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RESUMEN

Durante muchos afios, las clasificaciones taxondémicas de las algas solo se establecian
por caracteres morfologicos, pero desde hace cuatro décadas, con los resultados
obtenidos a través de estudios moleculares, fisioldégicos y ecoldgicos se han propuesto
nuevos esquemas de clasificacion debido a la gran diversidad morfologica que
presentan. Un caso en particular es el género Scenedesmus Meyen, 1829,
perteneciente a la familia Scenedesmaceae que presenta pleomorfismo vy
consecuentemente el numero de especies conocidas podria estar sobrevalorado.
Recientemente las investigaciones en las regiones 18S del ADN ribosomal (ADNr), 26S
del ADNr y el espaciador interno al transcrito 2 (ITS2) del ADNr, han confirmado los
cambios en las clasificaciones taxondémicas. El presente estudio est4 enfocado en el
analisis morfologico y molecular de algunos taxa del género Scenedesmus sensu latum
gue se localizan en diferentes ambientes dulceacuicolas de México; para esto se
concentraron los registros publicados del género en México, del periodo 1941-2008, en
una base de datos; después se obtuvieron cultivos unialgales de nueve localidades
correspondientes a seis entidades federativas del pais, se determinaron in vivo, se
observaron en microscopia electrénica de barrido (MEB), se secuenciaron las regiones
ITS1 e ITS2 del ADNr con las que se realiz6 un arbol filogenético con el método
Neighbor-Joining y se registraron algunas variables fisicoquimicas de algunos lugares
de colecta. La informacion ficoldgica sefiala que so6lo nueve de las 32 entidades del
pais, cuentan con registros publicados de especies del género Scenedesmus. Las
especies determinadas en este trabajo fueron Acutodesmus obliquus, A. dimorphus y
Desmodesmus armatus y aunque la determinacion no correspondié con la busqueda
de sus secuencias en el NCBI para tres de las cepas estudiadas, en general la
determinacién taxonémica a través de las caracteristicas morfologicas se complemento
exitosamente con las caracteristicas moleculares de la region ITS1 e ITS2. Por otro
lado se encontr6 que A. obliquus crece en ambientes con un amplio intervalo de

valores de nitratos, ortofosfatos y valores altos de amonio.
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INTRODUCCION

En el mundo existen alrededor de 20,000 especies de algas verdes que crecen tanto en
agua dulce, salobre, marina, asi como en diferentes ambientes terrestres (Norton et al.,
1996). Estos organismos al igual que las plantas superiores, tienen un color verde
debido a la clorofila a y b que contienen; por otra parte presentan células méviles que
tienen dos flagelos lisos de la misma longitud cuyos cuerpos basales se organizan en
forma de cruz o de manera unilateral. Durante muchos afos, las clasificaciones
taxondmicas propuestas sélo se establecian por caracteres morfolégicos, pero desde
hace cuatro décadas, con los resultados obtenidos a través de estudios moleculares,
fisiologicos y ecoldgicos se han propuesto nuevos esquemas de clasificacion (Hoek et
al., 1995; Adl et al.,, 2012). Por ejemplo, nuevas investigaciones, se basan en la
configuracion mitética a nivel de la telofase y la insercion flagelar de las células méviles
para reclasificar las algas verdes, esta arquitectura flagelar se presenta en tres
orientaciones distintas que son: sentido horario o “clockwise” (CW), sentido antihorario
o “counterclockwise” (CCW) y directamente opuestos o “directly opposite” (DO) (Mattox
y Stewart, 1984) (Figura 1). Actualmente las algas verdes comprenden diversos linajes
(Graham et al. 2009).

®

XXX

Figura 1. (Centro) Aparato flagelar hipotético ancestral visto desde arriba, donde los dos cuerpos basales estan
alineados teniendo disposicion “directly opposite” o DO. (lzquierda) Cuerpos basales cruzados en disposicion
“counterclockwise” o CCW. (Derecha) Cuerpos basales cruzados en disposicion “clockwise” o CW (Tomado y
modificado de Van Den Hoek et al., 1994).
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Al principio Cavalier-Smith (1981) nombré como Viridiplantae a las plantas verdes,
después Jeffrey (1982) las designé como Chlorobionta, mientras Kenrick y Crane
(1997) como Chlorobiota. Asi, en la clasificacion de Cavalier-Smith (2004) las algas
verdes y las plantas terrestres se encuentran en el reino Plantae y el subreino
Viridiplantae, el cual se divide a su vez en los filos Chlorophyta, Bryophyta y
Tracheophyta. Sin embargo, Adl et al. (2012) las clasificaron como el grupo
“Chloroplastida” y no Viridiplantae a los organismos con un plasto, clorofilas a y b,
centriolos y la presencia de pared celular con celulosa como pertenecientes a un
supergrupo denominado “Archaeplastida”, en donde se encuentran los organismos con
plastos fotosintéticos con clorofila a, proveniente de una endosimbiosis primaria
ancestral con una cianobacteria; ademas de un plasto secundario perdido o reducido
en algunos casos, con almidon como producto de reserva y aclaran que los hombres
Chlorobiota y Chlorobionta no son aceptables debido a que existen muchos géneros
‘verdes” fuera de Archaeplastida y tampoco es aceptable Viridiplantae porque la
mayoria de los géneros de este grupo mayor no son plantas, segun las definiciones de

estos mismos autores (Figura 2).
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Figura 2. Filogenia de los eucariontes segun la clasificacion de Adl. et al. (Tomado de Adl et al., 2012).
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Las formas unicelulares conocidas como Prasinophyceae son las mas antiguas
divergentes de las modernas algas verdes, las cuales no forman un grupo monofilético,
mas bien son el conjunto de aproximadamente siete clados. Algo importante es que las
Prasinophyceae estan relacionadas a dos grandes clados, los cuales son nombrados
como Streptophytas (Charophyta) y Chlorophytas también conocido como el clado UTC
(Figura 3) (Graham et al. 2009).
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Figura 3. Filogenia del linaje “verde” y propagacion de genes “verdes en otros eucariontes (Tomado y traducido de
Leliaert et al., 2012). FVA=Flagelado verde ancestral.

El clado Chlorophyta, incluye las Clases Ulvophyceae, cuyos miembros crecen
principalmente en ambientes marinos, Trebouxiophyceae, que son en su mayoria de
agua dulce o terrestres e incluye a los géneros Chlorella y Trebouxia, y

Chlorophyceae, que esta formada por algas verdes de agua dulce (aunque también
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hay terrestres), distinguiéndose por tener disposicion CW o DO en las células moéviles
(Figura 3). Entre estas Clases, la Ulvophyceae divergié tempranamente, mientras que
las otras dos son consideradas como grupos hermanos (Graham et al. 2009) y a su
vez, la clasificacion de Krienitz et al. (2003) reconoce que dentro de la Clase

Chlorophyceae se ubican los 6rdenes Sphaeropleales y Chlorococcales.

