la deriva
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génica también ha sido importante históricamente, en menor medida que en P. australis y

P. multistriata. Nitzschia frustulum colectada en Xochimilco (n= 24) muestra un valor

similar a P. delicatissima (n= 12) podemos considerarlos un valor intermedio (B =

0.00829 Y0.00649 respectivamente).

Para Nitzschia frustulum colectada en Xochimilco, se observa la mayor tasa de

recombinación comparada con Pseudo-nitzschia delicatissima y Pseudo-nitzschia

pseudodelicatissima. Para nuestra especie encontramos que por lo menos hubo dos

eventos históricos de recombinación. La evidencia de recombinación es probablemente el

resultado de la reproducción sexual, pero no necesariamente se aplica en este caso ya que

se ha reportado paedogamia en el caso de Nitzschia frustulum varo perspusilla, evento que

incluye recombinación sin reproducción sexual.

Se realizaron inferencias filogenéticas con métodos de parsimonia y distancia

incluyendo a Nilzschiafrustulum colectada en Xochimilco y a otras especies de la familia

Bacillariaceae encontrando que Pseudo-nitzschia (representado por Pseudo-nitzschia

americana, Pseudo-nitzschia australis, Pseudo-nitzschia delicatissima, Pseudo-nitzschia

galaxiae, Pseudo-nitzschia multistriata, Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima y Pseudo

nilzschia pungens) y Fragi/ariopsis curta formaron un grupo monofilético. Nitzschia fue

parafilético.

Los individuos de Nitzschia frustu/um colectados en Xochimilco se agrupan entre

ellos y no se agrupan con el individuo colectado en La .Tolla, CA, USA. La distancia

genética entre éstas fue de 0.124, ésta distancia es similar a la observada entre N.

frustu/um de Xochimilco y N vitrea (0.129) o N. frustu/um de Xochimilco y

Phaeodacty/um tricornutum (0.131) que fue la especie utilizada como grupo externo en

este trabajo. La especie más cercana en distancia a N. frustulum de Xochimilco es

Nilzschia cf. pusilla.

Pudimos reconocer especies bien definidas como Pseudo -nitzschia ga/axiae,

Pseudo-nitzschia pungens y Pseudo-nitzschia australis; para Pseudo-nitzschia

multistriata excepto por un individuo. Pseudo-nitzschia multistriata y Pseudo-nitzschia

australis están cercanamente relacionadas. Por último, especies con amplia distribución

geográfica, como Pseudo-nitzschia ga/axiae, Pseudo-nitzschia pungens y Pseudo

nitzschia australis, pueden presentar poca diversidad genética. Mientras que otras, como

Pseudo-nitzschia delicatissima, no se agrupan geográficamente, pero ello puede deberse a

su errónea identificación específica .

2
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1. Introducción General

1.1 Aspectos generales de la biología de las diatomeas

Las diatomeas están consideradas dentro de la división Heterokontophyta según

Hoek et al. (1998) u Ochrophyta según Graham y Wilcox (2000), en la familia

Bacillariophyceae . Son especies unicelulares conformadas por células de pared celular

silícea similar a una caja llamada frústulo (Figura 1.1), altamente ornamentada, la cual se

considera que refleja su diversidad taxonómica (Graham & Wilcox 2000).

EPIVALVA

Figura 1.1. Diagrama de una frústulo mostrando sus caracter ísticas (Graham & Wilcox 2000).

Su distribución es amplia en número de especies, encontrándose tanto en agua

dulce como salada. Se calcula, dependiendo del concepto de especie utilizado, la

existencia de unas 10,000 especies (Medlin et al. 1996a) ; de 100,000 (Hoek et al. 1998) o

hasta 200,000 especies (Kristiansen 1996, Mann & Droop 1996). Las diatomeas son

probablemente los organismos acuáticos eucariontes más abundantes (Graham & Wilcox

2000) y se considera que contribuyen en un 25% a la producción primaria global (Scala

& Bowler 2001).

Las diatomeas fueron descubiertas en el siglo XVIII , con sólo cinco reportes

durante los siguientes cien años; durante el siglo XIX se realizó un catálogo especializado

de especies de diatomeas, basándose casi completamente en las características de la pared

celular (Mann & Chepurnov 2004). Esto derivó en que la taxonomía del grupo

inicialmente se enfocara en la morfología del exoesqueleto de sílice, posteriormente se

emplearon técnicas de microscopía electrónica, cultivos para observar sus ciclos de vida

(Edlund & Stoermer 1997), características citológicas (Medlin & Kaczmarska 2004) y

3
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técnicas moleculares (Manhart & McCourt 1992, Medlin et al. 1995). Como

consecuencia hemos tenido permanentes cambios en la clasificación de las diatomeas ya

que ha estado relacionada con el tipo de herramienta que se ha utilizado en ese momento .

Actualmente diversos autores hacen esfuerzos por combinar los diferentes tipos de

información (Kooistra & Medlin 1996, Lundholm et al. 2002, Medlin & Kaczmarska

2004)

1.1.1 Evolución de diatomeas

Las diatomeas se incluyen en la división Ochrophyta (Graham & Wilcox 2000) o

Heterokontophyta (Hoek et al. 1998) basándose en la presencia de fucoxantina y clorofila

a, CI YC2 así como plástidos rodeados de retículo endoplásmico, crisolaminarina y lípidos

como materiales de reserva . Se considera a las Ocrofitas un grupo monofilético de

acuerdo a estudios de la subunidad pequeña de rDNA (SSU) (Medlin et al. 1996b).

-Las diatomeas se agrupan en -dos órdenes: Centrales (células discoides o

cilíndricas con simetría radial) y Pennales (con simetría más o menos bilateral). Algunas

diatomeas Pennales tienen un sistema de rafe asociado con su movilidad, lo que las divide

Pennales con rafe o sin rafe. Los datos moleculares indican las diatomeas Centrales y

Pennales sin rafe son parafiléticas, por lo que la taxonomía clásica no es consistente con

las relaciones filogenéticas deducidas con información molecular (Graham & Wilcox

2000).

Estudios de la subunidad pequeña y grande de rDNA, subunidad grande de

rubisco y tufA (Medlin et al. 1993, Medlin et al. 1996a, Medlin et al. 1996b, Kooistra &

Medlin 1996) sugieren que las diatomeas se dividen en dos ciados (Figura 1.2) de

acuerdo a los dos principales tipos de procesos tubulares que pasan a través de las valvas

(Medlin & Kaczmarska 2004). Conforme a estos datos y al registro fósil se considera que

las diatomeas Centrales son más antiguas que las formas Pennales, y que las diatomeas

con rafe son monofiléticas, además se calculó el reloj molecular con los diferentes genes

sugiriendo que la fecha promedio del origen de las diatomeas ocurrió hace más de 200

Ma mientras que los heterokontos pigmentados surgen cerca del límite Pérmico-Triásico

(Kooistra y Medlin 1996).

4
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1.1.2 Ciclo de vida

La mayoría de las estrategias de historias de vida de muchas diatomeas se

desconocen (Edlund & Stroemer 1997). Se ha observado que cultivadas en condiciones

óptimas, el ciclo de vida de muchas diatomeas puede durar varios meses (Wemer 1997).

En la naturaleza, los ciclos de vida son mayores y pueden durar varios años (Mann 1988,

Jewson 1992). Las células vegetativas de las diatomeas son diploides y la producción de

gametos es vía meiosis.

Las diatomeas Centrales son oogamas produciendo dos oogonios por célula

parental y de 4 a 128 gametos masculinos flagelados por célula parental. Las valvas de

las células parentales se separan permitiendo que los gametos masculinos escapen y

exponiendo a su vez el protoplasto del óvulo . Los gametos poseen plástidos; pero no

tienen frústulo de sílice. La fusión de gametos resulta en un cigoto que se convierte en

una auxospora, que puede .estarIibre del frústulo parental, unido a una de las tecas

parentales o cubierto por ambas (Figura l.3a) (Graham & Wilcox 2000).

Las diatomeas Pennales son mayoritariamente isogamas sin gametos flagelados.

Su reproducción comienza"cuando las células parentales se emparejan en un mucílago

común, seguida de una primera división meiótica y una citocinesis desigual; los dos

núcleos pequeños mueren. Los frústulos se abren y el protoplasma emerge antes de la

segunda división mitótica. Dentro de cada protoplasto muere un núcleo haploide producto

de la segunda división meiótica. Los protoplastos se fusionan formando una célula

binucleada que forma su pared de sílice llamada perizonio. Después ocurre la fusión

nuclear y de la pared celular dando como resultado una célula diploide (Figura 1.3b)

(Graham & Wilcox 2000).

La maduración de las auxosporas en ambas diatomeas (Centrales y Pennales)

eventualmente producen una nueva segunda parte de su pared de sílice . Bajo condiciones

favorables, las auxosporas germinan por una serie de divisiones que generan células con

la típica morfología del frústulo y el tamaño máximo de la especie (Graham & Wilcox

2000). Las esporas y las células de latencia tienen una función de perennación en

períodos no aptos para el crecimiento (como la estratificación de la columna de agua), y

germinan cuando las condiciones mejoran. El desarrollo de estas estructuras

generalmente no involucra la reproducción sexual; son ricas en materiales de reserva que

6
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suministran las necesidades metabólicas para la germinaci ón. Éstas pueden sobrevivir en

sedimentos por años o incluso décadas (Graham & Wilcox 2000).
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Figura 1.3. Ciclo de vida de las diatomeas: a) Centrales , b) Pennales (Graham & WiJcox 2000).

Como podemos observar en la figura 1.3, dado el arreglo de la pared celular, una

diatomea que se divide por mitosis produce dos células hijas: una de igual tamaño que la

célula madre y la otra ligeramente más pequeña (Edlund & Stroemer 1997), por lo que el

tamaño de las céulas en una población que se divide por mitosis se reduce

binomialmente. En la mayoría de las especies la sexualidad es el medio para la

restauración del tamaño.

La reproducción sexual de las diatomeas probablemente es más común de lo que

se cree, dadas las esporádicas observaciones en la naturaleza (Mann & Chepumov 2004).

Graham & Wilcox (2000) han descrito cuatro estrategias, que son muy particulares para

cada especie, para la regulación de la sexualidad en diatomeas: la sincronización de la

sexualidad ocurre bajo condiciones favorables de crecimiento (como se ha observado en

algunas especies durante la primavera), sincronización sexual bajo condiciones que no

favorecen el crecimiento vegetativo (limitaciones de luz y nitrógeno), sexualidad no

sincronizada en condiciones favorables para el crecimiento cuando relativamente pocos

7
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miembros de una población experimentan sexualidad en un periodo de tiempo largo y

sexualidad asincrónica en condiciones pobres como estrategia para probar ventajas en

ambientes no predecibles y fluctuantes.

Werner (1997) describe como factores ambientales que pueden afectar a la

sexualidad los cambios en: la cantidad de luz, la temperatura y la concentración de C02.

Bates y Davidovich (2000) describen para Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima el

decrecimiento del tamaño de la célula (30-40% del diámetro máximo de la valva, por

ejemplo) también mencionado por Edlund & Stroemer (1997) . Posteriormente la célula

debe estar en buenas condiciones fisiológicas, lo que implica estar en una fase de

crecimiento exponencial , con suficiente exposición a la luz (Davidovich & Bates 1998).

1.1.3 Dispersión

Wuthrich y Matthey (1980) reportan que Nitzschia frustulum se dispersa por

viento, adhiriéndose a las patas de los insectos acuáticos migratorios y de aves acuáticas

(Anas platyrhynchos, Ardea cinerea y Gallinago gallinago), lo que puede resultar en

dispersión por largas distancias . Ellos encontraron hasta 13 células de diatomeas por

insecto y en aves acuáticas hasta 3 X í06 células en el pico y patas .

Otros trabajos similares han sido mencionados en Kristiansen (1996), Mann y

Droop (1996), Mann (1999) YKociolek y Spaulding (1999).

1.1.4 Importancia de las diatomeas

La fotosíntesis de diatomeas marinas generan del 18 al 20% del carbono

producido en el mar, su papel en el ciclo del carbono se ha comparado con el de las selvas

tropicales. Su existencia desde hace más de 180 millones de años y su dominancia en los

océanos han contribuido a vastos depósitos de diatomita y a una fracción considerable de

las reservas de petróleo actuales (Armbrust et al. 2004).

Se considera a las diatomeas ideales como monitor biológico ya que existen

muchas especies ecológicamente sensibles que son abundantes en casi todos los hábitats

donde el agua está presente, al menos ocasionalmente, y permanecen preservadas en los

sedimentos de muchos lagos y de muchas áreas de los océanos (Scala & Bowler 2001).

Su principal uso es como indicadores para descifrar los efectos a largo plazo de

perturbaciones ecológicas como cambio climático, acidificación de lagos y eutrofización
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(Mann & Chepurnov 2004) . También hay aplicaciones directas como en la explotación

petrolera y en la ciencia forense (Stroemer & Smol 1999). Igualmente su ornamentación

representa el paradigma del futuro de la nanotecnología (Scala & Bowler 2001).

1.2 Evolución y biología molecular

1.2.1 Inferencia filogenética

El objetivo de los estudios filogenéticos es reconstruir las relaciones genealógicas

entre entidades biológicas, estimar los tiempos de divergencia entre los organismos y

encontrar la secuencia de eventos a lo largo de linajes evolutivos (Graur & Li 2000).

Durante siglos, los naturalistas han tratado de detectar, describir y explicar la diversidad

biológica, esta labor es conocida como sistemática (Hillis et al. 1996), que' puede

definirse como una disciplina de la biología comparada que se encarga de estudiar los

patrones y procesos de la diversidad biológica (Perez-Ponce et al. 1997). La sistemática

molecular utiliza marcadores genéticos para hacer inferencias sobre procesos

poblacionales y filogenéticos creando bases de datos las cuales son usadas en estudios de

evolución molecular para evaluar tasas , procesos , y cambios moleculares a través del

tiempo abarcando la variación intraespecífica que es el campo de estudio de la genética

de poblaciones y la diversidad interespecífica, campo de estudio de la filogenética (Hillis

et al. 1996).

Dicha diversidad biológica es resultado de la evolución que puede definirse como

descendencia con modificaciones y diversificaciones (Futuyma 1998). Existen diferentes

marcadores moleculares que reflejan los cambios genéticos con diferente tasa de

evolución por lo que reflejan diversidad genética a diferentes niveles. Es decir, un

marcador molecular con tasa de evolución rápida muestra variación genética

intraespecífica y un marcador molecular con tasa de evolución lenta muestra variación

genética interespecífica.

Este vínculo es fundamental en la integración de la evolución molecular y la

sistemática y ha sido incrementada por el uso de árboles de genes en ambos niveles. La

teoría de la coalescencia predice el efecto de la deriva génica, de la mutación, de la

migración y de la selección en un tiempo esperado para un ancestro común de un alelo. Si
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la tasa de sustitución nucleotídica es suficiente para estimar la genealogía alélica,

entonces pueden realizarse inferencias sobre tamaño poblacional, flujo génico y eventos

de selección. La aparición significativa de estudios teóricos y empíricos entre especies

ayudará al entendimiento de las condiciones para que los árboles de genes y los de

organismos sean congruentes.

La sistemática filogenética trata de reconstruir relaciones de ancestria común, es

decir, busca grupos monofiléticos, basándose en caracteres derivados, es decir, que

surgieron una sola vez como novedades evolutivas y se comparten con los descendientes

(Perez-Ponce et al. 1997). La filogenia de cualquier grupo es una verdad que nunca podrá

conocerse completamente, se dice que nunca se tendrán suficientes datos para ello

(Kociolek et al. 1989). Por lo tanto, solo se puede aspirar a hacer una estimación . Para

ello es necesario identificar las características homólogas y con estos datos producir una

hipótesis de filogenia, suponiendo que esas similitudes son una guía para encontrar

relaciones, es decir, se asume-que dichas similitudes se deben a una genealogía en común

y no son producto de linajes independientes que obtuvieron la misma característica por

diferentes caminos (Hillis et al. 1996).

Aspectos controversiales

Árboles de genes y árboles de organismos

Suponiendo que los genes comparados son verdaderamente homólogos, los

árboles de genes pueden diferir de las filogenias de los organismos dada la retención de

polimorfismos ancestrales o reticulación entre poblaciones (i.e., flujo génico) o entre

especies (i.e., hibridación). Esto particularmente concierne a los segmentos no

recombinantes, como los genomas de los organelos, porque los efectos de la reticulación

potencialmente se retienen a través de las generaciones subsecuentes (HiIlis et al. 1996).

Datos morfológicos y moleculares

Ha habido un considerable debate sobre .si los caracteres morfológicos o

moleculares son por si mismo mejores fuentes de información para estimar filogenias.

Algunos han aclamado que los caracteres moleculares son relativamente débiles mientras

que otros han aclamado que los caracteres morfológicos tienden a ser no informativos o

engañosos. Una examinación más cercana muestra que esta visión carece de argumentos.
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Hillis et al. (1996) sugieren que el conflicto entre evidencia molecular y morfológica se

ha sobreenfatizado. El desarrollo de la sistemática molecular no ha resultado en amplias

refutaciones de hipótesis generadas por morfólogos; aunque el enfoque molecular puede

ser revelador en situaciones donde la variación morfológica es limitada o donde la

homología de los caracteres morfológicos no es clara (Hillis et al. 1996). La verdadera

preocupación de los sistématas debe ser que los caracteres examinados ya sean

morfológicos o genéticos exhiban la variación apropiada para la pregunta propuesta, que

los caracteres tengan una base genética clara e independiente y que los datos sean

colectados y analizados de tal manera que sea posible comparar y combinar hipótesis

filogenéticas derivadas de ellos.

Relación entre evolución molecular y evolución fenotípica

,Aunque la mutación y la deriva génica son muy importantes en la evolución, la

selección natural juega un papel significativo en la evolución fenotípica (Hedrick 2000).

