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RESUMEN

En el mundo se han reconocido para el género Pediastrum sensu latum (Hydrodictaceae,
Chlorophyceae) 405 especies de los cuales sélo 16 taxa son nombres aceptados. Desde el
2005, el género fue separado con base en la ornamentacién de la pared celular, la secuencia y
estructura del ITS2 en: Pediastrum, Pseudopediastrum, Monactinus, Lacunastrum,
Parapediastrum y Stauridium. En este trabajo se analizaron nueve Pediastrum sensu latum de
ocho localidades del centro de México, utilizando datos morfologicos, ambientales y de los
cultivos obtenidos las secuencias del rDNA del ITS2. También se documenté la distribucién del
género en México de 23 taxa infraespecificos, distribuidos en 16 entidades federativas durante
el periodo de 1841-2014. El material biolégico fue colectado en Puebla, Estado de México y
Distrito Federal, y se determinaron en nueve taxa: Pediastrum duplex Meyen,
Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald, Pseudopediastrum aff. boryanum,
Pseudopediastrum integrum (Nageli) Jena et Bock, Pseudopediastrum aff;. integrum,
Pseudopediastrum aff,. integrum, Stauridium tetras (Ehrenberg) E. Hegewald, Monactinus
simplex (Meyen) Corda y Pediastrum simplex var. clathratum Schroter. Ademas se indica la
distribucion geografica regional, algunos parametros fisicos quimicos, y se describe el material
biolégico a partir de las muestras de campo y de cultivos en microscopia 6ptica y MEB. Con
base en las caracteristicas morfoldégicas y moleculares tanto de secuencia como estructura
secundaria del ITS2 se determind que las cuatro cepas obtenidas se ubicaron en el género
Pseudopediastrum. A partir del arbol filogenético, se agrupan en un clado independiente varias
poblaciones mexicanas. Por lo que con esta informaciéon se nombran como: Pseudopediastrum
integrum, Pseudopediastrum  aff;, integrum, Pseudopediastrum aff,, integrum @y
Pseudopediastrum aff. boryanum. Conjuntamente, se realizd el Analisis de Correspondencia
Canodnica (ACC) para los nueve taxa determinados, donde se confirma que los factores
ambientales delimitantes son: Pseudopediastrum_ integrum, Pseudopediastrum aff; y aff,
integrum corresponden a la altitud y el oxigeno disuelto, mientras que para P. simplex, P.
boryanum, P. duplex, son los nitratos. En el caso de P. aff. boryanum la dureza y alcalinidad
total. En cambio la temperatura es el factor principal para S. tetras, P. dlplex y M. simplex. La
sumatoria de toda la informacion permite proponer para dos ambientes extremos de México a P.
aff,. Integrum (Nevado de Toluca), P. aff;_integrum y P. aff. boryanum (Zapotitlan, Puebla) como

nuevas especies para la ciencia.
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1. INTRODUCCION

Las microalgas que viven en la columna de agua de los sistemas acuaticos
epicontinentales y oceanicos constituyen el fitoplancton (del griego phyton “planta” y
planktos “vagabundo o errante”). Esta comunidad esta compuesta por diversos
organismos Yy cianobacterias fotosintéticas que pueden ser principalmente unicelulares,
colonias o filamentos (CONABIO, 2011).

Las algas, incluyen organismos cuyo origen es polifilético; ubicadas en la clasificacion
de Adl et al., (2012) en los supergrupos Archaeplastida, Excavata y SAR. Es decir son
organismos que no comparten un origen comun, pero siguen lineas evolutivas

independientes (Barsanti & Gualtieri, 2006).

El gran intervalo de tamafo oscila desde de 0.2-2.0 mm de diametro, hasta las
estructuras complejas de hasta 60m de longitud, la ecologia y los habitats colonizados,
estructura celular, los niveles de organizacion y morfologia, los pigmentos para la
fotosintesis, las sustancias de reserva y polisacaridos estructurales, y el tipo de historia
de vida, reflejan la variedad de origenes evolutivos de este conjunto heterogéneo de
organismos, incluyendo procariotas y eucariotas. El término incluye tanto a las
macroalgas como a microalgas; es un grupo altamente diversificado de
microorganismos (Barsanti & Gualtieri, 2006).

Las algas son importantes por su participacion como productores primarios en la trama
trofica de los ambientes acuaticos, también por ser indicadoras de la calidad del agua o
porque constituyen la materia prima para diversos productos en la industria quimica y
alimenticia, son uno de los grupos fotosintéticos mas variados y con una amplia
distribucién mundial. Las algas tienen una gran diversidad de formas y tamafos, se
encuentran en su mayoria flotando o adheridas a diferentes sustratos. Son varios los
representantes, entre ellas las Chlorophyta o algas verdes que distinguen por los
cloroplastos y almidén, como sustancia de reserva (Villa et al., 1996).

Las algas verdes son un grupo polifilético que se ha diversificado con gran variedad y
tipos de estructuras: unicelulares, flagelados, colonias, filamentos ramificados o no

ramificados y laminas. Durante muchos afos, estas fueron clasificadas segun dichas
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caracteristicas. Sin embargo, hoy en dia reconocemos que las algas verdes han
experimentado una amplia evolucion.

Las algas verdes poseen varios rasgos unificadores, muchos de los cuales también se
comparten con las plantas terrestres. Las células que tienen flagelos poseen
tipicamente dos (o un multiplo de dos) que son generalmente de igual longitud y lisos.
La arquitectura flagelar, es de cuatro tipos (Figura 1): una de ellas unilateral y tres de
tipo cruzada; esta ultima organiza las fibras proteicas de los flagelos en forma de
estrella, conocidos como DO (opuesta), CW (direccion en sentido del reloj), CCW

(contra sentido del reloj) (Graham et al., 2009).

A)

Figura 1. Arquitectura flagelar de las células moviles de las algas verdes A) lateral en
Charophyceae, B, C, y D) cruzada: B)CW, C) CCW y D) opuesta s y d) microfibrillas de
proteinas.

La familia Hydrodictyaceae (Orden Sphaeropleales, Clase Chlorophyceae, Phylum
Chlorophyta), se caracteriza porque forman zoosporas con aparato flagelar CW.
Actualmente esta conformada por 16 géneros: Asteriscium, Euastropsis, Helierella,
Hydrodictyon, Lacunastrum, Monactinus, Parapediastrum, Pediastrum,
Pseudopediastrum,  Slenosphaerium,  Sorastrum,  Sphaerastrum,  Stauridium,
Tetraedroide, Tetraedron y Tetrapedia (Guiry & Guiry, 2015).

Guiry & Guiry (2015) reconocen en la base de datos de algas “algaebase”
(www.algaebase.org), 405 especies del género Pediastrum de los cuales so6lo 16 taxa
son nombres aceptados. Entre ellos, Pediastrum angulosum Ehrenberg ex Meneghini,
P. argentinense Bourrelly & Tell, P. bareilliense |. Habib, U.K. Chaturvedi & U.C.
Pandey, P. berolinense E. Hegewald, P. bidentulum var. ornatum Nordstedt, P. braunii
Wartmann, P. contiguum P. Gonzalez P. duplex Meyen, P. gracillimum (West &

G.S.West) Thunmark, P. integrum (Nageli) Playfair, P. obtusum Lucks, P. orbitale, P.
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sculptatum G.M. Smith, P. tricyclium Hassall ex Ralfs y P. willei Comas Gonzalez, Pérez

Baliero & Rio Rams.

El género Pediastrum se desarrolla preferentemente en ambientes acuaticos
dulceacuicolas, sin embargo hay pocas especies en ambientes salobres y subaereos.
Son especies de amplia distribucion M. simplex, P. boryanum, P. duplex, P. brauniiy S.
tetras, ya que crecen en diferentes condiciones ecologicas, desde ambientes
oligotroficos a eutroficos a lo largo del mundo. En contraste, hay especies endémicas
como: P. pearsonii citada para Kenia (Jena et al., 2014), P. marvillense de las islas
Kerguelen y P. asymetricum de Japon. Otros taxa se localizan en ciertas regiones
biogeograficas, por ejemplo P. longecornutum para zonas templadas, P. integrum de
regiones boreales alpino y P. argentiniense en neotropical (Komarek & Jankovska,
2001).

Son indicadoras de la calidad de agua, por ejemplo P. angulosum, Parapediastrum
birradiatum y P. braunii que son especies dominantes en aguas oligotroficas; mientras,
P. boryanum y P. duplex son caracteristicas de ambientes alfa-meso saprobios. Por su
parte, P. alternas crece en aguas frias, oligotréficas y en lagos de montafia con aguas

alcalinas (Komarek & Jankovska, 2001).

La pared celular de Pediastrum esta compuesta por una bicapa, la interna conformada
de glucosa, fucosa y acido galacturénico, y en la capa externa esporopolenina y 6xido
de silice. Esto explica porque se han encontrado en sedimentos en conjunto con el
polen de las plantas superiores y han dejado registros fésiles, los mas antiguos citados
para México datan del Eoceno (Lozano-Garcia, 1996).

En los vértices de las uniones de las células del cenobio, se forman estructuras
cilindricas huecas, denominadas rosetas, cuya funcion es la secrecién de proteinas que
le permiten formar un mechdn de cerdas (Figura 2). Las cerdas, no son uniformes y
pueden superar los 100 um de longitud, cada mechdn contiene hasta 80 cerdas. La
ultraestructura de estas, revela que son un agregado de tubulos hexagonales
dispuestos en filas escalonadas, ademas se conoce que en cultivos viejos se pueden

perder facilmente y con ello el cenobio no flota en la columna de agua (Gawlik &
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Millington, 1988). Komarek & Jankovska (2001) y Buchheim et al., (2005) indican que
solo M. simplex, P. asymetricum, P. marvillense, P. subgranulatum y P. berolensis

forman estas estructuras.

Figura 2. Ejemplo de cerdas y rosetas de Pediastrum a) Cerdas en las células marginales de Monactinus
simplex en microscopia Optica y contraste de fases. b) Detalle de la pared celular y las rosetas (1), en
Microscopia Electréonica de Barrido MEB.

Komarek & Jankovska (2001) describen siete tipos de ornamentaciones de la pared
celular del género Pediastrum (Tabla 1). Otras caracteristicas diacriticas son: el numero
de células, el cenobio circular y laminar, cuyas células internas y externas se organizan
en anillos concéntricos, con presencia o ausencia de espacios entre el interior de las
células, el numero, forma y orientacion de los l6bulos de las células del margen del

cenobio (Figura 3).

Figura 3. Morfologia de las células en Pediastrum. A= Células marginales, B= Células internas, a —
proceso, a‘- proceso secundario, b — lébulo, ¢ — incisidn externa, ¢— incisién externa secundaria, d —
ancho de la célula, e — longitud de la célula, f — incisioén interna, g — incision lateral, h — pirenoide.
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Tabla 1. Tipos de ornamentacion de la pared celular en MEB de Pediastrum seguin Komarék &
Jankovska (2001).

TIPO ORNAMENTACION DE EJEMPLO
LA PARED CELULAR
1 LISA P. biradiatum var. glabrum
2 RED P. duplex var. asperum
P. angulosum var. angulosum
3 ARRUGADA P. simplex var. simplex
P. argentiniense
P. braunii
P. boryanum var. pseudoglabrum
4 RED CON VERRUGAS P.integrum
P. subgranulatum
P. boryanum var. boryanum
5 VERRUGAS (CORTAS) P. boryanum var. forcipatum
P. simplex var. clathratum
6 VERRUGAS (LARGAS) P.simplex var. Echinulatum
7 PAPILOSO Monactinum asymetricum
ROSETAS M. simplex
M. asymetricum
P. marvillense
P. subgranulatum

En la reproduccion asexual de Pediastrum, el contenido de la célula madre produce
zoosporas, estas nadan o se entremezclan en la pared interna de la célula madre por
un corto tiempo, ahi forman una vesicula de polisacaridos y proteinas donde se
agrupan. Los nuevos cenobios se producen por la accion de autolisis de la vesicula
(Millington & Labavitch, 1986). La reproduccion sexual, cuando se ha observado, se
lleva a cabo por isogamia, donde los gametos se fusionan y forman un zigoto, este al
germinar origina zoosporas haploides, luego cambian a un estado inmévil conocido

como células poliédricas, de las cuales se desarrollan nuevos cenobios (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del ciclo de vida de Pediastrum boryanum tomado de Komarek & Jankovska (2001).
1) Célula madre, 2) Isogametos biflagelados, 3) Fusién de los isogametos 4) Hipnocigoto, M) Meiosis, 5)
Meioesporas, 6) Las meioesporas pierden la movilidad (célula poliédrica), 7) y 8) Formacion del cenobio,
a) Zoosporas.