El Orden Chlorococcales Marchand (1895) tuvo que ser usado a partir de 1915, ya que
Bourrelly (1972) sefald el origen polifelético del mismo, ademas de que las
investigaciones de la ultraestructura marcan los tres tipos de orientacion de la
arquitectura flagelar CW, CCW y DO; confirmandose aln mas que se trata de un grupo
artificial con varios linajes. A partir de estos avances, fueron propuestos cuatro
ordenes: Chlorococcales, con zodsporas tipo Chlamydomona; Protosiphonales, con
zoodsporas tipo Dunaliella y células multinucleadas; Chlorellales con reproduccion
exclusivamente por autosporas y Chlorokybales con zoosporas con flagelos

semejantes a las Charophyceae y con habito sarcinoide (Graham et al. 2009).

En la década de los noventa, muchas Chlorococcales se ubicaron en el Orden
Microthamniales segun Melkonian (1990), y Deason et al. (1991) restablecieron el
Orden Sphaeropleales incluyendo a organismos unicelulares, filamentosos o
cenobiales que producen células moéviles biflageladas con cuerpos basales en
orientacion DO y organismos autosporicos, cuya validez filogenética ha sido confirmada
a través de estudios del ADN (Wilcox et al., 1992; Lewis et al., 1992). Como se puede
observar, la taxonomia de las algas ha sufrido constantes cambios, en particular las
investigaciones en las regiones 18S del ADN ribosomal (ADNr), el 26S del ADNr
(Buchheim et al., 2001), el espaciador interno al transcrito 2 (ITS2) del ADNr (An et al.,
1999), asi como la informacion combinada tanto del 18S como del 26S e informacion
de genes cloroplasticos (atpB, rbcL) y nucleares (18S, 26S) han confirmado los

cambios recientes en las clasificaciones taxonomicas (Tippery et al., 2012).

Estos cambios en la clasificacion taxondmica de las algas siguen en continuo debate,

debido a la gran diversidad morfolégica que presentan, tales como la ornamentacion de
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la pared celular, las sustancias de reserva y la ultraestructura de los organelos, por lo
que los taxénomos desde hace algunos afios, utilizan la combinacion tanto de
observaciones morfologias y de la ultraestructura, asi como diversos marcadores
moleculares para dilucidar entre las problematicas de la clasificacion de éstas,
representando la secuenciacion genética una herramienta cada vez mas utilizada para
apoyar el estatus taxonémico de cada taxon, asi como sus relaciones filogenéticas
(Kilian y Kroth, 2006; Van Hannen et al., 2000).

Varios 6rdenes dentro de las Chlorophyceae han sido definidos con base en estos
estudios moleculares, por ejemplo O’Kelly et al. (1994) sefalan que las Oedogoniales,
Chaetopeltidales y Chaetophorales son grupos monofiléticos. Para el Orden
Sphaeropleales, sus géneros han sido también objeto de numerosos estudios
taxonémicos y ecologicos, agrupandose por datos moleculares y por caracteres
estructurales de las zoosporas o gametos. Actualmente, para este orden Guiry y Guiry
(2014) reconocen 628 especies en el mundo distribuidas en diez familias:
Ankistrodesmataceae, Bracteacoccaceae, Characiaceae, Hydrodictyaceae,
Microsporaceae, Neochloridaceae. Radiococcaceae, Scenedesmaceae,

Selenastraceae, y Sphaeropleales incertae sedis.

Un caso en particular es el del género Scenedesmus Meyen, 1829, perteneciente a la
familia Scenedesmaceae. Los miembros de éste género se caracterizan por tener un
cenobio laminar, recto o ligeramente curvo, con células generalmente en una o dos
lineas, usualmente de dos, cuatro u ocho células, unidas lateralmente y acomodadas
paralelamente una sobre la otra o alternadas; de forma alargadas o cilindricas, ovoides,
elipsoidales a ovoides, con apices redondos, truncados, capitados o adelgazados;
frecuentemente con espinas largas, dientes o costillas; con pared celular lisa, granular,
espinosa o dentada; cloroplastos parietales, con un pirenoide y con reproduccion
asexual por autosporas liberadas por la fractura de la pared celular (Figura 4) (John et
al., 2002). Actualmente dentro de la familia Scenedesmaceae se reconocen 43
géneros: Acutodesmus, Asterarcys, Astrocladium, Bilgramia, Chodatodesmus,

Closteriococcus, Coelastrella, Coelastropsis, Coelastrum, Cohniella, Comasiella,
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Crucigeniopsis, Danubia, Desmodesmus, Dimorphococcus, Enallax, Gilbertsmithia,
Gloeoactinium, Hariotina, Hofmania, Hylodesmus, Komarekia, Lauterborniella,
Neodesmus, Pectinodesmus, Pseudotetrastrum, Scenedesmus, Schistochilium,
Schmidledesmus, Schmidleia, Schroederiella, Soropediastrum, Staurogenia, Suxenella,
Tetradesmus, Tetrallantos, Tetranephris, Tetrastrum, Truncatulus, Verrucodesmus,

Westella, Westellopsis y Willea (Guiry y Guiry, 2014; Hegewald et al., 2010).

1.- Cenobio

2.- Apice=Polo

3.- Pirenoide

4-. Nlcleo

5.-Cloroplasto parietal
(color verde)

Figura 4. llustracion de un organismo del género Scenedesmus.

Durante su crecimiento muchas ecoformas se desarrollan a lo largo de su ciclo
bioldgico, por ello ha sido dificil determinar el nUmero de especies que comprenden el
género Scenedesmus sensu latum (Van Hannen et al., 2000). Vanormelingen (2007) y
John et al., (2002) han indicado que la morfologia es inducida por las condiciones
ambientales, por lo que este taxa presenta pleomorfismo y consecuentemente podria
estar sobrevalorado el nimero de especies. Por ejemplo, las investigaciones de Trainor
(1969, 1998) reconocieron 30 especies, ya que observd que la morfologia del cenobio
cambia con base en la composicion mineral del medio de cultivo. En contraste,
Hegewald y Silva (1988) en su catalogo indicaron 1,300 taxa intraespecificos. Por su
parte, Guiry y Guiry (2014) reconocen 231 especies.

Para la determinacion taxonémica de éste género basandose en la morfologia, algunos

de los caracteres que se consideran son: el arreglo del cenobio, la forma de las células,
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la presencia de espinas, dientes, crestas y otras ornamentaciones, sin embargo dados
los antecedentes, estos caracteres deben tomarse con reserva al momento de su
determinacion taxonémica. Por ejemplo, Guiry y Guiry (2014) mencionan que el
subgénero Desmodesmus ha sido aceptado como un género bien definido por estudios
basados en 18S e ITS2 del ADNr por autores como Kessler et al. (1997) y Van Hannen
et al. (2002), aunque la delimitacion de especies es probleméatica. De hecho Trainor et
al. (1976) ya habian propuesto que las formas con espinas y sin espinas corresponden
a dos géneros distintos, segun las caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas; a esto se le
suman las investigaciones de An et al.,, (1999) quienes evaluaron a través de la
secuenciacion del ITS-2 del ADNr algunas especies de Scenedesmus, confirmando
gue se deberia de dividir en dos géneros: Scenedesmus sensu stricto y Desmodemus;
el primero con una pared celular de tres capas de esporopolenina y el segundo con

cuatro capas, ademas de espinas.