Esto resulta obvio al observar que la mayoría de los caracteres morfológicos y

fisiol ógicos están bien adaptados al ambiente en el que el organismo vive. Para conciliar

estas dos observaciones , hay que suponer que la mayoría de las mutaciones moleculares

se comportan como genes neutros en poblaciones pero que no son estrictamente neutras y

que su efecto acumulativo en muchos loci es responsable de los cambios adaptativos de

los organismos (hipótesis del mínimo efecto del gen). La otra manera de conciliarlo es

suponer que la mayoría de las mutaciones no deletéreas son más o menos neutras; pero

que hay pequeñas proporciones de mutaciones adaptativas y que estas mutaciones son

responsables de la adaptación (hipótesis del máximo efecto del gen) (Nei, 1987)

1.2.2 Demografía, tamaño efectivo y recombinación

Como sabemos, la transmisión de genes de una generación a otra es

fundamentalmente un proceso demográfico; el tamaño de la población es una parte

integral de cualquier análisis de genética de poblaciones. Para entender la teoría neutral

es necesario entender la deriva, la mutación y la migración. La deriva génica es una

fuerza que reduce la heterocigosis por la pérdida al azar de alelos, está inversamente

relacionada con el tamaño poblacional (Ne) . Grandes poblaciones (suponiendo que estén
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en equilibrio de Hardy-Weinberg) no experimentarán deriva mientras que poblaciones

pequeñas experimentaran mayores efectos de la deriva (Griffiths et al. 2002). Es por ello

que conocer el tamaño efectivo de la población nos puede dar pistas sobre el efecto de la

deriva. El principal problema para calcular Ne es que generalmente es parte de un

producto cuyo parámetro no es posible estimar. Si se logra obtener un buen estimado del

tamaño efectivo de la población (demográficamente) o de la tasa de mutación, se puede

estimar el otro parámetro. Si queremos comparar el tamaño relativo de la población sobre

un loci, puede hacerse. Para ello debe asumirse que la tasa de mutación es la misma sobre

el loci y que las poblaciones están cercanamente relacionadas. Es decir, la deriva génica

está directamente relacionada con el tamaño de la población (si es pequeño, hay más

deriva; si es grande, hay menos). Existen factores que afectan Ne como que el tamaño

real de la población sea fluctuante, el sobrelapamiento de generaciones y la dispersión

espacial de la población. Su influencia en el tamaño efectivo de la población está dada

por la varianza de la distancia de dispersión, la densidad de individuos y la distribución

de las distancias de dispersión (Hedrick 2000, Gillespie 1998).

1.2.3 Marcadores moleculares

Microsatélites

Los microsatélites son regiones del genoma caracterizados por repeticiones

tándem de unidades cortas de ADN (1-6 bp) y se encuentran en el genoma nuclear,

mitocondrial y de cloroplasto. Dichas secuencias son altamente polimórficas, varian en

el número de repeticiones de las unidades a nivel de individuos permitiendo así

identificar individuos (Hancock 1999) . Una característica potencial de los micro satélites

es que los oligonucleótidos desarrollados para una especie pueden ser utilizados en taxa

relacionados. Se han estimado tasas de mutación promedio de 10-4 por generación (Jame

& Lagoda, 1996) , aunque esta tasa varía dependiendo de la especie. Se considera que la

fuente de variación en la longitud de las secuencias se debe al deslizamiento de la

maquinaria esencial de síntesis de ADN durante la replicación de estas regiones

repetitivas. Se han desarrollado marcadores de microsatélites nucleares para diferentes

macroalgas como Laminaria digitata (Phaeophyceae) (Billot et al. 1998),
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Cladophoripsis membranacea (Chlorophyta) (Strate et al. 2000), Gracilaria gracilis

(Rhodophyta) (Luo et al. 1999) encontrando que son menos abundantes comparados con

los de plantas superiores y animales y que muestran variabilidad genética

extremadamente alta. También se han desarrollado microsatélites para las diatomeas

Ditylum brightwellii (Rynearson & Armbrust 2000), Pseudo-nitzschia pungens (Evans &

Hayes 2004) y Pseudo-nitzschia multiseries (Evans et al. 2004) con el fin de detectar

variación genética a nivel poblacional.

Rynearson y Armbrust (2004) detectaron tres poblaciones genéticamente distintas.

Las diferentes poblaciones estaban asociadas a diferentes estuarios y dicha diferenciación

sugiere que el intercambio genético entre poblaciones se ve restringido por selección

diferencial. Se secuenció la región de 18S de rADN de aislados de las dos poblaciones

más divergentes, siendo éstas idénticas, lo que sugiere que se muestrearon la misma

especie o una recién divergida. Los autores consideraron que, poblaciones con diferentes

caracteristicas genéticas y fisiológicas, se mantienen por largos períodos de tiempo dado

la combinación de la hidrología y la selección diferencial. Rynearson y Armbrust (2000)

encuentra una heterocigosis esperada (He) de 0.69 a 0.88 y en 2004, con otras

poblaciones (2004) encuentran una He: 0.42-0.96. Evans & Hayes (2004) encuentran

para Pseudo-nitzschia pungens seis microsatélites con He: 0.55-0.86. Evans et al. (2004)

reportan para Pseudo-nitzschia multiseries una He: 0.39-0.70.

Oligonucleótidos universales de c1oroplasto

Basándose en la estructura conservada del ADN de c1oroplasto se desarrollaron

oligonucleótidos universales (Demesure et al. 1995) que amplifican regiones no

codificantes. Teniendo el genoma de c1oroplasto completamente secuenciado de varias

plantas, se buscaron regiones de genes de tRNA altamente conservados y de genes de

proteínas . Estos oligonucleótidos se unen a regiones conservadas y amplifican la región

intergénica no codificante; han sido probados en al menos ochos especies de plantas entre

angiospermas y gimnospermas (Demesure et al., 1995) variando de 1500 a 4000 pb

dependiendo de la especie. Algunos de estos primers fueron probados en macroalgas

verdes existosamente (TaberJet et al. 1991). Estos marcadores se utilizan en este trabajo

con el objetivo de buscar variación genética a nivel poblacional
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Región parcial de la subunidad grande de rADN

Una de las razones por las que el rADN es útil para los análisis filogenéticos es

porque diferentes regiones de este evolucionan a diferentes tasas. Por lo tanto diferentes

regiones pueden ser informativas para responder a casi cualquier pregunta sistemática a

diferentes niveles. La subunidad grande de rADN contiene regiones que evolucionan más

rápidamente que la subunidad pequeña, por ello puede ser utilizada exitosamente para

inferir relaciones filogenéticas entre organismos cercanamente relacionados (Hillis &

Dixon 1991). El dominio DI YD3 de dicha región, que es hipervariable, fue utilizado por

Lundholm et al. (2002) para realizar la filogenia de Bacillariaceae y por otros autores

(Orsini et al. 2002; Stehr et al. 2002; Lundlholm et al. 2003; Cerino et al. 2004) para

dilucidar relaciones filogenéticas de especies del género Pseudo-nitzschia.Para este

trabajo se amplificó el segmento 9 (que incluye a estos dos dominios) con los

oligonucleótidos 28y y 28z (ver figura lA).

NTS

1kb

1

28yl

1 2 8z
Figura lA. Mapa de rADN, los números del centro dividen el fragmento en secciones, la sección 9 se
amplifica con los oligonuc1eótidos 28y y 28z (Hillis & Dixon 1991).
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2. Justificación y Objetivos

Justificación

Existen pocos estudios en diatomeas de agua dulce y ninguno con diatomeas no

planctónic as. No se ha realizado ningún trabajo de genét ica de diatomeas de agua dulce

en México; los esfuerzos se han enfocado a descripciones de floras, aspectos taxonómicos

y fisiológicos. Se desconoce la variación genética de las especies mexic anas, sólo una

especie colectada en México (Pseudo-nitzschia ga/axiae) ha sido incluida en las

filogenias de diatomeas. Es importante realizar estudios en diatomeas, sobretodo en

aquellas especies que son utilizadas como indicadoras como Nitzschia frustulum, para

poder utilizarlas adecuadamente. La mayoría de las estrategias de historias de vida de

muchas diatomeas se desconocen (Edlund & Stroemer 1997) por lo que es necesario

aportar información en este campo .

Objetivo General

Determinar la variación morfológica y la estructura genética de Nirzschia

frustulum del Parque Ecológico de Xochimilco, México, así como conocer su relación

filogenética con otras especies de la familia Bacillariaceae.

Objetivos Particulares

l . Analizar la variación morfológica de la población de Nitzschia frustulum del

Parque Ecológico de Xochimilco,

2. Conocer la estructura genética de Nitzschia frustu/um mediante marcadores

nucleares, de c1oroplasto y de ADN ribosomal.

3. Conocer la estructura genética de Pseudo-nitzschia de/icatissima y Pseudo

nitzschia pseudode/icatissima.

4. Inferir la relación filogenética de Nitz schia frusru/um con otras especies

contenidas en la Clase Bacillariaceae.
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3. Localidad de estudio

El Parque Ecológico de Xochimilco (PEX) se encuentra en el Sureste del Distrito

Federal, México (Figura 3.1). Fue inaugurado en 1993 como parte de un proyecto de

rescate del Sistema Lacustre del Valle de México . Abarca casi 190 hectáreas, 50 de ellas

son espejos de agua (lagos, ciénagas y canales). Está situado sobre un área de antiguas

cenizas con suelos lacustres y palustres con elementos volcánicos aluviales y orgánicos.

En esta área, el manto freático cambia estacionalmente, lo que favorece la evaporación y

acumulación de sales de sodio cuando hay poco agua. Para rescatar las zonas inundadas y

evitar la acumulación de sales, se agrega materia orgánica continuamente.

Figura 3.1. Mapa de la República Mexicana mostrando el Distrito Federal y la Delegación Xoch imilco.

Además del agua de lluvia, se incorporan 1500 litros por segundo de agua tratada

a nivel terciario (Rodríguez 1998) que viene de la planta de tratamiento de Cerro de la

Estrella, lo que tiene como consecuencia que los cuerpos de agua sean eutróficos, algunos

con florecimientos de diferentes especies de algas (Microcystis spp, Plankiothrix

agardhii, Anabaenopsis circinalis, Arthrospira cf. jenneri, Euglena acus, Phacus tortus,

Pteromonas alata, etc.), entre ellas diatomeas (principalmente del género Nitzschia y

Navicula) (Tavera et al. 2000). El agua tratada hace disponible el alimento a lo largo del

año, en comparación con las zonas cercanas que sólo tienen buenas condiciones en época

de lluvias. El PEX está siendo rehabilitado, se puede observar colonización por flora y

fauna, destacando el retomo de la avifauna migratoria (Tepayotl 1999).
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El clima en general, según la clasificación de Koeppen modificada por García

(1986), es C(w), templado subhúmedo con lluvias en verano, con una precipitación

pluvial de 700 a 900 mm de promedio anual, y temperatura media anual de 15.90 e, con

heladas ocasionales en invierno. El Parque presenta una de las cuatro subunidades de este

clima que es el subtípico C(Wo) (el más seco de los templados subhúmedos) con luvias

en verano y con un coeficiente PIT menor que 43.2, (Wo) porcentaje de lluvia invernal

menor de 5% del total anual , con régimen térmico de verano fresco largo, (i) con

oscilación térmica anual entre 5° e y7° C.

Aquí se encuentran especies de flora y fauna originales del sur de la cuenca. En

cuanto a la flora encontramos 119 especies, de las cuales 15 son acuáticas. Entre las que

se encuentran a las orillas de los cuerpos de agua tenemos a Eichhornia crassipes (lirio

acuático), Scirpus pungens y Typha latifolia (tule) (Salas 1998).

En el Parque Ecológico de Xochirnilco se han reportado 64 especies de aves de

las cuales 33 son residentes y 31 son migratorias, encontrándose que 19 de las migratorias

visitan el parque en otoño-invierno, 11 en invierno y 1 en otoño. Del total, 39 son

acuáticas y 25 son terrestres. Entre la especies de aves acuáticas más abundantes

encontramos (en orden de abundancia) a Anas platyrhynchos diaza, Gallinula chloropus,

Fulica americana y Oxyura jamaicensis. Tepayotl (1999) define

Los factores que afectan la permanencia y comportamiento de las aves no es

constante ya que el PEX es manejado por el hombre dado que requiere de un

mantenimiento periódico. De acuerdo a su investigación, Tepayotl (1999) define como

zona de reserva aquella que presenta poca actividad humana (cerca al canal del bordo y

alrededor del Lago Acitlalín) donde las condiciones más propicias para la distribución se

acercan al óptimo, como zona intermedia al lago Huetzalin en su parte central y los

pequeños cuerpos de agua que lo rodean y zona de condiciones cercanas al mínimo donde

hay vegetación herbácea sin cuerpos de agua. La presencia de aves es importante para la

dispersión de diatomeas (Wuthrich & Matthey, 1980). Otro papel importante de las aves

es, también, el de aportar nutrientes al medio a través del guano (Tepayotl 1999). Se

definen áreas

Tavera et al. (2000) encuentran especies de chlorococcales distribuidas en el lago

Huetzalin y el canal del bordo; no encuentran chlorococcales en el lago Acitlalín y un
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pequeño cuerpo de agua que está al noreste. De acuerdo sus mediciones de la temporada

fría y seca en Noviembre, reportan que el pH de los cuerpos de agua oscila de 7.5 (en el

vertedero) a 9.6 (en el canal El Bordo) y la conductividad va de 519 (en el vertedero) a

1335 )l.S cm" (en el lago Acitlalín) .

4. Especies estudiadas

4.1 Taxonomía de Bacillariaceae

Se han descrito a 16 géneros pertenecientes a la familia Bacillariaceae, entre ellos

a Nitzschia y Pseudo-nitzschia Durante muchos años se han debatido las relaciones entre

los géneros Pseudo-nitzschia, Fragilariopsis y Nitzschia. Round et al. (1990)

recomiendan retener a Fragilariopsis como un género separado de Nitzschia. Hasle , en

1993 y 1994 reconstru ye a Pseudo-nitzschia como un género separado después de hacer

comparaciones morfológicas entre Pseudo-nitzschia y Nitzschia (citado en Kaczmarska &

FryxeIl1994). Nitzschia comprende a más de 900 especies por lo que Mann (1986) indica

que es necesaria una revisión taxonómica, lo cual implica un mayor esfuerzo ya que

pocos taxa han sido estudiados en el microscopio electrónico de transmisión y barrido y

no existen monografías recientes comprensibles.

Lundholm et al. (2002) realizaron un análisis filogenético de Bacillariaceae de 42

especies tomando las primeras 872 pares de bases de la subunidad grande de rDNA que

incluye algunos de los dominios más variables. Cuatro géneros arráfidos se usaron como

grupo externo para análisis de distancia, parsimonia y máxima verosimilitud. Las

inferencias filogenétic as revelaron que Bacillariaceae es monofilética. Los autores

tomaron también diversas características morfológicas observadas al miscroscopio óptico

y electrónico (rafe levantado sobre la valva, presencia o ausencia de poroides en la pared

del canal rafideano , presencia o ausencia de nódulo central, número de estrías comparado

con el número de fíbulas, número de filas de poroides, patrón de perforaciones en el

himen del poroide, copula , estructura secundaria en la frústula, forma de crecimiento o

tipo de colonia). Los análisis sugieren que Nitzschia no es monofilético para los análisis

realizados (máxima parsimonia y máxima verosimilitud) (Figura 4.1).
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Figura 4. I. Árbol de máxima parsimonia de Bacillariaceae basado en la región variable de la subunidad
grande de rDNA. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) para parsimon ia se muestran antes de la diagonal
y los valores de bootstrap del análisis de distancia (1000 réplicas) se muestran después de la diagonal
(Lundholm et al. 2002).

4.1.1 Descripción de Nitzschia

Round et al. (1990) definen al género Nitzsch ia como células solitarias o

formando cadenas o colonias en forma de estrellas, o viviendo en tubos de mucílago,

usualmente derechas y con forma de aguja otras veces sigmoide en vista valvar o del rafe;

dos plástidos, uno al final de cada célula, raramente muchos plástidos pequeños

discordes, plástidos simples o lobulados, conteniendo de uno a más pirenoides con forma
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de barra, de agua dulce a marinos, usualmente epipélicos o planctónicos. Valvas rectas o

sigmoides, angostas; lineales, lanceoladas o elípticas, algunas veces expandidas en el

centro, más o menos simétricas con respecto al plano apical; pero comúnmente de fuerte

asimetría en su estructura. Polos diversos generalmente rostrados o capitados. Estrías

usualmente uniseriadas no interrumpidas por estema lateral, conteniendo pequeños

poroides redondos ocluidos por hímenes y algunas veces por cribas también. Areolas

ocasionalmente loculadas en las especies sigmoides grandes. Cadenas marginales algunas

veces presentes. Sistema rafideano ligero a muy fuertemente excéntrico, cercano al

margen proximal (Figura 4.2a), fibulado. Sistema de rafe en las dos valvas del mismo

lado (simetria hantzschoide) o de lados opuestos (simetría nitzschioide) del frústulo

(Figura 4.2b). Durante la división celular el sistema de rafes de las valvas hermanas se

forma en lados opuestos de la célula parental, entonces células hantzschoides no se

entrecruzan realmente. Terminaciones simples del rafe central presente en algunas

especies, rafe continuo de polo a polo en otras, terminan en una helictoglossa pequeña o

grande y doble, terminaciones externas simples o desviadas hacia el margen distal.

Fisuras terminales usualmente presentes, giradas o en gancho hacia el lado distal o

proximal. Fíbulas muy diversas, algunas veces extendidas a lo largo de la valva. Bandas

del rafe abiertas, muy variables en número, usualmente con uno o varias filas

transversales de cada uno de los poroides.

a
r
"~'lliiilll¡IIII¡¡ll/lill¡l~

Figura 4.2. a. vista valvar de Nitzschia con el rafe (r) a lo largo de un lado. b. Vista transapical de un
frústulo de mostrando laheteropolaridad de la epivalva e hipovalva (Barber & Haworth 1994).

Es un género relativamente grande con cientos de especies marinas y de agua

dulce. La mayoría de las especies son epipélicas en microhábitats pero Nitzschia contiene

también especies planctónicas, epilíticas y epifiticas. Nitzschia contiene
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Es un género grande y difícil, dividido en varias secciones por eleve y Grunow en

1880. Round et al. (1990) separan Nitzschia en Fragilariopsis, Psammodictyon y

Tryblionella. Otros estudios sobre el género se han realizado por Lange-Bertalot (1980) y

otros, revisando los conceptos de varias especies de agua dulce con el objetivo de

establecer relaciones subgenéricas.

Nitzschia es uno de los géneros más grandes de diatomeas y no ha sido sujeto a

una revisión taxonómica mayor desde hace casi un año. Se han descrito muchas especies

a partir de la descripción original realizada por Hassall en 1845, con muchas de éstas sin

asignación taxonómica al género. Recientemente se han aplicado dos aproximaciones

para clarificar los sitemas intragenéricos.

En un esfuerzo extensivo, Lange-Beralot (1980) y Lange-Bertalot y Simonsen

(1978) (citado en Lange-Beralot, 1980) han revisado los conceptos de varias especies

mayoritariamente de agua dulce (principalmente la sección Lanceolatae) con el objetivo

de establecer relaciones subgenéricas dentro del género. Por ejemplo , Lange-Bertalot

(1980) Mientras que Mann (1986) Y Round et al. (1990) definen caracteres diagnóstico

del género examinando el tipo genérico y ciertas secciones, para proveer un marco de

referencia para futuras consideraciones de lo que debe ser considerado el género

Nitzschia. Un ejemplo son los cambios progresivos que han rodeado la taxonomía

intragenérica como la historia del género Pseudo-nitzschia H. Perigallo y Fragilariopsis

Husdedt cuya relación con Nitzschia ha experimentado cambios repetidos durante las

últimas décadas. Mann en 1986 indica que es necesaria una revisión taxonómica.