Si bien la morfologia es la base de la taxonomia clasica de muchos grupos algales,
también desde hace tiempo se ha documentado que esta puede verse influida por
factores fisicos, quimicos y biolégicos, como ha quedado comprobado por Segura et al.,
(2007) quienes investigaron en cultivos de S. tetras el tamafio de los cenobios, los
cuales fueron pequefos en presencia de altas concentraciones de nutrimentos vy
viceversa. Ademas de que en presencia de depredadores grandes, los cenobios son de
talla pequena.

En México durante el periodo de 1841-2014 se han publicado en 52 referencias con
informacion de 23 taxa infragenéricos del género Pediastrum sensu latum, de los cuales
siete son indeterminados y una combinacion no reconocida, que se distribuyen en 16
entidades federativas del pais (Ehrenberg, 1841, 1854; Ralfs, 1848; Wood, 1872;
Collins, 1909; Ponce de Ledn, 1909; Samano-Bishop y Sokoloff, 1931; Samano-Bishop,
1934; Hoffmann & Samano-Bishop, 1938; Rioja, 1940, 1942; Osorio-Tafall, 1941, 1944;
De Buén, 1941, 1944; Brehm, 1942; Rioja & Herrera, 1951; Deevey, 1957; Sulek, 1969;
Kusel-Fetzmann, 1973; Mendoza-Gonzéalez, 1973; Alvarado-Diaz et al., 1984; Ortega,
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1984; Mendoza-Gonzalez et al., 1985; Margain-Hernandez, 1989; Arredondo, 1990;
Sanchez-Rodriguez & Vazquez, 1990; Alcocer-Durand & Escobar-Briones, 1992;

Lozano-Garcia, 1996; Banderas-Tarabay, 1997; Lopez-Léopez & Serna-Hernandez,
1999; Quiroz-Castelan et al., 1999; Banderas-Tarabay & Gonzalez-Villela, 2002;
Komarkova & Tavera, 2003; Montejano-Zurita et al., 2004; Mora-Navarro et al., 2004;
Lopez-Adrian & Barrientos-Medina, 2005; Novelo et al., 2007; Moreno-Ruiz et al., 2008,
Figueroa-Torres et al., 2008; Flores-Tena, 2008; Hernandez-Morales et al., 2008;
Tavera & Diez, 2009; Gardufo et al., 2009; Ortega-Murillo et al., 2010; CONABIO,
2011; Garcia-Rodriguez et al., 2011; Gardufo-Solérzano et al., 2011; Amateco, 2011;
Novelo, 2012 y Oliva-Martinez et al., 2008, 2014).

El concepto de morfoespecie ha sido ampliamente usado en la sistematica algal, y
muchos taxa han sido designados en principio s6lo en la caracterizacion morfologica.
Por tanto, para definir con precision los limites entre las especies del Orden
Sphaeropleales se ha requerido reevaluar los caracteres morfolégicos y sumar algunos
marcadores moleculares, para que los resultados de los estudios de la biodiversidad y
la conservacion, las evaluaciones de calidad del agua, y el uso de determinadas
especies como indicadores biologicos sean lo mas precisos que se requieren.
Diferentes investigaciones sobre filogenia molecular y microscopia electronica de
barrido (MEB) de la familia Hydrodictyaceae han confirmado el origen polifilético del

género Pediastrum (Buchheim et al., 2005; McManus et al., 2011; Jena et al., 2014).

Los caracteres morfoldgicos y moleculares han permitido una mejor delimitacion de los
diferentes linajes; sin embargo, aun se debe de tener mucho cuidado en la decisiones
taxonémicas, ya que hay ejemplos como Sorastrum pediastriforme que
morfolégicamente es muy semejante a Pediastrum mientras que molecularmente se
agrupa con el clado de Sorastrum (Jena et al., 2014). También los resultados de
McManus & Lewis, (2011) sefialan en el estudio de 103 cepas de P. duplex que
morfolégicamente eran muy semejantes, pero en los arboles filogenéticos se agruparon

aisladamente en un linaje diferente.
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De igual forma, P. duplex y Lacunastrum gracillium son taxa que deberan de ser
evaluados con mayor precision morfolégica ya que entre ellas pueden confundirse
facilmente por tener fenotipos muy semejantes y presentar una alta plasticidad
(McManus et al., 2011).

En las ultimas décadas los integrantes de esta familia, han sido investigados a partir del
uso de diferentes marcadores moleculares. En particular, Buchheim et al., (2005)
reconocieron diferentes linajes utilizando secuencias de la regién 26S y del gen
mitocondrial rbcL, ademas de las caracteristicas de la ornamentacion de la pared
celular observadas en MEB del género Pediastrum sensu latum y con base en esta
informacion apuntan que el taxa es de origen polifilético, por lo tanto proponen se
organice en cuatro géneros adicionales: Monactinus, Parapediastrum,
Pseudopediastrum y Stauridium. De tal forma que Pediastrum simplex fue trasladada a
Monactinus simplex, Pediastrum tetras en Stauridium tetras, Pediastrum boryanum en
Pseudopediastrum boryanum y ademas propusieron el nuevo género Parapediastrum.
Asimismo, McManus et al., (2011) reconocieron como taxén independiente a P. duplex
var. gracillum y propone el nuevo género Lacunastrum. Jena et al.,, (2014) dan a
conocer el analisis filogenético de 28 cepas de tres continentes (Asia, Africa y Europa),
utilizando la regién ITS, para con ello confirmar que el género Pediastrum es de origen
polifilético y con alta plasticidad fenotipica. Keller et al., (2008) basa su estudio en el
ITS2, debido a que ofrece un amplio poder de resolucion para las relaciones a nivel de
especie, debido a su variabilidad en la secuencia y a su estructura secundaria. Por lo
que recomienda el uso de este marcador para estudios de filogenia. En el presente
estudio se ha tomado la region de ITS2 para la realizacién de la estructura secundaria

demostrando diferencias en cuanto a la determinacion morfologica y lo molecular

Estos recursos biologicos se han estudiado en México desde hace varios afios, sin
embargo no a partir de cultivos, asi como sin incorporar marcadores moleculares ni
observaciones de MEB para especies mexicanas. Por ello la combinacién de estas
técnicas ayuda a complementar y dar a conocer asi como registrar las especies de este

género en México, con un enfoque polifasico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Comparar taxondmicamente diversos organismos del género Pediastrum sensu

latum de México, utilizando datos morfolégicos, ambientales y moleculares.

Objetivos particulares
¢ |dentificar la distribucion regional del género Pediastrum en México utilizando los
registros publicados durante el periodo 1841-2014, para senalar los ambientes

donde crecen y el estado de conocimiento del taxa en el pais

¢ Analizar algunas condiciones fisicos quimicos de los ambientes: pH, temperatura
del agua, alcalinidad, dureza total, oxigeno disuelto, amonio, nitratos y

ortofosfatos en relacion con los taxa determinados.

e Describir el material biolégico de estudio con base en el concepto de especie
morfolégica, a partir de las muestras de campo y las cepas aisladas de
Pediastrum en microscopia optica (MO) y la ultraestructura de la pared celular en

microscopia electronica de barrido (MEB).

e Analizar las cepas aisladas a partir de la secuencia de la region ITS2 del ADNr,
para confirmar la posicion filogenética de las especies.
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Il MATERIALES Y METODOS
Documentacion bibliografica
a) Para reunir la informacion publicada sobre el género Pediastrum en México, se
realizd una base de datos, a partir de la documentacion de los trabajos
ficologicos de México, que abarcé el periodo 1841-2014.
b) Para capturar la informacién ficolégica, se disefid el siguiente formato para reunir

la informacién taxondmica, geografica y la referencia bibliografica de cada

registro.
Registro de la informacion bibliografica
/ Género Especie ’
Variedad Nombre valido
J Entidad federativa Localidad ’
» Localizacién Habitad ‘
J Fuente Ano ;

c) Una vez obtenida la informacion, se actualizdé la nomenclatura a través de la
consulta de Buchheim et al., (2005), McManus et al., (2011), Jena et al., (2014) y
Guiry & Guiry (2015).

d) A partir de la informacion del banco de datos, se reconocieron los siguientes
rubros: la riqueza taxondmica de cada taxa, frecuencia de registro, distribucion a
través de las entidades federativas y referencias de publicacion del taxa en el
pais.
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Exploraciones ficologicas

El material biolégico se obtuvo con una red de fitoplancton de abertura de malla de
20um y fue colocado en frascos de plastico de 100ml (Villa et al., 1996).

En el presente estudio se realizd la colecta en ocho localidades de tres entidades
federativas del pais: Puebla, Estado de México y Distrito Federal (Figura 5) que a

continuacioén se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Entidades federativas, localidades, coordenadas geograficas y ubicacién en el mapa de los sitios

de colecta.
Entidad Localidad Coordenadas Ubicacién
Federativa Latitud N Longitud O [ItiRaiiiles
Figura 5
Puebla Arroyo Tilapa, Zapotitlan 18°28°00” 97°24°00” 5c), 1
Cantera Oriente de la reserva ) 19°19'03.50 99°10'21.48” 5b), 2
ecologica del Pedregal de San Angel,
Distrito Ciudad Universitaria, D.F.
Federal Nativitas, embarcadero, Xochimilco 19°15'50.20” 99°05°23.53” 5b), 3
Pista Olimpica de Remo y Canotaje, 19°16'31.56” 99°06°15.53” 5b), 4
Virgilio Uribe
Eco parque Acoatl, Tlalnepantla de 19°31°563” 99°06'43.43" 5%),5
Estado Baz
d Embalse Villa Victoria 19°27'22.87” 99°59'10.51” 5?), 6
e
México Laguna de Santa Cruz del Rincén 19°40°'05” 99°06’10” 5%), 7
Lago el Sol, Nevado de Toluca 19°06’36” 99°45’36” 5?), 8
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Figura 5. Ubicacion de las tres entidades federativas en México y los sitios de colecta; a) Estado de
México, b) Distrito Federal y c) Puebla. En rojo se indican con numero arabigo la ocho localidades
estudiadas; (1) Arroyo Tilapa, Zapotitlan, (2) Cantera Oriente de la Reserva Ecolégica del Pedregal de
San Angel, Ciudad Universitaria, (3) Nativitas, Embarcadero, Xochimilco, (4) Pista Olimpica de remo y
canotaje Virgilio Uribe, (5) Eco Parque Acoatl, Tlalnepantla de Baz, (6) embalse Villa Victoria, (7) Laguna
de Santa Cruz del Rincén (8) Lago El Sol, Nevado de Toluca.

Parametros fisicos-quimicos

Se tomaron algunos parametros en los lugares de colecta entre ellos el pH: tomado con
el potenciometro de campo marca Cole Parmer, temperatura: con un termémetro de
mercurio marca Brannan, coordenadas geograficas: con el GPS Maguellan modelo
Meridian. La alcalinidad, dureza total y oxigeno disuelto por técnicas titulométricas
(Robles et al., 2007). En el laboratorio se midieron los registros de amonio, nitratos y
ortofosfatos mediante las técnicas de Nessler, reduccion de cadmio y método de
molibdovanato respectivamente utilizando un espectrofotometro marca Hach modelo
DR2800. Esta ultima seccion del trabajo se realizé en el Acuario Juan Luis Cifuentes

Lemus de la FES Iztacala.
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Aislamiento de las cepas

El aislamiento de las microalgas se realizé con una pipeta Pasteur cuya punta se
adelgazo finamente usando calor y en la boquilla se instalé6 una manguera de latex, que
sirvi6 como succionador. Por su parte, en un portaobjetos, se colocd una gota con el
material bioldgico y se utilizé la pipeta antes mencionada, para tomar por capilaridad el
organismo de interés; esta gota se ubico en otro portaobjetos que contenia una gota de
agua limpia. Misma que se revisaba en el microscopio estereoscoépico para confirmar
haber realizado el aislamiento (Band-Schmidt, 2007). En caso necesario se repetia esta
accion hasta lograr el objetivo.

