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Resumen de la tesis que presenta Yira Diamanda Tapia Gallardo como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Analisis genédmico y desempeiio de cultivos axénicos de tres especies de la microalga Chaetoceros

Resumen aprobado por:

Dr. Miguel Angel del Rio Portilla Dra. M. del Pilar Sdnchez Saavedra
Codirector de tesis Codirectora de tesis

Actualmente la gendmica es una disciplina que ha contribuido de forma significativa en la investigacion
bioldgica, estudiando el ADN de uno o multiples organismos de forma integral y simultanea. Chaetoceros
es uno de los géneros de diatomeas mas utilizados en la acuicultura. Los objetivos de esta investigacion
fueron analizar el grado de similitud a nivel gendmico entre Chaetoceros muelleri, Chaetoceros calcitrans
y Chaetoceros sp. por medio de métodos bioinformaticos, y caracterizar cultivos axénicos de estas especies
de Chaetoceros. Para esto, se realizd el andlisis bioinformatico de las secuencias previamente obtenidas
de cultivos no axénicos; y a partir de ello se conformaron y anotaron los genomas mitocondriales y del
cloroplasto de cada una de las especies. Sin embargo, la mayoria de los contigs estuvieron asociados a
secuencias bacterianas. Por lo cual, se realizaron cultivos axénicos y no axénicos de cada especie, lo cual
permitié llevar a cabo la caracterizacién del crecimiento, fotosintesis. Se estandarizé un protocolo de
extraccién de ADN. Se realizé la extraccion de ADN de las muestras de los cultivos axénicos y no axénicos,
y se evalué la calidad, pureza e integridad. Para C. muelleri y C. calcitrans se obtuvo un genoma
mitocondrial (GM) de 36,059 pb, mientras que para Chaetoceros sp. se obtuvo un tamafio de GM de 39,733
pb. El genoma del cloroplasto (GP) de C. muelleri fue de 116,284 pb, el de C. calcitrans fue de 116,556 pb
y el de Chaetoceros sp. de 116,176 pb. Con el fin de elucidar las relaciones filogenéticas, se identificaron
los marcadores moleculares COI, rbcL, psbA y 18S de las tres especies de Chaetoceros y se construyeron
arboles filogenéticos para la aproximacion de la identificacidén y caracterizacion de estas. A partir de estos
resultados, se considera que la cepa de Chaetoceros sp. puede estar relacionada con Chaetoceros gracilis.
La tasa de crecimiento y el contenido de clorofila a de las tres especies de Chaetoceros fue similar entre
los cultivos axénicos y no axénicos. Los cultivos de las tres especies de Chaetoceros se mantuvieron
axénicos durante cuatro dias. En C. muelleri se evalué el mayor contenido de clorofila c en los cultivos no
axénicos, mientras que el mayor contenido de carotenoides fue en los cultivos axénicos. La eficiencia
fotosintética (a), la tasa de transporte de electrones maxima (ETRmax) y rendimiento fotosintético
maximo (Fv/Fm) fueron mayores en los cultivos no axénicos. La irradiancia de saturacién luminica (Ek) fue
similar entre cultivos axénicos y no axénicos. Se obtuvo un protocolo exitoso de extraccién de ADN para
las tres especies de Chaetoceros. A partir de la extraccion de ADN de las muestras de los cultivos axénicos
y no axénicos se obtuvieron concentraciones mayores a 50 ng pl™. Todas las muestras registraron valores
de pureza (260/280) e integridad de banda dentro de las condiciones éptimas, mientras que solo el 33 %
de las muestras obtuvieron valores de pureza (260/230) aceptables. Se mandaron a secuenciar las
muestras de ADN obtenidas por medio de la plataforma MiSeq Benchtop Sequencer (llumina) a la
Universidad de Georgia, Georgia, E.U.A., las cuales quedaran para su andlisis posterior y corroboracion de
lo encontrado en el presente trabajo.

Palabras clave: Chaetoceros, bioinformatica, cultivos axénicos, desempefio, analisis gendmico.