Dentro de los estudios moleculares, Kessler et al. (1997) mencionan que la alta
conservacion del gen 18S no permite la comparacion especifica del subgénero,
mientras que An et al. (1999) consideraron que debido a la gran variabilidad natural de
la region ITS2 se pueden distinguir cepas dentro del mismo género Scenedesmus.
Después Hegewald (2000) transfiri6 mas de 32 especies y 22 variedades del género
Scenedesmus a Desmodesmus. También Van Hannen et al. (2000) propusieron que la
region ITS2 es una caracteristica para la determinacion del género, de este modo ellos
secuenciaron esta region y el gen 5.8S ADNr de cepas pertenecientes a S. obliquus, S.
acutus y S. naegelii, donde encontraron que la distancia genética entre éstas es menor
que entre otras del mismo género, proponiendo su reubicacion de todas en S. obliquus.
Por otra parte, Vanormelingen et al. (2007) realizaron comparaciones entre las
secuencias de la region ITS-2 del ADNr y la morfologia de la pared celular de 22 cepas
de Desmodesmus costato-granulatus; debido a los resultados entre estas dos
caracteristicas fueron divididas en cinco especies: D. costato-granulatus, D. elegans, D.
fennicus, D. regularis y D. ultrasquamatus. El Semary (2011) confirmo que el marcador

ITS2 ayudd a ratificar la identificacion de los organismos con los que trabajé en
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comparacion con el marcador 18S ARN que no discrimind entre las especies. Estas

regiones utilizadas se muestran en la Figura 5.

ITSSm = ITHI
Bl 7s-1 EXEEE i1s-2 765
= |T52 -4 |T54

Figura 5. ADN nuclear donde se indican el orden de los genes que codifican para las unidades 18S, 5.8S y 26.S
del ARN ribosomal y entre ellos se encuentran las regiones ITS1 e ITS2 del ADN nuclear, asi como algunos de los
principales primers utilizados, “directo” (“forward” en inglés) (—) y “reverso” (“reverse” en inglés) (<) para aislar
estas regiones (tomado de Polans y Saar, 2003).

Algo en comun dentro de todos estos estudios es el objetivo de certificar la delimitacion
taxonomica de cada cepa, ya que resulta relevante por el nimero creciente de trabajos
relacionados con su potencial biotecnolégico, entre estos ultimos, Abdel Hameed y
Hammouda (2007) citan la capacidad de Scenedesmus obliquus para producir
hidrogeno, y la de S. bicellularis, S. bijugatus, S. intermedius, S. obliquus, y S.
quadricauda para remover fosforo y nitrégeno de aguas residuales, asi como metales
pesados, S. quadricauda (junto con Chlorella ellipsoida y Navicula canalis) y S.
obliquus para remover Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb y Zn. En México, Almaraz
(2013) indico el potencial de remocién de nutrientes tales como nitrogeno y fosforo de
S. obtusus, tanto inmovilizado como libre en aguas residuales tratadas, proponiendo su
manejo junto con Chlorella vulgaris en humedales para evaluar su eficiencia en campo

y disefiar un manejo integral en las cuencas de abastecimiento de agua potable.

Actualmente, el estudio de la biodiversidad de las algas no sdlo se limita al registro del
namero de especies, sino también al registro filogenético, morfolégico, ecoldgico,
geografico y genético. Novelo y Tavera (2011) indican que aproximadamente la mitad

de las especies mexicanas de algas dulceacuicolas conocidas son organismos que
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crecen en la zona central del pais, en tanto que muchas de las entidades federativas no
cuentan con la informacion relativa a su ficoflora, es decir, mas de la mitad de los
estados de México han sido poco explorados. Lo anterior permite sefialar que aun son
necesarias investigaciones ficofloristicas. En contraste, explican que paises europeos y
norteamericanos que cuentan con floras algales bien documentadas, pueden disefar
programas de conservacion, asi como planes productivos o de impacto econémico; por
lo que, mientras mejor se conozcan los recursos ficoldégicos autoctonos, se podran
implementar propuestas viables de conservacion tanto de las especies como de los

ambientes nacionales.

En principio para estudiar la biodiversidad algal, es conveniente ver el nivel de
conocimiento que se tiene sobre los registros de este género, con apoyo de una base
de datos validada por expertos del tema, la cual permita delimitar el nimero de
especies citadas para el pais y que sirva de base para desarrollar nuevas

investigaciones para aquellos taxa que necesiten una revision taxonémica mas amplia.

El presente estudio esta enfocado principalmente en el andlisis morfolégico y molecular
de especies del género Scenedesmus sensu latum que se localizan en diferentes

ambientes dulceacuicolas de México.
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s € OBJETIVO GENERAL

Contrastar taxonOmicamente algunos organismos del género Scenedesmus sensu

latum de México, utilizando herramientas morfolégicas y moleculares.

OBJETIVOS PARTICULARES

-ldentificar la distribucion regional del género Scenedesmus en México utilizando los
registros publicados durante el periodo de 1941 a 2008.

-ldentificar algunas condiciones fisicoquimicas de los taxa colectados: temperatura, pH,

amonio, nitratos, ortofosfatos, oxigeno disuelto, alcalinidad y dureza.

-Describir el material biolégico de estudio con base en el concepto de especie
morfologica, de las cepas aisladas unialgales del género en estudio a través de

microscopia de luz (ML) y microscopia electrénica de barrido (MEB).

-Analizar las cepas estudiadas a partir de la secuencia de la regién ITS2 del ADNr, con

base en el concepto de especie filogenética.
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o MATERIALES Y METODOS

Documentacion bibliografica

A) Se concentraron los registros publicados del género Scenedesmus sensu latum
en México del periodo 1941-2008 en una base de datos en Excel™ de
Microsoft®.

B) Captura de la informacidon: Se disefid el siguiente formato para reunir la
informacion de los datos taxondémicos, geograficos y la referencia bibliografica
de cada registro.

REGISTRO DE LA INFORMACION BIBLIOGRAFICA

Clase Orden
Familia Género
Especie Variedad

Nombre valido
Periodo de colecta

Localidad Entidad federativa
Autor Pagina(s) del articulo donde esté el registro
Cita ARo Observaciones

C) Actualizacion de la nomenclatura. Se verifico y actualizd el nombre valido a
través de la consulta de “Algae base” (http://www.algaebase.org/) (Guiry y Guiry,
2014), asi como bibliografia especializada del género (Hegewald et al., 2010).

D) Andlisis de la informacion contenida en el banco de datos: Se reconocid la
riqgueza taxondmica a través de las publicaciones ficolégicas y se observo la
frecuencia de registro. Con esta informacion se puede delimitar qué especies
podrian ser encontradas con mayor probabilidad, cuales son las mas frecuentes,
cuales son las entidades federativas en donde mas estudios se han realizado

respecto al género y cuales especies pueden ser nuevos registros.
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Obtencion del material biologico

Se trabajo con material biolégico de nueve localidades correspondientes a seis

entidades federativas del pais, el cual se obtuvo por medio de colectas in situ, cultivos

unialgales del cepario IZTA y de la UAM lIztapalapa (Cuadro 1).

Cuadro 1. Informacion del origen del material bioldgico estudiado. *Organismos colectados por el autor.