Los cultivos provienen del material colectado en las localidades de: Cantera Oriente de
la reserva ecoldgica del Pedregal de San Angel, Ciudad Universitaria, Arroyo Tilapa,

Zapotitlan y Lago El Sol, Nevado de Toluca.

Condiciones de cultivo

Los cultivos se mantuvieron con un fotoperiodo de 12:12 utilizando lamparas de luz
incandescentes con intensidad luminosa de 90 pmol m? s™ y temperaturas de 18-22°C
(Band-Schmidt, 2007). Se utilizaron los medios Bold basal 3M vy fertilizante foliar
Fertiplus (FFF) (Anexo 1, UTEX, 2014; Gardufio-Solérzano et al., 2011; Almaraz-Rivera,
2013).

Determinacién taxonémica

El material biolégico fue observado con microscopia de luz (ML) Nikon YS2-T, equipado
con una camara Sony DSC-P200 de 8.2 megapixeles y con microscopia electronica de
barrido (MEB) para registrar los caracteres morfolégicos y con ello determinar cada
taxon apoyados con tinciones y con las claves de Cambra-Sanchez et al., (1998),
Komarék & Jankovska (2001), John & Tsarenko (2002) y Hallfors (2004). EI material

estudiado fue depositado en coleccidn ficolégica del herbario IZTA (Thiers, 2014).
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Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Las muestras fueron observadas en el MEB marca JEOL modelo JSM 6380 LV
localizado en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Unidad de Biotecnologia y
Prototipos FES lztacala, UNAM. Se fijaron 10ml de muestra con glutaraldehido al 2%,
se tomo una gota de la muestra fijada y se coloco sobre un filtro millipore de 0.45um de
tamano de poro, dejando secar la muestra al aire, se mont6é sobre una cinta de doble
cara en bases de aluminio, después se cubridé con oro para la observacion al MEB
(Boltovskoy, 1976).

PCR y secuenciacioén
Para la obtencion del amplicon de la region ITS de cuatro cepas de Pediastrum sensu
latum se utilizd el kit Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR, (Thermo Fisher

Scientific, 2013). Modificado de la siguiente forma:

Se tomaron 20uL del cultivo, en principio se le hizé un lavado que consistido en
centrifugar la muestra 1 min a 8000rpm, quitar el sobrenadante y luego agregar 50uL de
agua destilada, volver a centrifugar, quitar el sobrenadante. A partir de este material se
tomaron 20uL y se le agregé 20uL de solucion buffer, los cuales se agitaron en vortex 1
min.

Para hacer las reacciones de PCR se realizaron dos muestras: una concentrada y otra
diluida. En la primera, fueron colocados 20uL de muestra +20 uL de solucion buffer;
para la segunda se tomaron 10uL de la muestra concentrada + 20 yL de solucién
buffer.

Se preparo la mezcla de reacciones para la PCR: 10 uL del buffer 2X, 0.4 uL del primer
mix, 0.4 uL de la polimerasa y de cada una de las muestras preparadas (una
concentrada y otra diluida) se tomé 0.5 yL y 8.7 pL de H,O. Para la técnica de PCR, los
primers utilizados fueron: 1800F directo 5'-ACCTGCGGAAGGATCATTG-3' (Helms et
a., 2003) e ITS4 reverso 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (White et al, 1990) para

obtener el amplicon del producto de PCR y que corresponde a la regién del ITS.
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Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: un ciclo inicial de vy
desnaturalizacion a 98°C por 5 min, seguido de 40 ciclos, desnaturalizacién a 98°C por
5s, alineamiento 57°C y 55°C por 5s y extension a 72°C por 20s; y un ciclo de extensién
final a 72°C durante 1min, seguida de una temperatura constante de 4°C. Esta reaccion
se llevd a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Perkin-Elmer, San
José California, EUA) (Thermo Fisher Scientific, 2013).

Los amplicones esperados de 250 pb se observaron de igual forma por electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1.2%. Los amplicones obtenidos para ITS de los
Pediastrum fueron secuenciados, en la FES-Iztacala, con el equipo Genetic Analyzer
3130XL de 16 capilares de 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.

Andlisis filogenético

Para el analisis de las secuencias se utilizd el software bioinformatico Geneious ver.
8.0.5. EIl alineamiento de las secuencias se revisd de manera manual, junto con las
herramientas de busqueda de alineacion local basica BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) de la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica de E.U.A. (NCBI) utilizandose las secuencias de los organismos con los
que existiera un mayor porcentaje tanto de identidad (I) y cobertura (C) con las cepas

estudiadas (Anexo 2)

Con ayuda de software Geneious ver. 8.0.5 se realizé un arbol filogenético de las
secuencias obtenidas en este trabajo y se compararon con 42 secuencias del NCBI que

tenian el mayor porcentaje de identidad y cobertura con las cepas estudiadas.

Los alineamientos fueron analizados con “Find Model”
(www.hiv.lanl.gov/content/sequence/findmodel/findmodel.html) para obtener el mejor modelo que
determine las relaciones filogenéticas. EI método Neighbor-Joinig se utilizé para la
construccion de los arboles y el modelo Jukes-Cantor con el método de “Bootstrap”
para el remuestreo con un numero de réplicas de 10,000. Se incluyeron cepas

representantes de los géneros Pediastrum, Pseudopediastrum, Parapediastrum
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Monactinus y Sorastrum, seleccionados a partir de las base de datos del NCBI. La
seleccién de secuencias adicionales se realizdé con base en Buchheim et al. (2005),
McManus & Lewis (2011) y Jena et al.,, (2014). Como grupo externo se utilizd
Scenedesmus obliquus UTEX 393AJ249505.

El analisis de la secuencia de la estructura secundaria se realizd siguiendo el método
de mathius RNA a 65°C. Donde utilizé la base de datos ITS2 (geneius). Para las cepas
de Pseudopediastrum integrum, Pseudopediastrum aff; integrum, Pseudopediastrum
aff,. integrum y Pseudopediastrum aff. boryanum, se realiz6 una busqueda BLAST
identificando la estructura de la secuencia de pares en la interfaz web de la base de
datos ITS2 (Koetschan et al., 2012). Las multiples alineaciones globales de la estructura

de la secuencia fueron generadas en Geneius ver. 8.0.5 (Seibel et al., 2008).

Analisis de variables y taxa determinados

Para realizar el anadlisis de correspondencia candnica (ACC), entre las especies y
variables fisicos quimicas cuantificadas, se construyeron dos matrices en Excel; la
primera contenia la informacién taxonémica en cada una de las localidades estudiadas
y en la segunda se presentan las nueve variables fisicos quimicas cuantificadas. En
ambas matrices fue necesario transformar en LOG10+1 todos los datos excepto los
valores del pH, con la finalidad de homogenizar la informacion (Ter Braak & Smilauer,
2009).

Se utilizé el software CANOCO versiéon 4.5, con las matrices disefiadas para el ACC.
Para evaluar la significancia estadistica de la relacién entre las variables ambientales y
los taxa estudiados se realizd6 la prueba de permutaciones Monte Carlo (4999

permutaciones, a= 0.05) que se incluye en CANACO.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Documentacion bibliografica

La investigacion bibliografica del periodo de 1841-2014 del género Pediastrum citada
en Meéxico registr6 23 taxa infraespecificos, los cuales estan distribuidos en las
siguientes entidades federativas: Aguascalientes, Campeche, Distrito Federal, Estado
de Meéxico, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tlaxcala y Veracruz. De las 16 entidades
federativas con informacion del género, las que presentaron mayor cantidad de
registros fueron: Michoacan, Distrito Federal y Estado de México con 39, 27 y 26
respectivamente (Figura 7 y Tabla 3).

El analisis historico a través de las referencias publicadas que abordan el conocimiento
del género Pediastrum sensu latum en México a lo largo de 173 afos, indicod el
siguiente panorama. Durante el periodo 1841-1973 las publicaciones fueron realizadas
por colectores o investigadores extranjeros (Figura 6).

Christian Gottfried Ehrenberg (1841, 1843, 1854) fue el primer naturalista, quien colecto
material de muchas regiones del mundo, entre ellas materiales biologicos del rio
Moctezuma, Hidalgo que contenian Pediastrum senarium Ehrenberg, taxa descrito por
él y la cual esta depositado en el herbario de Berlin (BHU) (Ortega 1984), pero que
requiere ser estudiado para validar su estatus taxondmico, ya que por el momento es
una especie que no ha sido reconocida por Guiry & Guiry (2015). Otras seis
contribuciones fueron los trabajos de Ralfs (1848), Wood (1872), Collins (1909), Deevey
(1957), Sulek (1969) y Kusel-Fetzmann (1973) quienes citaron algunas especies del
geénero en diferentes localidades del pais.

Por su parte la produccion cientifica de investigadores mexicanos inici6 con la
contribucion de Ponce de Ledn (1909) a través de sus apuntes sobre la flora de Sinaloa
citdé a Pediastrum biradiatum Meyen. Mas tarde, en el Instituto de Biologia, UNAM se
desarrollaron numerosos trabajos sobre la ficoflora del pais a cargo de investigadores

adscritos al Instituto, entre ellos, Amelia Samano Bishop y Demetrio Sokoloff (1931,
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1934); Hoffmann y Samano-Bishop (1938) quienes sefalaron varias especies para el
Valle de México, Oaxaca y otras localidades.

Necesidades nacionales en el manejo acuicola del lago de Patzcuaro, en Michoacan,
coadyuvaron al estudio de la ficoflora por Osorio Tafall y De Buén (1941); Brehm
(1942); De Buén (1943, 1944). También, Rioja (1940, 1942) y Rioja & Herrera (1951)

estudiaron material de la laguna de San Felipe Xochiltepec, Puebla, asi como de la

laguna y canales de Lerma del Estado de México.

Figura 6. Ficologos extranjeros y nacionales con aportes del género Pediastrum a) Christian Gottfried
Ehrenberg b) Amelia Samano Bishop y c¢) Eberto Novelo Maldonado.

En la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, |.P.N, ficologas mexicanas publicaron
materiales del Estado de México, Michoacan e Hidalgo respectivamente (Mendoza
Gonzalez, 1973, Mendoza Gonzalez et al., 1985 y Sanchez Rodriguez et al., 1990).

Las publicaciones de Alvarado-Diaz (1984) y Lopez-Ldépez & Serna-Hernandez (1999)
incluyen informacion taxondmica de la ficoflora de Michoacan y Guanajuato; entidades
federativas que apoyan el desarrollo del conocimiento de esta disciplina a través de la
Universidades locales.

En diferentes Institutos y Facultades de la Universidad Nacional Autbnoma de México,
en las siguientes décadas se continua el estudio de ambientes epicontinentales, desde
un enfoque limnoldégico como las investigaciones de Arredondo (1990), Alcocer-Durand
& Escobar-Briones (1992), Banderas-Tarabay (1997), Banderas-Tarabay & Gonzalez-
Villela (2002), quienes reconocieron algunos taxa del género Pediastrum. También,
Montejano-Zurita et al., (2004) y Novelo et al., (2007) contribuyen al conocimiento

taxondmico del género en estudio.
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Investigaciones ficoldgicas en lagos urbanos, embalses y lagos del D.F., Estado de
México y Veracruz han sido abordadas por Oliva Martinez et al., (2008) y Gaytan-
Herrera et al., (2011). Ficologos de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM
quienes estudian la ficoflora, sumadas a la caracterizacién del ambiente donde se
colectan. Por primera vez, en México, se incluye informacion de la ultraestructura de la
pared celular y caracterizacion molecular de algunas especies del género Pediastrum
por Garduno et al., (2011).

Existen pocos libros especializados que incluyan informacion del género, entre ellos, el
Catalogo de algas Continentales Recientes de México de Ortega (1984), y los apuntes
de Xochimilco por Figueroa et al., (2008). La Comisién Nacional de Biodiversidad ha
editado varias obras donde reunen el estado actual de la Diversidad del Estado de
México (Garduio et al.,, 2009), Puebla (CONABIO, 2011) y Veracruz (Okolodkov &
Blanco-Pérez, 2011). Una obra regional de la ficoflora de Tehuacan fue publicada por
Novelo (2012).