Abstract of the thesis presented by Yira Diamanda Tapia Gallardo as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture

Genomic analysis and performance of axenic cultures of three species of the Chaetoceros microalgae

Abstract approved by:

Dr. Miguel Angel del Rio Portilla Dra. M. del Pilar Sdnchez Saavedra
Codirector de tesis Codirectora de tesis

Genomics is a discipline that has largely contributed to biological research of DNA from, probably,
thousands of organisms integrally and simultaneously. Chaetoceros is one of the most used diatom genus
in aquaculture. The main goals of this work were to investigate the similarity degree at the genomic level
among Chaetoceros muelleri, Chaetoceros calcitrans and Chaetoceros sp. by bioinformatic methods and
to characterize the axenic and non-axenic culture of these Chaetoceros species. The bioinformatic analysis
of the sequences previously obtained for the three Chaetoceros species was performed and their
mitochondrial and chloroplastic genomes were obtained and annotated. However, most of the contigs
were related with bacterial sequencies. Therefore, a protocol based on the use of antibiotics to axenize
cultures of the three Chaetoceros species was standardized. Axenic and non-axenic cultures of the three
Chaetoceros species were carried out to characterize growth, photosynthesis and obtain sequences for
bioinformatic analysis. A DNA extraction protocol was standardized for the three Chaetoceros species.
DNA extraction was performed and its quality, purity and integrity in the samples of axenic and non-axenic
cultures were evaluated. The mitochondrial and chloroplast genomes of each of the three Chaetoceros
species were formed and annotated. For C. muelleri and C. calcitrans, a mitochondrial genome (GM) of
36,059 bp was obtained, while the GM of Chaetoceros sp. had 39,733 bp. The chloroplast genome (GP) of
C. muelleri, had 116,284 bp, while the GP of C. calcitrans had 116,556 bp and the GP of Chaetoceros sp.
Had 116,176 bp. The molecular markers COI, rbcL, psbA and 18S of the three Chaetoceros species were
identified and the phylogenetic trees were built based on these molecular markers as an approximation
for the identification and characterization of the three Chaetoceros species. From these results,
Chaetoceros sp. may be considered as Chaetoceros gracilis. The growth rate and chlorophyll content of
the three Chaetoceros species was similar between axenic and non-axenic cultures. The cultures of the
three species of Chaetoceros remained axenic for four days. In C. muelleri, the highest chlorophyll ¢
content in non-axenic cultures was evaluated, while the highest carotenoid content was in axenic cultures.
Photosynthetic efficiency (a), maximum electron transport rate (ETRmax) and maximum photosynthetic
yield (Fv/Fm) were higher in non-axenic cultures. The irradiance of light saturation (Ek) was similar
between axenic and non-axenic cultures. A successful DNA extraction protocol was obtained for the three
Chaetoceros species. From the extraction of DNA from the samples of the axenic and non-axenic cultures,
concentrations greater than 50 ng pl™ were obtained. All samples recorded purity values (260/280) within
the acceptable range and integrity of the DNA band, while only 33 % of the samples obtained acceptable
purity values (260/230). The DNA samples obtained through the MiSeq Benchtop Sequencer (llluminates)
platform was sent to sequence to the University of Georgia, Georgia, USA, these results will remain for
their posterior analisis and corroboration of the results obtained in this thesis.

Keywords: Chaetoceros, bioinformatics, axenic cultures, performance, genomic analysis.
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Capitulo 1. Introduccion

La gendmica ha contribuido en la generacién de importante informacidn bioldgica en las ultimas décadas,
reflejando un impacto en la historia de la ciencia (Saroglia et al., 2012). Dentro de las principales
aportaciones de esta disciplina, es el estudio del contenido de ADN de uno o multiples organismos de
forma integral y simultanea. Algunas de las herramientas de esta tecnologia son el mapeo, secuenciacion
de genomas y con ello su interpretacién y aplicacidn. La investigacién gendmica se divide en tres
principales ramas, la gendmica estructural, gendmica funcional y gendmica comparativa; en conjunto,
permiten la comprension de la estructura, organizacion, asi como la evolucidn de todos los organismos,

incluyendo una gran nimero de especies acuicolas.

La acuicultura es un sector de produccidn de alimentos con alto potencial de crecimiento y que representa
mas del 50 % del pescado destinado a la alimentacidn a nivel mundial (FAO, 2018). La actividad acuicola
es susceptible a pérdidas econdmicas, por causa de distintos factores como enfermedades y poca calidad
de alimento para los organismos acudticos. Para poder abastecer las necesidades alimentarias de las
especies acuaticas, se ha implementado la produccidon de microalgas por medio de diferentes métodos

para su cultivo y técnicas que optimicen la obtenciéon de estas (Nieves et al., 1996).