No. de Localidad Entidad Obtencién Habitat Fechade |Coordenadas
cepa federativa colecta geogréficas
Lago de Catemaco Veracruz Herbario Lago enero 18°24°36"N
1 IZTA 2011 95°05’51”0
Piramide de las Flores en Tlaxcala Herbario Depésito de diciembre 19°14’41”’N
2 Xochitécatl IZTA agua 2011 98°20’59"0
Jardin Botanico de Campeche | Campeche Herbario Depdsito de diciembre 19°50'52"N
3 “Xmuch’Haltun” IZTA agua 2011 90°32’06"0
Universidad Iberoamericana Puebla UAM Lago artificial de marzo 19°01’57°N
4 Iztapalapa la Uni Ibero 2010 98°14'29°0
Rio Amacuzac (cerca de una Morelos . Rio marzo 18°28’46"N
5 cascada) 2012 99°09'10"0
Laguito Santa Cruz del Rincon |Edo. de Méx. Charco abril 19°40'05”"N

6 * 2012 100°06'10"0
Planta de tratamiento de aguas |Edo. de Méx. Agua residual abril 19°40'04”’N

7 del Mpo. San José del Rincén * 2012 100°09°'25"0
Laguna Villa Victoria Edo. de Méx. Laguna abril 19°27°24°N

8 * 2012 100°02'21"0

Granja de cultivo de peces Veracruz UAM Estanque
9 Iztapalapa 2012 -

Exploraciones ficologicas

Los lugares donde se realizaron colectas fueron: el Estado de México y Morelos debido

a que pertenecen a la zona centro del pais, ademas porque se conocia por la base de

datos que ya cuentan con registros del género Scenedesmus. Para la colecta se

utilizaron frascos de plastico de 100 mL y éstas se tomaron directamente o con una red

de fitoplancton de 20 um de apertura de malla.

Aislamiento de las cepas

Se obtuvieron cultivos unialgales por aislamiento de un cenobio a través de una pipeta

Pasteur adelgazada. Se tomé una gota con un solo organismo y se diluy6 en tubos de
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microcentrifuga de 1.5 mL con medio basal Bold modificado en un ciclo de luz 12:12, a
temperatura ambiente, con una intensidad luminica de 90 pmol m? s™ producida por
lamparas fluorescentes (Andersen, 2005; Vanormelingen et al. 2007). Una vez
comprobado el aislamiento del organismos (cultivo unialgal), se escal6 a frascos de 10
mL con medio Fertiplus® (anexo 1) y después una segunda fase de escalamiento se
realiz6 en 400 mL y se colocaron en un periodo de luz continua de 24 horas para la
obtencién de biomasa (Almaraz, 2013).

Determinacion taxondmica

Los organismos fueron determinados in vivo usando las claves de John et al. (2002) y
Godinho et al. (2010). Para la delimitacibn de algunos caracteres se realizaron
tinciones con azul de cresil y verde brillante (Kumar y Singh, 1979). Paralelamente se
tomaron fotografias con una camara Sony de 14 megapixeles con filtro azul en un
microscopio 6ptico marca Nikon. La validez taxondmica de las especies determinadas
se corrobor6 en la base de datos de “Algae Base”.

Microscopia electronica de barrido (MEB)

A partir de los cultivos aislados se preservé el material biolégico con glutaraldehido al
2%. Cada muestra se coloc6 en pequefas bolsas de papel arroz y se dejaron reposar
30 min. en un buffer de fosfatos; posteriormente se realiz6 una post-fijacion con
vapores de tetradxido de osmio (OsQO,) por 15 min., después se pasaron por un tren de
etanol del 30% al 100% (con diferencia de 10% en cada paso), para finalmente
llevarlas a punto critico en un aparato de marca Quorum Q 150R ES Emitech (Kim &
Takamura, 2000; Vanormelingen et al., 2007). Después el material biolégico se monté
en discos de doble contacto y finalmente se recubrié con oro en un equipo Emitech
k550 para su observacién en un microscopio electrénico de barrido marca Hitacchi
modelo SU1510. Esta seccion del trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de

microscopia del Instituto de Biologia de la UNAM con el apoyo de la M. en C. Berenit
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Mendoza Garfias y en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Unidad de
Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Fes Iztacala con el M. en C. Rafael Emiliano

Quintanar Zufiga.

Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion

Las muestras utilizadas para el analisis molecular fueron obtenidas a partir de los
cultivos unialgales. EIl ADN gendémico de cada una de las especies de Scenedesmus
aisladas, fue extraido utilizando los métodos DNeasy Plant kit (QIAGEN, 2006) y el kit

MO-BIO; siguiendo las instrucciones del fabricante.

El ADN se almacend a -20°C y para la verificacion del correcto aislamiento del ADN se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, adicionado con MIDORI GREEN
™ como intercalante. Posteriormente, se realizé la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR en inglés) con los primers 1800 directo (ACCTG CGGAA GGATC
ATT) (Helms et al., 2003) e ITS4 reverso (TCCTC CGCTT ATTGA TATGC) (White,
1990), en las condiciones descritas por Van Hannen et al. (2000) y Hegewald y Wolf,
(2003).

Los amplicones se observaron de la misma manera por electroforesis horizontal. Por su
parte, la secuenciacion se realiz6 con un equipo Genetic Analyzer 3130 XL de 16
capilares, 36 cm y 50 cm llenados con soporte POP 6 y las reacciones con el paquete

BigDye 3.1; los reactivos y equipo son de marca Applied Biosystem.

Analisis filogenético

Los cromatogramas fueron analizados usando los softwares Chromas y 4Peaks,
mientras que el alineamiento de las secuencias se realizé de manera manual usando el
software Geneious ver. 6.1.6., junto con la herramienta de basqueda de alineacion local

basica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la base de datos del Centro
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Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI) utilizandose las secuencias de los
organismos con los que existiera un mayor porcentaje tanto de identidad como de
homologia.

Con ayuda del mismo software Geneious ver. 6.1.6., se realizd un arbol filogenético de
las nueve secuencias obtenidas en este trabajo junto con 10 secuencias del NCBI que
tenian el mayor porcentaje de identidad (l) y cobertura (C) con las cepas estudiadas.
Los alineamientos fueron analizados con “Find Model” (http://www.hiv.lanl.gov/content/
sequence/findmodel/findmodel.html) para obtener el mejor modelo que determine las
relaciones filogenéticas. El método Neighbor-Joining se utilizd para la construccion de
los arboles y se utilizé el modelo Jukes-Cantor con el método de “Bootstrap” para el
remuestreo con un numero de réplicas de 1,000. Como grupo externo se utilizd
Pediastrum duplex Meyen |AY577757| (Hegewald et al., 2010).

Cuantificacion de variables fisicoquimicas

En cada uno de los sistemas acuaticos donde se realizaron colectas, se registraron los
siguientes parametros: temperatura con un termometro de mercurio marca Brannan®,
pH del agua con ayuda de un potenciémetro portatil marca Conductronic®, cantidad de
amonio, nitratos y ortofosfatos que se cuantificaron con la técnica de Nessler, reduccion
de cadmio y método de molibdovanato, respectivamente, utilizando un
espectrofotometro marca Hach® modelo DR2800 (APHA, 1995), la concentracion de
oxigeno disuelto mediante la técnica de Winkler modificada, la alcalinidad y dureza total
por métodos titulométricos (Robles et al.,, 2008) y las coordenadas geogréaficas

guedaron registradas con un GPS marca Maguellan® modelo Meridian.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Documentacion bibliografica

La informacion taxondmica del género Scenedesmus en México a lo largo de los
altimos 67 afos fue documentada del periodo de 1941 al 2008. A partir de 23 citas se
registraron 63 taxa diferentes y la distribucion del género en nueve entidades
federativas: Estado de México, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, San Luis Potosi,

Tlaxcala, Veracruz y el Distrito Federal (Figura 6).