Figura 7. Distribucién de los registros del género Pediastrum en el pais, en las 16 entidades federativas
durante el periodo 1841-2014; los numeros arabigos indican la cantidad de especies citadas para cada
estado.

I\ Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM
JrQ
= I G

IzTACALA 25



Guillén Ruiz Diana Lidia, 2015

Tabla 3. Especies registradas del género Pediastrum sensu latum en México, durante el periodo 1841-

TAXA

2015.

DESCRIPTOR

Monactinus duodenarius

J.W. Bailey

Monactinus simplex

(Meyen) Corda

Monactinus simplex var. echinulatum

(Wittrock) Pérez, Maidana & Comas

Monactinus simplex var. sturmii

Reinsch) Pérez, Maidana & Comas

Parapediastrum biradiatum

(Meyen) E. Hegewald

Pediastrum angulosum

Ehrenberg ex Meneghini

Pediastrum argentinense

Bourrelly & Tell

Pediastrum boryanum var. cornutum

(Raciborski)

Pediastrum boryanum var. longicorne

Reinsch

Pediastrum duplex

Meyen

Pediastrum duplex var. clathratum

(A. Braun) Lagerheim

Pediastrum duplex var. cohaerens

(Bohlin) Ergashev

Pediastrum duplex var. reticulatum Lagerheim

Pediastrum heptactis (Ehrenberg) Meneghini
Pediastrum simplex var. biwaense Fukushima
Pediastrum simplex var. clathratum Schroéter

Pediastrum simplex var. radians Lemmermann
Pediastrum tetras var. tetraodon (Corda) Hansgirg
Pediastrum clathratum var. baileyanum Lemmerman
Pediastrum simplex f.compactum Chodat

Pseudopediastrum boryanum

(Turpin) E. Hegewald

Pseudopediastrum integrum

(Nageli) Jena et C. Bock

Stauridium tetras

(Ehrenberg) E. Hegewald

Exploraciones ficolégicas
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La colecta se realizé en la zona centro del pais abarcando Puebla, Estado de México y
Distrito Federal. En total se obtuvo material biolégico de ocho localidades, de ellas, una
corresponde a un ambiente I6tico de Puebla, cuatro localidades en el Estado de México
que incluyen lagos tropicales de alta montafia Nevado de Toluca y un embalse Villa
Victoria, un ambiente léntico Laguna de Santa Cruz del Rincén y un lago urbano Eco
Parque Acoatl y tres correspondientes al Distrito Federal: Cantera Oriente que
corresponde a un ambiente léntico y dos Iéticos en Xochimilco (Tabla 4).

De los aislamientos realizados se obtuvieron cuatro cultivos unialgales, de las
localidades del Lago El Sol, Nevado de Toluca, Cantera Oriente y Arroyo Tilapa,

Zapotitlan.
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Tabla 4. Registro ficofloristico del género Pediastrum sensu latum en las ocho localidades estudiadas,
Los cultivos obtenidos, se indican con el numero de herbario y con la letra (p) se marca la presencia;
donde (1) Arroyo Tilapa, Zapotitlan, (2) Cantera Oriente de la reserva ecoldgica del Pedregal de San
Angel de Ciudad Universitaria, (3) Nativitas, Embarcadero, Xochimilco, (4) Pista Olimpica de remo y
canotaje Virgilio Uribe, (5) Eco Parque Acoatl, Tlalnepantla de Baz, (6) Villa Victoria, (7) Laguna de Santa
Cruz del Rincén, (8) Lago El Sol, Nevado de Toluca.

‘ Puebla ‘ Distrito Federal Estado de México

Taxa 1 2 3 4 5 6 7 8
Pediastrum duplex Meyen P P P p
Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E.
Hegewald P P P P
Pseudopediastrum aff. boryanum Iﬁ;ﬁ;
Pseudopediastrum integrum (Nageli) 1ZTAc-
Jena et Bock 1841
Pseudopediastrum aff;. integrum Iﬁ;ﬁ;'
Pseudopediastrum aff,. integrum Iﬁg‘:‘g
Stauridium tetras (Ehrenberg) E.
Hegewald P P P
Monactinus simplex (Meyen) Corda p p
Pediastrum simplex var. clathratum
Schroter P

Cuantificacion de parametros fisicos-quimicos

En la Tabla 5, se indican las condiciones ambientales que se registraron en las
diferentes localidades estudiadas; para la altitud fluctuo entre los 1646 a 4209 m; el pH
oscilé de 7.3-9.7 por lo que las especies de Pediastrum se desarrollaron en ambientes
neutros a basicos. Por su parte, la temperatura del agua fue desde 7.5 a 24°C, esto
indica que el género es un taxa euritérmico, ya que el intervalo de variacion fue de
16.5°C. Respecto a la alcalinidad total se registraron de 23-250 mg I'' CaCOs3 y dureza
total fue de 47-320 mg I CaCO; ; por tanto los ambientes donde se desarrollan estas
especies son de poco a ligeramente mineralizadas. El oxigeno disuelto en la columna
de agua oscilé entre 4-8 mg I"' que se indica que este taxa que crece en lugares bien
oxigenados. Los valores de amonio flucttiaron entre 0.13-0.33 mg I”', nitratos de 0.2-0.6
mg I y ortofosfatos 0.1-2.3 mg I"' Estos nutrimentos, nos permiten sefialar que las
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especies se distribuyen en ambientes oligotréficos como Lago El Sol, Nevado de Toluca
y Laguna de Santa Cruz del Rincén. Mientras que valores altos de ortofosfatos y
nitratos corresponden con base al criterio de Wetzel (2001) a ambientes eutroéficos,
como la Pista Olimpica de remo y canotaje.

Tabla 5. Parametros fisico-quimicos en: (1) Arroyo Tilapa, Zapotitlan, (2) Cantera Oriente de la reserva
ecoldgica del Pedregal de San Angel de Ciudad Universitaria, (3) Nativitas, Embarcadero, Xochimilco, (4)
Pista olimpica de remo y canotaje Virgilio Uribe, Emiliano Zapata, Iztapalapa, (5) Eco Parque Acoatl,
Tlalnepantla de Baz, (6) Villa Victoria, (7) Laguna de Santa Cruz del Rincén, (8) Lago El Sol, Nevado de

Toluca.
Puebla Distrito Federal Estado de México
1 2 3 4 5 6 7 8
Altitud
(msnm) 1646 2280 2243 2240 2300 2563 2500 4209
pH 7.6 9.5 7.3 8.4 9.7 7.8 8 7.3
:;:‘:?g‘;“ra 21 12 20 21 21 24 18 75
Alcalinidad
(mg I Cac0y) 250 77 137 189 93 57 51 23
D |
( :]':Tﬁé:?o ) 320 35 178 205 218 79 68 47
3

Oxigeno
Disuelto 4 7 4 7.6 8 6 7 4.7
(mg 1)
Amonio
pams 0.15 0.18 0.8 0.23 0.25 0.13 0.21 0.33
(Nr:;alt_?)s 0.3 0.3 1.2 0.6 0.3 0.2 05 0.54
f:;;fﬁ’ffams 16 0.8 0.58 5% 0.4 0.8 0.1 0.1

En la Tabla 6, se indican las condiciones ambientales de altitud, pH, temperatura,
alcalinidad, dureza, oxigeno disuelto, amonio, nitratos y ortofosfatos, registradas para
cada una de las especies estudiadas.

Pediastrum duplex es una especie reconocida en el rio Amacuzac, Morelos donde las
condiciones ecolégicas fueron de temperatura de 21.5-29°C, pH 6.9-8.1, oxigeno 5.3-
7.8 mg I'" por Garcia-Rodriguez et al., (2011). En contraste, en las dos localidades
estudiadas en este trabajo el registré temperatura fue de 18-20°C; mientras que el pH 'y

oxigeno disuelto fueron similares. Esto confirma que es un taxén euritérmico, con buen
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desarrollo en ambientes oligotréficos y eutroficos, ya que las concentraciones de
ortofosfatos fueron de 0.1-0.58 mg I"!, como ya habia sido sefialado por Komarek &
Jankovska (2001). De la misma manera Pseudopediastrum aff;. integrum, Monactinus
simplex y Pseudopediastrum boryanum se desarrollan en ambientes eutroficos. En
contraste, Stauridium tetras y Pseudopediastrum aff,. integrum son de ambientes
oligotroficos (Tabla 6).

Round (1981) sefiala que son poco conocidas las condiciones ambientales donde
crecen muchas especies ficoldgicas; con esta informacidn damos a conocer las

condiciones para cada poblacién mexicana de los taxa estudiados (Tabla 6).

Tabla 6. Valores de los parametros fisicoquimicos en que se recolectaron las especies

Alcalinidad ~ Durezatotal o ;0
Altitud Temperatura 1 ; . Amonio Nitratos Ortofosfatos
p R (mg I- (mg 1! Disuelto I a1 "
msnm agua (‘C) -1 (mg 1) (mgI7) (mg ™)
CaC03) Cacos) (mg 1 )
Pediastrum duplex  2243- 7.3- 18-20 51-137 68-178 4-7 0.21-0.8 0.5-1.2 0.1-0.58
Meyen 2500 8
Pseudopediastrum 2300 9.7 21 93 218 8 0.25 0.3 0.4
boryanum (Turpin)
E. Hegewald
Pseudopediastrum 1646 7.6 21 250 320 4 0.15 0.3 1.6
aff. boryanum
Pseudopediastrum 2280 9.5 12 77 35 7 0.18 0.3 0.8

integrum (Nageli)

Jena et Bock

Pseudopediastrum 1646 7.6 21 250 320 4 0.15 0.3 1.6
aff;. integrum

Pseudopediastrum 4209 7.3 7.5 23 47 4.7 0.33 0.54 0.1
aff,. integrum

Stauridium tetras 2500 8 18 51 68 7 0.21 0.5 0.1
(Ehrenberg) E.
Hegewald

Monactinus 2563 7.8 24 57 79 6 0.13 0.2 0.8
simplex (Meyen)

Corda

Pediastrum 2563 7.8 24 57 79 6 0.13 0.2 0.8
simplex var.

clathratum
Schroter

I\ Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM

—
£1h
IZTACALA 29



"( B
<112 . . .. Ly 1)
Guillén Ruiz Diana Lidia, 2015 p’ H_!.
Q!

Determinacion taxonomica

En cada uno de los taxa determinados con caracteres morfolégicos y con la informacion
de la secuencia del ITS2, se incluye la siguiente informacion: nombre valido de la
especie, sindnimos, referencias consultadas, descripcion morfoldgica, informaciéon del
clado mexicano, distribucion mundial y nacional, material estudiado, localidad, cultivo,
secuencia del ITS2, fotografias al MO y MEB, posicion filogenética y observaciones.
Pediastrum duplex Meyen

Sindnimos: Pediastrum napoleonis Ralfs, Pediastrum pertusum Kuitzing, Pediastrum
selenaea Kuitzing 1845, Pediastrum duplex var. reticulatum Lagerheim 1882,

Pediastrum duplex var. clathratum (A. Braun) Lagerheim 1882.

Cambra-Sanchez et al.,, 1998; Komarék & Jankovska 2001: 56-60; John & Tsarenko
2002: 377-378, lamina 93G; Hallfors 2004; Buchheim et al., 2005; McManus & Lewis,
2011.

DESCRIPCION: Cenobios (28-) 35-135 (-212) um de didmetro, con espacios
intercelulares, células contiguas generalmente tiene paredes laterales coéncavas, células
marginales 6-24 (28-) x 6-24 (-28) um, con dos I6ébulos de cortos a largos, cilindricos o
estrechandose ligeramente en las puntas, se extienden paralelamente una de la otra,
con incision de tipo V; células internas (4-) 6-21 (-26) x (4-) 5-21 (-30) um, teniendo una
forma de H a angular, resultando muy evidente los espacios intercelulares; pared

ondulada, sin granulaciones, con un patrén en forma de red tipo 4, o arrugada tipo 3.

DISTRIBUCION MUNDIAL: Asia: Taiwan, China, Singapur; Europa: Andorra, Mar
Baltico, Mar Negro, Gran Bretafia, Alemania, Polonia, Portugal, Rumania, Espana;
América del Norte: Arkansas, Nueva Jersey, Nueva York, Carolina del Norte, Virginia;
Islas del Caribe: Cuba; América del Sur: Brasil; Australia y Nueva Zelanda: Nueva
Gales del Sur, Queensland, Victoria, Australia Occidental, Tasmania; islas del

Pacifico: Islas de Hawai (Guiry & Guiry, 2015).