Las microalgas son microorganismos acuaticos, fotosintéticos que tienen la capacidad de transformar la
energia luminosa en energia quimica. Conforman la parte vegetal del plancton y son la base de la cadena
tréfica (Cembella, 2003). Son ampliamente utilizadas como alimento vivo para diferentes etapas de ciclo
de vida de moluscos y algunos crustdceos como el camardn dado a que son potenciales fuentes de
componentes esenciales como los acidos poliinsaturados (Spolaore et al., 2006). Dentro de las microalgas
se encuentran las diatomeas que son un grupo de organismos unicelulares de color dorado que contienen
aproximadamente 200,000 especies existentes (Mann et al., 1996), se dividen en dos grupos: las de
simetria radial (céntricas) y las de simetria bilateral (pennadas). De las diatomeas hay diferentes géneros
y uno de ellos Chaetoceros el cual ha sido estudiado para la optimizacién de su produccién debido a su
importancia biotecnolégica. El género Chaetoceros considera a organismos plancténicos marinos con alta
diversidad de especies y amplia distribucién (Rines et al., 1988). En la acuicultura, se ha demostrado que
especies del género Chaetoceros son uno de los mds aptos para suministrar el aporte nutricional de larvas

de bivalvos y crustaceos (Napolitano et al., 1990; Smith et al., 1993, Mallo et al., 2004).

Dada la importancia de la alimentacién de organismos acuaticos, el estudio de las microalgas permite la

optimizacion de los cultivos para mayores obtenciones de biomasa, asi como de mejores concentraciones
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de su composicion bioquimica y debido al crecimiento exponencial de la genédmica como una herramienta
gue facilita el conocimiento de la funcionalidad de los genes, en el presente estudio, a partir de la gendmica
comparativa de las especies Chaetoceros calcitrans, Chaetoceros muelleri y Chaetoceros sp. se pretende
sentar las bases genéticas para diversos estudios de fisiologia u optimizacion de cultivo de estas especies

de diatomea, entre otros.

1.1 Analisis genomico

A partir de los estudios del genoma humano, el interés por el drea fue en incremento dado a las
aportaciones para investigaciones posteriores que aportaron el descubrimiento de enfermedades (Collins
et al., 2003). A lo largo de los afios se han secuenciado importantes genomas para distintas areas de la
ciencia, los cuales han contribuido a la identificacion de genes funcionales por medio de la gendmica
funcional que permite la descripcion de la funcién de los elementos codificados en los genomas y el rol

gue estos desempefian en procesos biolégicos (Fernandez et al., 2007).

Dentro de los genomas secuenciados existen organismos modelos que son aquellas especies que han sido
altamente estudiadas y por ello generalmente se utilizan para la investigacidn de distintos aspectos de la
biologia como un analogo si es cercanamente similar para investigaciones extrapolables (Gonzélez et al.,
2008). Algunos de los organismos modelos han sido la secuenciacion de genomas como el del maiz
(Schnable et al., 2009), ratdn (Dietrich et al., 1996), planta herbdcea Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000), las cuales han permitido la optimizacién de sus procesos para la obtencién de
mejor calidad en sus productos y subproductos, asi como la descripcion de genes de interés
biotecnolégico. Por otro lado, en la acuicultura, los proyectos de secuenciacién del genoma comenzaron
a principios de la década de 2000 en EE. UU., algunos paises de la Unién Europea (UE), China y otros. Las
alternativas gendmicas han facilitado sentar las bases genéticas de los caracteres cuantitativos y con ello
la deteccion de efectos genéticos a través de la descripcion de los genomas (Martinez et al., 2009). Entre
los genomas de importancia acuicola se encuentra el del ostidn Crassostrea gigas (Meng et al., 2013), pez
globo (Crnogorac-Jurcevic et al., 1997), pez cebra (Freeman et al., 2007), las diatomeas planctdnicas

Phaeodactylum tricornutum (Kroth et al., 2008) y Thalassiosira pseudonana (Armbrust et al., 2004).



1.2 Genomica en microalgas

Las microalgas son organismos eucariotas fotosintéticos (Lee, 1989; Keeling, 2004) y debido a su potencial
biotecnoldgico, la investigacion dirigida hacia estos organismos ha incrementado. La mayoria de las
microalgas conforman el fitoplancton teniendo aportaciones geoquimicas y ecoldgicas importantes. Por
otro lado, la diversidad filogenética es de interés, debido a cambios evolutivos en su biologia celular,
morfologia entre otras. A partir de estudios genéticos se han descrito aspectos importantes de la biologia
de las microalgas (Richmond, 2008). La investigacion genética de las microalgas comenzé a tomar mayor
importancia a partir de la primera secuenciacién de una especie de microalga marina que fue la diatomea
Thalassiosira pseudonana, en esta especie se descubrieron caracteristicas procariontes y eucariontes,
resulté ser de gran interés (Armbrust et al., 2004). A partir de la descripcién y caracterizacion del genoma
de esta microalga, se ha utilizado como modelo para la investigacidn de genes funcionales atribuidos a
caracteristicas de otras diatomeas como lo es la formacion de pared de silice (Mock et al., 2008). Otro de
los modelos gendmicos de las diatomeas es Phaeodactylum tricornutum (Bowler et al., 2008) y a través de
analisis genémicos comparativos, se ha logrado una mayor descripcién de caracteristicas metabdlicas
importantes de las diatomeas como lo son el ciclo de nitrégeno y carbono (Allen et al., 2006, Coesel et al.,
2008, Kroth et al., 2008; Richmond, 2008). El origen de la secuenciacién de Phaeodactylum tricornutum se
basd en la vulnerabilidad de cultivo a nivel laboratorio (Zaslavskaia et al., 2000). Por medio de los analisis
genéticos en estos dos modelos gendmicos con especies de microalgas, se ha desarrollado mayor