De los 166 registros incluidos en la base de datos elaborada, s6lo se consideraron 138

cuyos nombres validos fueron respaldados con base a la consulta de “Algae base”.

La informacién también reveld que 37 especies han sido citadas una vez, en contraste
con Scenedesmus acuminatus, Desmodesmus quadricauda = Scenedesmus
quadricauda y Scenedesmus opoliensis que fueron las especies con mayor numero de
registros, las dos primeras con 10 cada una y la dltima con ocho, en diferentes

entidades federativas del centro del pais.

Por otra parte, 20 fueron las especies que se consideraron de interés ya que no se
encontraron en la base de datos de “Algae base” o por la necesidad de ser
confirmadas; por ejemplo Novelo et al., (2007) indica que Scenedesmus similagineus
se encuentra en la Cantera Oriente en el Distrito Federal y que esta especie sélo esta
registrada en Hungria y Francia por lo que se requiere confirmar su identidad

taxondmica.

Esta informacion muestra la necesidad de continuar los estudios ficofloristicos que
permitan conocer la diversidad de este género en México ya que, sOlo en nueve
entidades federativas se registran estos organismos; por lo que se confirma lo sefialado

por Novelo y Tavera (2011), quienes mencionan que en gran parte del territorio
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nacional faltan exploraciones ficolégicas para reconocer nuestros recursos, asi como

describir las nuevas especies del género Scenedesmus (Guiry y Guiry, 2014)(Figura 6).

Mayor nimero de registros

e Scenedesmus acuminatus (10)
o Scenedesmus opoliensis (8)

¢ Scenedesmus quadricauda (10)

Figura 6. Distribucion del género Scenedesmus en el pais, en las nueve entidades federativas sefialadas en color;
el mayor numero de registros corresponde a Jalisco con 31 especies, en seguido el Distrito Federal con 22 y por
ultimo el Estado de México con 16. Se indican (e, 0O, ¢) las tres especies con mayor numero de registros.

Cuantificacion de variables fisicoquimicas

En el cuadro 2 se presentan las caracteristicas fisicoquimicas de las localidades donde
se realizaron las colectas. No se incluyen los datos de aquellas especies obtenidas de

los ceparios.

Los cuerpos de agua donde se colectaron los organismos fueron reservorios con una
buena cantidad de oxigeno disuelto, los valores obtenidos son los niveles

recomendados para el crecimiento de muchas especies acuaticas del plancton (Gama
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et al., 2010). La temperatura es tipica de ambientes tropicales y la dureza total
registrada mostro valores de 72 a 97 mgCaCOs/L lo cual indica con base en la
clasificacion de Rodier, J. (1981) un ambiente satisfactorio para la vida acuatica.

Acutodesmus obliquus fue el unico taxén que se localizo en varias localidades donde
las condiciones ambientales registraron amplios intervalos fisico-quimicos como
nitratos (0.2 -1.4 mg/L N-NO3), ortofosfatos (0.1- 12.9 mg/L PO, e incluso valores
altos de amonio (0.13 - >2.5 N-NHj3). Con esta informacion se observa la gran variedad
de condiciones ambientales en donde este organismo puede desarrollarse

vegetativamente y por tanto expresar diferentes ecoformas (Cepék y Pribyl, 2006).

Cuadro 2. Variables fisicoquimicas medidas en las zonas donde se realizaron colectas en el presente trabajo. En
algunos casos (*) no se tiene registro.

Lugar pH |Temp. |Alcalinidad | Dureza Oxigeno | Nitrato |Amonio |Ortofosfatos
Agua (mg/L (mg/L disuelto | (mgiL (mg/L | (mg/L PO)
(°C) CaCOs) CaCOs) (mgL™") |N-NO:) | N-NH,)
Rio Amacuzac (cerca | 7.8 29 46 72 7.5 0.14 * *
de una cascada)
Laguito Santa Cruz del 8 18 51 74 6.7 0.5 0.21 0.1
Rincon
Planta de tratamiento 7.2 20 76 97 6.7 14 >2.5 12.9
en San José del Rincon
Laguna Villa Victoria | 7.8 20 57 85 6.3 0.2 0.13 0.8
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Determinacion taxonémica

Acutodesmus obliquus (Turpin) Hegewald et Hanagata 2000

=Scenedesmus obliquus (Turpin) Kiitzing var. obliquus,
Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing 1833
Achnanthes oblique Turpin 1828

John et al.,, 2002:394, lam. 960; Godinho et al.,, 2010:542, Figs. 96-105; Comas,
1996:251, Fig. 51.

DESCRIPCION

Godinho et al. (2010) mencionan que esta especie presenta gran variabilidad
morfologica y al igual que Comas (1996) sefialan dos variedades para la especie: S.
obliquus var. dimorphus y S. obliquus var. obliquus, la primera con polos ampliamente

fusiformes y la segunda con polos entre redondos y acuminados.

Las diferentes expresiones morfoldgicas del taxdn observadas por el autor se muestran

en las Figuras 7-12.

DISTRIBUCION MUNDIAL
Isla Ellesmere en el artico, Andorra, las Islas Baleares, Inglaterra, Portugal, Rumania,
Espafa, las islas Canarias, Cuba, Brasil, Iran, China, Singapur, Nueva Gales del Sur,

Nueva Zelanda y en Australia en Queensland y Victoria (Guiry y Guiry, 2014).

LOCALIDADES ESTUDIADAS:

1.- Lago de Catemaco, Veracruz: Cenobios planos presentes de manera ocasional de
4 células arregladas alternadamente. En cultivo se presentaron mas grandes y
solitarias midiendo 4-12 ym de ancho y 7-12 yum de largo, las células eran ovales-
fusiformes, un poco convexas sobre todo en cultivo, con los polos de las células

acuminados-redondos (Figura 7).
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NOTA: El material coincidié con S. obliquus var. obliquus y no con S. obliquus var.

dimorphus como se penso al principio.

2.- Jardin botanico X’much haltun, Campeche: Cenobios planos de 2-4 células
alternadas, cada una de 5-6 pm de ancho y 10-14 um de largo. Células fusiformes a
elipsoidales, rectas en el caso de las células internas y las marginales lunadas hacia
afuera. En cultivo con Fertiplus se presentaron de manera totalmente aislada vy
ampliamente convexas, aunque los polos siguieron terminando en punta mucronada
(Figura 8).

3.- Universidad Iberoamericana, Puebla: Células de 4-7 um de ancho y 9-12 um de
largo, rectas o ligeramente curvas en forma de huso que se adelgazaban en un 4pice
obtuso. Desde la obtencion del cultivo, este se present6 sin el cenobio por lo que se

desconoce su arreglo (Figura 9).

4.- Laguito Santa Cruz del Rincén, Estado de México: Cenobios planos de 4 células
ligeramente alternadas. Células de 3-5 um de ancho y 6-8 um de largo, ovales-
cilindricas con los polos levemente agudos y las células de los extremos convexas. En
medio de cultivo se presentaron de manera aislada, mas ovales y con los polos

ligeramente obtusos (Figura 10).