4.1.2 Descripción de Pseudo-nitzschia

El género Pseudo-nitzschia incluye a 27 especies de diatomeas pennales que

forman colonias, originalmente estaba considerado dentro de una sección Nitzschia

americana. Es un género marino, planctónico de diatomeas que forman cadenas; algunas

especies dentro del género producen ácido domóico; tiene una distribución mundial e

incluye a especies cosmopolitas, templadas y tropicales. La identificación de las especies

puede ser compleja ya que es necesario observar detalles finos de la estructura del

frústulo en el microscopio electrónico para poder definir a la especie. Fehling et al.

(2004) demuestran en un estudio con varias especies de Pseudo-nitzschia la importancia
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de combinar aproximaciones morfológicas y genéticas para identificar y separar especies

de Pseudo-nitzschia cercanamente relacionadas.

Para 'Pseudo-nitzschia delicatissima colectada en el golfo de Nápoles, Italia,

Orsini et al. (2004) encontraron cinco diferentes linajes con fTSf-S.8S-fTS2. Detectaron

alta variación genética en la fase anterior de florecimiento ; dichos cultivos se agrupan en

un cIado. Las secuencias de la subunidad grande de rADN (LSU) generan la misma

topología. Se reveló una alta diversídad genética dentro de la especie, que previamente se

había considerado una morfoespecie bien definida. Al encontrar diversidad criptica para

Pseudo-nitzschia delicatissima consideran que con la técnica de microscopia de luz se

subestima la diversidad de especies . El análisis filogenético considera la existencia de

especies reproductivamente aisladas dentro de Pseudo-nitzschia delicatissima; pero no

descartan que pueda haber hibridación, que puede ser la causa de la alta diversidad

encontrada. Mencionan que la distancia genética entre diferentes poblaciones es

comparable a aquella que existe entre diferentes especies de plantas además de que

encuentran diferentes rendimientos fotosintéticos a pesar de ser aparentemente idénticos

morfológicamente (Orsini et al. 2004). En el estudio realizado por Orsini et al. (2004)

utilizaron sólo secuencias de Pseudos-nitzschia delicatissima y una secuencia de Pseudo

nitzschiafraudulenta que utilizan como grupo externo.

Cerino et al. (2004) encuentran que la diversidad genética en Pseudo-nitzschia

galaxiae menor que en otras especies . Stehr et al. (2002) describen muy poca variación

en P. pungens colectada en Estados Unidos. Stehr et al. (2002) mencionan que P.

pseudodelicatissima muestra alta variación genética. Basándose en observaciones de

aislados con caracteres similares a P. pseudodelicatissima y a P. cuspidata, Lundlholm

(2003) considera que existen más especies no descritas de Pseudo-nitzschia.

4.1.3 Descripción de Nitzschia frustulum

Nitzschia frustulum (Kützing) Grunow en Cleve y Grunow 1880, sección

Lanceolatae sensu Krammer y Lange-Bertalot 1998 la describen como valvas

lanceoladas, linear lanceoladas , a lineares con ápices ligeramente alargados, agudos,

redondeados, ligeramente capitados, márgenes ligeramente cóncavos en la parte media de
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la rafe; estrías punteadas paralelas, generalmente dos por fibula ; fibulas cortas, angostas o

anchas, con nódulo central evidente, irregularmente dispuestas. Largo de las valvas : 5-60

um, Ancho de las valvas: 2-4.5~. Densidad de estrías: 17 a 27 en 10~. Densidad de

puntos (aerolas) en las estrías: 19 a 30 en 10~. Densidad de fibulas en el centro: 10-16

en 1O um. Crece en natas, flóculos filamentosos, tapetes, películas compactas,

crecimientos hemisféricos, macrófitas , perifiton, pláncton, costras , flóculos

mucilaginosos y películas filamento sas; edáficas , plánctica, ep ífita, epipsámica, epilítica,

epipélica, en charcos, canales , lagos, arroyos, ríos, represas, ambientes mixtos y

estanques artificiales.

Se ha encontrado a la especie en sedimentos fósiles de lago, pantanos, aguas

estancadas y lagos salobres someros. Habita en ríos, lagos, manantiales, charcos,

pantanos marginales y suelos húmedos. Las aguas donde se encuentran suelen ser

someras, con salinidad variable, alcalinas y/o salobres con profundidad moderada,

eutérmica, eurihalobia, alcalífila (pH de 6.2 a 8.6), eutrófica, halófila e indiferente a la sal

y apartemente eurihalobia, lirnnobiontica mesooxibióntica (Novelo , 1998; Krammer &

Lange-Bertalot 1988). La forma de vida que presentan son: béntica, litoral , plánctica ,

edáfica, perifitica y endozooica.

Distribución

La especie es considerada cosmopolita. Novelo (1998) encuentra registros en:

Inglaterra, Reino Unido; Europa Central; Maharasthra, India; Córdoba, Argentina;

Francia; México central, Texcoco, Tehuacan, Puebla, México; Alemania; Nowy Sacs,

Polonia. Para la variedad perpusilla hay registros en Arizona, Estados Unidos y Baviera;

Alemania. Para la variedad subsalina hay registros en Irak, Francia y Murcia, España.

Otros autores la han reportado en Holstein , Alemania (Wendker 1990), Bahía Chesapeake

(Maryland, Penssilvanya, Virginia y distrito de Columbia, EUA (lntersate Commision on

the Potomac River Basin 1998)), Tierra del Fuego (Argentina) (Mataloni 1998),

California, EUA (Herbst & Blinn 1998, Brown & Short 1999), Tuva, Russia (Naumenko

1999), Norte de África (Marruecos, Tunes y Egipto) (Fathi et al. 2001), Victoria,

Australia (Blinn & Bailey 2001) , La Jolla, California, Estados Unidos (Lundholm 2002),
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Aiguamolls de l'Empord á, España (Trobajo et al. 2004) por mencionar algunos (Figura

4.3).

Figura 4.3 . Mapa mostrando los sitios donde se ha reportado la presencia de Nitzschiafrustulum ,

Morfología de Nitzschia frustulum

Además de los factores ambientales que afectan la tasa de dism inución del

tamaño , se ha demostrado para que hay tamaños variables entre diferentes clonas de la

misma especie , en las mismas condiciones de crecimiento, lo que sugiere que el control

de la disminución del tamaño tiene un valor competitivo (Edlund & Stroemer 1997). La

variación morfológica es claramente una respuesta a condiciones ambientales (Cox

1995).

Wendker (1990) en el estuario Schlei de Holstein , Alemania, encuentra que en

poblaciones naturales de Nitzschia fru stulum el largo y ancho de la valva y la densidad de

fíbulas aumenta conforme se aproxima a la boca del estuario , mientras que el incremento

de la densidad de fíbulas coincide con un decremento de P.
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Trobajo et al. (2004) describen, para una cepa de Nitzschiafrustulum aislada de un

pantano salado mediterráneo, los efectos de salinidad, tasa de N:P y movimiento del agua

en su morfología, encontrando que la salinidad es el principal factor que afecta el largo,

ancho y densidad de fibulas , pero que la densidad de fibulas y el ancho también se ven

afectados por la tasa N:P y el movimiento del agua respectivamente. Consideran que la

densidad de estrías es el carácter más estable de los mencionados en este estudio.

Mencionan que el ancho de la valva adaptación que provee de una mayor superficie de

unión en condiciones turbulentas.

Observaciones casuales sugieren que el tamaño promedio y máximo de las células

son mayores en aquellas poblaciones en ambientes colectados antes de ser disturbados

por el hombre que en ambientes modernos (Edlund & Stroemer 1997) .

Sexualidad en Nitzschia frustulum

Algunas diatomeas son automícticas y se pueden dividir en paedógamas, donde

dos gametos del mismo gametangio se fusionan ; autógamas, donde la fusión del núcleo

gamético ocurre sin unión al protoplasma gametangial, o partenogenéticas.

En las diatomeas Pennales la paedogamia (Figura 4.4) se conoce en Synedra ulna,

algunas poblaciones de Cymbella y Gomphonema y en Nitzschia frustulum varo

perpusilla, Amphora cf. veneta y Achnanthes subsessilis. En cada caso la restricción o

evasión de recombinación y sexualidad es claramente secundaria (Mann 1993). Los laxa

automícticos y partogenéticos están cercanamente relacionados a las diatomeas con un

ciclo sexual normal y están dispersos en los diferentes grupos de diatomeas. Su

distribución sugiere que cualesquiera que sean sus ventajas a corto plazo de abandonar el

sexo, las apomícticas y automícticas han sacrificado sus prospectos evolutivos (Round et

al. 1990)

Mann (1993) considera que Nitzschia se ha diversificado particularmente rápido

en sus procesos sexuales o que Nitzschia puede ser un grupo taxonómico no natural, lo

cual dividiría al género en varios como lo propone Round et al. (1990).
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Figura 4.4 .. Q. Profase meiótica en gametangios no pareados , b-d. Gametos antes, durante y después del
rearreglo, e. La paedogamia resulta en la formación de un único cigoto que queda dentro del gametangio, f

Auxospora expandida (Round et al. 1990).

4.2 Genética Poblacional de Diatomeas

La genética de poblaciones analiza los fenómenos microevolutivos en términos de

genes y sus frecuencias así como de individuos y sus genotipos. Trata de explicar, en

términos cuantitativos y predictivos , el proceso de adaptación (Eguiarte 1999). La

detección y cuantificación de la variación genética intraespecífica nos sirve para

encontrar factores clave como el tamaño de la población, distancia geográfica entre

poblaciones , tamaño y frecuencia de los disturbios ecológicos y tasa y patrones de

dispersión. Entender estos patrones de variación genética y estructura de la población

dentro de una especie es fundamental en estudios de ecología y evolución (Coyer et al.

1997).

La sexualidad permite la recombinación y resulta en presencia de radiación

adaptativa, selección natural y entrecruzamiento, permitiendo la diversidad genotípica y

la heterocigo sis, que es un beneficio para los organismos que habitan ambientes

irregulares (Edlund & Stroemer 1997) .

Estudios de estructura poblacional el diatomeas planctóni cas (Tabla 4.1) muestran

que hay altos niveles de diversidad genética entre poblaciones alopátricas y alocrónicas

de lo que es morfológicamente la misma especie, sugiriendo flujo génico restringido o

deriva génica en poblaciones aisladas, o fuerte selección, o una combinación de estos

factores. También se observa que puede haber alta diversidad genética, acompañada por
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variaci ón fisiológica, dentro de una misma población muestreada en un sitio en un mismo

tiempo, lo que se ha interpretado como reflejo de un cambio continuo de dirección de la

selección en un ambiente variable continuamente.

Tabla 4.1.Estudios anteriores de genética de poblaciones realizados en diatomeas. ·especie marina,
··especie de agua dulce.

Organismo
Skeletonema costatum"

Asterionella formosa **
Fragilaria capuchina **
Ditylum brightwellii"

Marcador Referencia
isoenzimas Gallager 1980, 1982
rsoenzimas Soudek y Robinson 1983
RAPD Lewis et al. 1997
microsatélites Rynearson & Armbrust 2000, 2004
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5. Materiales y métodos

5.1 Muestreo

El muestreo se llevó a cabo el 8 de noviembre de 2002 en el Parque Ecológico de

Xochimilco, México D.F. Se tomó una muestra de agua (aproximadamente 10 mI) de

cada uno de Jos siguientes nueve sitios que fueron elegidos buscando que estuvieran

alejados entre sí y que fueran diferentes en apariencia (Figura 5.1):

La muestra consistió principalmente del agua obtenida al exprimir las plantas

encontradas en el sitio, de este modo, elegimos que la especie fuera bentónica o epifitica.

De cada sitio muestreado se tomó la ubicación, la altitud y el procedimiento para tomar la

muestra (Tabla 5.1). El promedio de altitud fue de 2244.9 ± 4 metros, por lo que podemos

decir que no hay una variación importante en la altitud entre los sitios de muestreo.

Toma de la muestra
w

Tabla S.I Ubicación y alt itud de cada sitio donde fueron tomadas las muestras. Se menciona el sustrato de
donde fue tomada la muestra

Sit io Ubicación
N

A
B
e
o
E
F
G
H
1

19° 17.S97'
19° 17.SS8'
)90 17.609'
19° 17.434'
)90 17.IS4'
19° 17.149'
)9017.731'
19° 17.808'
19° 17.833'

99° OS.810'
99° OS.80S'
99° OS.728 '
99° OS,712 '
99° OS.742,
99° OS.744 '
99° OS.488'
99° OS.482'
99° OS.61] '

Exprimido de Scirpus Iacustris
Expr imido de Eichhornia cassipes
Exprimido de Scirpus Iacustris
Exprim ido de Eichhornia cassipes
Exprim ido de Scirpu s Iacustris
Exprimido de Scirpus lacustris y Eichhornia cass ipes
Exprimido de Typha latifolia
Exprimido de Scirpus lacustris
Exprimido de Scirpus Iacustris

Podemos observar que los sitios B, D y E forman parte del Lago

Huetzalin, Los sitios A, e, H e 1 son pequeños y están sujetos a altas tasas de evaporación

Tepayotl (1999) define como zona de reserva aquella que presenta poca actividad

humana (cerca al canal del bordo y alrededor del Lago Acitlalín) donde las condiciones

más propicias para la distribuci ón se acercan al óptimo, como zona intermedia al lago

Huetzalin en su parte central y los pequeños cuerpos de agua que lo rodean y zona de

condiciones cercanas al mínimo donde hay vegetación herbácea sin cuerpos de agua.

Tavera et al. (2000) encuentran especies de chlorococcales distribuidas en el lago

Huetzalin y el canal del bordo; no encuentran chlorococcales en el lago Acitlalín y un
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pequeño cuerpo de agua que está al noreste. De acuerdo sus mediciones de la temporada

fría y seca en Noviembre, reportan que el pH de los cuerpos de agua oscila de 7.5 (en el

vertedero) a 9.6 (en el canal El Bordo) y la conductividad va de 519 (en el vertedero) a

1335 mS cm-I (en el lago Acitlalín).

~

N

F

500 m.

Figura 5.1. Mapa del Parque Ecológico de Xochimilco. Las letras (A-I) corresponden a los sitios de
donde se tomaron las muestras de agua.
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5.2 Cultivo

De cada una de estas nueve muestras de agua, se tomaron dieciséis alícuotas de

aproximadamente 0.5 mi cada una. Se buscó el método de crecimiento adecuado para

obtener monocultivos de diatomeas libres de bacterias y hongos.

Se sembraron las dieciséis alícuotas tomadas de cada muestra de agua, en una caja de

Petri con el medio elegido (Apéndice 10.1) Yal cabo de siete días se buscaron diatomeas

para ser resembradas . Los cultivos se colocaron en una cámara de crecimiento con luz y

temperatura controlada , siendo éstas: temperatura de 18°C con fotoperíodo de 16 horas de

luz y 8 de oscuridad . La intensidad luminosa en la cámara de crecimiento fue de 0.15

ueinstcins m-2s-1
, proveniente de tubos fluorescentes. Se encontraron varias especies de

diatomeas pero Nitzschia frustulum fue la especie encontrada en todos los sitios

colectados y fue la que se resembró. Los cultivos presentaban bacterias y hongos, de

modo que se probó agregar diferentes antibióticos (penicilina, estreptomicina y

penicilina/estreptomicina) a diferentes concentraciones resultando que, en bajas y medias

concentraciones (50 mg!ml y 75 mg/ml) no se inhibía el crecimiento de hongos ni

bacterias, y en altas concentraciones (100 mg!ml) se inhibió el crecimiento de las

bacterias y hongos; pero también de las diatomeas , por lo que se optó por buscar un

método manual para quitar dichos microorganismos. El método que a continuación se

describe (WeJch 1948), permitió aislar una sola célula de diatomea, logrando erradicar la

presencia de otros microorganismos no deseados, asegurándose de esta manera tener

cultivos que provinieran de un mismo individuo . Todo el procedimiento se llevó a cabo

en una campana de flujo laminar, en condiciones estériles .

1. Elaborar una micropipeta a partir de una pipeta pasteur calentándola en el

mechero y estirándola con unas pinzas de disección.

2. Tomar una gota de medio de cultivo líquido para diatomeas con la micropipeta y

depositarla en la caja de Petri, donde se observen diatomeas.

3. Tomar esa gota de la muestra con diatomeas con la micropipeta y ponerla en el

centro de la tapa de una caja de Petri invertida.
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4. Colocar de 6 a 8 gotas de medio líquido alrededor de la muestra, marcando una

gota como la número l .

5. Usar una pipeta estéril y transferir en una gota las células de la muestra de interés

a la gota número 1.

6. Repetir el procedimiento de la gota número 1 a la 2 en el movimiento de las

manecillas del reloj.

7. Repetir hasta tener una sola célula en la gota.

8. De no ser posible tener una sola célula, sembrar una gota lo más pura posible en

medio de cultivo con agar y esparcirla en la caja de Petri con un poco de medio de

cultivo líquido.

Este procedimiento se repitió 18 veces a modo de aseguramos de tener en cada caja

a un individuo clona\. Después del procedimiento descrito en la metodología, algunos

cultivos se perdieron por contaminación, mientras que en otros no se encontró a Nitzschia

frustulum, quedando el siguiente número de individuos por sitio:

Tabla 5.2. Número de individuos de Nitzschiafrsululum aislados de cada sitio muestreado.

Sitio Número de individuos aislados
A 8
B 9
C 4
D 10
E 10
f 6
G 8
H 6
1 6

Total 67

finalmente se crecieron los individuos por duplicado, almacenando una muestra

en medio de cultivo con glicerol al 30% a -700 C, y utilizando la otra muestra para la

extracción de ADN.
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Figura 5.2. Fotografias de los cultivos de Nitzschia frustulum observados al microscopio a 1000X a las
cinco semanas de crecimiento.

5.3 Caracterización Morfológica de Nitzschia frustulum

Se observó al microscopio una mezcla de cultivos de cada sitio a las cinco semanas de

crecimiento. Para ello se recolectó el material directamente de las cajas de Petri. Se

elaboraron dos preparaciones permanentes (Anexo 5.2) por sitio , que fueron observados

en el microscopio óptico en contraste de fases a 1000X. De cada una de las preparaciones

se tomaron datos morfológicos de 5 células, teniendo los siguientes datos de diez células

por sitio :

• Sitio de la muestra

• Largo en ¡.un(de ápice a ápice)

• Ancho en ¡.un (medido en el centro de la valva)

• Número de Fíbulas en 10 ¡.un (en el centro de la valva)

• Número de Estrías en 10 um (en el centro de la valva)

strias

• Tipo de Ápice:

o Tipo 1: cuneado (a)

o Tipo 2: rostrado (b)

32

Neevia docConverter 5.1



• Tipo de Valva:

o Tipo 1: lanceolada (a)

o Tipo 2: no lanceolada linear (b)

o Tipo 3: no lanceolada linear acinturada (c)

a < :>
e: )b

e = )e

Para asegurar que los datos de 10 células por sitio fueran representativos y válidos

para los análisis estadísticos; en una prueba al azar se midieron 20 células observando el

promedio acumulado. Con esta prueba resultó ser suficiente medir 6 células,

posteriormente se decidió medir 10.