DISTRIBUCION EN MEXICO: Michoacan (Osorio-Tafall, 1941; De Buen, 1944;
Mendoza-Gonzalez, 1985), Distrito Federal (Samano, 1934; Osorio-Tafall, 1941;
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Figueroa et al., 2008), Estado de México (Margain-Hernandez, 1989; Banderas-
Tarabay, 1997), Tlaxcala e Hidalgo (Margain-Hernandez, 1989), Veracruz (Margain-
Hernandez, 1989) y Oaxaca (Ortega, 1984).

LOCALIDADES ESTUDIADAS:

1. Laguna de Santa Cruz del Rincén, Estado de México:

Cenobios de 15-16 células, de 43-63 ym de diametro. Células marginales de 10-12 x
10-18 ym con dos l6bulos largos, procesos cortos, las paredes laterales concavas, las
proyecciones son concavas situadas paralelamente una de otra. Células internas de 7-
15 x 7-12 pym, variando de forma angular a “H”, células unidas unicamente por las
esquinas. En MEB, se observé la pared celular formando una red con verrugas, tipo 4
segun Komarék & Jankovska (2001), Figuras 8 y 9.

Material estudiado: IZTA-1838.
Observaciones: la pared celular de esta variedad habia sido citada como tipo 3 por

Komarek y Jankovska (2001). Por su parte, John & Tsarenko (2002) indican que la
pared esta cubierta por granulos distribuidos al azar y con pliegues, lo que podria
interpretarse como una ornamentacion tipo 4. En el material mexicano estudiado la

ornamentacion se observé en forma de red, lo que la ubica en ornamentacion tipo 2.

2. Xochimilco, Nativitas: Distrito Federal

Cenobios mas o menos en forma circular, de 16 células, de 52-98 um de diametro, con
orificios generalmente mas pequefos que el diametro de la célula; las células
marginales en forma mas o menos cuadrada, de 12-15 x 15-18 pm los lados
ligeramente cdncavos, unidas solo por las esquinas, con una incision en forma de “V” y
con dos Iébulos que terminan en procesos cilindricos; células internas 7-10 x 12-15

um; en MEB, se observo la pared celular formando una red, tipo 2, Figuras 10y 11.

Material estudiado: 1ZTA-1839.
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Observaciones: la pared celular de esta especie habia sido citada como tipo 2 por
Komarek & Jankovska (2001). Sin embargo, esta ornamentacion se observé en forma
de red con verrugas, tipo 4. Ademas, John & Tsarenko, (2002) describieron la pared lisa

tipo 1.

X1,400

T EP :
P, T N
X18, apa " - % d
T :

Figura 8. Cenobio de Pediastrum duplex Meyen, colectado de la Laguna de Santa Cruz del Rincén,
Estado de México, a) y b) Aspecto general del cenobio, ¢) Aspecto general de las células marginales,
incision, l6bulos y proceso, d) Detalle de la ornamentacion de la pared celular tipo 4. ML (a) y MEB (b, c,
d).

SU1510 10.0kV 10.4mm x1.60k SE

SU1510 10.0kV 102mm x2.00k SE 20.0um SU1510 10.0kV 10.4muiXSS0K SE 1
Figura 9. Cenobio de Pediastrum duplex Meyen de cultivos de la Laguna de Santa Cruz del Rincén,
Estado de México: a) y b) Aspecto general del cenobio, ¢) Células marginales con dos lobulos, d) Detalle
de la ornamentacion de la pared celular tipo 3. ML (a) y MEB (b, c, d).
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X2, 088 18 rmm

Figura 10. Cenobio de Pediastrum duplex colectado de Xochimilco, Nativitas, D.F. a) y b) Aspecto general
del cenobio, c) Aspecto general de las células marginales, incision, l6bulos y proceso, d) Detalle de la
pared celular con dos rosetas en las uniones de la células, pared celular tipo 3, las flechas indican la
posicion de las rosetas. ML (a) y MEB (b, c, d).

X1, 998 19Mm

: c - X20,0808  1mm Nl
Figura'1 1. Cenobio de Pediastrum upIex del material cultivado proveniente de Xochimico, Nativitas, D.F.
a) y b) Aspecto general del cenobio, c) Aspecto general de las células marginales, incision, l6bulos y

proceso, d) Detalle de la ornamentacion de la pared celular tipo 3, ML (a) y MEB (b, c, d).
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Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald

Sindénimos: Helierella boryana Turpin 1828, Pediastrum boryanum (Turpin) Meneghini
1840

Komarek & Jankovska, 2001:46-53; John & Tsarenko, 2002: 377-378; Buchheim et al.,
2005; McManus & Lewis, 2011.

DESCRIPCION: Cenobios (16- ) 25-180 (208- ) um de diametro, circular y plano, sin
hoyos entre las células, con arreglo concéntrico. Las células marginales de forma
irregular o poligonales, (5-) 8-30 (-40) x (5-) 9-21 (-31) um, con dos I6bulos hialinos en
el mismo plano del cenobio con procesos cilindricos y alargados con el apice abrupto.
Incisién profunda en forma de U o V. Pared celular lisa o granulada. Células internas
(5-) 6-20 (-26) x (4- ) 5-7 a 22,5 (-27) uym de forma poligonal.

Distribucién mundial: Artico: La isla de Ellesmere; Asia: China, Corea, Nepal, Taiwan,
Singapur, Iran; Europa: Alemania, Andorra, Islas Baleares, Mar Baltico, Mar Negro,
Gran Bretafia, Portugal, Rumania, Espana, Turquia; América del Norte: Arkansas,
Connecticut, Minnesota; América del Sur: Bolivia, Brasil; Australia y Nueva Zelanda:
Nueva Gales del Sur, Territorio del Norte, Queensland, Tasmania, Victoria; Islas del

Pacifico: Islas de Hawai (Guiry & Guiry, 2015).

Distribucién en México: Distrito Federal (Samano-Bishop & Sokoloff 1931; Novelo et al
2007; Figueroa et al., 2008), Michoacan (Mendoza-Gonzalez et al., 1985; Osorio-Tafall,
1941), Hidalgo (Ehrenberg, 1841), Oaxaca (Ehrenberg, 1854; Hoffmann & Samano-
Bishop, 1938), Estado de México (Lozano, 1996; Banderas-Tarabay, 1997; Garduno et
al., 2009), Morelos (Quiroz-Castelan et al., 1999), Puebla (Novelo, 2012), Guanajuato

(L6pez-Lopez & Serna-Hernandez, 1999), Veracruz (Gardufio-Solérzano, 2011).
LOCALIDAD ESTUDIADA:

Eco Parque Acoatl, Tlalnepantla de Baz, Estado de México:

Cenobio circular y plano de 16 células, con 37-76 ym de diametro, sin hoyos entre las
células, con arreglo concéntrico. Células marginales de 8-9 x 9-10um con dos Iébulos
hialinos en el mismo plano del cenobio con procesos cilindricos y alargados con un

apice abrupto. Incision profunda en forma de U. Células internas de 5-7 x 8-9 um,
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poligonales. En MEB, se observo la pared celular formando una red con verrugas, tipo
4 segun Komarék & Jankovska (2001), con tres rosetas en la union de las células;
Figuras 12y 13.

Material estudiado: IZTA-1840.

Observaciones: El cultivo se logré por unos dias, actualmente no se cuenta con la cepa.
Por tanto no se realiz6 la secuenciacion del mismo. La ultraestructura de la pared

celular mostré la presencia de rosetas, caracter que se sefala por primera vez en este

taxon.

|||||||||||

v ' p ' ' « s
SU1510 10.0kV 40.4mm x8:60k SE 5.00 4mp )k SE 5.00um

Figura 12. Cenobio de Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald del Eco Parque Acoatl,
Tlalnepantla de Baz, Estado de México: a) y b) Aspecto general del cenobio, a) ML y b) MEB, c) células
centrales, pared celular tipo 7 y rosetas. d) I6bulos y proceso de las células marginales (c y d en MEB).
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Figura 13. Cenobio de Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald de cultivos provenientes del
Eco Parque Acoatl, Tlalnepantla de Baz, Estado de México: a) y b) Aspecto general del cenobio, c)
Células centrales, pared celular tipo 4, d) Lobulos y proceso de las células marginales. ML (a) y MEB (b,
¢, d). MEB (b, c, d, e).
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Pseudopediastrum aff. boryanum

Sindnimos: Helierella boryana Turpin 1828, Pediastrum boryanum (Turpin) Meneghini
1840

Komarek & Jankovska, 2001:46-53 John & Tsarenko, 2002: 377-378; Buchheim et al.,
2005; McManus & Lewis, 2011.

LOCALIDAD ESTUDIADA: Arroyo Tilapa, Zapotitlan, Puebla.
DESCRIPCION: Cenobios de 24-66 um de diametro, circular-plano, sin agujeros, por lo

general irregular en su contorno, con 16 células. Células marginales de 11.5 x 16 ym
con dos lobulos cortos, procesos muy alargados y cilindricos, ensanchado de la punta.
Células internas de 11.5 x 11.5 ym, células interiores poligonales. En MEB, se observé
la pared celular de tipo 3 segun Komarék & Jankovska (2001). Presenta
engrosamiento entre las delimitaciones de las células. Figura 14.

Material estudiado: IZTA-1847.

Cultivo: en medio Bold 3N, IZTAc-1847.

Observaciones: La determinacion taxonémica con base en los caracteres morfoldgicos
indicé que este taxon se trataba de P. boryanum, con excepcion de la ornamentacion
de la pared celular (Komarek & Jankovska, 2001, John et al., 2002). Por su parte, en el
arbol resultante de la secuencia del ITS2 esta especie se ubica independientemente del
clado de Pseudopediastrum boryanum, con una probabilidad del 99.14% (Figura 23). ,
con base en sus caracteres morfoldgicos y la separacién del clado en el arbol
construido, se hombra como P. aff. boryanum el material estudiado. La informacion de
la estructura secundaria de P. boryanum MJ2008/35 comparado con P. aff. boryanum
(Figura 24 a,b), indicé que las hélices | y lll tienen cambios: (TTGG-TG) y (TAT-TT),

por tanto con toda la informacion anterior debera proponerse como una nueva especie.
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Figura 14. Cenobio de Pseudopediastrum aff. boryanum colectado en Arroyo Tilapa, Zapotitlan, Puebla:
a) y b) Aspecto general del cenobio, ¢) Amplificacion de la célula de periferia, se observan procesos
largos, d) Amplificacion de b donde se observa el limite de cada célula, pared celular tipo 3. ML (a) y MEB
(b, c, d).
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Pseudopediastrum integrum (Nageli) Jena et Bock
Sinénimos: Pediastrum integrum Nageli

Komarek & Jankovska, 2001: 44-46; John & Tsarenko, 2002: 377-378; Buchheim et al
2005; McManus & Lewis, 2011; Jena et al., 2014: 71.
DESCRIPCION: Cenobios (4) de 8, 16 o 32 (-128) células, de 75-189 (-320)um de

diametro, sin espacios intercelulares; células marginales (12-) 23 a 31 x (9-) 15-38um,

que se extiende en dos proyecciones en forma de cono o de dedos, uno generalmente
acostado encima del otro y se inclinan en direcciones opuestas, procesos tipicamente
reducidos; células internas 7,5-16,5 x 7.5-16.5um, poligonales; paredes celulares

generalmente granulares, a veces espinosas, con verrugas o rugosa, tipo 1 o 4.
DISTRIBUCION MUNDIAL: Artico: La isla de Ellesmere; Europa: Mar Baltico, Gran
Bretana, Alemania, Portugal, Rumania, Espafia; Asia: China, Corea, Nepal, Taiwan;
Australia y Nueva Zelanda: Nueva Zelanda (Guiry & Guiry, 2015).

Distribucién en México: Guanajuato (Lopez-Lopez & Serna-Hernandez, 1999).

LOCALIDAD ESTUDIADA: Cantera Oriente, reserva ecologica del Pedregal de San
Angel de Ciudad Universitaria.