investigacion para realizar estudios que permitan la optimizacién de cultivos de diatomeas.

Por otro lado, se han realizado estudios en otras microalgas pertenecientes a otros grupos taxondmicos
como lo son Cyanidioschyzon merolae (Matsuzaki et al., 2004), Ostreococcus tauri (Derelle et al. 2006),
Micromonas pusilla (Worden et al., 2006), Dunaliella salina (Smith et al., 2010) entre otros. Con estos
trabajos se han aportado bases genéticas para identificacion de genes de interés y con ello aumentar su

potencial biotecnoldgico y acuicola.

Otra de las aplicaciones de los andlisis genéticos en las microalgas es la identificacidon de especies a través
de herramientas moléculas, una de las mas utilizadas para una interpretacion mas amplia es la técnica de
codigos de barras de ADN. Esta técnica se basa en el uso de las comparaciones de secuencias de una region
corta de ADN para diferenciar especies (Hamsher et al., 2011). Algunos de los trabajos de cédigo de barras
se han centrado en las diatomeas, principalmente en la diferenciacién de sus caracteristicas en su biologia,
debido a que son relativamente desconocidos y por consiguiente pluripotenciales (Evans et al., 2007,

Stevenson et al., 2010). Dentro de las secuencias que permiten una identificacion dentro de especies se
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encuentran gen 18S rRNA, ITS, COIl, y rbcL de los cuales los que dan mayor informacién son COI y rbclL
debido a que pertenecen a mitocondria y cloroplasto, el primero por ser un gen conservado y el segundo
por estar presente en el cloroplasto, compartiendo caracteristicas con organismos fotosintéticos (Hebert

et al., 2003; Guo et al., 2005; Evans et al., 2007; Hamsher et al., 2011; Zimermmann et al., 2011).

Para la obtencién de secuencias gendmicas mas completas en estudios genéticos de microalgas, se ha
recomendado el uso de cultivos libres de bacterias o axénicos, debido a que, si se utilizan cultivos no
axénicos, puede haber una mayor cantidad de ruido y con ello una mayor complejidad de obtencién de
secuencias completas en estos estudios. A pesar de que existen herramientas bioinformaticas que
permiten discriminar con cierto grado de incertidumbre secuencias de origen procariota y eucariota, es

preferible el uso de cultivos axénicos (Vu et al., 2017).

1.3 Diatomeas

Las diatomeas son un gran grupo de fotocotrépicos unicelulares eucariotas, de las cuales hay 200 000
especies (Mann y Droop, 1996) y estan ampliamente distribuidas en los océanos, agua dulce, suelos y en
superficies himedas. Estos organismos son especialmente importantes en los ecosistemas marinos y son

responsables de alrededor de un 45 % de la produccidn primaria ocedanica total (Yool y Tyrrell, 2003).

Las especies de diatomeas se han distinguido previamente segun la forma, el tamafio, los patrones y la
ultraestructura de su exoesqueleto de silice, con poca o ninguna comprension de la base genética de estas
caracteristicas. La evidencia reciente de datos moleculares y experimentos de apareamiento ha
demostrado que las clasificaciones tradicionales son demasiado burdas y con ello contener varios taxones

pseudo o semicripticos, tal es el caso en Pseudo-nitzschia (Lundholm et al., 2006).

1.4 Chaetoceros

Chaetoceros es un género de microalgas perteneciente al grupo de diatomeas plancténicas, cuentan con
aproximadamente 400 especies descritas, generalmente es dificil distinguir entre diferentes especies. Los

estudios sugieren que las colonias de Chaetoceros sirven como una importante fuente de alimento dentro
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de la columna de agua y un importante contribuyente de carbono en el ambiente benténico (Booth et al.,
2002). En este género se destacan por sus aplicaciones las especies Chaetoceros calcitrans, Chaetoceros

muelleriy Chaetoceros sp.