Se realizó una correlación del número de fibulas, número de estrías y proporción

largo/ancho con el programa Statistica (StatSoft Inc. 1998).

Posteriormente los datos fueron transformados para corregir su heteroescedasticidad,

no normalidad y no aditividad (Zar 1999) Los datos discretos (número de fibulas en 10

um Y número de estrías en 10 um) fueron transformados logaritmicamente, para la

proporción largo/ancho se utilizó la transformación arcoseno (Zar 1999). Para buscar

diferencias significativas de cada carácter entre los sitios de muestreo se realizó un

análisis de varianza con el programa Statistica (StatSoft Inc. 1998), para los análisis de

varianza que presentaron diferencias significativas, se realizó la prueba post-hoc que nos

ayuda a encontrar que grupos son diferentes a otros. La prueba utilizada fue Duncan

(Duncan's multiple range test).

Con el promedio de cada carácter se realizó un análisis de agrupación que nos ayuda a

organizar los datos en estructuras significativas. El algoritmo utilizado es el de árbol de

agrupación, el propósito de este algoritmo es juntar objetos (en este caso sitios) en grupos

utilizando una medida de similitud o distancia dando como resultado un árbol jerárquico.

En este estudio se utilizó el análisis de cluster de unión simple con distancias euclidianas.
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5.4 Extracción de ADN

Para la extracción de ADN se utilizó el protocolo utili zado por Lewi s et al. (1997)

modificándolo al añadir RNAsa antes de la precipitación con isopropanol (ver protocolo

modificado en Apéndice 10.2). Para familiarizarse con los protocolos de laboratorio, se

recomienda revisar a Karp et al. (1998).

Se realizaron las extraccione s de ADN de los 67 cultivos obtenidos, tom ando

aproximadamente 0.1 g de células como lo indica el protocolo de extracción. Las

mue stras de ADN se corrieron en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio

(Figura 5.3) con A DN del fago le de concentración con ocida para calcular la

concentración aproximada de cada mue stra, mediante la comparación de la intensidad de

las bandas. Posteriormente se midieron las muestras en un fluorórnetro . De las dos

cuantificaciones, que fueron similares (20 ng/¡.!l en promedio), se obtuvo un promedio a

partir del cual se hicieron diluci ones, quedando todas las muestras a la misma

concentración. La pureza del ADN (ADN poco poca o nula presencia de proteínas) es

óptima cuando la relación entre la A260/280 es -1.8-2.0 (Sambrook et al. 1989) , el 90%

de nuestros valore s se encontraron en este rango.

AIO Bl CIO DI E6 F13 G9 HI4 112

'i4· . ".. ~ , .....~ ~" .." '. "
\!", I r t '~ fQ$ '"' ~~....._..__. ..-

Figura 5.3 . Gel de agaro sa al 1% donde se observa la presencia de ADN de diferentes individuos (el
nombre de la cepa se muestra arriba de la fotografia) de Nitzschia frustulum.

5.4.1 Microsatélites

Con el fin de buscar variación a nivel poblacional, se utilizaron los microsatélites

desarrollados para Ditylum brightwellii , una diatomea Central (Rynearson & Armbrust

2000), ya que en el momento en el que se inició este trabajo eran los únicos que se habían

desarrollado para diatomeas. Estos ocho microsatélites se encontraron en el genoma

nuclear, y se disei'íaron los oligonucleótidos para uno de los locus (Dbr4). Las siete

secuencias restantes fueron obtenidas del genebank, dichas secuencias incluyen el
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microsat élite y la secuencia flanqueadora. De estas siete secuencias, sólo era posible

diseñar oligonucleótidos para tres de ellas, ya que las otras cuatro las secuenc ias

flanqueadoras no contení an suficiente ADN no repetitivo. Utilizando el programa Primer

3 (Rozen & Skaletsky 2000) se obtuvieron posibles oligonucleóti dos y se revisaron

manua lmente. Se probaron los dos sig uientes loci:

Tabla 5.3 Secuencia (Rynearson & Armbrust 2000) y oligonucleótidos de microsatélites nucleares
encont rados de Ditylum brightwellii .

Loci Dbrl
(Rynearson & Armb rust 2000)

Dbr4
(este trabajo)

Secuencia (GA).AAGCAA(GA).T(GAhAA(GA);
GTA(GA)ls

(GT)g(GChAC(GT)5CTGTTTGTCT(GT);
CTGTGC

5'- CGCATAGTAGGGCCACAGAT -3' 5'· CGCATAGTAGGGCCACAGAT -3'

# de acceso
Genebank
Oligonucleót ido
forward
Oli gonucl eótid o
reve rse

AF2630 0 1

5'· CGCAATCTA ACAAATGA -3'

AF2630 04

5' · AATTTTCCCAAGGATA C ·3'

Para estos oligonucleót idos se rea lizaron gradientes de temperatura de alineac ión

(48 ± 5 o C) y curvas de concentración de cloruro de magnesio (1.5, 2.0, 2.5 Y 3.0 mM)

para determinar sus condiciones óptimas para su amplificación (Tabla 3.3).

Reactivo

Tabla 5.4 Concentraciones de los reactivos para la ampl ificación de los microsatélites Dbr l y Dbr4.

Concentración Concentración uL por
stock final reacción

1.5
0.25
2.5

3.75 c/u
2.5
25

3mM

0.15 mM
1.25 U

5%
0.3mM

1 X

50mM

10 ng/uL 50 ng 5
4.25
1.5

2.5 mM
5 U/uL
50%

2 mM cd/uno
10 X

ADN templado
ddH20

Cloruro de Magnesio (MgCI 2)

Dinucleótidos trifosfatados
(dNTP)
ADN polimerasa
Glicerol
Oligonucleótidos (Primers)
Buffer
TOTAL

A continuación se presenta el programa utilizado en el tennociclador (Eppendorf

modelo MasterC ycler Gradient) .
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Figura 5.4, Programa utilizado en el termocilador Eppendorf MasterCycler Gradient. Izquierda, para el
oligonucleótido Obrl; derecha, para el oligonucleótido Obr4 .

El producto de PCR fue corrido en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE IX

para confirmar la presencia del amplificado. Después se corrió en un gel de

poliacriJamida al 6% teñido con nitrato de plata, con el fin de obtener buena definición

del tamaño.

La presencia del fragmento amplificado se observó en geles de agarosa al 2%

teñidos con bromuro de etidio. Para conocer la exactitud del tamaño se corrieron los

fragmentos amplificados en geles de acrilamida al 6%.

5.4.2 Oligonucleótidos de c1oroplasto

Posteriormente se probaron los siguientes oligonucleótidos universales de

cloroplasto (Demesure et al. 1995).

Tabla 5.5. Oligonucleótidos universales de c1oroplasto . El nombre indica la región conservada a la que se
adhiere el oligonucleótido (Oemesure et al. 1995) .

NOMBRE Oligonucleótido 1 Oligonucleótido 2

5'- TGCTTTCATACGGCGGAGT -3' 5'- GCTTTAGTCTCTGTTTGTGG .. 3'

5'- CCAGTTCAAATCTGGGTGTC -3' 5'- GGGATTGTAGTTCAATTGGT - 3'

ImC [IRNA-Cys
(GCA»)- ImO [tRNA
Asp (GUC»)

ImM [tRNA-Met
(CAU»)- rbcL
[RuBi sCO subunidad
grande)

11'110 [tRNA -Asp
(GUC»)- ImT [IRNA- 5'- ACCAA TTGAACTACAATCCC - 3' 5'- GGGA TTGTAGTTCAATTGGT - 3'
Thr(GGU»)

ImS [IRNA-Ser

(UGA»)-lmfM 5'- GAGAGAGAGGGATTCGAAC -3' 5'- CATAACCTTGAGGTCACGGG -3'
[tRNA-Met (CA U»)

36

Neevia docConverter 5.1



Para estos oligonucleótidos se realizaron gradientes de temperatura de alineación
(55 ± 6 o C) y curvas de concentración de cloruro de magnesio (l .5, 2.0, 2.5 Y 3.0 mM)
para determinar las condiciones óptimas para su amplificación, quedando lo siguiente:

Tabla 5.6. Concentraciones de los reactivos para la amplificación de las regiones intergénicas de
c1oroplasto.

Reactivo Concentración Concentración uLpor
stock final reacción

ADN templado 10 ng/ul 50 ng 5
ddH20 5.6
Cloruro de Magnesio (MgCI2) 50mM 2.5mM 1
Dinucleótidos trifosfatados
(dNTP) 2.5mM 0.15 mM 1.2
ADN polimerasa 5 U/ul 1 U 0.2
Glicerol 50% 5% 2
Oligonucleótidos (Primers) 2 mM cd/uno 0.15 mM 1.5 c/u
Buffer 10 X 1 X 2
TOTAL 20

94" S'
~.--i 45~

!
77 i¡

4'"---+--------i--

67 - -+-

•. ---t-------+--

30 Cickls 30 C'clc:l5

Figura 5.5. Programa utilizado en el tennocilador Eppendorf MasterCycler. Izquierda, para el
oligonucleótido ImM - rbcL; derecha, para el oligonucleótido ImS - ImIM.

El producto de PCR fue corrido en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X
para confirmar la presencia del amplificado. Después se corrió en un gel de
poliacrilamida al 6%, con el fin de obtener buena definición del tamaño.

La presencia del fragmento amplificado se observó en geles de agarosa al 2%
teñidos con bromuro de etidio. Para conocer la exactitud del tamaño se corrieron los
fragmentos amplificados en geles de acrilamida al 6%.

5.4.3 Región parcial de la subunidad grande de rADN

Se probaron dos oligonucleótidos universales que amplificaron el segmento 9 de

la región parcial de la subunidad grande de rADN (Hillis & Dixon 1991).

O/igonuc/eólido forward (28 y) 5' CTAACCAGGA TTCCCTCAGTAACGGCGAGT 3'
Oligonucleotido reverse (28 z) 5' ACACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGAC 3'
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Estos oligonucleótidos se utilizaron de acuerdo a lo descrito por Resendiz (2004).

Las condiciones de amplificación se muestran en la tabla 5.7.

Tabla 5.7 Concentraciones de los reactivos para la amplificación de la región parcial de la subunidad
grande de rADN.

Reactivo Concentración Concentración
stock final

uLpor
reacción

10 ng/uL 150 ngADN templado
ddH20
Cloruro de Magnesio (MgCf2)

Dinucleótidos trifosfatados
(dNTP)
ADN polimerasa
Oligonucleótidos (Primers)
Buffer
TOTAL

25mM

25mM
5 U/uL

2 mM cd/uno
10 X

2.5mM

4mM
1.25 U

0.08 mM
1 X

15
14.75

5

8
0.25
1 c/u

5
50

l'

72' - - --+-- \

50" - - -+--

•. - - -+- - ----+- -

Figura 5.6. Programa utilizado en el termocilador Eppendorf MasterCycler para la amplificación de un
segmento de rADN.

Se corrieron 5 JlI del producto de PCR en un gel de agarosa al 2% en buffer TBE

1X, para confirmar la presencia del amplificado. Se purificó dicho producto con el kit de

Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen), haciendo después la reacción de secuenciación

que se detalla en la tabla 5.8 (Sanger et al. 1977) con el kit de Big Dye V.2 (Applied

Biosystems) Para ello se requiere de un ADN templado de cadena sencilla, un

oligonucleótido, taq polimerasa, deoxirribonucleótidos trifosfatados y

dideoxirribonucleótidos trifosfatados terminadores marcados con fluorescencia (el color

corresponde a cada nucleótido) . Al final de la reacción , cada uno de los nucleótidos está

marcado con fluorescencia de diferente color. La muestra sube por un capilar que pasa a

través de un láser que detecta la flouresencia en cada posición.
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Tab la 5.8. Cantidades utilizadas de reactivos para la reacción de secuenciación de la región parc ial de la
subunidad gra nde de rADN .

Reactivo
Big dye
Buffer5X
Producto de peA purificado
Oligonucleótido (2mM)
ddH20
TOTAL

1 reacción
2¡.tl
2 111
4 111
O.~ 111
1.5 111
10 ¡ti

La reacción se llevó acabo en un termociclador PTC 100 MJ Research con el

siguiente programa: 25 ciclos de 96° C por 10 seg., 58° C por 5 seg., 60° C por 4 mins.

El producto de la reacción de secuenciación se purificó con columnas CentriSep.

La terminación de cada fragmento se detecto al correr las muestras en un Secuenciador

automático de capilar modelo 3100 de Applied Biosystems.

5.5 Análisis de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas con el programa Sequencher

4.2 (Arbor 2004) y puede consultarse en http://jubilo .ca/ediaz. Del GenBank

Q1ttp://www.ncbi.nlm.nih.govD se obtuvieron las secuencias de la misma región para

especies de la familia Bacillariaceae que no habían sido utilizadas en su conjunto en

ningún estudio (Tabla 5.9 y 5.10), se alinearon con el programa Clustal X (Thompson et

al. 1997) y la alineación se revisó manualmente en el programa Bioedit (Hall 1999).

Tab la 5.9. Lista de cepas de la familia Bacillariaceae (una sec uencia por especie) descritas en Lundholm el
al. 2002 utilizadas en este estudio.

Especie

Baci llaria paxillifer
Cylindrotheca closterium

Fragilariopsis curta

Nitzschia alba

Nitzschia el pusilla
Nitzschia el vitrea

Nitzschia eommunis

Nitzschia frustulum
Nitzschia navis-varingica

Nitzschia pellucida

Phaeodactylum tricornutum

Cepa

Tenerife7
K-520
I-A
MI354
CCMP 560
UTEX2033
MI 762
UTEX2042
VSP974-1
99NGI-16
CCMPI327

Localidad

Tenerife, Islas Canarias
Kartegat, Dinamarca
Mar de Ross, Antártida
Bretaña, Francia
Woods HoJe, Massachusetts, EUA
New Haven , Connecticut, EUA

Colonia, Alemania
La Jolla, California, EUA
Do Son, vietnam
Isla Ishigaki , Japón
Long ls land, Nueva York, EUA
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No. de
Acceso

Genebank

AF417678
AF417666
AF4 17659
AF417670
AF417663
AF417669
AF417661
AF417671
AF4 17576
AF4 l7672
AF417681
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Tabla 5.10. Lista de cepas de la familia Bacillariaceae con más de una secuencia por especie, descritas por
varios autores, obtenidas del Genebank.

Especie Clave Cepa Localidad Fuente
No. de Acceso

Genebank
Pseudo-nitzschia PAU41393 Bahia de Monterey, EUA Scholin et al. 1994 U41393
australis PAU40850 Bahía de Monterey, EUA Scholin et al. 1994 U40850

2 PLYSl54B Escocia, Reino Unido Fehling et al. 2004 AY452530
PLYSl19A Escocia, Reino Unido Fehling el al. 2004 AY452529
NWFSC 003 Bahía Sequim, EUA Stehr el al. 2002 AF440768
OMI Aveiro, Portugal Lundholm et al. 2002 AF417651

Rhodes el al. no
PAU92260 North Island, Nueva Zelanda publicado U92260

Pseudo-nitzschia I 20-02 Golfo de Nápoles, Italia Ors ini el al. 2004 AY519348
delicatissima 2 21-02 Golfo de Nápoles, Italia Orsini el al. 2004 AY519350 .

3 27-02 Golfo de N ápoles, Italia Orsini et al. 2004 AY519353
4 SZN-BI8 Golfo de Nápoles, Italia Orsini el al. 2002 AF416748
5 SZN-BI9 Golfo de Nápoles, Italia Orsin i et al. 2002 AF416749
6 SZN-B33 Golfo de N ápoles, Italia Orsini et al. 2002 AF416758
7 PDU41391 Santa Cruz, Washington, EUA Scholin et al. 1994 U41391
8 NWFSC 002 Bahía Sequim, Wash ington, EUA Stehr et al. 2002 AF440767
9 Laesoe5 Kartegat, Dinamarca Lundholm et al. 2003 AY257849
10 18-02 Golfo de N ápoles, Italia Orsini et al. 2004 AY519349

24-02 Golfo de N ápoles, Italia Orsini et al. 2004 AY519351
26-02 Golfo de N ápoles, Italia Orsini et al. 2004 AY519352

f'seudo-/¡itzschia I Sydney 4 Sydney, Australia Lundh olm el al. 2002 AY081137
ga laxiae 2 SZN-B54 Go lfo de N ápoles, Italia Cerino el al. 2004 AY544786

SZN-B55 Golfo de Nápoles, Italia Cer ino el al. 2004 AY544791
SZN-B56 Golfo de Nápoles, Ital ia Cerino el al. 2004 AY544790

3 Mex23 Cerca de Tuxpan, México Lundholm et al. 2002 AY081136
SZN-B57 Golfo de Nápoles, Italia Cerino et al. 2004 AY544789
SZN-B58 Golfo de N ápoles, Italia Cerino el al. 2004 AY544788
SZN-PI Golfo de Nápoles, Ital ia Cerino et al. 2004 AY544787
SZN-P5 Golfo de Nápoles, Italia Cerino et al. 2004 AY544792

Pse udo-nitzschia I SZN-BI7 Golfo de N ápoles, Italia Orsini el al. 2002 AF416747
pseudodelicatissima 2 SZN-B26 Golfo de Nápoles, Italia Orsini el al. 2002 AF416752

3 SZN-B30 Golfo de Nápoles, Italia Orsini et al. 2002 AF416755
4 SZN-B34 Golfo de Nápoles, Italia Orsini et al. 2002 AF416759

5 SZN-B35 Golfo de N ápoles, Italia Orsini et al. 2002 AF416760

6 SZN-BI09 Golfo de Nápoles, Italia Cerino el al. 2004 AY550126
7 SZN-BI12 Golfo de Nápoles, Italia Cerino el al. 2004 AY550127
8 SZN-BIII Golfo de Nápoles, Italia Cerino el al. 2004 AY550128

SZN-BI13 Golfo de Nápoles, Italia Cerino et al. 2004 AY550129

9 NWFSC011 Penn Cove, Washington, EUA Stehr el al. 2002 AF440772
lO NWFSC 047 Kalalocfi , Washington, EUA Stehr el al. 2002 AF440774

II NWFSC 006 Bahía Sequim, Washington, EUA Stehr el al. 2002 AF44077I

12 NWFSC 040 La Push , Washington, EUA Stehr et al. 2002 AF440773

13 P-II Hobart, Tasrnania, Australia Lundholm et al. 2002 AF417640

14 Hobart5 Costa Nova, Portugal Lundholm et al. 2002 AY25785I
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Tabla 5.10. (Continuación) Lista de cepas de la familia Bacillariaceae con más de una secuencia por
especie , descritas por varios autores, obtenidas del Genebank.