5.- Planta de tratamiento de aguas residuales en San José del Rincon, Estado de
México: Cenobios planos formados por 4 células, ordenadas de manera lineal u
ocasionalmente alternadas, alargadas-elipticas de 3.6-4.5 um de ancho y de 6-10 um
de largo, con apices adelgazados en uno de los extremos, aunque en cultivo se

presentaron mas convexas y con algunos de los polos redondeados (Figura 11).

6.- Laguna Villa Victoria, Estado de México: Cenobios planos de 4 células con un
arreglo marcadamente alterno, midiendo 4-5 um de ancho y 6-10 um de largo, ovales-
cilindricas, sin espacios intracelulares, con las células de los extremos convexas y

todas con los polos redondeados aunque algunas eran ligeramente puntiagudas o

Facultad de Estudios Superiores lztacala, UNAM CaRe



Caracterizacion morfolégica y molecular de algunas especies de Scenedesmus de México

presentaban una pequefia punta. En medio Fertiplus, se presentaron tanto en cenobio

como células aisladas redondas (Figura 12).

Notas: Al principio se consider6 como S. obtusus, ya que la literatura menciona que

éste Ultimo no siempre presenta los apices obtusos y se puede observar una pequefia

verruga subpolar, sin embargo tampoco se observd engrosamiento de la pared celular,

ni mucilago; caracteristicas de la misma especie; por lo que se determind finalmente

como S. obliquus =A. oblliquus ya que las células eran mayormente de 4pices agudos.
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Figura 7. Acutodesmus obliquus aislado del lago de Catemaco, Veracruz. a) Forma del organismo antes del
aislamiento, visto a 1250X. b) En cultivo, después de 14 dias en medio con Fertiplus, visto a 40X.
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Figura 8. Acutodesmus obliquus aislado del Jardin botanico X'much haltin, Campeche. a) Forma del organismo
visto a 40 X antes del aislamiento con las células de los extremos lunadas y b) después de ser cultivada por 14 dias
en medio con Fertiplus en 1250X. c) y d) Fotografias tomadas en MEB.
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Figura 9. Acutodesmus obliquus aislado de la planta piloto de cultivo de microalgas de la Universidad
Iberoamericana, Puebla. a) Forma del organismo a 40X antes del aislamiento y b) a 1250X. c) Vista a 1250X
después de ser cultivada por 17 dias en medio Fertiplus. d) Pared lisa vista en MEB.

) .
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Figura 10. Acutodesmus obliquus aislado del laguito Santa Cruz del Rincén, Veracruz. a) Forma del organismo
antes del aislamiento, visto a 1250X y b) después de ser cultivada por 17 dias en medio con Fertiplus, mientras que
en c)y d) se observa la pared lisa en MEB.
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Figura 11. Acutodesmus obliquus aislado de la planta de tratamiento en San José del Rincén, Estado de México.
a) Forma del organismo antes del aislamiento, visto a 1250X y b) después de ser cultivada por 17 dias en medio con
Fertiplus. En MEB c) y d) se aprecian los extremos de las células, después del cultivo en Fertiplus, un poco

alargados y con la pared lisa.

SU1510 10.0kV 10.5mm x5.50k SE 10.0um  SE4510 10.0KV/10,5Mm X650k SE

Figura 12. Acutodesmus obliquus aislado de la laguna Villa Victoria, Estado de México. a) Forma del organismo
antes del aislamiento y visto 40X y b) en 1250X después de ser cultivada por 17 dias en medio Fertiplus, se
aprecian las puntas agudas. c) y d) Cenobios alineados con la pared lisa, margen exterior convexo en las células
externas, vistos con MEB.
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Desmodesmus armatus (R. Chodat) E. Hegewald 2000

=Scenedesmus armatus (R. Chodat) R. Chodat 1913,

Scenedesmus hystrix var. armatus R. Chodat 1902

John et al., 2002:389, lam. 941; Godinho et al., 2010: 526, Figs. 28-32

DESCRIPCION

Godinho et al. (2010) mencionan que esta especie presenta gran variabilidad

morfologica.

DISTRIBUCION MUNDIAL

Isla Ellesmere en el artico, Inglaterra, Portugal, Rumania, Espafia, China, Nueva Gales

del sur, Queensland, Espafia, Brasil y Singapur (Guiry y Guiry, 2014).

Las diferentes expresiones morfoldgicas del taxdn observadas por el autor se muestran

en las Figuras 13-14.

LOCALIDADES ESTUDIADAS:

1.- Pirdmide de las Flores en Xochitécatl, Tlaxcala: Cenobios planos, lineares de 2-4
células, cada una de estas de 2.7-3.7 um de ancho y 6.4-8.2 um de largo, elipsoidales-
cilindricas con los polos de las células marginales redondeados, en cada uno de éstos
presentd una espina larga (de la mitad del tamafio de la célula) mientras que las células
internas presentaron ocasionalmente espinas delgadas en sus polos; éstas mismas

células tenian una costillas que llegaba hasta la mitad de su largo (Figura 13).
NOTA: No se observaron rosetas como lo sefialan las referencias.

2.- Granja de cultivo de peces, Veracruz: Cenobio planos, lineares de 2-4 células,
cada una de estas de 4.8 um de ancho y 7-8.5 um de largo, con forma oblonga-
cilindrica, polos redondeados y una espina larga de 3.6-5.4 um de largo, en cada

extremo de las células externas, también presentaban algunas espinas medianas en

Facultad de Estudios Superiores lztacala, UNAM CamaT



Caracterizacion morfolégica y molecular de algunas especies de Scenedesmus de México

los costados mientras que las células internas ocasionalmente tenian estas mismas

espinas medianas en los polos (Figura 14).

NOTA: Durante el cultivo en extracto de suelo también se presentaron células aisladas
gue habian perdido las espinas, mismas que aparecen en las fotografias de MEB, sin
embargo se conoce que desde la obtencion de la cepa, ésta presentaba espinas y se
habia determinado como D. armatus (R. Chodat) Hegewald var. armatus con las claves
de Godinho (2010).

B o -

Figura 13. Desmodesmus armatus aislado de la piramide de las flores en Xochitécatl, Tlaxcala. a) Forma del
organismo antes del aislamiento visto a 1250X y b) después de ser cultivada por 14 dias en medio con Fertiplus. c) y
d) Organismos del cultivo vistos en MEB, a pesar de pasar por punto critico, los organismos colapsaron un poco,
pero se aprecian las espinas.
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SU1510 10.0kV. 10.2mm x4.70k SE n 10.0um SU1510 10.0kV.10.2mm x2.50k SE

Figura 14. Desmodesmus armatus aislado de la granja de cultivo de peces, Veracruz. a) Forma del organismo
recién obtenido, visto a 1250X y b) los primeros dias de ser cultivado en Extracto de Suelo. c) y d) Las fotos de MEB
se tomaron 15 dias después de cultivarse en Extracto de Suelo, donde se observa que los organismos perdieron las

espinas.
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Acutodesmus dimorphus (Turpin) Tsarenko 2001

= Scenedesmus obliquus var. dimorphus (Turpin) Hansgirg
Scenedesmus dimorphus (Turpin) Kiitzing 1834,
Achnanthes dimorpha Turpin 1828

John et al., 2002:394, lam. 96M; Godinho et al., 2010: 542, |lams. 96-105.