Cenobios de 60-63um de diametro, circular plano, sin agujeros, o con muy pocos
orificios pequenos, con 16 células. Células marginales de 12.5 x 15um con dos Iébulos
cortos, procesos cilindricos y alargados, a veces terminan con un engrosamiento apical.
Células internas de 12.5 x 15um, poligonales. En MEB, se observo la pared celular
formando una red con verrugas, tipo 4 segun Komarék & Jankovska (2001). Con la
presencia de una roseta por cada union de las células internas; Figura 15.

Material estudiado: IZTA-1841.

Cultivo: en medio Bold 3N, [ZTAc-1841

Observaciones: La determinacion taxondmica con base en los caracteres morfologicos
indicd que este taxén se trataba de P. boryanum. Pero, en el arbol resultante de la
secuencia del ITS2 se agrupo con una probabilidad del 70.39% junto con P. integrum
MJ200/86 delimitadas por Jena et al., (2014) (Figura 23), es decir, con la informacién
molecular, se reubico en P. integrum. Mientras la estructura secundaria de P. integrum

MJ2008/86 comparado con P. integrum (Figura 24f), indicé que las hélices Il y Il tienen
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cambios; (TCT—CCC), (CC—TC) y (T«A). Por tanto con toda la informacién anterior

se coloca en P. integrum y se corrobora la importancia de la delimitaciéon taxonémica

con un enfoque polifasico.

X33, 808 8. Sum
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Figura 15. Cenobio de Pseudopediastrum integrum (Nageli) Jena et Bock colectado en Cantera Oriente,
reserva ecoldgica del Pedregal de San Angel de Ciudad Universitaria. a) y b) Aspecto general del
cenobio, c) Pared celular de las células centrales tipo 4 con una roseta en la uniones de las células, d)
Amplificaciéon de la pared celular tipo 2, ) Rosetas, sefialadas con flechas. ML (a).
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Pseudopediastrum affy. integrum
Localidad estudiada: Arroyo Tilapa, Zapotitlan, Puebla.

Cenobios de 38-96 pm de diametro, circular a ovoide, sin agujeros, con 28-32 células.
Células marginales de 13-14 x 15-18 ym, con dos proyecciones, células ligeramente
convexas o0 redondeadas en el exterior, sin ninguna incision, a veces casi recta,
procesos extremadamente cortos, cilindricos, a menudo desigualmente largos. Células
internas de 11.5 x 11.5 uym, dispuestas irregularmente, con forma similar a las células
marginales sin espacios celulares. En MEB, se observo la pared celular tipo 3 segun
Komarék & Jankovska (2001). Presenta engrosamiento entre las delimitaciones de las
células, Figuras 16 y 17.

Material estudiado: IZTA-1842.

Cultivo: en medio Bold 3N, IZTAc-1842.

Observaciones: Segun John & Tsarenko, (2002) la pared celular de esta especie es lisa
o granular. En este trabajo, el material de campo mostré tipo 2 (red), mientras que los

cultivos fueron de tipo 3 (arrugada).

La determinacion taxondmica con base en los caracteres morfolégicos indicé que este
taxon se trataba de P. integrum, sin embargo con la secuencia del ITS2 agrupa a este
taxa en el clado mexicano junto con otras especies del pais, las cuales crecen en
ambientes extremos, como el Nevado de Toluca y ambientes deseérticos como
Zapotitlan. Habitats, que ya han sido sefalados como sitios donde potencialmente
pueden crecer especies que aumentan la tasa de cambio y se desarrollan nuevas
especies a través de un proceso de especiacidon simpatrica, tal y como lo sefala
Buchcheim et al., (2010).

Por su parte, en el arbol resultante de la secuencia del ITS2 esta especie se ubica
independientemente del clado de Pseudopediastrum boryanum, con una probabilidad
del 99.14% (Figura 23). Con base en sus caracteres morfologicos y la separacion del
clado en el arbol construido, se nombré como P. aff;. integrum el material estudiado de
esta localidad, Sin embargo, con la informacion de la estructura secundaria de P.
boryanum MJ2008/35 comparado con P. aff;. integrum (Figura 24 a, c), indicé que las
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hélices | y Ill tienen cambios; en la primera (TCC—~CTA) y (T«<A) de manera general
esta estructura tiene mas semejanza con P. boryanum que con P. integrum. Por tanto

con toda la informacion anterior debera proponerse como una nueva especie.

$U3510 5.00kV 14 5 x4 20k SE

Figura 16. Cenobio de Pediastrum aff;. integrum colectado en Arroyo Tilapa, Zapotitlan, Puebla: a) y b)
Aspecto general del cenobio, c) pared celular tipo 2, d) Amplificacion de b en las células centrales. ML (a)
y MEB (b, c, d).

1
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Figura 17. Cenobio de Pediastrum aff;. integrum cultivo de Aryo Tilapa, Zapotitlan, Puebla: a) y b)
Aspecto general del cenobio, c¢) Células de la periferia, dos I6bulos cortos y procesos muy pequefios,
pared celular tipo 3. ML (a) y MEB (b, c).
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Pseudopediastrum aff,. integrum
Localidad estudiada: Laguna El Sol, Nevado de Toluca, Estado de México.

Cenobios de 100-121um de diametro, circular a ovoide, sin agujeros, con 15-31
células. Células marginales de 21-27 x 27-28um, con dos proyecciones, células
ligeramente convexas o redondeadas en el exterior, sin ninguna incision, a veces casi
recta, procesos extremadamente cortos, cilindricos, a menudo desigualmente largos.
Células internas de 14-18 x 24-28 pm, dispuestas irregularmente, con forma similar a
las células marginales sin espacios celulares. En MEB, se observo la pared celular es
de tipo 2 en las células maduras y de tipo 3 en las células jovenes segun Komarék &

Jankovska (2001), Figura 18.

Material estudiado: 1ZTA-1843.
Cultivo: en medio Bold 3N, IZTAc-1843

Observaciones: Segun John & Tsarenko, 2002 la pared celular de esta especie son
lisas o granulares; en este trabajo el material estudiado presentaba ornamentaciones de

tipo 2 (red) en las poblaciones silvestres y en cultivo tipo 3 (arrugada).

La determinacion taxondmica con base en los caracteres morfolégicos indicé que este
taxon se trataba de P. integrum. Por su parte, en el arbol resultante de la secuencia del
ITS2 este taxdn se ubica independientemente del clado de Pseudopediastrum
boryanum, con una probabilidad del 99.14% (Figura 23). Por lo pronto, se nombra como
P. aff,. integrum el material estudiado. Asimismo, la informacién de la estructura
secundaria de P. boryanum MJ2008/35 comparado con P. aff,. integrum (Figura 24 a,
d), indicé que las hélices | y Il tienen cambios; (TTGG—TG) a P. aff. boryanum y (A<T)
de manera general esta estructura tiene mas semejanza con P. boryanum que a P.
integrum. Por tanto con toda la informacion anterior debera proponerse como una

nueva especie.
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Figura 18. Cenobio de Pediastrum aff,. integrum, colectado de Laguna El Sol, Nevado de Toluca, Estado
de México, a) y b) Aspecto general del cenobio, ¢) Amplificaciéon de las células marginales, pared celular
tipo 2, d) Amplificaciéon de células marginales jovenes, con dos I6bulos pared celular tipo 3. ML (a) y MEB

(b, ¢, d).
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Stauridium tetras (Ehrenberg) E. Hegewald

Sindnimos: Micrasterias tetras Ehrenberg 1838, Pediastrum tetras (Ehrenberg) Ralfs
1845, Helierella renicarpa Turpin 1828, Stauridium bicuspidatum Corda 1835,
Stauridium crux-melitensis Corda 1835, Euastrum hexagonum Corda 1835, Euastrum
ehrenbergii A.K.J.Corda 1839, Stauridium obtusangulum Corda 1839.

Komarek & Jankovska, 2001: 68-69 John & Tsarenko, 2002: 377-378; Buchheim et al.,
2005; McManus & Lewis, 2011.

DESCRIPCION: Cenobios de 4, 8, 16 0 32 células, 15-35 (-74) um de diametro; células
trapezoides con 4-7 angulos, con una incision profunda. Células marginales (4-) 8-14 (-
18) x (5-) 8-14 (-18) um, lateralmente pared unida al apice, dividido por una incisién
central estrecha en dos lobulos, cada |6bulo truncado y ligeramente emarginada,
divididas en dos Iébulos obtusos redondeado; células internas (4-) 8-11 (-14) x (5-) 7-11
(-16) pm, de lados rectos, sin espacios intercelulares; pared celular lisas tipo 1 o
arrugadas tipo 3.

DISTRIBUCION MUNDIAL: Asia: Taiwan, China, Iran, Turquia; Europa: Alemania,
Andorra, Islas Baleares, Mar Baltico, Mar Negro, Gran Bretafia, la Republica Checa y/o
Eslovaquia, Rumania, Espafa, Singapur; Islas del Atlantico: Islas Canarias; América
del Norte: Arkansas, Connecticut, Nueva York, Wisconsin; América del Sur: Brasil;
Islas del Pacifico: Islas de Hawai (Guiry & Guiry, 2015).

DISTRIBUCION EN MEXICO: Estado de México (Rioja & Herrera, 1951; Margain-
Hernandez, 1989; Garduio et al., 2009), Oaxaca (Ortega, 1984), Puebla (Kusel-
Fetzmann, 1973; Ortega, 1984; CONABIO, 2011; Novelo, 2012) , Hidalgo (Kusel-
Fetzmann, 1973; Margain-Hernandez, 1989), Morelos (Quiroz-Castelan, 1999),
Tlaxcala (Margain-Hernandez, 1989), Veracruz (Margain-Hernandez, 1989; Gardufio-
Solérzano et al., 2011).

LOCALIDAD ESTUDIADA:

Laguna de Santa Cruz del Rincén, Estado de México

Cenobios de 11-20 um de diametro, dividido por una incisién central marcada, con 4-8

células. Células marginales trapezoides de 5-7.5 x 6-7.5 ym, la mayoria con 4-7
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angulos, con dos proyecciones, procesos cortos y circulares, |6bulos obtusos
redondeados. Células internas de 5 x 6-7.5 ym, con una incision central, de lados
rectos. En MEB, se observo la pared celular en forma de red, verrugosa y ondulado

tipo 2 segun Komarék & Jankovska (2001), Figuras 19 y 20.
Material estudiado: IZTA-1844.

Figura 19. Cenobio de Stauridium tetras (Ehrenberg) E. Hegewald colectado de la Laguna de Santa Cruz
del Rincon, Estado de México. a) y b) Aspecto general del cenobio, c) Incisién central, pared celular tipo
2, d) Células marginales con dos Iébulos. ML (a) y MEB (b, c, d).

X18, gea
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Figura 20. Cenobio de Stauridium tetras (Ehrenberg) E. Hegewald colectado de la Laguna de Santa Cruz
del Rincoén, Estado de México. a) y b) Aspecto general del cenobio, c) Incisién central, pared celular tipo
2, d) Células marginales con dos Iébulos. ML (a) y MEB (b, c, d).
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Monactinus simplex (Meyen) Corda

Sindénimos: Pediastrum simplex Meyen 1829
Komarek & Jankovska, 2001: 32-35; John & Tsarenko, 2002: 377-378; Buchheim et al.,
2005; McManus & Lewis, 2011.

DESCRIPCION: Cenobios generalmente de 4, 8, 16 o 32 (-128) unicelulares, 65-250um
de diametro, con o sin espacios intercelulares o de vez en cuando con un solo espacio
central; células marginales (6-) 10,5-40 x (6) 7-36um, con un solo Iébulo que se
extiende hasta formar una sola proyecciéon y se adelgaza gradualmente; células
internas (8-) 11,7-46,5 (-57) x 6-30 (-38)um, 3-5 lados poligonales, ovoide o esférica,;
pared celular lisa tipo 1, granular o espinosa.

DISTRIBUCION MUNDIAL: Europa: Alemania, Mar Baltico, Mar Negro, Gran Bretana,
Portugal, Rumania, Espafa; Islas del Atlantico: Islas Canarias; América del Norte:
Arkansas; Asia: China, Pakistan, Taiwan, Singapur; Australia y Nueva Zelanda:
Nueva Gales del Sur, Nueva Zelanda, Queensland, Tasmania; América del Sur: Brasil
(Guiry & Guiry, 2015).