Especie

Pseudo-nitzschia
multistriata

Pseudo-nitzschia
pllngcns '

Clave

I
2

3
4
5
l
2

3
4

Cepa
SZN-B27
SZN-B29
SZN-B31
SZN-B32
KoreaA
NPU41392
NPU4 1262
KBH2
NWFSC 32
NWFSC 004
NWFSC 028
P-24

Localidad
Golfo de N ápoles, Italia
Golfo de N ápoles, Italia
Golfo de N ápoles , Italia
Golfo de Nápoles, Italia
Chinhae Bay, Corea
Santa Cruz, California, EUA
Santa Cruz, California, EUA
Bahía de Khan Hoa, Vietnam
Kalaloch, Washington, EUA
Bahía Sequim, Washington, EUA
Point Whitney, Washington , EUA
Costa Nova, Portugal

Fuente
Orsini et al. 2002
Orsini et al. 2002
Ors ini et al. 2002
Orsini el al. 2002
Lundholm el al. 2002
Scholin el al. 1994
Scholin el al. 1994

Lundholm el al. 2002
Stehr el al. 2002
Stehr el al. 2002
Stehr el al. 2002

Lundholm el al. 2002

No. de Acceso
Genebank

AF416753
AF416754
AF416756
AF416757
AF4 I7654
U41392
U41262
AF417650
AF440776
AF440769
AF440775
AF417648

Se calcularon algunos parámetros (que a continuación se describen) de las

secuencias en el programa DnaSP versión 4.0 (Rozas et al. 2003). Se calcularon índices

relacionados con la recombinación para el grupo de secuencias de Nitzschia frustulum de

Xochimilco, Pseudo-nitzschia delicatissima y Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima ya

que los otros grupos de secuencias no permitieron el análisis dada su baja diversidad

nucleotídica.

Diversidad Haplotípica (Ud)

Es un estimado imparcial de la diversidad genética (Nei 1987), está dado por

Hd = h= 11(1- ¿X,2);(11-1)

donde Xi es la frecuencia del haplotipo y 11 es el tamaño de la muestra.

Diversidad Nucleotídica (PI)

La diversidad nucleotídica (Pi) es el número promedio de diferencias

nucleotídicas por sitio entre dos secuencias. La diversidad nucleotídica de Jukes y Cantor

(Pi(JC)) es el número promedio de sustituciones nucleotídicas por sitio entre dos

secuencias con una corrección que se realiza en cada comparación pareada, obteniendo el

estimado como el promedio de los valores de todas las comparaciones.
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Donde 11 es el número de secuencias examinadas, I1c es el número total de

comparaciones de la secuencias [11(n-1 )/2] (Nei 1987).

Thcta

Theta por sitio de Eta (TI), está dado por:

i == r, t A

donde Pn=sn/111T siendo s; y 111T el número de sitios polimórficos por secuencia y el total de

nucleótidos examinados respectivamente. A =1+1/2+" '+(11-1)"' siendo 11 el número de

secuencias examinadas. Cabe mencionar que Pn es dependiente del tamaño de la muestra.

Por lo tanto, es posible estimar que 8= 4NeJi para un organismo diploide donde Ne es el

tamaño efectivo de la población y 11 es la tasa de mutación por sitio por generación (Nei

1987).

Estimado de R, por gen

R denota el número total de eventos de recombinación en la historia de la muestra

y está dado por:

m

R == ¿Ri
.=1

donde Ri es el número de eventos de recombinación en la historia del segmento i, Por lo

tanto.. Sabemos que R= 4Ner donde Ne es el tamaño efectivo de la población y r es la

tasa de recombinación por secuencia (por gen) (Hudson 1987). Por lo tanto se puede

inferir que si la tasa de recombinación es cero, entonces R=O, y si la tasa de

recombinación es infinita R=oo.

Estimado de R, entre sitios adyacentes

Se calcula de la siguiente manera:

R(entre sitios adyacentes) = R(por gen) /D

donde D es la distancia nucleotídica promedio de la región analizada (Hudson 1987).
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Número mínimo de eventos de recombinacíón, Rm

Este parámetro indica el número mínimo de eventos de recombinación en la

historia de la muestra. Rm se obtiene utilizando la prueba de los cuatro gametos (Hudson

& Kaplan, 1985).

También se calcularon el número mínimo de eventos de recombinación en la

historia de la muestra (Rm) . Este parámetro se obtiene utilizando la prueba de los cuatro

gametos (Hudson & Kaplan 1985).

Matriz de particiones

Se obtuvo una matriz de particiones con el programa Partimatrix. La matriz de

partición es una herramienta gráfica para análisis comparativo de secuencias alineadas.

La matriz es generada al determinar la consistencia de los sitios parsimoniosarnente

informativos en un grupo de secuencias alineadas con las particiones binarias inferidas a

partir de las secuencias , nos permite identificar visualmente las diferencias en la historia

evolutiva entre diferentes regiones (Jakobsen et al. 1997).

La matriz de particiones se genera al determinar la consistencia de los sitios

parsimoniosamente informativos en un grupo de secuencias alineadas con las particiones

binarias inferidas a partir de las secuencias. La utilizamos en este estudio ya que nos

permite identificar visualmente las diferencias en la historia evolutiva entre diferentes

regiones . Cada partición es equivalente a una posible rama en una filogenia.

5.5.1 Inferencia filogenética

Las relaciones filogenéticas fueron inferidas utilizando el programa MEGA

versión 2.1 (Kumar et al. 1993). Para los análisis de Neighbor joining (NJ) y de

Evolución Mínima (ME) se utilizó el modelo de dos parámetros de Kimura, que es el que

comunmente se utiliza (Lundholm et al. 2002). Este modelo incorpora diferentes tasas de

mutaciones en transiciones y transversiones (Nei 1987).
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Para los tres análisis (NJ, ME YMP) el soporte de bootstrap fue calculado usando

1000 réplicas.

Métodos de parsimonia

Los métodos de parsimonia fueron desarrollados originalmente para caracteres

morfológicos. Si no existen substituciones reversas o no paralelas (no homoplasia) en

cada sitio nucleotídico y el número de nucleótidos examinados (n) es muy grande, se

espera que los métodos de máxima parsimonia (MP) produzcan el árbol correcto. En la

práctica, comúnmente las secuencias nucleotídicas son objeto de substituciones reversas o

no paralelas y n es entonces pequeña. En este caso, los métodos de MP tienden a dar

topologías incorrectas (Nei & Kumar 2000).

En la búsqueda de árboles de MP, los sitios nucleotídicos que tienen los mismos

nucleótidos para todos los taxa (sitios invariables) se eliminan del análisis y solo los sitios

variables son utilizados . De cualquier modo, no todos los sitios variables son útiles para

encontrar la topología de un árbol de MP, lo son los sitios que contienen por lo menos

dos tipos de nucleótidos (o aminoácidos), con al menos dos de ellos ocurriendo en una

frecuencia mínima de dos (Graur & Li 2000) .

Para tener información sobre la filogenia, se pueden calcular los siguientes

índices. El índice de consistencia (CI) es una medida de la cantidad de homoplasia que se

observa en un conjunto de caracteres en un árbol. Se define como la suma del número

mínimo de cambios en el caracter del árbol dividido por el número de cambios

observados. Si no hay homoplasia, el resultado de dicha división será igual a uno. El

índice de retención (RI) refleja la cantidad de sinapomorfias (carácter derivado

compartido) y se define como la relación entre la longitud observada del árbol y la

longitud mínima posible. El valor de RI es alto cuando la mayoría de los cambios están

en las ramas basales y es bajo cuando la mayoría de los cambios están en las ramas

terminales. El índice de consistencia reescalado (RCI) se utiliza para evaluar la

congruencia y ajuste de los caracteres en un árbol. Se calcula multiplicando el índice de

•consistencia por el índice de retención. Un alto valor indica que los caracteres en el

conjunto de datos son más congruentes entre sí y el árbol generado. (Felsenstein 2004).
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Métodos de distancia: Evolución mínima y Unión de Vecinos (Neighbor joining)

En los métodos de distancia , las distancias evolutivas son calculadas para todos

los pares de taxa y un árbol filogenético es construido considerando las relaciones entre

estos valores de distancias. Está basado en el principio de evolución mínima, el cuál

consiste en calcular la suma (S) de los estimados de longitud de las ramas para todas las

topologías plausibles, y la topología que tiene el menor valor de S es el mejor árbol. El

método de unión de vecinos no examina todas las topologías posibles; pero en cada fase

de la agrupación de un taxón se utiliza el principio de mínima evolución. Uno de los

conceptos importantes del método de NJ son los vecinos, que se definen como dos taxas

que están conectados por un solo nodo en un árbol sin raíz.

Existen diferentes medidas de distancia (l!) para estimar el número de

substituciones nucleotídicas o de aminoácidos considerando diferentes modelos

matemáticos. En general una medida de distancia basada en un modelo mateinático

complejo requiere estimar muchos parámetros y esto incrementa la varianza del estimado

d. En general, la exactitud de un árbol inferido depende de la menos dos factores : la

relación lineal de la distancia usada con el número de substituciones y el error estándar

del coeficiente de variación del estimado de la medida de distancia (Nei & Kumar 2000).

Pruebas estadísticas

Para optimizar los árboles filogenéticos lo mejor es realizar simulaciones en la

computadora. Cuando el número de secuencias es pequeño , se pueden analizar todas las

topologías posibles. La prueba generalmente utilizada para la confiabilidad de una

inferencia filogenética es la de bootstrap y consta de lo siguiente: primero se construye un

árbol de todos los datos utilizando un método para construcción de árboles (NJ, MP,

ME). En el remuestreo para bootstrap, n sitios nucleotídicos se eligen al azar con

reemplazo del set original de secuencias. Entonces, algunos sitios serán elegidos dos o

más veces, mientras que otros sitios no serán elegidos. Estos sitios muestreados al azar

ahora constituyen un nuevo grupo de secuencias de DNA y este grupo es usado para

construir otro árbol mediante el mismo método. La topología de este árbol se compara

con la topología el árbol original. A cualquier rama interna del árbol original que da la

misma separación de secuencias como en el árbol de boostrap se le da un valor de 1
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(valor de identidad), mientras que otras ramas interiores tienen un valor de O. Este

proceso se repite cientos de veces y se calcula el porcentaje de las veces que la rama

interior del árbol recibió un valor de l. Dicho porcentaje es llamado el valor de bootstrap.

En general, si este valor es de 95% a 99% o más dependiendo de la exactitud deseada se

considera significativamente positiva (Nei & Kumar 2000).

Reloj molecular

La tasa constante de sustituciones neutras predice que si el número de diferencias

nucleotídicas entre dos especies se grafica contra el tiempo desde la divergencia de un

ancestro común, el resultado debe ser una recta con una pendiente igual a /1. Esto es, que

la evolución procede de acuerdo a un reloj molecular que avanza a la tasa de /1. La tasa

constante de cambio de una secuencia de DNA o de proteína es consecuencia de la

mutación al azar y de la deriva génica de variantes moleculares no seleccionadas

(Griffiths et al. 2002).

La hipótesis del reloj molecular considera que la tasa de substitución de

aminoácidos o nucleotídica es aproximadamente constante a lo largo del tiempo

evolutivo. Estrictamente hablando, ningún gen o proteína evoluciona a una tasa constante

a lo largo del tiempo evolutivo, porque la función de un gen probablemente cambia a lo

largo del tiempo particularmente cuando el número de genes en el genoma incrementa

desde los organismos sencillos hasta los complejos o cuando las condiciones ambientales

cambian. También los mecanismos de daño y reparación del DNA pueden variar entre los

diferentes grupos de organismos. Por estas razones es útil tratar de encontrar los genes

que muestren un reloj molecular universal; pero de cualquier modo un reloj molecular no

requiere ser universal. Si se trabaja con cierto grupo de organismos, puede ser muy útil

estudiar las relaciones filogenéticas entre ellos y estimar los tiempos de divergencia. Es

por ello que muchos evolucionistas están interesados en los relojes moleculares (Nei &

Kumar 2000). Se desarrolló una prueba de Tajima (Relative rate test) cuyo objetivo es

probar la hipótesis de reloj molecular para secuencias de nucleótidos, observando la tasa

de sustitución nucleotídica. La hipótesis de reloj molecular puede probarse mediante en

estadístico x2 con un grado de libertad (Nei & Kumar 2000).
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No debemos olvidar que la tasa de sustitución varía entre phylas y reinos es

diferente. El tiempo generacional o longuitud de una generación de un organismo es el

tiempo promedio entre dos fases idénticas y sucesivas del ciclo de vida de un organismo.

Por ejemplo, el tiempo generacional de un animal grande puede definirse como el tiempo

promedio en el que un individuo produce otro individuo (Fu 2001) . Este tiempo es

. variable y afecta la tasa de sustitución, por lo que debemos ser cuidadosos al comparar

con organismos con historias de vida muy diferentes.
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6. Resultados

6.1 Morfología de Nitzschia frustulum

Para Nitzschia frustulum del Parque Ecológico de Xochimilco encontramos lo

siguiente: largo de las valvas : 9 a 43 ¡..un, ancho de las valvas: 3.3 a 5.3 um, densidad de

estrías: 17 a 27 en 10 um, densidad de fíbulas: 8 a 15 en 10 ¡..un.

Se buscó correlación entre los parámetros observados encontrando la siguiente

matriz de correlación:

Tabla 6.1. Matriz de correlación de datos morfológicos. Los valores en itálicas presentan un valor
de P<O.OS por lo tanto están correlacionados significativamente (N= 90) .

Estrías
LargolAncho

Fíbulas
0.11
-0.20

Estrías

-0.33

De las 3 combinaciones de caracteres, podemos observar una correlación negativa

entre el largo/ancho y el número de estrías (con P<O.05).

A continuación se observan fotografías de individuos de cada sitio (Figura 6.1,

página 49).
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F G H 1

Figura 6.1. Individuos promedio de Nitzschia frustulum de cada sitio. La letra corresponde al sitio donde
fue colectado .
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A continuación se presentan los datos morfológicos obtenidos :

6.1.1 Fíbulas

Se reali zó una prueba de ANOVA, enc ont rando que hay un efecto significativo de

la localidad sobre el número de fíbulas (F8.81=2.15. P<0 .05).
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~

] 15

'""'O
~
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Z

0'------------------- - - - - - - - --- -----'
A B C D E

Sitio de Colecta

F G H

Figura 6.2 . Número de fíbula s promedio en 10 um (± error estándar) encontradas por sitio de colecta.
Letras diferente s muestran diferencia sign ificativa con P< 0.05 (Prueba de Duncan' s),

El sitio C, que fue el que presentó menor número de fíbulas , corresponde a un

cuerpo de agua separado de la entrada del agua tratada (vertedero). Los sitios E y F, que

presentaron mayo r núm ero de fíbulas, son lej anos al vertedero. están cerca nos al canal de

El Bordo. Los otros no difirieron significativamente.
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6.1.2 Estrías

Se reali z ó una prueba de ANOVA, encontrando que hay un efecto significativo de

la localidad sobre el número de estrías (FS,SI=5,84, P<O,OO 1).
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Figura 6.3. Número de estr ías promedio en 10 um (± error estándar) encontradas por sitio de colecta. Letras
diferentes muestran diferencia sign ificativa con P< 0.05.

El sitio A, que fue el que presentó mayor número de estrías, es el más cercano al

vertedero, pero es cuerpo de agua separado del Lago Huetzalin. El sitio 1, que fue el que

presentó menor número de estrías, es uno de los cuerpos de agua alejados del vertedero.

Para los demás sitios no se observa ningún gradiente, de cercanía o lejanía, de acuerdo al

vertedero.

6.1.3 Relación largo-ancho

Se realizó una prueba de ANOVA, encontrando que hay un efecto significativo de

la localidad sobre la relación largo/ancho (FS.S1=29.22, P<O.OOl).
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Figura 6.4 . Re lación promed io largo/ancho (± error están dar) encontradas por sit io de colec ta. Letras
dife rentes muestran difer encia s ignificativa con P< 0.05 .

Tenemos que el sitio que presentó una relacción largo/ancho meno r, es deci r que

las diatomeas eran menos delgadas, fue el sitio F que es el cana l de El Bordo, mientras

que el sito I fue el que presentó una relación largo/ancho mayor, es decir, que las

diatom eas fueron más delgadas.

6.1.4 Ápice

Tabla 6.2. Frecue ncias de tipos de áp ice encontradas por sitio. Tipo 1: cuneado, T ipo 2: rostrado.

Sitio Tipo 1 Tipo 1

A 0.8 0.2

B 0.6 0.4

e 0.9 0.1
D 1.0 0.0

E 0.8 0.2

F 0.9 0.1

G 1.0 0.0

H 0.7 0.3

1 0.7 0.3
Pr omed io 0.822 0.178

Er ro r está nda r O.0~6S ().()~6S

Encont ramos que el tipo de ápice acuminado es mucho más frecue nte que el

acum inado.
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6.1.5 Valva

Tabla 6.3. Frecuencias de tipos de valva encontradas por sitio. Tipo 1: no lanceolada linear acinturada, Tipo
2: no lanceolada linear, Tipo 3: lanceolada.

Sitio Tipo J Tipo 2 Tipo 3
A 0.3 0.5 0.2
B 0.4 0.2 0.4
e 0.4 0.3 0.3
D 0.3 0.4 0.3
E 0.1 0.4 0.5
F 0.2 0.3 0.5
G 0.5 0.4 0.1
H 0.6 0.2 0.2
I 0.0 0.4 0.6
Promedio 0.311 0.344 0.344
Erro r estándar 0.063 0.034 0.056

6.1.6 Análisis de agrupación

El análisis de agrupación de unión simple con distancias euclidianas dio como

resultado un dend ograma de sitios (Figura 6.5) .
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Figura 6.5. Dendograma tomando todos los datos morfológicos de NitzschiafrustuJum (No. de Fíbulas en
10 urn, No. de Estrías en 10~, Relación Largo-Ancho, Tipo de Ápice, Tipo de Valva). La letra indica el
sitio de colecta.
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En el árbol obtenido no se observa ningún patrón particular sino algo más complejo

relaci onado con la salinidad, el estancamiento del agua, la tasa de evaporación, el sustrato

y el movimiento de las aves .

6.2 Estructu ra genética

6.2.1 Microsa téli tes

De los 67 individuos de Nitzschia [rustulum anali zados , todos fueron

rnonom órficos para ambos marcadores. Para el locus Dbr l amplicamos un fragmento de

150 pb, para el locus Dbr4, el tamaño fue de 200 pb.

B3 C IO DI El E6 FI0 Fl3 G9 HI4 112
~r :'f:-

AlO BI C4 DI El FlO

Figura 6.6. Fragmento amplificado por PCR del micr osatél ite Obrl de vario s individuos de Nitzschia
fru stulum, Izq. Gel de aga rosa a12% teñido con bromuro de etidio, marcador de 100 pb. Der. Gel de
acrila rn ida al 6% teñido con nitrato de plata, marcador de 10pb. El tamaño del fragmento es de 150 pb. El
nombre de la cepa se muestra arriba de la fotografia.