DESCRIPCION

Godinho et al. (2010) mencionan que esta especie presenta la mayor variabilidad
morfolégica dentro del género y que existe la variedad S. obliquus var. obliquus y S.
obliquus var. dimorphus distinguiéndose porque la segunda tiene los polos mucho mas

puntiagudos y en las claves de John et al. (2002) aparecen con una forma mucronada.

Las diferentes expresiones morfolégicas del taxdn observadas por el autor se muestran

en la Figura 15.

DISTRIBUCION MUNDIAL: Inglaterra, Rumania, Espafia, Turquia, Brasil, Iran,
Paquistan, Chinay Nueva Zelanda entre otros (Guiry y Guiry, 2014).

LOCALIDADES ESTUDIADAS:

1.- Rio Amacuzac: Cenobio plano de 2-4 células alternadas, cada una de 4-8 um de
ancho y 9-18 um de alto, ovales-fusiformes, con los polos agudos a elipsoidales, todas
las células tanto las internas como las externas, rectas y las puntas se presentaron de

manera mucronada. En cultivo se mantuvo aislada sin formar cenobio (Figura 15).

NOTAS: En el caso de esta especie, se compararon las caracteristicas de A.
dimorphus y S. pectinatus Meyen (= Acutodesmus pectinatus (Meyen) Tsarenko) ya
gue el analisis molecular concordd con especies relacionadas a éste ultimo. Hegewald
et al. (1990) mencionan que A. pectinatus generalmente tiene las células curvadas,
aunque también se presentan rectas, ademas de que las células tienen diferentes

angulos del plano que lleva el cenobio, sin embargo se determiné como A. dimorphus
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porque las células de A. pectinatus tienen la forma de huso mas marcada. Se requiere
de un estudio mas detallado para tomar en cuenta el punto de partida expuesto por
Hegewald et al. (2010) donde sefalan que las ornamentaciones de costillas
longitudinales permitieron reubicar a A. pectinatus en un nuevo género Pectinodesmus

y a A. pectinatus como P. pectinatus a partir del subgénero Acutodesmus.

>
o
€O pE S Lk

o \ w
SU1510 10.0k\jgh0.4mm x4.20k SE 10.0um mw.ow 10.3mm xd&&s‘

Figura 15. Acutodesmus dimorphus aislado del Rio Amacuzac, Morelos. a) Forma del organismo antes del
aislamiento, visto a 40X y b) después de ser cultivada por 17 dias en medio con Fertiplus, visto a 1250X. Se
aprecian proyecciones en los polos (forma mucronada). c) y d) En las imagenes tomadas con MEB, se pueden ver
lineas que corren de manera paralela al organismo.
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Analisis morfoldgico

Dentro de las especies estudiadas, ninguna se ubico en el género Scenedesmus ya
que al corroborarse en “Algae base” (Guiry y Guiry, 2014), éstas se han transferido con
base en estudios moleculares a otros géneros propuestos; por tanto su nombre valido

corresponde actualmente a los géneros Acutodesmus y Desmodesmus.

Con base en las caracteristicas morfolégicas y moleculares se determinaron tres
especies: Acutodesmus obliquus (Turpin) Hegewald et Hanagata, Desmodesmus
armatus (R. Chodat) E.Hegewald y Acutodemsus dimorphus (Turpin) Tsarenko.

A. obliquus fue dificil de determinar taxondbmicamente, ya que, como lo mencionan
Godinho et al. (2010) y Comas (1996), este es un taxdn con amplia variabilidad
morfologica, tal como se observan en las colectas de las diferentes localidades. Se
presentaron organismos con y sin cenobio, ademas de células con puntas agudas y a

veces un poco mas redondeadas.

Tanto A. obliquus, A. dimorphus y A. pectinatus tienen polos agudos, pero consultando
la bibliografia y en este mismo orden, se nota como los polos son puntiagudos de
menor a mayor grado respectivamente, razén por la cual el A. dimorphus aislado en
este trabajo se caracterizé como tal por tener los polos mas agudos que los de A.
obliquus y a su vez, no tan agudos y curveados como A. pectinatus descrito por
Hegewald et al. (1990).

En el caso de las dos cepas de Desmodesmus armatus, se observo variacién tanto en
la formacion del cenobio como en el nimero de espinas, perdiendo una de las cepas
las espinas, tanto con medio extracto de suelo como con medio Fertiplus tal como se
observa en la figura nueve, demostrandose la gran variabilidad de ésta especie y como
los nutrientes influyen en la formacion del cenobio y de las espinas como lo menciona
Trainor (1969, 1976, 1998).
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En general todos los organismos del presente trabajo se vieron afectados de manera
considerable, en la forma de las células, tamafio, formacion del cenobio e incluso la
presencia de ornamentaciones por el medio de cultivo utilizado, ya que en el medio
Bold y el Extracto de Suelo, las formas del cenobio llegaban a conservarse mejor,
mientras que en el medio Fertiplus los cultivos perdian rapidamente el cenobio a la vez

que las células se presentaban méas redondas y grandes.

En total, fueron tres organismos cuya determinacion no correspondio con la busqueda
de sus secuencias en el NCBI, que fueron, como ya se menciond, A. dimorphus del rio
Amacuzac, A. obliquus de la laguna Villa Victoria y A. obliquus obtenido de la
Universidad Iberoamericana. En el caso de este ultimo, inicialmente se pensé que era
S. raciborskii, pero a diferencia de éste, la cepa conseguida no tenia la punta
mucronada, ni mucilago y tenia los polos méas agudos, por lo que se determiné como A.

obliquus.
Analisis filogenético

Las regiones ITS2 secuenciadas, mostraron gran variabilidad entre los organismos de
distinta especie e incluso se encontraron diferencias en algunos pares de bases entre
organismos de la misma especie. Sé6lo 3 organismos tuvieron una identidad del 100%
con secuencias encontradas en el NCBI, (anexo 2) por lo que resultd muy util la
utilizacion de ésta region para complementar la determinacién taxondémica de los

organismos aislados.

Con los primers utilizados en el presente trabajo, no s6lo se obtuvo la region ITS2,
también las regiones ITS1, 5.8 y una pequefia parte de las regiones 18.S y 28.S como

se muestra en la Figura 16.
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[dentity

A. obliquus Catemaco-Veracruz;
D. armatus (Xochitécatl-Tlaxcala

A. obliquus (Xmuch'Haltun-Campeche)

A. obliquus (Uni. Ibero.-Puebla)

A. dimorphus (AmacuzaoMoreIosE

A. obliquus (Sta. Cruz del Rincon-Edo. de Mex.)
A. obliquus (Sn. José del Rincon-Edo. de Mex.)
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)
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Figura 16. Las nueve secuencias obtenidas en este trabajo abarcan de forma parcial la regién del gen 18.S, toda la
region de ITS1, todo el gen 5.8S, la region ITS2 y una parte de la region 28.S. En la imagen se comparan con la
secuencia de Scenedesmus sp. de la Antartida (AM419228) encontrado en la base de datos del NCBI cuyas
anotaciones de las regiones venian incluidas. En la parte de arriba se muestra el consenso del alineamiento
(Identity), donde el color verde indica mayor homogeneidad en las bases de las secuencias, asi la region 5.8S
muestra mayor grado de conservacion que las ITS1 e ITS2. (Imagen realizada con el software Geneious ver. 6.1.6.).
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D. sp|JQ782747.1|

S. pectinatus|FR865735.1|

99.91

A. dimorphus (Amacuzac-Morelos)

99.12 99'44[ A. obliquus|JX041598.1|
A. obliquus (Xmuch'Haltun-Campeche)
99.85 i 5
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A. obliquus (Sta. Cruz del Rincén-Edo. de Mex.)
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A. obliquus (Sn. José del Rincén-Edo. de Mex.)