DISTRIBUCION EN MEXICO: Distrito Federal (Samano & Sokoloff, 1931: Samano,
1934; Ortega, 1984: Novelo et al, 2007), Michoacan (Ortega, 1984; Mendoza-Gonzalez
et al., 1985; Osorio-Tafall, 1941) Estado de México (Margain-Hernandez, 1989;
Gardufio et al., 2009), Morelos (Quiroz-Castelan, 1999), Hidalgo (Margain-Hernandez,
1989; Sanchez-Rodriguez & Vazquez, 1990; Montejano et al., 2004), San Luis Potosi
(Montejano et al., 2004), Tamaulipas (Montejano et al.,, 2004), Guanajuato (Lopez-
Lopez, 1999), Tlaxcala (Margain-Hernandez, 1989) y Veracruz (Margain-Hernandez,
1989; Garduno-Solorzano et al., 2011).

LOCALIDADES ESTUDIADAS:

Villa Victoria, Estado de México.

Cenobios con 16 células de 85-129 um de diametro, siempre con orificios distintos y
menores 0 mayores que el didmetro de la célula. Células marginales de 11-14 x 25-38
pMm, con una sola proyeccién, Iébulo y proceso muy alargados, con adelgazamiento

gradual en la proyeccion. Células internas de 12-14 x 14-20 ym, de lados poligonales,
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ovoides o esféricos, con amplios espacios entre las células. En MEB, se observo la
pared celular de tipo 7 segun Komarék & Jankovska (2001) Figura 21.

Material estudiado: IZTA-1845.

Observaciones: John & Tsarenko, (2002) mencionan que la pared celular es lisa o
granular; los materiales analizados presentaron pared tipo 7 que se describe como

papilosa.

Figura 21. Cenobio de Monactinus simplex (Meyen) Corda colectado en Villa Victoria, Estado de México.
a) y b) Aspecto general del Cenobio, c) Células centrales con tres rosetas, ubicadas en las
interconexiones de la célula, d) Pared celular tipo 7. ML (a) y MEB (b, c, d).
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Pediastrum simplex var. clathratum Schréter
Komarek & Jankovska, 2001: 32-35; John & Tsarenko, 2002: 377-378; Buchheim et al.,
2005; McManus & Lewis, 2011; Gardufio et al., 2011.
DESCRIPCION: Cenobios generalmente de 4, 8, 16 o 32 (-128) células, 65-250um de

diametro; células marginales (6-) 10,5-40 x (6) 7-36um, que se extiende hasta formar

una sola y se adelgaza proyeccion; células internas (8-) 11,7-46,5 (-57) x 6-30 (-38) um,
3-5 lados de poligonal, ovoide o esférica, con o sin espacios intercelulares o de vez en
cuando con un solo espacio central; pared celular granular.

DISTRIBUCION MUNDIAL: Europa: Alemania, Mar Baltico, Mar Negro, Gran Bretafa,
Portugal, Rumania, Espafa; Islas del Atlantico: Islas Canarias; América del Norte:
Arkansas; Asia: China, Pakistan, Taiwan, Singapur; Australia y Nueva Zelanda:
Nueva Gales del Sur, Nueva Zelanda, Queensland, Tasmania; América del Sur: Brasil
(Guiry & Guiry, 2015).

DISTRIBUCION EN MEXICO: Veracruz (Gardufio-Solérzano et al., 2011).
LOCALIDADES ESTUDIADA:

Embalse, Villa Victoria, Estado de México.

Cenobios con 32 células de 130um de diametro, de forma circular a irregular, siempre
con orificios distintos y menores o mayores que el diametro de la célula. Células
marginales de 12-15 x 20-30um, con una sola proyeccion, Iébulo y proceso muy
alargados, adelgazados gradualmente en la proyeccion. Células internas de 8-20 x 17-
20 um, de lados poligonales, ovoides o esféricos, con amplios espacios entre las
células. En MEB, se observo la pared celular de tipo 7 segun Komarék & Jankovska

(2001), Figura 22.
Material estudiado: 1ZTA-1846.
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Figura 22. Cenobio de Pediastrum simplex var. clathratum Schroter colectado en Villa Victoria, Estado de
México. a) Aspecto general del cenobio, b) Células centrales y tres rosetas, en las interconexiones de la
célula, c) Pared celular tipo 7, indicadas con flechas. ML (a) y MEB (b, c, d).
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Analisis morfolégico

A partir del analisis morfolégico de las colectas realizadas, solo se determinaron en el
género Pediastrum a dos taxa — Pediastrum duplex y Pediastrum simplex var.
clathratum. Mientras que se indican por primera vez en México, Pseudopediastrum,
Stauridium y Monactinus; taxa propuestos con base en las diferencias moleculares, ya
sefaladas por Buchheim et al., (2005), McManus & Lewis (2011) y Jena et al., (2014).
En total se determinaron nueve taxa infraespecificos: Pediastrum duplex Meyen,
Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald, Pseudopediastrum aff. boryanum,
Pseudopediastrum integrum (Nageli) Jena et Bock, Pseudopediastrum aff. integrum,
Pseudopediastrum aff,. integrum, Stauridium tetras (Ehrenberg) E. Hegewald,

Monactinus simplex (Meyen) Corda y Pediastrum simplex var. clathratum Schroter.

Con base en las caracteristicas morfologicas y moleculares se determinaron
Pseudopediastrum integrum, Pseudopediastrum aff;. integrum, Pseudopediastrum aff;,
integrum y Pseudopediastrum aff. boryanum.

Analisis filogenético

Se obtuvieron secuencias de 650-700pb abarcando las regiones ITS1, 5.8, e ITS2, de
ellas se utilizé el ITS2, ya que indican que esta region ofrece un amplio poder de
resolucién para las relaciones especificas, debido a su variabilidad en la secuencia y la
estructura secundaria (Keller et al., 2008). En el presente estudio se consideraron los
caracteres morfolégicos y la informacién de la secuencia ITS2, asi como la estructura
secundaria de cada cepa aislada para la delimitacion taxonémica de cada taxa. Por otra
parte Buchheim et al., (2011) menciona que muchas de las limitaciones asociadas con
la regidn ITS2. Por ejemplo, demasiada variacion, o muy pocos sitios de nucleétidos
han sido vencidos por el andlisis de la estructura secundaria que tiene
sistematicamente regiones de variabilidad, asi como areas de sustancial conservacion.
Por otra parte, la adicion de la secuencia de la estructura permite la comparacion de
espectro filogenético mucho mas amplio (Figura 24). Buchheim et al., (2005), McManus

y Lewis, (2011) y Jena et al., (2014) han confirmado el origen polifilético del género
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Pediastrum; con base en sus estudios filogenéticos donde han secuenciado los genes
rocL y LSU (26S DNA) donde se han delimitado seis géneros mas. En el arbol
filogenético obtenido (Figura 23), se observan los siete clados que agrupan a:
Monactinus, Parapediastrum, Lacunastrum, Pseudopediastrum, Sorastrum, Stauridium
y Pediastrum; géneros que actualmente son reconocidos a partir de algunos
marcadores moleculares. Todos los nodos del arbol tienen un soporte mayor al 50%,

por lo que el analisis tiene un alto nivel de confianza.

Las cepas analizadas en este estudio se ubicaron dentro del clado Pseudopediastrum,
donde se agrupan en P. boryanum, P. integrum y taxa que incluyen cepas mexicanas.
En el clado P. integrum, se incluyd el material proveniente de Cantera Oriente (IZTA-
1841), que en principio se habia determinado con base en los caracteres morfolégicos
en P. boryanum (Figura 15). Sin embargo, considerando las secuencias publicadas por
Jena et al.,, (2014) fue reubicada en P. integrum ya que mostré una identidad del
69.49%. Este es un claro ejemplo que nos permite confirmar que es muy util la

informacion molecular para la determinacién taxonémica de los organismos aislados.

Por su parte, en clado donde se agrupan los aislamientos del material mexicano de dos
ambientes extremos correspondientes a la laguna El Sol, Nevado de Toluca (IZTA-
1843) y del arroyo Tilapa, Zapotitlan (IZTA-1842), mostraron variabilidad en el ITS2,
agrupandose independientemente de P. boryanum y P. integrum. Estas en principio
fueron determinadas como P. integrum, pero con la informacién molecular quedaron
nombradas como P. affl integrum y P. aff2 integrum (Figura 23). Sin embargo, con la
estructura secundaria de las mismas, se confirma que representan dos taxa nuevos
para la ciencia o especies cripticas de P. boryanum (Figura 24 E y F). Por ultimo, la
cepa (IZTA 1847) correspondiente al ambiente extremo de Zapotitldan fue denominada
como Pediastrum aff. boryanum. Porque en ellos se registraron el tamafio del cenobio,
medidas de las células y el tipo de pared celular diferentes a las sefialadas por
Komarek & Jankovska (2001) y John & Tsarenko, (2002). Por lo que estos tres
caracteres morfolégicos apuntan como elementos para diferenciarse de la especie de

referencia. Asimismo, la estructura secundaria (Figura 24B) es ligeramente diferente en
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una de sus ramas, por lo que se confirma se trata de un taxa diferente a P. boryanum.

wcdiastr U
e

i §
) ~
A
3 g ¢
RN
E g ¥ N &
T &« ¢ & éa‘
w
8 & g § ¥
s 8 § & #
i s g ? 96 ‘9
§ [ & & &
S 38 g & 7
R g 6 £ &
g § § &
E 88 ¢ ¢ &S
a f N R
g ;S
3 Q°s, F
g &/ e
9
L/ I
o)
2
& 065
modfiod)o[ 68
mouDW“"msAouw( 0\ A
Podiasty “mzooe & o
o ! v
o S s
&
é";pd’ 3 \i g
N 3
3 ¢ .3‘? v %
.tég & 3 3
g 1
& —
FETEetll g
& 5 g 28 ¢ & ? s
& § ¥ § % % LR
< ;; 2 g %" ,?' 4-9 o,
;i § ¥ *% %
a 5 = 3 ¢ %
6" ] & 74
§ i % ? %
; L3
& |
g

tauridium

ooe

Figura 23. Arbol filogenético de las Hydrodictyaceae donde se indican los clados de los géneros Lacunastrum,
Parapediastrum, Monactinus, Pediastrum, Stauridium, Sorastrum y Pseudopediastrum. En este ultimo, las cepas
aisladas en el presente trabajo, fueron marcadas en negritas, y se anotan el nimero de herbario correspondiente; las
restantes son las secuencias obtenidas del GenBank del banco NCBI junto con su clave de registro. El arbol se
realizé con el software Geneious ver. 8.0.5., utilizando el método de Neighbor-Joinig, el modelo Tamura-nei y método
de Bootstrap con un numero de 10,000 réplicas.
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Figura 24. Estructuras secundarias ITS2 de: a) Pseudopediastrum boryanum MJ2008/35, b)
Pseudopediastrum aff boryanum, arroyo Tilapa, Zapotitlan, Puebla, IZTA-1847, c) Pseudopediastrum aff;,
Integrum, arroyo Tilapa, Zapotitlan, Puebla, 1ZTA-1842, d) Pseudopediastrum aff, integrum, Laguna El
Sol, Nevado de Toluca, IZTA-1843, e) Pseudopediastrum integrum MJ2008/86, f) Pseudopediastrum
integrum 1ZTA-1841, Cantera Oriente. Los colores indican la probabilidad de formacién de puentes de
hidrégeno: rojo, alta probabilidad, azul baja probabilidad.
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Analisis de variables y taxa determinados

Relacién del género Pediastrum-variables ambientales
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La correlacion taxa ambiente (F= 2.93 P=0.001) para los cuatro ejes canonicos de

Analisis de Componentes Candnicos (ACC) Figura 25. Diagrama de ordenacién confirmatorio del
ACC. Triangulos (A) taxa y vectores (1) de correlacién entre los ejes de ordenacion de las variables ambientales
cuantificadas. Donde: OXIG.- Oxigeno, N2.- Nitritos, NITRATOS.- Nitratos, FOSFA.- Fosfatos, ALC.- Alcalinidad total,
DURZ.- Dureza total, TEMP.-Temperatura del agua, ALT.- Altitud y pH.- pH; P. AFF. INTEG. - Pseudopediastrum aff.
integrum, INTEG.- Pseudopediastrum integrum DPLEXRU.- Pediastrum duplex, P. BRY.- Pseudopediastrum
boryanum, SIMPL CL.- Pediastrum simple var. chlathratum, P. AFF. BRY. - Pseudopediastrum aff. boryanum,
TETRS. - Stauridium tetras, DPLEX Pediastrum duplex, SIMPL. - Monactinus simplex.