AIO BI B3 C IO DI El E6 FlOFI3 G9 HI4 112 A IO BI C4 DI El FIO

Figura 6.7. Fragmento amplificado por PCR delm icrosaté lite Obr4 de var ios individuos de Nitzschia
[rustulum. Izq. Gel de agaro sa a12% teñido con bromuro de ctidio , marcador de 100 pb. Der. Gel de
acrilarn ida al 6% teñid o con nitrato de plata, marcador de 10pb. El tama ño dcl fragm ento es de 200 pb . El
nombre de la cepa se muestra arr iba de la fotografía.
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6.2 .2 Oli gonucléotidos de c1oroplasto

De los 67 ind ividuos de .\'il::sc{¡ia [rustulum analiza dos, todos fuero n

monom órficos para los o ligon ucleótidos Irn M -rhcL y /rn S-ll'11 fM y no se obse rvó

presen cia de un fragm ent o co n los oligonuclcóiidos II'11C -II'I1D y II'11D-lrnT. Los

o ligo nucleótidos II'11C-11'11 0 y 11'110-lrnT no amp lifica ron ningún fragme nto .

A cont inuac ión se presenta una tabla (6.4) de los result ados ob tenidos para los

o ligo nucle ótidos universales de c1oroplasto

Tabla 6 .4 , O ligonuclc ót ido s de regiones no cod ifican ics de clo ropl asto, Tempe ratu ra de a lineación (Ta )
util izad a para su amplificació n (D cm csu re et al. 1 99~ ) Ye l tam año obten ido en este estud io.

l"O M BRE

[mC [IRNA-Cys (GCA)]- [m O [IRNA-!\ sp (GUC)j

[m~1 [IRNA-M<I (CAU)) - r bcL IRull ¡sCO subunidad grande]

Im D lIRNA-M p tG UC)] - ImT [IRNA·Thr ,GGU )]

IrnS IIRNA-Scr (UGAl) - ImfM IIRNA-\kr (CAUl]

T a utilizada

58" C
59" C

5·U o C
62 0 C

Ta ma ño obte nid o para Nitzsch iu
[rustulum

Ninguno
> 600pb
Ninguno
- SOOpb

AI OBI B3 C IOOI El E6 F IO Fl3G9 1 11 ~ 112

_ _ _ r . . ... . _ _ . .. I
• J -

AI OAI -t !JI B.~ CJ C)(ILJI D.' El I:h FI U f ll G9 11 ~ HI .4 I1~

Figura 6.8 . Fragm ent o amplificado por PCR de la reg ión no cod ifica nie de cloro plasto trnM-rbcL de va rios
indiv iduos de Nitzsch ia fms11I/1I 111 . lzq. Ge l de agarosa a l 2% teñ ido con brom uro de ctid io, marcad or de
100 pb . Der. Ge l de acril am ida al 6% teñido co n nitrato de p lat a. ma rca do r de 10pb. El tam a ño de l
fragme nto es de > 600pb. El no mbre de la cepa se muestr a arriba de la foio grafia.

A IO BI no DI AIO BI C~ DI E6 FI3

Figura 6.9 . Frag mento amplifi cado por PC R de la región inrer g énica de cloroplasto IrnS -trnfM de varios
indivi duos de Nltzschia frustulum. Izq . Gel de agaros a a l 2% te ñido co n bromuro de ctid io, marcador de
100 pb. Der. Ge l de acril arn ida a l 6% te ñido con nit rato de p lata. marcador de 10pb. El tama ño de l
frag mento es de - SOOpb. El nom bre de la cepa se mue stra arriba de la fotografia.
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6.2.3 Región parcial de la subunidad grande de rADN

En este estudio se obtuvieron secuencias de una región parcial de la subunidad

grande de rADN (28S) de 24 individuos de Nitzschia frustulum (tabla 6.5). A

continuación se observa el fragmento amplificado.

Ala BI C4 DI

Figura 6.10. Fragmento amplific ado por PCR de una región región parcial de la subunidad grande de rADN
(285) en varios individuo s de Nitzschiafrustulum en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de et idio,
marcador de 100 pb. El tamaño del fragmento es de 517 pb. El nombre de la cepa se muestra arriba de la
fotografia.

A los hapl otipos encont rados se les as igno un número . En la tabla 6 .5 se mu estra

qué individuos comparten cada haplotipo.

Tabla 6.5. Haplotipos encontrados para Nitzschia frustulum . En los individuos. la letra indica el sitio
colectado y el número indica el número de individuo.

No. de Haplolipo Individuos
J Ala, CIO, D14, 113
2 AI4
3 A15. DI3
4 BI. HI6
5 B3.E6,116
6 DI ,EJ ,FI1 ,HI4
7 E2. Fl0
8 Fl2
9 FI3
la G9. 112
1I HI2
12 H15

Se calcularon los índices de diversidad nucl eotídica (O) para Nitzschia frustulum

de Xochimilco y para las especies que tuvieron más de cinco individuos secuenciados.

Los valores se muestran en la tabla 6.6 .
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Tabla 6.6. Resultados de polimorfi smo de DNA para las especies de las cuales se contó al menos cinco
secuencias. Para todos los casos, las secuencias presentaron una tasa de evoluci ón sin diferencia
signific ativa (Pru eba de Tajima).

Nl tzschia Pseudo- Pseudo- Pseudo- Pseudo- Pseudo-
fru stúlum nlt zschla nitzschia nitzschla nitzschla Psendo-nltzscbla nitzschia

E~pfrie Xochimilco uustmtís multrístriata delicatissima gllltL\"iae nsendelicatlsslm« pungens

No. de individuos 24 7 5 12 9 15 7

Long. de la secuencia 5 17 520 520 523 518 535 5 19

Sitios con gaps o ? O 20 1 13 O 24 2

sitios no variables 50 1 500 5 19 500 5 18 468 5 16

sitios variables 16 O O JO I 43 1

singletons 6 O O 5 1 2 1 1
sitios
parsimoniosamente
informativos 10 O O 5 O 22 O

No . de haplotípos 12 2 10 3 14
Diversid ad haplotip ica
(Hd) 0.931 O O 0.758 0.222 0.933 0.286
Diversidad nucleotidica,
Pi 0.00711 O O 0.006 15 0.0004 3 0.02544 0.0005 5
Diversidad nucleotid ica,
Pi (l C) 0 007 15 O O 0.006 19 0.00043 0.02605 0.00055

Tllela ( {F 4Ne¡i) 0.00829 O O 0.00649 0.00071 0.03069 0.00079

Se calcularon índices relacionados con la recombinación (Tabla 6.7) para el grupo

de secuencias de Nitzschia fru stulum de XochimiJco, Pseudo-n itzschia delicatissima y

Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima ya que los otros grupos de secuencias no

permitieron el análisis dada su baja diversidad nucleotídica.

Tabla 6.7. Resultados de análi sis de recombinación para las especies cuya diver sidad nucle otídica
permitieron dicho análisis.

43
8.9

15
535

Pseudo-nltzschla
pseudodelicutissima

0.017

10
8.1

Pseudo-nitzschia
dell catlsslma

0.016

12
510

Nitzschla fru stulum *

16
48.7

0.094

24
517

RECOMBINACIÓN

No . de secuencias
No . de sitios
Sitios polimórficos
(segregantes), S
R, por gen (R=4Ner)
Estimado de R, entre sitios
adyacentes
Número mlnimo de eventos
de recomb inación , Rm 2 O 5

* Las secuencias analizadas de Nitzschia frustulum en este apartado no incluyen al indiv iduo de Nitzschia
frustulum colectado en La Jol1a, California, EVA.
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De la ecuación 8=4Ne¡.J, despejamos Ne, quedando Ne =~J1 Y de la ecuación

R=4Ner, despejamos r, quedando r =%Ne . Sustituyendo el primer despeje en el

segundo, tenemos r =R% . Para Nitzschia frustulum colectada en Xochimilco tenemos

que r es igual a 5,874.548~ , para Pseudo-nitzschia delicatissima tenemos que r es igual a

1,246.154 J! Y para Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima tenemos que r es igual a

289.997J!. Considerando que ~ es constante, Nitzschia jrustulum presenta la mayor tasa

de recombinación.

6.3 Inferencia filogenética

Las 24 secuencias obtenidas de Nilzschia frustulum fueron alineadas, mostrando

que algunos individuos presentaban el mismo haplotipo para los individuos de Nitzschia

frustulum colectados en Xochimilco (ver Tabla 6.5). En la alineación se añadieron

secuencias de especies de la familia Bacillariaceae representantes de cada clado

reportadas en el artículo de Lundholm et al. 2002 y por otros autores (Orsini et al. 2002;

Stehr et al. 2002; Lundlholm 2003; Cerino et al. 2004 ) encontrando también que algunos

individuos presentaban el mismo haplotipo (ver Tabla 5.9 y 5.10). Se incluyó sólo una

secuencia representando los haplotipos repetidos (Ver en apéndice 8.3 la alineación de las

secuencias), utilizando a Phaeodactylum tricornutum de la familia Phaeodactylaceae

como grupo externo .

6.3.1 Filogenias

En el análisis de máxima parsimonia (MP) se obtuvieron 601 árboles igualmente

parsimoniosos de una longitud (L) de 519 pasos , con un índice de consistencia (Cl) de

0.636, un índice de rentcnción (Rl) de 0.828 y un índice de consistencia reescalado (RCl)

de 0.527 (para todos los sitios), un índice de consistencia para todos los sitios

parsimoniosamente informativos (iCl) de 0.513, un índice de retención para todos los

sitios parsimoniosamente informativos (iRl) de 0.828 y un índice de consistencia
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reescalado para todos los sitios parsimoniosamente informativos (iRCI) de 0.425. El árbol

consenso se muestra en la figura 6.11 .

Para el árbol de evolución mínima (ME) el método de distancia utilizado fue el de

dos parámetros de Kimura, pairwise deletion. La longitud del árbol (SBL) fue de 0.583.

Se muestra un árbol de distancia en la figura 4.17. Para el árbol de unión de vecinos o

neighbor-joining (NJ) el método de distancia utilizado fue el de dos parámetros de

Kimura, pairwise deletion. La longitud del árbol (SBL) fue de 0.572 (Figura 6.12).

Se puede observar una topología básica descrita por Lundholm se mantiene en los

árboles de máxima parsimonia (MP), evolución mínima (ME) y neighbor joining (NJ).

Con los tres métodos se observa un ciado bien soportado que contiene a las especies del

género Pseudo-nitzschia (Pseudo-nitzschia americana, Pseudo-nitzschia australis,

Pseudo-nitzschia delicatissima, Pseudo-nitzschia galaxiae, Pseudo-nitzschia multistriata,

Pseudo -nitzschia pseudodelicatissima y Pseudo-nitzschia pungens) y Fragilariopsis

curta con los siguientes valores de bootstrap: MP: 98%, ME: 98% y NJ: 99% Los altos

valores de bootstrap soportan la monofilia del género Pseudo-nitzschia. Nitzschia

frustulutn de La JolIa, CA, USA se une en los tres análisis al ciado anterior con MP : 91%,

ME: <50% y NJ: 91%. En los tres análisis, se observa que el género Nitzschia es

polifilético. También podemos observar, en los tres casos, que los individuos de Nitzschia

frustulutn colectados en Xochimilco (Nfrustulum) se agrupan con altos valores de

bootstrap (MP: 99%, ME: 100% y NJ: 100%) y no se agrupan con Nitzschia frustulum

colectada en La JolIa, CA, USA. Igualmente, en los tres casos no se observa un patrón de

agrupamiento significativo para los individuos de Nitzschia frustulum de Xochimilco,

Pseudo-nitzschia galaxiae se agrupa monofiléticamente en los tres análisis con altos

valores de bootstrap (MP : 98% , ME: 99% y NJ: 98%) al igual que Pseudo-nitzschia

pungens (MP : 82%, ME: 74% y NJ: 82%) y Pseudo-nitzschia australis (MP: 92%, ME :

62% y NJ: 59%). Los individuos de Pseudo-nitzschia multistriata forman un grupo

monofil ético en el análisis de MP, con un bootstrap de 90%; pero un individuo de esta

especie, colectado en Nápoles, Italia, se agrupa con el ciado de Pseudo-nitzschia australis

en el análisis de ME y NJ. Pseudo-nitzschia multistriata y Pseudo-nitzschia australis se

agrupan en el análisis de ME (72%) Yde NJ (71%).
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Para Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima se observan los grupos significativos:

uno que contiene a los individuos 1, 3, 4 Y 5 colectados en Nápoles, Italia (valores de

bootstrap, MP: 94%, ME: 93% y NJ: 95%) y otro que contiene a los individuos 6, 7 Y 8

colectados en Nápoles, Italia, uno colectado en Portugal, otro en Australia y otro de La

Push Washington, EUA (valores de bootstrap, MP: 81%, ME: 95% y NJ: 94%). El resto

de los individuos de esta especie no se agrupan significativamente . Finalmente, para los

individuos de Pseudo-nitzschia delicatissima encontramos que no se agrupan con altos

valores de bootstrap, por lo que en los tres análisis no parece ser un grupo monofilético.

En los tres análisis observamos que Nitzschia communis se agrupa con Nitzschia

cf. pusilla con altos valores de bootstrap (MP: 78%, ME: 91% y NJ: 92%) así como

Nitzschia navis-varingica se agrupa con Nitzschia pellucida (valores de bootstrap, MP:

94%, ME: 99% y NJ: 99%).

Nitzschia fue polifilética para los tres análisis realizados, lo cual concuerda con lo

encontrado por Lundholm et al. (2002). En los tres casos, que Nitzschia frustulum

colectada en Xochimilco se agrupa con altos valores de bootstrap (MP: 99%, ME: 100%

YNJ: 100%) y no se agrupa con Ni tzschia frustulum colectada en La Jolla, CA, USA. La

distancia genética entre éstas es de 0.124, distancia similar a la que se observa entre N.

ftustulum de Xochimilco y N. vitrea (0.129) o N. frustulum de Xochimilco y

Phaeodactylum triconutum (0.131) que es el grupo externo. La especie más cercana a N.

frustulum, por distancia, es Nitzschia cf. pusilla, manteniendose cercanos en las filogenias

pero sin valores significativos de bootstrap.

Nitzschia communis se agrupa con Nitzschia cf. pusilla con altos valores de

bootstrap (MP: 78%, ME: 91% YN.I: 92%), teniendo una distancia genética entre ellas de

0.027. Nitzschia navis-varingica se agrupa con Nitzschia pellucida (valores de bootstrap,

MP: 94%, ME: 99% y NJ: 99%), teniendo una distancia genética entre ellas de 0.023.

Estas relaciones se corroboran en la matriz de particiones.

Para Pseudo-nitzschia galaxiae encontramos se agrupa monofiléticamente en los

tres análisis con altos valores de bootstrap (MP: 98%, ME: 99% y NJ: 98%) al igual que

Pseudo-nitzschia pungens (MP: 82%, ME: 74% y NJ: 82%) y Pseudo-nitzschia australis

(MP: 92%, ME: 62% y NJ: 59%). Los individuos de Pseudo-nitzschia multistriata

forman un grupo monofilético en el análisis de MP, con un bootstrap de 90%; pero un
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individuo de esta especie, colectado en Nápoles, Italia, se agrupa con el ciado de Pseudo

nitzschia australis en el análisis de ME y NJ. Pseudo-nitzschia multistriata y Pseudo

nitzschia australis se agrupan en el análisis de ME (72%) Yde NJ (71%). La identidad de

estas especies se corrobora en la matriz de particiones.

Para Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima se observan los grupos significativos:

uno que contiene a los individuos 1, 3, 4 Y 5 calcetados en Nápoles, Italia (valores de

bootstrap, MP: 94%, ME: 93% y NJ: 95%) y otro que contiene a los individuos 6, 7 Y 8

colectados en Nápo1es, Italia, uno colectado en Portugal, otro en Australia y otro de La

Push Washington, EUA (valores de bootstrap, MP: 81%, ME: 95% y NJ: 94%). El resto

de los individuos de esta especie no se agrupan significativamente. Finalmente, para los

individuos de Pseudo-nitzschia delicatissima encontramos que no se agrupan con altos

valores de bootstrap, por lo que en los tres análisis no parece ser un grupo monofilético,

Entre las especies del género Pseudo-nitzschia, P. australis y P. americana están

cercanamente relacionadas ya que presentan menor distancia genética (0.009); así como

P. australis y P. multistriata (0.009) ; pero estas relaciones no se observan en los análisis

filogenéticos.

La prueba de tasa relativa (relative rate test) (Tajima 1993), mostró que la

filogenia era válida, ya que, entre todas las ramas, se observó que la tasa de sustitución no

es significativamente diferente.
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71:- - - - P.....-udo..nitzsdüa pseudodeticoüssima J •
941.------'---- Pseudo-niuscnia pseudodelicattssima 4 •

,----------j' ---- l' seudo- ntu schia pseudoddicatissima 5 •
'------ --- -I'seudo-nilzschia pseudodelicatissima J •

f----- ------- - - - - --Psl!udo-nit:scJ¡io pseudodeítcatíssima JO •
f------------ - - ----J)seudo-nitzschia pseudodelicanss íma l •

,----- P.'Rudo-niJ::sd lia delicatissima 4 O
Pseudo-n itzsdna dehcatisstma JO O
Pseudo-nitzsdua delicatissima 3 O
Pseudo-n itzsdna delkxuissima 5 O
Pseudo-mtzsdna delicatissima 6 O
Pseudo-nitssdna deíica tissima J O
Pseudo-nitzsdua gataxiae 3 +
Pseudo-nitzsdna galaxiae 2 +
Pseudo-nitzsdna galaxiae J +
Pseudo-ntusdna delicatissima 7 O
Pseudo-nnzscnia delicatissima 2 O
Pseudo-nttzsdna deltcatissima 8 O
Pseudo..nitzscñia delícatissima 9 O
Pseudo-n itzsdna pseudodeíicatí:...sima JJ •
Fragikmopsís cuna
Pseudo-nitzsdna pseudcde íicatissima8 •
Pseudo-nitzschia pseudodettcatisstma J4 •
Pseudo-nitzsdna pseudodelicatissima JJ •
Pseudo-nltzsdna pseudodelicatissima 7 •
Pseudo-nttzsdüa pseudodelicatissima J2 •
Pseudo-n itzsdna pseudodelicaüssima 6 •
Pseudo-nitzsdüa americana •
Pseudo-nusxdna australis 2 X
Pseudo-nitzxdna alJslroJis J X
Pseudo-nitzsdna multiMriala j O
Pseudo-nitzsdna mulüsmata 3 O
Pseudo-nitz..dna muttismataJ O
Pseudo-nmsdna mullistria/a <11 O
"seudo-nitzscnia mulli.<::triala 2 O
Pse udo-mtzxd na p.wudodelicoti.o;."Jma 9 •
Pseudo-nttzxdt ia pungen." 2 *
Pseudo-nttzsdt ía pungens I *
Pseudo-n itzsdna pungens4 *
Pseudo-nitzsdt ía pungens 3 *
Nnz...dna }",slu/llm (Ca/ifomia) •
Boatlaria poxl1lifer
Nitzschia cf. vureastra

Nuzschia navis-varmgica
Nuzsdua peltucida
Nnzschia alba
Nuzsdna communís

Nltzsduo cf. pus iüa

Nuzscbia frusndum J (México) •
Nusxchia frusndum 2 (México) •
Nttzsdna frusndum J} (México) •
Nitzsdua frusndum JJ (México) •