La microalga Chaetoceros calcitrans fue aislada por Umebayashi en 1960 siendo desconocido el sitio, pero
se distribuye en el mar baltico (Hallfors, 2004) y el mar negro (BSPC Editorial Board, 2014). Una de sus
caracteristicas principales es presentar plastos marrones o amarillos y estar envueltas en cubiertas de
silice. Por otro lado, su composicidon bioquimica presenta un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados eicosapentaenoico (EPA) y araquiddnico) AA, pocas cantidades de docosaexahenoico
(DHA), alta vitamina Cy E, una tasa de crecimiento de 1.8 div.dia™ (Sdnchez-Saavedra et al., 1994). Debido
aesto, la microalga C. calcitrans ha sido utilizada en acuicultura como alimento vivo dado su valor nutritivo,
principalmente para moluscos y crustaceos, ademas, en cultivos tiene la capacidad de generar altas
densidades celulares (Wikfors et al., 2001), lo cual la hace una especie ideal para futuras investigaciones,

principalmente en la potencializaciéon y eficiencia de su produccién.

Por otro lado, Chaetoceros muellerifue colectada en Hawaii por J. Johansen, ademas su distribucién abarca
el mar Baltico (Hallfors, 2004), el mar negro (BSPC Editorial Board, 2014), Gran Bretafia (Hartley 1986;
Whitton et al. 2003), Francia (Anon, 2017), Alemania (Ludwig et al., 1996; Tauscher, 2014,; Tauscher,
2016), Netherlands (Veen et al. 2015). Se caracteriza por tener formas unicelulares, un tamafio promedio
de 4 a 9 um, presentan cuatro setas en sus extremos, se divide en salinidades de 35 %o, su crecimiento es
posible a temperaturas de 15 a 30 °C, y se identifica por tener un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados (Allen et al., 2006). Su uso se destaca en el Noroeste de México en la alimentacién de

larvas de crustaceos y de peces (Loépez-Elias et al., 2005).

Chaetoceros sp. es una microalga aislada por Trujillo-Valle en 1988 en Bahia de Todos Santos, B.C. (Trujillo-
Valle, 1993). Actualmente esta especie no ha sido identificada pero su enfoque comercial es similar al de
Chaetoceros muelleri. De estas tres especies, no existen estudios publicados acerca de sus genomas, por
lo cual es necesario analizarlos y posteriormente compararlos para enfatizar diferencias y similitudes que

contribuirian en mejoras continuas.



1.5 Justificacion

La aportacion de este trabajo permitird la caracterizacion e identificacién de las especies Chaetoceros
muelleri, Chaetoceros calcitrans y Chaetoceros sp. Ademas, sentard las bases para estudios genéticos y
fisiolégicos para la evaluacién de los cultivos, debido a que Chaetoceros calcitrans es mayormente

susceptible a cambios ambientales que otras especies de Chaetoceros, por lo tanto, podria promover una

mayor adaptabilidad de las especies.

1.6 Hipatesis

Chaetoceros muelleri y Chaetoceros sp. tendran mayor similitud genética que Chaetoceros calcitrans

debido a la zona en que fueron aisladas, en el Noreste del océano Pacifico.

1.7 Objetivo general

Analizar el grado de similitud a nivel gendmico y de desempefio entre Chaetoceros muelleri, Chaetoceros

calcitrans y Chaetoceros sp. a través de métodos bioinformaticos y fisiolégicos.

1.8 Objetivos especificos

. Obtener el genoma parcial mitocondrial y del cloroplasto de las tres especies de la microalga
Chaetoceros.
. Caracterizar y comparar los genomas mitocondriales y del cloroplasto de cada una de las tres

especies de la microalga Chaetoceros.

o Caracterizar la respuesta fisioldgica (crecimiento, fotosintesis y pigmentos) de los cultivos axénicos

y no axénicos de las tres cepas de Chaetoceros.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Analisis bioinformatico

2.1.1 Origen de secuencias

La coleccién de microalgas del Departamento de Acuicultura del CICESE, proporciond tres cepas de
microalgas: Chaetoceros muelleri (CHM1), Chaetoceros calcitrans (CHC1) y Chaetoceros sp. (CHX1). Las tres
especies fueron cultivadas en medio /2 (Guillard y Ryther, 1962) de forma monoespecifica. Se realizd un
escalamiento del volumen del cultivo desde tubo de 15 ml con 10 ml de medio hasta matraz Erlenmeyer
de 125 ml con 50 ml* de medio por duplicado. Las condiciones de mantenimiento de los cultivos fueron
iluminacién continua a 50 umol m2 s provista por [damparas fluorescentes de luz fria, temperatura de 21

11 °Cy salinidad de 35 ups.