0.02

Figura 17. Arbol filogenético de las especies del género Acutodesmus, Scenedesmus y Desmodesmus. Los
organismos estudiados en el presente trabajo se muestran con el lugar de donde se colectaron, las restantes son las
secuencias obtenidas del banco NCBI junto con su clave de registro en el banco de datos. El arbol se realizé con el
software Geneious ver. 6.1.6., utilizando método Neighbor-Joining, el modelo Jukes-Cantor y el método de Bootstrap
con un ndmero de 1,000 réplicas.
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En el arbol filogenético obtenido, se marca claramente la separacion de los géneros
Acutodesmus y Desmodesmus, con un soporte del 99.8 % entre todos los miembros
del primero y 100% entre los miembros del segundo. Todos los nodos del arbol tienen
un soporte mayor al 50%, por lo que él andlisis tiene un nivel alto de confianza.
También se muestra de manera separada el organismo identificado como A. dimorphus
del resto de especies del género Acutodesmus. Godinho et al. (2010) al igual que
Comas (1996) manejan las variedades S. obliquus var. dimorphus y S. obliquus var.
obliquus, siendo todas a la vez pertenecientes al género Acutodesmus, y en este caso
se marca claramente la separacion de ambas variedades, tal como lo establece “Algae

base” (Figura 17).

Como se ha observado, los géneros Scendemus, Acutodesmus y Desmodesmus son
muy variables y presentan muchas ecoformas como ya lo han establecido Van Hannen
et al., (2000), Vanormelingen (2007) y John et al., (2002); es importante que el manejo
de estos organismos como géneros diferentes siga estableciéndose, asi como las
especies pertenecientes a cada una y que en el pasado se manejaban como parte del
género Scenedesmus dejen de manejarse incorrectamente y queden acorde a los

estudios que se van realizando.

En el caso de este trabajo, la caracterizacion molecular resulté de mucha utilidad para
comparar y realizar mejor la determinacién taxondmica, por lo que los estudios
moleculares resultan utiles en la actualidad para resolver los grandes problemas
taxondmicos que presentan gran cantidad de taxa; sin embargo, hay que recordar que
éstos estudios son una herramienta de ayuda y deben estar de acorde a las
caracteristicas morfolégicas de los organismos, consiguiendo asi una taxonomia que
ayude a dilucidar de manera mas certera los problemas que se presentan

constantemente en esta rama de la biologia.
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CONCLUSIONES

Solo nueve entidades federativas del pais son las que cuentan con registros publicados
de especies del género Scenedesmus, por lo que aun hace falta explorar en muchos

Estados.

Las especies determinadas en este trabajo fueron Acutodesmus obliquus, A. dimorphus

y Desmodesmus armatus.

Los datos fisicoquimicos de las localidades donde se colectdé A. obliquus indican que
esta especie crece en ambientes con un amplio intervalo de valores de nitratos,
ortofosfatos y valores altos de amonio, elementos que permiten sefialar su variabilidad

morfologica en estado vegetativo.

Se comprob6 a través de los cultivos de D. armatus que la presencia de espinas en el

cenobio puede perderse, dependiendo el medio de cultivo o el tiempo del mismo.

La determinacion taxondmica de las especies a través de caracteristicas morfologicas
se complemento con las caracteristicas moleculares de la regién ITS1 e ITS2 en las

especies del género Acutodesmus y Desmodesmus estudiadas.

Se recomienda fijar las muestras y tomar fotografias del material colectado durante los

primeros dias del cultivo antes de que los organismos lleguen a perder el cenobio.

Los géneros Scenedesmus, Acutodesmus y Desmodesmus son muy variables y
presentan muchas ecoformas por lo que es importante tener cuidado al momento de su
determinacion taxonomica y utilizar en conjunto las herramientas taxonémicas posibles;
este caso la regidn ITS2 resultd de mucha utilidad para complementar esta

determinacion.
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ANEXO 1

El fertilizante “Fertiplus” es una marca registrada Delta, hecho en México y contiene los

siguientes nutrientes organicos y un porcentaje NPK de 11-8-5:

Nitrégeno (N) 7.28
Fosforo (P20s) 8.21
Potasio (K;0) 14.07
Magnesio (Mg) 0.086
Hierro (Fe) 0.006
Cobre (Cu) 0.001
Zinc (Zn) 0.002
Manganeso (Mn) 0.075
Azufre (S) 1.31
Boro (B) 0.002
Calcio (Ca) 0.19
Molibdeno (Mo) TRAZAS

El stock es preparado con una proporcion 3:1000 mL en agua potable.
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ANEXO 2

Resumen de los datos obtenidos del BLAST con los marcadores moleculares de la
region ITS1, 5.8 e ITS2 para cada una de las cepas obtenidas en este trabajo.
Especie No. de acceso  Cobertura (%) Identidad (%)

Acutodesmus obliquus (Turpin) Hegewald et Hanagata 2000

1.-Lago de Catemaco, Veracruz (685 pb)

Acutodesmus acuminatus JQ082312.1 100 98
Acutodesmus bernardii JQ082329.1 100 98
Acutodesmus obliquus JQ082319.1 100 98
2.-Jardin botanico X’'much haltin, Campeche (700 pb)
Acutodesmus nygaardii JQ082320.1 100 99
Acutodesmus obliquus JX041598.1 97 99
3.-Uni. Ibero, Puebla (693 pb)
Acutodesmus acuminatus JQ082312.1 99 98
Acutodesmus bernarii JQ082329.1 99 97
Acutodesmus obliquus JQ082319.1 99 97
4.-Laguito Sta. Cruz del Rincon, Edo. de Méx. (792 pb)
Scenedesmus obliquus FR865737.1 100 97
5.-Planta de tratamiento, Sn José del Rincén, Edo. de Méx. (652 pb)
Scenedesmus obliquus FR865737.1 100 100
6.-Laguna Villa Victoria, Edo. de Méx. (64 pb)
Scenedesmus obliquus FR865737.1 97 97

Desmodesmus armatus (R.Chodat) E.Hegewald 2000

7.-Xochitécatl, Tlaxcala (654 pb)

Scenedesmus armatus var. FR865727.1 97 97
armatus

8.-Granja de cultivo de peces, Veracruz (625 pb)
Desmodesmus sp JQ782747.1 98 98
Scenedesmus armatus JQ910904.1 95 93

Acutodesmus dimorphus (Turpin) Tsarenko 2001

9.-Rio Amacuzac, Morelos (720 pb)
Pectinodesmus pectinatus JQ082314.1 98 90
Scenedesmus pectinatus FR865735.1 97 90
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