Niusdüa frusndum 4 (México) •
Nuz...chía frusudum /O (México) •
Nitzschiafrusudum j (Méxioo) •
Nitzschia frustutum 9 (México) •
Nitzschia frustutum 3 (Méxioo) •
Nitsschia fru sndum 8 (México) •
Nitzsdua frusudum 6 (México) •
Nitzschiafrusndum 7 (México) •
Cyñndraheca doaerium

Phaeodaaylum tricormaum
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Figura 6.11. Árbol consenso de máxima parsimonia basado en una región parcial de 28S de rADN (incluye
885 posiciones) de 17 especies de la familia Bacillariaceae y Phaeodactylum tricornutum como grupo
externo. Se obtuvieron 601 árboles igualmente parsimoniosos. L= 519 pasos. 123 caracteres
parsimoniosamente informativos , Sobre las ramas se muestran los valores de bootstrap (1000 replicas) por
arriba del 50%. El número después del nombre indica el número de haplotipo (ver Tabla 5.9,5.10 Y6.5).
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•

98

99

¡------ ----------- Nitzschia cf. vítrea53

Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima 4 •
Pseudo-nuz..schiapseudodelica tissima 3 •

Pseudo-nitzscñiap seudodehcanssima 5 •
Pseudo-nitzschia pseudodelicat issima I •

65 Pseudo-nnzschia dehcattssima 6 Oti Pseudo-nitzsch ia dehcat íssima lO o
Pseudo-n ítzschia delicat issima 3 O

Pseudo-mtzschia delicatissima 5 O
Pseudo-nnzschia p seudodelicat issima 2 •

Pseudo-nitzschia delicatissima 4 O
Pseudo- n ltzschia pseudodelicotissimal ü •

81 Pseudo-nnzschia galaxiae 2 +
99 Pseudo-nitzschiagataxiae 3 +

Pseudo-nitzschia galaxiae I +
Pseudo-nitzschia delicatísstma I O

Pseudo-nitzschia delicat issima 7 O
Pseudo-nttzschia del icat issima 2 O

57 Pseudo-nitzsdna delicat issima 9 O
~~ Pseudo-nitzscñia pseudodelicanssima 1/ •

~wudo-n~ch~~cam~o 8 O
Frugitanopsis cuna

Pseudo-nitzschia pseudodelicansssma /4 •
Pseudo-nitischia pseudodelícanssima /2 •

95 Pseudo-nitzschia pseudodeltcanssima 8 •
65 Pseudo-nitzschíapseudodelicatissima /3 •
~~ P,telJJo-.nit::sehia pseudodelicanssima 6 •
61 Pseu do-n itzschio pseudodelicati ssima 7 •

Pseudo- nnzsch ia americana
62 Pseudo-ni tzschia australis 2 •

56 Pseu do-nitischia australis I •
2 Pseudo-nitzschía mulnstmna 4 O

Pseudo-n itz scñia muttistriata 3 O
Pseu do-nuzschia multistriata 5 O

~~ Pseudo-nttzschia muitístriata J O
69 Pseu do..nitzschia multistri ata 2 O

Pseudo-nítzschia pseudodelicat issima 9 •
65 Pseudo-mtzschiapungcns 2 *

83 Pseudo-nuzschiapunge", I *
74 Pseudo-nuzschia pungen...3 *
63 Pseu do-nitzschia pung ens 4 *

91 Nitzschia rom munis
Nitzschia cf. pusilla

1'------- Nitzschia alba
64 Nitzschi a frussulum 3 (México) •

Nitisch ia frusndum 8 (México) •
Nítzschiafrustulum 6 (México) •

Nitzschiafrustulum 7 (México) •
L- i7irl Nitzschia frusnd um 5-(México) •

lOO Nícschia frusndum 9 (Méxi co) •
Nitzschía frusndum I (México) •

Nítzschia frusndum 4 (México) •
Nnzschia fru stutum JO(México) •

Nitzschia fru stulum J2 (México) •
Nnzschia frusndum 2 (México) •

71 Nitzschia frustulu m 11 (MéxICO) •

r---~~--~--:- Nitzsch ía pellucida
L----:-l NiI::schia navís-varín gica

50 Bucillaria paxilliftr
L- Nitzschia f rusndum (California)

L- Cyllndrolheca doaerium

'--------------- Phoeodacty íum tricom utum

o------<
o..

Figura 6.12. Árbol consenso de evolución minima basado en una región parcial de 28S de rADN (incluye
885 posiciones) de 17 especies de la familia Bacillariaceae y Phaeodactylum tricornutum como grupo
externo. Sobre las ramas se muestran los valores de bootstrap (1000 replicas) por arriba del 50%. El
número después del nombre indica el número de haplotipo (ver Tabla 5.9, 5.10 y 6.5).
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Pseudo-nitzschia pseudode licanss ima 3

Pseudo-n itzschia p seudodeiicat issima 4

Pseudo-nitzschia psevdodelicu tissima j

Pseudo-n itzschío p sendodelicati......ima /

Pseu do-ni tzschia delicatissima 3

Pseudo-nitzschia de licati ssima 6

Pseudo-nitz schia det icatissimo /O
Pseudo-ni tzschia delicoti ssima j

Pseudo-nitzschia pse vdodelicatissima /0
Pseudo-n ítzschia pseudodelicotissima 2

64 Psendo-nitzschia delicati......ima 9
66 Pseudo-n itzsch ia delicatissima 8
~7 Pseudo-nitzsch ia pselldod~hc¿Jli.m·ma / /

Psendo-nitz schia d eticonssima }

Pseudo-nitzscbia dehcat is...íma 7
Pseudo-nitzschia delicat issimo /

Pseudo-n itzsch ia golaxiae J
9 8 Pseudo-nitzschía go laxiae J
80 Pseudo-nitzschia ga laxiae }

Pseu do-n ítzschia d elicat issima 4

Pseudo-n itzscbia pseudodebcanssima 6
Pseudo-mtzschia pseudodeticatissima / 3

~ I Pseudo-:lie schio psendodeticatissima 7
94 Pseudo-nitzschia pseudodelicot~ssimo J2

Pseudo-nit zschia p seudodehcatissima 8

Psevdo-nitzschia p seudodelicatissima / 4

Fragilariopsiscurta
Pseudo-nitzschia americana

69 Pseudo-nitzsch ia multistriata / O
80 Pseudo-nitzschia muttismata 2 O
54 Pseudo-nitzschia nndtiuriata j O

Pseudo- nitzscb ia nudtismata 3 O
Pseudo-oitzschia mul tismata 4 O

Pseudo-n itzschia o vstratis 2 •
5519 Pseudo-nitzschia a ussralis / •

62 Pseudo-nitzscbiapseudodeliconssima 9.
Pseudo-nitzschia pungen s *

Pseudo-n itzschia pu"gens *
~~ Pseudo-nitzschia pungms *

62 Pseudo-nitz:..chia p ungens *
'------ - ------ -- Nitzschia frusnd um rCo lifom ia) •

,------- ----- Bocillan a paxiIJiftr
'--------- --------- Nitzscbia cf vitrea

C -qql .:.".:.1iC.:.s::.chia navís-varing ica
99 Nitzscbia pellucida

,------- - Nitzschia alba

60

,------- - Nitzschia communís

Nitzschia efpusilla
N it=sehia frustu lum J (México)

62 Nir:.sch io ftuslulum 3 (México)
Nitzschia fru stulum 8 (Méx ico)

N itzsch iafrustulum 6 (Méx ico)

Nitzschía f rustu /um 7 (México)

69 Nitz schia fru stulum 2 (México)

Nitzschia fr usndu m // (México)
Nitzschia fru srulum J} (México)

Nicschiafrustulum / 0 (México)

Nitzschio frustulum 4 (México)

Nitzschiafrusndum 5 (México)

74 Nitzschia frusnüum 9 (Méxi co)

'--- - - - ---- ----- Cylindrolheco ctosterium
'-------- - - ------Phaeodoct)'lum tn comutum

t------I,.,
Figura 6.13. Árbol consenso de unión de vecinos (neighbor-joining) basado en una región parcial de 28S de
rADN (incluye 885 posiciones) de 17 especies de la familia Bacillariaceae y Phaeodactylum tricornutum
como grupo externo. Sobre las ramas se muestran los valores de bootstrap (1000 replicas) por arriba del
50%. El número después del nombre indica el número de haplot ipo (ver Tabla 5.9, 5.10 Y6.5).
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6.3.2 Matriz de particiones

La matriz de particiones nos dio como resultado 79 particiones, éstas contenían

por lo menos 0.5 de soporte , posteriormente se quitaron los sitios con menos soporte y

más conflicto, quedando un total de 41 particiones (Figura 6.14). La partición que más

soporte tiene nos separa a las especies del género Pseudo-nitzschia, a Fragi/ariopsis

curta y Nitzschia frustulutn (La Jolla, California) de Bacillaria paxillifer, Cylindrotheca

closterium, Phaeodactylum tricornutum y al resto de las especies del género Nitzschia.

Dicha partición está soportada por 68.7% de los sitios parsimoniosamente informativos,

de esos sitios siete son consistentes con la partición . Después tenemos en orden de

soporte a una partición que nos separa a Bacillaria paxillifer y a Nitzschiacf. vitrea del

resto de las secuencias y está apoyada por el 71.9% de los datos con dos sitios que son

consistentes Con la partición. Las siguientes tres tienen el mismo soporte (dos sitios

consistentes con la partición). Una separa a Pseudo-nitzschia ga/axiae del resto de las

secuencias con el 99.2% de los sitios apoyando dicha partición, otra separa a

Phaeodactylum tricornutum y Nitzschia communis del resto de las secuencias con el

74.2% de los sitios apoyando esta partición y la última separa Bacillaria paxillifer,

Cylindrotheca closteriutn y las secuencias del género Nitzschia excepto N. jrustu/um de

EUA y N. cf. vitrea del resto de las secuencias con el 52.3% de los sitios apoyando esta

partición . El resto de las particiones (de la matriz reducida) presentan sólo un sitio

consistente con la partición.

Para Nitzschia frustulum colectada en XochimiJco tenemos 13 particiones que son

únicas (comparada con los otros grupos de secuencias) para la especie, , una con 68.7%

de los sitios apoyando la partición y que contiene 7 sitios que son idénticos a la partición,

otra con 52.3% de los sitios apoyando la partición y contiene 2 sitios que son idénticos a

la partición y 11 con los siguientes porcentajes de sitios que las apoyan: 69.5, 65.6, 62.5,

57.8,54.7,51.6,49.2,49.2,48.4,46.9 Y 41.4%.

Podemos observar que las particiones consistentes con las filogenias obtenidas,

observamos diferencias en la historia evolutiva entre diferentes regiones.
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Figura 6.14. Matriz de particiones. Cada columna representa una partición observada a partir de los datos . Del lado
izquierdo se observan las particiones, aniba de ellas se observa en barras blancas el soporte de los sitios y en barras
negras el conflicto para cada partición. Del lado derecho se observan los sitios parsimoniosamente informativos que
son consistentes con una partición están representados con un cuadro blanco, los sitios inconsistentes están
representados con un cuadro negro. Los cuadros blancos marcados con un punto indican sitios que son idénticos a la
partición dada, los cuadros con una diagonal representan sitios que proveen la mitad de soporte a dos particiones.
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7. Discusión

7.1 Morfología

Las observaciones morfológicas de Nitzschia frustulum en Xochimilco,

concuerdan con la mencionada por Krammer y Lange Bertalot (1988) . Por su parte, para

el mes de noviembre en Xochimilco, Tavera et al. (2000) observan un pH de 7.5 a 9.6,

Cabe destacar que la descripción de Krammer y Lange Bertalot es de muestras europeas,

por lo que se hace una adaptación a ella. Krammer y Lange Bertalot (1988) mencionan

que la especie se encuentra en ambientes variables entre ellos alcalinos y salobres, con

forma de vida muy variable entre ellas planctónica y bentónica. Esto concuerda con la

población que estamos observando.

Se considera que el ambiente del Parque Ecológico de Xochimilco es

relativamente homogéneo en general ya que dada la entrada constante de agua tratada, se

hacen disponibles los nutrientes a lo largo del año . Y en los sitios ajenos al Lago

Huetzalin , lejanos del vertedero, se aportan nutrientes a través del guano de las aves, ya

que dichos sitios coinciden con las áreas donde las aves están la mayor parte del tiempo,

denominada por Tepayotl (1999) como zona de reserva, además de que estos sitios

presentan evaporación al ser poco profundos. Tavera et al. (2000) consideran que el

aporte de agua y la evaporación homogeniza el ambiente, lo que puede generar que se

comparta un alto número de especies entre los cuerpos de agua . Los valores de pH y

temperatura son similares a través de las estaciones, lo que sugiere que la calidad y

cantidad del agua que llena los cuerpos de agua permite cierta estabilidad ecológica

(Tepayotl 1999, Tavera et al. 2000). Dicha estabilidad es favorable para las aves

(Tepayotl 1999), cuya presencia es importante también ya que las diatomeas se adhieren

a sus patas y pico, ayudando a que haya flujo entre los diferentes cuerpos de agua

(Wuthrich & Matthey 1980).

A pesar de la homogeneidad aparente del ambiente, se encontraron diferencias

significativas en los caracteres observados. A continuación se muestra un resumen por

sitio de los caracteres con diferencias significativas y algunas características particulares

(Tabla 7.1) .
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Tabla 7.1. Resumen sit io de los caracteres con diferencias significativas y algunas características
particulares.

Sitio
No. de No. de Largol

Sustrato
Movimicntu

Evaporación
Presencia de Presencia

Fíbulas Estrias Ancho del agua eh lorococca les* de a\'es**

A 12.0 33.8 7.5 Scirpus lacustris bajo si ? intermedia

B 12.5 28.4 6.3
Eichh ornia
cassipes alto no si intermedia

e 11.1 30.8 8.3 Scirpus lacustris bajo si ? intermedia

D 12.4 31.2 6.4
Eichhomia
cassipes alto no si intermedia

E 13.2 28,0 6.9 Scirpus lacustris alto no si alta
Scirpus lacustris

F 13.3 30.4 5.5 Y Eichh ornia
cassipes alto no si alta

G 11.8 27,6 7.4 Typha Iatifolia bajo si no alta
H 13.1 29.6 8.5 Scirpus lacustris bajo si no alta
I 12.3 26,8 11.0 Scirpus lacustris bajo si ? alta

'Basado en Tavera et al. 2000; "Basado en Tepayotl

Aunque no se observa un patrón general , podemos reconocer diferencias en

algunos caracteres. Para las fíbulas tenemos que se ven afectadas por la salinidad y tasa

N:P (Trobajo et al. 2004) ; en este trabajo encontramos una menor densidad en pequeño

cuerpo de agua (C) suj eto a evaporación, y una mayor densidad en los cuerpos E (cerca

del canal El Bordo) y F (canal El Bordo); también observamos que estos sitios presentan

diferencias en el movimiento del agua, en la evaporación del agua y en la presencia de

aves.

Para las estrías se ha reportado que es el caracter más estable (Trobajo et al.

2004), en este trabajo no observamos un patrón claro, por lo que puede ser que sea

estable en este caso también o que sus diferencias se deban a algún parámetro no

contemplado en este trabajo .

Se ha reportado para la relación largo/ancho que este puede verse afectado por

salinidad, pero principalmente por el movimiento del agua (Trobajo et al. 2004).

Encontramos en esste caso que es menor en el sitio F y mayor en el sitio 1, es decir que en

el sitio F encontramos valvas menos delgadas y más delgadas en el sitio 1. Entre estos

sitios podemos observar diferencias en el movimiento del agua y en la evaporación que se

presenta en el sitio ] que es un pequeño cuerpo de agua . Como se mencionó
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anteriormente, el ancho de la valva adaptación que provee de una mayor superficie de

unión en condiciones turbulentas, esto coincide con nuestro estudio.

Las frecuencias de tipo de ápice y tipo de valva se mantuvieron similares en todos

los sitios. En el análisis de agrupación podemos observar que Jos sitios en general se unen

según el sustrato. , pero este patrón parece ser más complejo al estar involucrados otros

factores.

7.2 Estructura genética

7.2.1 Nitzschia frustutum de Xochimilco

Los microsatélites analizados para esta especie no resultaron variables en tamaño,

al igual que las regiones no codificantes de c1oroplasto. Estos marcadores buscaban

variación a nivel poblacional, este resultado no necesariamente implica que no haya

variación genética en ese nivel.

Para las secuencias de la región parcial de la subunidad grande de rADN

encontramos que la diversidad haplotípica fue 0.931 que es simil ar a la encontrada para

Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (0 .933) y la nucleotídica fue 0.007, que es simi lar a

la encontrada para Pseudo-nitzschia delicatissima (0.006). Podemos observar que los

estimados de diversidad nucleotídica (Pi) y la de Jukes-Cantor (Pi (.IC)) fueron muy

similares entre ellas (ver Tabla 6.6). Cabe destacar que su diversidad es comparable con

especies de amplia distribución; en este análisis P. pseudodelicatissima incluye

individuos de Australia, EUA, Italia y Portugal, mientras que P. delicatissima incluye

individuos de Dinamarca, EUA e Italia; y los individuos de Nitzschia frustulum para este

análisis fueron colectados en su totalidad del Parque Ecológico de Xochimilco.

Para buscar información más detallada a nivel poblacional se recomienda

secuenciar las regiones que fueron monorn órficas, o buscar otro marcador molecular. Una

opción sería probar los microsatélites recientemente desarrollados para Pseudo-nitzschia

pungens o Pseudo-nitzschia multiseries, ya que esta especie está más cercana

filogenéticamente a Nitzschia frustulum que Ditylum bightwelli. Es esencial entender la

estructura genética intraespecífica para el establecimiento de un concepto de especie en

algasque pueda ayudar a la identificación de especies cercanamente relacionadas o

crípticas.
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7.2.2 Especies de Género Pseudo-nitzschia

En este análisis encontramos que los siete individuos de Pseudo-nitzschia

australis (colectados en Escocia, Nueva Zelanda y Estados Unidos) y los cinco

individuos de Pseudo-nitzschia multistriata (colectados en Italia y Corea) presentan una

diversidad haplotipica, Hd, de O y una diver sidad nucleotidica, Pi, de O. Estas dos

especies son las que cuentan con menor número de individuos, por lo que la diversidad

puede aumentar al aumentar el número de individuos muestreados.

Stehr et al. (2002) describen muy poca variación en P. pungens colectada en

Estados Unidos. Este patrón se mantiene a pesar de que para este estudio se añadió una

secuencia de un individuo colectado en Vietnam. La identidad de la especie se puede

observar en las filogenias. La diversidad haplotipica fue 0.286 y la nucleotídica fue

0.0005 (dicha diversidad es similar a la encontrada para Pseudo-nitzschia galaxiae).