Se realizd la cosecha de los cultivos en la fase estacionaria y posteriormente se extrajo el ADN por medio
de protocolo comercial DNeasy® Blood y Tissue (QIAGEN®, Valencia, CA). Se realizd la cuantificacion y
evaluacidn de la calidad e integridad de la banda de ADN para finalmente enviar a secuenciar las muestras

con la plataforma MiSeq Benchtop Sequencer (lllumina) a la Universidad de Georgia, Georgia, E.U.A.

2.1.2 Verificacion de calidad de las secuencias

Se revisd la calidad de las lecturas recibidas mediante CLC-Genomics Workbench (10.0) y FastqC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Los pardmetros de calidad evaluados
fueron contenidos de GC, calidad, contenido y distribucion de bases en las secuencias. Se eliminaron los
adaptadores y secuencias de baja calidad (trimming). Posteriormente se reevalud la calidad de las

secuencias.

2.1.3 Ensamblaje De Novo

Para el ensamblaje se utilizé el programa CLC-Genomics Workbench (10.0). Se obtuvo la formacion de

contigs y se mapearon las lecturas a los contigs obtenidos con la opcién de actualizacion de los contigs. Se
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seleccionaron los contigs que tuvieron mas de tres lecturas y una cobertura (profundidad) mayor a 1.5. La
longitud minima de contigs se establecié en mayor igual a 300 pb. Al finalizar el ensamblaje, se generé un

archivo en formato FASTA para posteriores analisis de anotacion.

2.1.4 Analisis funcional

Con los contigs resultantes, se hizo un blastn a la base de datos de nucledtidos (nt) del NCBI

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/) con el fin de separar secuencias bacterianas de eucariotas. Asimismo, se

anotaron aquellos contigs que codifican a proteinas mediante Blastx (Camacho et al., 2009) utilizando la

base de datos Uniprot-Swiss Prot (http://www.uniprot.org) con un valor de E = 1E-06.

2.1.5 Conformacidn y anotaciéon de genomas mitocondriales y de cloroplasto

Por medio de la identificacién de los contigs relacionados a los organelos mitocondria y cloroplasto, se
conformaron y anotaron los genomas completos mitocondriales y los genomas parciales del cloroplasto
utilizando  programas como CLC-Genomics Workbench (10.0), tRNAScan, CHLOROBOX

(https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/) CGView Server, GeSeq (Tillich et al., 2017) entre otros.

2.1.6 Andlisis filogenético

A partir de la identificacion de los genes: COIl (citocromo oxidasa 1), rbclL (ribulosa 1-5-bifosfatasa
carboxilasa/oxiginasa), psbA (fotosistema Il precursor proteina D1) y 18S rRNA. Se realizaron analisis
filogenéticos por medio del programa MEGA X (10.1) (Kumar et al., 2018) para la obtencién de arboles de
filogenia de las tres especies de Chaetoceros y su relacién entre ellas y con otras especies del filo

Bacillariophyta existentes en el GenBank.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
http://www.uniprot.org)/
https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/

2.1.7 Identificacion de grupos bacterianos

Con los contigs relacionados a bacterias se realizé una identificacién de filos, géneros y especies
agrupandolos en diagramas de Venn a través del programa en linea Bioinformatics & Systems Biology

https://masters.vu.nl/en/programmes/bioinformatics-systems-biology/index.aspx.

2.2 Cultivo de microalgas

2.2.1 Obtencidn de cepas

Las cepas de las microalgas C. calcitrans (CHC1), C. muelleri (CHM1) y Chaetoceros sp. (CHX1) fueron

proporcionadas por la coleccidon de microalgas del Departamento de Acuicultura del CICESE.

2.2.2 Mantenimiento de cepas

Se cultivaron las tres especies de microalgas en medio “f” (Guillard y Ryther, 1962) y se tuvieron los cultivos
de forma monoespecifica. Se realizé un escalamiento del volumen del cultivo desde tubo de 15 ml con 10
ml de medio hasta matraz Erlenmeyer de 125 ml con 100 ml de medio. Los cultivos se mantuvieron en lote
(“batch”) o cultivos estaticos sin recambio ni adicion de medio nuevo. Las condiciones de mantenimiento
de los cultivos fueron iluminacidon continua a 50 umol m2s™ provista por lamparas fluorescentes de luz

fria, temperatura de 21 + 1 °Cy salinidad de 35 ups.