Los dos primeros ejes candnicos del ACC de la figura 25. Definen un espacio en los
que los sitios se acomodan en el eje candnico 1, en un gradiente de altitud, oxigeno,
pH, nitratos, fosfatos, alcalinidad, dureza y temperatura del agua de los sitios de
estudio. Pseudopediastrum integrum, se encuentra en lado negativo donde el vector de
altitud es opuesto a Pseudopediastrum boryanum del lado positivo, mas relacionado
con el vector de dureza total. En el eje dos estan los factores de oxigeno y nitratos.
Mientras que a la derecha se muestran las especies que estan relacionados con la
alcalinidad y fosfatos (Ruacho-Gonzalez et al., 2013). Siendo asi que el P. integrum
este delimitado por el factor de altitud y los P. boryanum por nitratos y fosfatos. La
temperatura estd mas relacionada con las especies de S. tetras, Pediastrum duplex y

Monactinus simplex.
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V. CONCLUSIONES
Las investigaciones ficofloristicas en México han registraron 23 taxa del género
Pediastrum en 16 entidades federativas del pais, por lo que aun hace falta explorar
muchas areas del territorio nacional.
Las entidades federativas con mayor numero de registros fueron: el Estado de México

con cuatro especies, seguido del Distrito Federal con tres y por ultimo, Puebla con dos.

Los resultados del estudio, permitieron reconocer cuatro géneros: Monactinium,
Stauridium, Pseudopediastrum y Pediastrum; distribuidos en nueve taxa: Pediastrum
duplex,  Pseudopediastrum  boryanum, Pseudopediastrum aff.  boryanum,
Pseudopediastrum integrum, Pseudopediastrum aff;. Integrum, Pseudopediastrum aff;,

Integrum, Stauridium tetras, Monactinus simplex y Pediastrum simplex var. clathratum.

Con base en las observaciones de la ornamentacion de la pared celular de los cenobios
analizados, se detectd que este caracter cambia en especimenes silvestres o

cultivados; por lo que debe de tomarse con cuidado este caracter taxondmico.

Establecer cultivos de Pediastrum sensu latum permitié obtener material bioldgico para
la de ITS2 para el estudio filogenético de las poblaciones. Con la metodologia
empleada se obtuvieron cultivos unialgales de cuatro taxa, todas ellas ubicadas en el

género Pseudopediastrum.

Se comprob6 a través de los cultivos de P. integrum (IZTA 1841) la presencia de
rosetas en el cenobio, caracter que no se indican en la descripcién original de la

especie.

Para la determinacion especifica se consideraron caracteres morfolégicos, moleculares
de las secuencias de ITS2 y estructura secundaria, asi como algunos factores

ambientales y de cultivo. Algunos taxa quedan pendientes su delimitacion taxonémica,
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mientras tanto las nombramos como afines a Pseudopediastrum aff. boryanum vy
Pseudopediastrum aff; y aff; integrum. Para estos ultimos, se obtuvieron la estructura

secundaria, elementos que apoyan la propuesta de nueva especie para la Ciencia.

Los datos de los analisis fisicos-quimicos de las localidades donde se colectaron los
taxa nos indicaron que el género Pediastrum sensu latum crece en amplias condiciones

ambientales por tanto es de amplia distribucion.

Segun al ACC se confirma que los factores delimitantes para Pseudopediastrum
integrum y aff. son la altitud y el oxigeno, mientras que para P. aff. boryanum fue la

dureza y alcalinidad total.

Nuestros resultados corroboran la importancia de incluir la estructura secundaria en el
analisis filogenético. Y confirma la importancia de los estudios polifasicos para la

determinacion taxonémica de muchas microalgas.
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Vil. Anexo1
Medios de cultivo

MEDIO MODIFICADO BOLD 3N

Componente Cantidad Stock Concentracion
Concentracion Final
De la Solucién
NaNO; (Fisher BP360-500) 30 mL/L 10 g/400mL dH20 8.82 mM
CaCl,-2H.0 (Sigma C-3881) 10 mL/L 1 g/400mL dH20 0.17 mM
MgS0,-7H,0 (Sigma 230391) 10 mL/L 3 g/400mL dH20 0.3 mM
K.HPO, (Sigma P 3786) 10 mL/L 3 g/400mL dH20 0.43 mM
KH,PO, (Sigma P 0662) 10 mL/L 7 g/400mL dH20 1.29 mM
NaCl (Fisher S271-500) 10 mL/L 1 g/400mL dH20 0.43 mM
P-IV Metal Soluciéon 6 mL/L
Soilwater: GR+ Medium 40 mL/L
Vitamina B+, 1 mL/L
Biotina Vitamina Solucién 1 mL/L
Tiamina Vitamina Solucion 1 mL/L

P-IV Metal Solucién

Componente Cantidad  Concentracion Final
Na,EDTA-2H,0 (Sigma ED255) 0.75 g/L 2mM
FeCl;-6H,0 (Sigma F-1513) 0.097 g/L 0.36 mM
MnCl,-4H,0 (Baker 2540) 0.041 g/L 0.21 mM
ZnCl; (Sigma Z-0152) 0.005 g/L 0.037 mM
CoCl,-6H,0 (Sigma C-3169) 0.002 g/L 0.0084 mM
Na;Mo0O,-2H,0 (J.T. Baker 3764) 0.004 g/L 0.017 mM

Solucidén suelo: GR+ Medio

Componente Cantidad Concentracion Final
Green House Soil 1 tsp/200 mL dH,0
CaCO; (opcional) (Fisher C 64) 1 mg/200 mL dH20 0.05 mM
Componente Cantidad
HEPES buffer pH 7.8 (Sigma H-3375) 2.4 /200 mL dH20
Vitamina B, (cyanocobalamin, (Sigma V-6629) 0.027 g/200 mL dH20

Biotina Vitamina Solucién

Componente Cantidad
HEPES buffer pH 7.8 (Sigma H-3375) 2.4 g/200 mL dH20
Biotina (Sigma B-4639) 0.005 g/200 mL dH20

Tiamina Vitamina Solucién

Componente Cantidad
HEPES buffer pH 7.8 (Sigma H-3375) 2.4 g/200 mL dH20
Tiamina (Sigma T-1270) 0.067 g/200 mL dH20
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MEDIO CON EL FERTILIZANTE FOLIAR FERTIPLUS

Con nutrientes organicos 11-8-5.
MODO DE PREPARACION: Se agregan 3ml por cada litro de agua destilada esterilizada.

Ingredientes activos

(Porcentaje en peso)

Nitrégeno (N) 7.28%
Potasio (K20) 14.07%
Hierro (Fe) 0.006%
Zinc (Zn) 0.002%
Azufre (S) 1.31%
Fosforo (P205) 8.21%
Magnesio (Mg) 0.086%
Boro (B) 0.002%
Calcio (Ca) 0.19%
Molibdeno (Mo) TRAZAS

Marca registrada Delta, Hecho en México
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Anexo 2. Lista de las cepas de referencia y aisladas en este estudio

Cepa Especie Origen Numero de Referencia
acceso
1ZTA-1847 Pseudopediastrum aff. boryanum  Arroyo Tilapa, Zapotitlan, Puebla
Cantera Oriente, reserva ecologica del
IZTA-1841 Pseudopediastrum integrum Pedregal de San Angel de Ciudad
Universitaria Preser}te
IZTA-1842 Pseudopediastrum affi. integrum Arroyo Tilapa, Zapotitlan, Puebla GO
I1ZTA-1843 Pseudopediastrum aff, integrum La,gWa El Sol, Nevado de Toluca, Estado de
Meéxico
. . O AY779861
UTEX LB782 | Hydrodictyon africanum South Africa AY663031 G
. . . AY779858 al. 2005
M2243 Hydrodictyon reticulatum EE.UU., Indiana AY779862
MJ 2009/123 Lacunastrum gracillimum India, Orissa, estanque en Athagarh HM021304
MJ 2009/162 Lacunastrum gracillimum India, Orissa, estanque en Chandaneswar HMO021305
MJ 2008/34 Monactinus sturmii Alemania, Lago Dollgow HMO021323 Jena et al. 2014
M1J 2009/169 Monactinus sturmii India, Orissa, estanque en Chandaneswar HMO021322 :
M1J 2009/172 Monactinus sturmii India, Orissa, rio Mahanadi HMO021321
MJ 2009/284 Monactinus sturmii Kenia, el lago Baringo HMO021325
. s . AY 663034 Buchheim et
UTEX 37 Parapediastrum biradiatum Suecia AY 779865 al. 2005
MJ 2008/60 Parapediastrum biradiatum Alemania, Lago Schwantner HM021320 Jena et al. 2014
551153)(79 Pediastrum angulosum &zicg);igvaqula, D5 S IEITE 7750 AY779864 Buaﬁ}‘lg%’g; et
LNO20INC Pediastrum duplex EE.UU., Carolina del Norte, Lake Norman AYS577744 McManus &
SAG 84.80 Pediastrum duplex Alemania, Schohsee, P16n AYS577748 Lewis 2005
SF0202NY Pediastrum duplex EE.UU., Nueva York, Imagenes Pot Pisos AYS577757
KR 2005/327 Pediastrum duplex Israel, Lago Kineret HM021298
MJ 2008/01 Pediastrum duplex Alemania, Lago Dagow HM021300
M1J 2008/06 Pediastrum duplex Kenia, presa cerca Nyahururu HMO021301 Jena et al. 2014
MJ 2008/24 Pediastrum duplex Alemania, Lago Geron HM021303 ’
MJ 2008/54 Pediastrum duplex Kenia, presa cerca Nyahururu HM021299
MJ 2009/107 Pediastrum duplex India, Orissa, estanque en Bhubaneswar HM021302
. . . McManus &
RLO201FR Pediastrum sp. Francia, Reilhac Lago AYS577749 Lewis 2005
M1J 2008/83 Pseudopediastrum alternans Namibia, rio Cuando cerca Kongola HMO021311 Jena et al. 2014
OL0301MN Pseudopediastrum boryanum EE.UU., Minnesota, Lago Otter AYS577759 McManus &
EL0203CT Pseudopediastrum boryanum EE.UU., Storrs, Connecticut Lago Eagleville AYS577742 Lewis 2005
M1J 2008/28 Pseudopediastrum brevicorne Alemania, Lago Dollgow HMO021310
MJ 2008/35 Pseudopediastrum boryanum Alemania, Lago Dollgow HM021307 Jena et al. 2014
M1J 2008/86 Pseudopediastrum integrum Namibia, estanque en Mariental HM021309 ’
KR 2006/1 Pseudopediastrum pearsonii Kenia, el lago Naivasha HM021308
UTEX Sorastrum spinulosum charco en Finlandia AY663041
LB2452 AY779872 Buchheim et
. . AY 663040 al. 2005
UTEX LB785 | Sorastrum sp. EE.UU., Bloomington, Indiana AY779871
MJ 2008/47 Stauridium privum Kenia, presa cerca Nyahururu HMO021319 Jena et al. 2014
M1J 2008/74 Stauridium privum Alemania, Lago Stechlin HMO021318 ’
- . AY779892 Buchheim et
UTEX 38 Stauridium tetras Checoslovaquia AY 779869 al. 2005
KR 2006/04 Stauridium tetras Kenia, el lago Naivasha HMO021317
KR 2008/04 Stauridium tetras India, Kerala, estanque en Kochi HMO021316 Jena et al. 2014
M1J 2008/07 Stauridium tetras Kenia, presa cerca Nyahururu HMO021315 ’
M1J 2008/51 Stauridium tetras Kenia, presa cerca Nyahururu HMO021314
M1J 2009/269 Stauridium tetras Kenia, Thika, campo de arroz HMO021313
- . . .. AY663042 Buchheim et
UTEX 1367 Tetraedron minimum Eslovaquia. Estanque Rezabinec, Razice AY779875 al. 2005
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