Cerino et al. (2004) encuentran que la diversidad genética en Pseudo-nitzschia

galaxiae menor que en otras especies. La identid ad de la especie y su substancial

homogeneidad genética es confirmada por el análisis de LSU. La matriz de particiones y

la diversidad haplotípica y nucleotíd ica coinciden con lo reportado en es te estudio. La

diversidad haplotipica fue 0.222 y la nucleotídica fue 0.0004; dicha diver sidad es similar

a la encontrada para P. pungens.

Para Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima encontramos que la diversidad

haplotípica fue 0.933 , que fue similar a la encontrada en Nitzschia frustulum y la

nucleotídica fue 0.02544, que es el valor mas alto de las especies estudiadas. Al añadir a

este estudio secuencias de individuos colectados en Australia, Estados Unidos y Portugal,

aumentamos aún más la diversidad genética report ada. En las filogenias no se observa la

identidad de la especie.

En el estudio realizado por Orsini et al. (2004) utilizaron sólo secuencias de

Pseudos-nitzschia delicatissima y una secuencia de Pseudo-nitzschia fraudulenta que

utilizan como grupo externo. Para nuestro estudio se agreg aron las secuencias de un

individuo colectado en Dinamarca y dos de Estados Unidos y de otras especies del género

Pseudos-nitzschia (Tabla 5.1O). En nuestro análisis no observamos los linajes descritos

por Orsini et al. (2004); observamos grupos con muy bajo soporte y éstos no se agrupan

por sitio de colecta. La diversidad haplotipica fue 0.758 y la nucleotídica fue 0.006.
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Lundlholm 2003 consideran que existen más especies no descritas de Pseudo

nitzschia basándo se en observaciones de aislados con caracteres similares a P.

pseudodelicatissima y a P. cuspidata. Orsini et al. (2002) no logran resolver

completamente la topología entre los taxa incluidos y no consideran estos datos como

exhaustivos para resolver la filogcnia del género, por lo que solo pueden distinguir tres

principales grupos politómicos. Evalu ando los caracteres morfológicos encuentran que el

número y estructura de las estrías y las fíbulas no muestran claramente una tendencia

filogen ética ya que especies con un número similar de estrías y fibulas se agruparon en

ciados cercanos y en ciados lejanos; por ello, consideran que estos caracteres tienen un

valor limitado en el reconocimiento de grup os naturales dentro del género. Sus resultados

reflejan que la filogenia de algunos caracteres utilizados para la identificación

taxonómica no reflejan estrictamente la filogenia de las especies.

Se esperaría que poblaciones planctónicas de gran tamaño y amplia distribución

biogeográfica presentaran bajos niveles de diferenciación genética. Alta variación

genética ha sido reportada en una limitada escala espacial, demostrando que distintos

genotip os que comparten característica s morfol ógicas muy similares pueden coexistir en

un mismo ambiente lo que ha sugerido la exi stencia de taxa crípticos. En general se ha

considerado que la mayoría de las especies diatomeas son cosmopolitas mientras que

otras tiene distribuciones restringidas principalmente controladas por la temperatura; pero

las posibilidades de dispersión son importantes. (Kristiansen 1996). Pero aquí podemos

observar especies con amplia distribución geográfica pueden presentar poca diversidad

genética. Mientras que otras, como Pseudo-nitzschia delicatissima, no se agrupan

geográficamente, pero ello puede deberse a su errónea identificación específica.

Orsini et al. (2002) recomiendan un análi sis más detallado que incluya un mayor

número de especies y con otras regiones de ADN para refinar los patrones filogenéticos y

para clarific ar posteriormente la validez de los caracteres taxonómicos utili zados en el

género Pscudo-nitzschia, Además de datos morfológicos, información del ciclo de vida,

ultrae structura de las células en diferentes etapas de ciclo pueden proporcionar más

información para interpretar árboles filogenéticos. El descubrimiento de diversidad

críptica en varios taxa resalta el hecho de que con la morfo-taxonomía clásica se ha

pasado por alto una notable fracción de biodiversidad, lo cual puede interpretarse como
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una muestra de nuestra profunda ignorancia de las características biológicas de los

organismos con los que estamos tratando. En el caso de las diatomeas se han hecho

filogenias y taxonomía basadas en caracteres morfológicos del frústulo de sílice; pero

entendemos poco sobre el significado evolutivo y adaptativo de estos pocos, diminutos

caracteres. (Orsini et al. 2004)

7.2.3 Demografía, tamaño efectivo y recombinación

Como comprobamos con la prueba de Tajima (1993), la tasa de substitución

nucleotídica es aproximadamente constante a lo largo del tiempo evolutivo, por lo que

podemos considerarla como una constante.

La especie que presenta un valor de 8 mayor fue Pseudo-nitzschia

pseudodelicotissima por lo que podemos inferir que es la que presenta una Ne mayor, lo

que implica que de las especies estudiadas aquí es en la que la deriva tiene un menor

efecto. En el caso contrario tenemos a Pseudo-nitzschia australis y Pseudo-nitzschia

multistriata, que tienen una 8igual a O; pero esto puede deberse a que es necesario incluir

un mayor numero de individuos o analizar una región con mas variación para conocer 8.

De cualquier modo, podemos inferir que la Ne es menor para estas especies por lo que se

esperaría que la deriva génica tuviera un efecto mas importante en la población

comparada con Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima.

Para Nitzschia frustulum colectada en XochimiJco tenemos que r es igual a

5,874.548J..l, para Pseudo-nitzschia delicatissima tenemos que r es igual a 1,246.154 I-lY

para Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima tenemos que r es igual a 289.9971.1.

Considerando que I-l es constante , Nitzschia frustulum presenta la mayor tasa de

recombinación,

Tenemos que Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima tuvo como mínimo 5 eventos

de recombinación, mientas que Nitzschia frustulum tuvo 2 y Pseudo-nitzschia

delicatissima tuvo O.

Graham y Wilcox et al. (2000) mencionaron que la reproducción sexual se puede

presentar bajo condiciones favorables de crecimiento vegetativo, no favorables y en

ambientes no predecibles y fluctuantes. Werner (1977) comenta que otros factores que
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afectan la sexualidad son los cambios de luz, temperatura y de concentración de C02. La

evidencia de recornbinación puede resultar en evidencia de reproducción sexual; pero

esto no se puede asegurar para Nitzschia frustulum ya que para una variedad de Nitzschia

frustulum hay reportes de paedogamia, lo que implica presencia de recombinación sin

reproducción sexual (Round et al. 1990).

7.3 Inferencia filogenética

Para la inferencia filogenética encontramos que cuando no hay homoplasias

(similitud de caracteres por otras razones diferentes a la coancestría), el método de

máxima parsimonia produce el árbol correcto; pero en este trabajo podemos observar que

el índice de consistencia (CI) que mide la homoplasia fue de 0.636, lo que nos indica que

hay mucha homoplasia (sin homoplasia el valor sería de 1, en completa homoplasia es O).

Esto también lo podemos observar con la matriz de particiones. El valor de Rl fue alto

(0 .828) lo que indica que la mayoría de los cambios están en las ramas basales. El valor

de RC} que fue de 0.527 , es un valor intermedio por lo que los caracteres en el conjunto

de datos son más o menos congruentes entre sí y el árbol dado. Para los índices de los

sitios parsimoniosamente informativos se mantiene el mismo patrón.

Como se mencionó anteriormente, si el valor de bootstrap es de 95% a 99% o más

dependiendo de la exactitud deseada se considera a la topología significativamente

positiva (Nei & Kumar 2000). Con los tres métodos (ME, MP, NJ) se observa un ciado

bien soportado que contiene a las especies del género Pseudo-nitzschia (Pseudo-nítzschia

americana, Pseudo-nitzschia australis, Pseudo-nitzschia delicatissima, Pseudo-nitzschia

galaxiae, Pseudo-nitzschia ntultistriata, Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima y Pseudo

nitzschia pungens) y Fragilariopsis curta con los siguientes valores de bootstrap: MP:

98%, ME : 98% y NJ: 99%.

Observamos que Nitzschia es parafilético. Los individuos de Nitzschia frustulum

colectados en Xochimilco se agrupan significativamente y no se agrupan con Nitzschia

frustulum colectada en La .Tolla, CA, USA. La distancia genética entre éstas es de O.} 24,

distancia similar a la que se observa entre N. frustulum de Xochimilco y N. vítrea (O.) 29)

o N. frustulum de Xochimilco y Phaeodactylum tricornutum (0 .13}) que es el grupo
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externo. La especie más cercana a N. frustulum de Xochimilco, por distancia, es Nitzschia

cf. pusilla.

Podemos observar algunas relaciones entre las especies como por ejemplo:

Nitzschia communis se agrupa con Nitzsch ia cf. pusilla. Nitzschia navis-varingica se

agrupa con Nitzschia pellucida.

Para entender mejor a Nitzsch ia frustulum valdría la pena realizar un análisis

morfológico más detallado (observando Jos poroides en las valvas y en las bandas, patrón

de perforaci ones en los himenes de los poro ides y estructura detallada del frústulo) , e

incluir en estudios com o este a más indi viduos de la especie colect ados en regiones.

La no identidad de P. pseudodelicat lssima pueden ser resultado de la confusión

con P. cuspidata o con especies posiblemente no descritas (Lundlholm et al. 2003).

Cerino et al. (2004) mencionaron que P. pseudodelicatissima se ha descrito como no

homogénea morfológicamente, con al menos dos morfotipos. Definen tres ciados

encontrando que uno de los ciados comparte poroides bipartitos mientras que los otros

dos tienen un patrón típico "rose-window" . Esto indica que al menos dos ; pero

posiblem ente tres especies forman P. pseudodel'caiiss ima, El uso de múltiples y/o más

marcadores moleculares, con análisis morfológicos más detallados, se requieren para

clarificar la taxonomía de este tax ón. La falta de caracteres claramente distintivos y la

variación estructural de algunos taxa pueden ser indic ativos de especiación reciente, para

comprobarlo sugieren experimentos de fert ilización cruzada.

Para Pseudo-nitzschia delicatissima tenemos que se había reportado una alta

diversidad ; esto concuerda con nuestros datos . Orsini et al. 2004 reporta diferentes linajes

que se observan antes y después de los florecimientos. Ellos infieren que P. delicatissima

puede inclu ir a linajes separados por las condiciones ambientales, aunque puede haber

híbr idos.

Mann (1999) sugiere que se estudien la ontogenia de los caracteres morfológicos

que han sido utilizados para la clasificación de las diatomeas. Igualmente no deb emos

olv idar que los árboles de genes pueden diferir de las filogenias de los organismo dado la

retención de polimorfismos ancestrales o reticulación entre poblaci ones (flujo génico por

ejemplo) o entre especies (por ejemplo hibridación) (Hillis et al. 1996).
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8. Conclusiones

Podemos concluir que el patrón que observamos con los datos morfológicos es

complejo e incluye factores como : salinidad, evaporación, movimiento del agua, sustrato

y presencia de aves.

Los microsatélites analizados así como las regiones no codificantes de cloropl asto

no resultaron variables en tamaño para esta especie, por lo que se necesita secuenciar la

región.

Pseudo-nitzschia pseudelicatissima presentó la diversidad nucleotídica más alta;

mientas que P. multristriata y P. australis presento la menor diversidad. La diversidad

nucleotídica de Nitzschia frustulum de Xochimilco fue de 0.007.

Para Nitzschia frustulum encontramos una 8=0.00829, Pseudo-nitzschia

pseudodelicatissima presenta un tamaño efectivo (Ne) mayor (8=0.0307), lo que implica

que la deriva génica tiene un menor efecto. En el caso contrario tenemos a Pseudo

nitzschia australis y Pseudo-nitzschia multistriata, donde la deriva génica tiene un efecto

mas importante en la población comparada con Pseudo-n itzschia pseudodelicatissima

(valores de 8= Opara ambas).

Nitzschia frustulum presenta la mayor tasa de recomb inación, comparada con

Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima y Pseudo-nitzschia delicatissima, Pseudo-nitzschia

pseudodeiicatissima tuvo como mínimo 5 eventos de recombinac ión, mientas que

Nitzschia frustulum tuvo 2 y Pseudo-nitzschia delicatissima tuvo O. La evidencia de

recombinación en Nitzschia frustulum no implica reproducción sexual (paedogamia).

Nitzschia frustulum colectada en Xochimilco presenta la mayor tasa de

recombinación (comparada con Pseudo-nitzschia delicatissima y Pseudo-nitzschia

pseudodelicatissimay; y un número mínimo de eventos de recombinación de 2. La

evidencia de recombinación puede resultar en evidencia de reproducción sexual; pero

esto no se puede asegurar para esta especie ya que para una variedad Nitzschia frustulum

hay reportes de paedogamia, lo que implica presencia de recombinación sin reproducción

sexual.

Las especies del género Pseudo-nitzschia (Pseudo-nitzschia americana, Pseudo

nitzschia australis, Pseudo-nitzschia delicatissima, Pseudo-nitzschia galaxiae, Pseudo-
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nitzschia muhistriata, Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima y Pseudo-nitzschia pungens)

y Fragilariopsis curta forman un grupo monofilético. El género Nitzschia fue

parafilético.

.Nitzschia frustulum colectados en Xochimilco se agrupan significativamente y no

se agrupan con Nitz schia frustulum colectada en La .Tolla, CA, USA. La especie más

cercana a N. frustulum de Xochimilco, por distancia, es Nitzs chia cf. pusilla.

Nitzschia communis se agrupa con Nitz schia cf. pusilla. Nitzschia navis-varingica

se agrupa con Nitzschia pellucida.

Podemos reconocer como especies bien definidas a Pseudo-nitzschia ga/axiae,

Pseudo-nitzschia pungens y Pseudo-nitzschia australis; Pseudo-nitzschia mu/tistriata

excepto por un individuo. Pseudo-nitzschia multistriata y Pseudo-nitzschia austra/is

están cercanamente relacionadas.

Por último, especies con amplia distribución geográfica, como Pseudo-nitzschia

galaxiae, Pseudo-nitzschia pungens y Pseudo-nitzschia australis, pueden presentar poca

diversidad genética. Mientras que otras, como Pseudo-nitzschia de/icatissima, no se

agrupan geográficamente, pero ello puede deberse a su errónea identificación específica.
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10. Apéndices

10.1 Elaboración de medio de cultivo

DM (Diatom Medium) de agua dulce

Stoc k s

(1 ) Ca(N03 )2. 4H20

(2) KH2P04

(3 ) Mg S04 . 7H20

(4) NaHC0 3

(5) EDTAFe Na

EDTANa2

(6) H3B0 3

MnC12.4H20

(NH4)6Mo7 0 24 . 4H20

(7) Cyanocobal amin

Thiamine HCl

Biot i n

(8) NaSi03.9H20 (Si gma S439 2)

Medi o Stock s o l u t i on s 1 - 8

1. Se toma 1 mI de cada uno de los 8 stocks

2. Se a f o r a a 1 litro (992 ml )

3 . Se a jus t a el pH a 6 .9

4 . Se agrega agar a l 1. 8% (18 g po r c ada litro de medio )

5 . Se autoc lavea

para 2 00 mI

4 . 0 0 9

2 .48 9

5. 00 9

3 .18 9

0 . 45 9

0.45 9

0 .496 9

0.278 9

0 .20 9

0 .008 9

0 .008 9

0 . 008 9

11.4 9

1.0 mI each

6. Se va c í a e l med i o de cu lt ivo en c ajas de Pe t r i en la campana

c uando el medio este t ibio. La ca j a no d ebe e s t a r llena de medio,

solo debe cub r i r e l piso de l a caja .

http://www .ife.ac.uk/ccap/ (The Culture Collection of Algae and Protozoa)
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10.2 Extracción de ADN

l. Colectar las diatomeas por centrifugación o con una asa de siembra.

2. Tomar aproximadamente 0.1 g de células frescas con nitrógeno, moler con nitrógeno

líquido con un pistilo en un tubo de 2.0 ~I con 1.5 ~L de buffer de aislamiento y mezclar:

a. 100mM Tris HCI (pH 7.4)

b. 50 mM EDTA (pH 8)

c. 500 mM NaCl

3. Cada muestra se transfiere a 2 tubos de centrifuga de 1 .5~L y se agrega a cada tubo :

a. 10.5 ~L ~-mercaptoetanol

b. 50 ~L de SOS al 20%

4. Agitar vigorosamente.

5. Incubar 65° C durante 20 minutos mezclando por inversi ón cada 5 minutos

6. Agregar 250 ~L de acetato de potasio 5M a cada tubo .

7. Agitar vigorosamente.

8. Congel ar a -20° C durante 10 minutos.

9. Centrifugar a 14,000 rpm a 4° C durante 20 min o

1O. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio.

11. Agregar 20 ~L de RNAsa calentada previamente a 37° C

12. Incubar a 37° C durante 30 minutos.

13. Agregar 500 ~L de isopropanol frío a cada tubo .

14. Mezcl ar la muestra por inversión antes de ser incubada a -20° C por 2 a 12 horas.

15. Centrifugar a 14,000 rpm a 4° C durante 20 min o

16. Descartar el sobrenadante y escurrir el pe let lo mejor posible.

17. Disolver en 70 ~L de buffer TE-I:

a. 50 mM Tris HCL (pH 8)

b. lO mM EDTA (pH 8)

18. Centrifugar a 14,000 rpm a 4° C durante 10 mino

19. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio cuidadosamente, pasar las muestras a un

mismo tubo
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20. Agregar 15 ~L 3M acetato de sodio y 1OO~L de isopropanol fria .

21. Centrifugar a 14,000 rpm a 40 C durante 4 min

22. Lavar el pelet con ]OO~L de etanol 80% frío.

23. Secar aproximadamente 30 mino

24. El peJet seco se resuspcnde en 50~L de agua
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10.3 Limpieza de diatomeas para preparaciones permanentes

l. Medir 10 ml de la muestra.

2. Colocar las muestras en matraces de 100ml.

3. Agregar 20ml de dH20.

4. Agregar 10ml de ácido nítrico.

5. Calentar lentamente y hervir hasta que disminuya a 20 mI. No sobrecaJentar para

evitar que salpique la muestra.

6. Agregar una pizca de dicromato de potasio y hervir 5 minutos más.

7. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Una vez frías las muestras

8. Colocar en tubos de centrífuga de 15ml. Centrifugar 10 minutos a 500 rpm.

9. Resuspender hasta que se vea homogénea la muestra.

10. Centrifugar y decantar 6 veces (o hasta que la muestra se vea transparente) y

después de la última vez llevar a 10ml en vez de 14mI.

Preparaciones

11. Colocar una gota de la muestra limpia en 1 cubreobjetos calentando hasta que se

evapore.

12. Colocar una gota de Naphax ® en un porta objetos

13. Calentar de 3-10 segundos. Cuidar que salgan los vapores del portaobjetos.

14. Inmediatamente después de remover el portaobjetos del calor , colocar el

cubreobjetos con la muestra en resina caliente. El Naphax hervirá un poco más .

15. Colocar el portaobjetos en la parrilla para que la resina hierva nuevamente.

16. Eliminar las burbujas dejando caer muy suavemente y repentinamente el

portaobjetos.
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