2.2.3 Caracterizacion del crecimiento de los cultivos

Se realizaron cultivos monoespecificos, no axénicos, sin recambio de medio y por triplicado para cada una
de las tres especies de Chaetoceros. Los cultivos se mantuvieron en matraz Erlenmeyer de 125 ml con 100
ml de medio “f”. La densidad de los indculos para los cultivos de las tres especies fue de 250 000 células
ml™. Los cultivos se tuvieron bajo las mismas condiciones que las descritas para el mantenimiento de las

cepas de microalgas (inciso 2.1.2).


https://masters.vu.nl/en/programmes/bioinformatics-systems-biology/index.aspx
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2.2.3.1 Evaluacion de la concentracion de células

La evaluacion de la concentracién de células se realizé con una submuestra del medio de cultivo de cada
condicién experimental. Los conteos de células se realizaron cada dia en una cdmara Neubauer
(hematocitometro) de 0.1 mm de profundidad, marca Hausser Scientific. Los conteos se hicieron usando
un microscopio compuesto Zeiss, Primo Star. Para calcular la concentraciéon de células, se siguid el

procedimiento descrito por Arredondo-Vega y Voltolina (2007).

2.2.3.2 Conteo de bacterias

Para conocer la concentracion de bacterias heterotréficas en los cultivos, se tomd una submuestra del
medio de cultivo de cada condicién experimental. Para asegurar que la evaluacién de la concentracién de
bacterias en el medio pudiera ser contabilizada, se realizaron para cada caso diluciones de 1073. Las
diluciones para el conteo de bacterias se hicieron usando suero fisiolégico (9 gr de NaCl L!). Bajo
condiciones de asepsia, se tomd 0.1 ml de cada dilucidn para realizar la inoculacidn de la muestra en cajas
Petri con 20 ml de medio ZoBell (Zobell, 1941). Las cajas Petri con muestras se incubaron en una mini
incubadora VWR a 31 °C por 48 horas. Posteriormente se realizd el conteo de las colonias y que se expresé

en unidades formadoras de colonias en 1 ml (UFC ml) (Murray et al., 1981).

2.2.4 Pruebas de axenidad

Con el propésito de evaluar distintos tratamientos para la axenizacién de los cultivos de las tres especies
de Chaetoceros, se utilizé un volumen de 5 ml™ de cultivo proveniente de los ensayos descritos en la
seccidn 2.1.3. El volumen de cultivo se mantuvo en tubos de vidrio de 10 ml*? para cada uno de los casos
y por triplicado. Se implementaron cuatro tratamientos que fueron mantenidos durante 48 horas como se

describe a continuacion:
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1) El tratamiento 1, consistid en lavados del paquete celular de cada cultivo con agua de mar estéril

y que fueron concentradas por centrifugacion a 2232 g durante 10 minutos a 4 °C en un equipo Eppendorf

modelo 5810R.

2) El tratamiento 2, se realizaron lavados del paquete celular de los cultivos con agua de mar estéril
y que fueron concentrados por centrifugacién con las condiciones descritas en el tratamiento 1 y con la

adicién de 75 pg ml? de Estreptomicina.

3) El tratamiento 3, consistid en lavados del paquete celular de los cultivos con agua de mar estéril y
que fueron concentrados por centrifugacién con las condiciones descritas en el tratamiento 1 y con la

adicién de 250 pg ml? de Sulfato G41.

4) El tratamiento 4, fue lavados del paquete celular de los cultivos con agua de mar estéril y que
fueron concentrados por centrifugacion con las condiciones descritas en el tratamiento 1y con la adiciéon
de un coctel de antibidticos compuesto de Ampicilina 250 pg ml?, Kanamicina 200 pg ml?, Neomicina 50

ug mlty Estreptomicina 100 pg ml™.

Como tratamiento control de los ensayos, se utilizéd un volumen de 5 ml? de cultivo mantenidos en tubos
de vidrio de 10 ml? para cada caso y por triplicado, pero sin la aplicacién de los tratamientos antes

descritos.

El conteo de la concentracion de células y del contenido de bacterias heterotroficas se realizé cada dia

siguiendo los procedimientos descritos en la seccidn 2.1.3.1y 2.1.3.2 respectivamente.

2.2.5 Cultivos axénicos

Con el propdsito de tener cultivos axénicos y monoespecificos de las tres especies de Chaetoceros, se
utilizé para cada caso un volumen de 10 ml de cultivo obtenido de la fase exponencial temprana de

crecimiento como ya descrito en la seccién 2.1.3.

Para la obtencidn de cultivos axénicos se utilizé con un coctel de antibidticos constituido por Ampicilina,

Kanamicina, Neomicina y Estreptomicina segun lo descrito para obtener cultivos axénicos para Isochrysis
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galbana (Molina et al., 2014). Se tomé como base el coctel de antibidticos antes descrito, pero adicionado

en dos concentraciones:

1) Eltratamiento 1, estaba compuesto de Ampicilina 250 pg ml?, Kanamicina 200 pg ml, Neomicina

50 ug mlty Estreptomicina 100 pg ml™.

2) Eltratamiento 2, se utilizaron los antibidticos descritos para el tratamiento 1, pero con el doble de

la concentracién 500 pg ml?, 400 ug ml?, 1000 pg mity 100 ug ml? para cada caso.

Para el proceso de axenizacion de los cultivos de las tres especies de Chaetoceros se colocd un volumen
de 10 ml en tubos de 15 ml para cada uno de los cultivos y por triplicado. Para cada caso se adiciond el
coctel de antibidticos descrito para el tratamiento 1 y 2, como ya descrito en la secciéon 2.1.4. Como
tratamiento control de los ensayos, se utilizd un volumen de 10 ml de cultivo en tubos de vidrio de 15 ml
para cada casoy por triplicado, pero sin la adicién del coctel de antibiéticos (tratamiento 1y 2 de la seccién

2.1.5).

El conteo de la concentracion de células y del contenido de bacterias heterotréficas de los cultivos, se

realizé cada dia siguiendo los procedimientos descritos en la seccién 2.1.3.1y 2.1.3.2 respectivamente.

2.2.6 Cultivos masivos

Para la obtencidon de muestras para el analisis genético, se realizaron cultivos monoespecificos, sin
recambio de medio y por duplicado para cada una de las tres especies de Chaetoceros. Se utilizaron dos
condiciones de cultivo, no axénicos y axénicos. Para ambos caso, se utilizaron inéculos de 250 000 células
ml?y los cultivos se mantuvieron monoespecificos en matraces Erlenmeyer con 100 ml de medio “f” y con

condiciones similares de mantenimiento a lo descrito en la seccion 2.1.2.

Para la realizacion de cultivos axénicos, después de la inoculacion de las microalgas, se aplicd el
tratamiento que mostré los mejores resultados en las pruebas de axenizacidn descritas en la seccién 2.1.5.

En el caso de los cultivos no axénicos, no se aplicé ningun tratamiento de antibidticos para la axenizacién.
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El conteo de la concentracion de células y del contenido de bacterias heterotréficas de cada uno de los
tratamientos, se realizé cada dia siguiendo los procedimientos descritos en la seccion 2.1.3.1y 2.1.3.2

respectivamente.

Se cosechd la biomasa de las células durante la fase exponencial temprana de los cultivos de las tres
especies de Chaetoceros mantenidos en las distintas condiciones experimentales (axénicos y no axénicos).
Para cada caso, se utilizaron 4 muestras de 20 ml para concentrar la biomasa de células a través de
centrifugacion a 1139 g durante 20 miny a 4 °C en un equipo Eppendorf modelo 5810R. Las muestras de

cada tratamiento (8) fueron almacenadas a -20 °C para su posterior uso.

2.2.7 Crecimiento y pigmentos

Para la cuantificacién de pigmentos, se realizaron cultivos monoespecificos en dos condiciones axénicas y
no axénicas de cada especie de Chaetoceros. Los cultivos se realizaron en matraz Fernbach con 2 | de medio
“f” para cada caso como ya descrito en la seccién 2.1.2. Por cada matraz se tomaron tres submuestras y
se concentraron en filtros de fibra de vidrio Osmonics GF/C con abertura de poro de 1 um. El contenido

de pigmentos se cuantifico siguiendo la técnica descrita por Parsons et al. (1984).

2.2.8 Fotosintesis

Para la medicidn de la fotosintesis se realizaron cultivos como ya descrito en la seccidn 2.1.7. Las muestras
utilizadas para la medicion de la actividad fotosintética se mantuvieron en oscuridad durante 15 min. La
fotosintesis se midié con un fluorémetro de pulso de amplitud modulada (PAM) (Walz, Junior PAM). Se
obtuvieron las curvas de luz para cada tratamiento y se realizd la determinacién de los parametros
fotosintéticos — maxima tasa de transporte de electrones (ETRmax), eficiencia fotosintética (a) e
irradiancia de saturacién luminica (Ik) a partir del calculo de absortancia con el uso del programa Solver

(Lépez-Figueroa, com. pers., 2018).
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2.2.9 Analisis estadistico

Se realizaron las pruebas de normalidad y homocedasticidad de los datos obtenidos en cada ensayo
experimental (Sokal y Rohlf, 1979; Zar, 1984). Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de una via para
evaluar las posibles diferencias en la densidad de células, tasa de crecimiento, conteo de bacterias
heterotroéficas de los cultivos de cada especie de Chaetoceros mantenidos en los ensayos experimentales.
Para los casos en donde no se cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de varianzas,

se realizd una prueba de Kruskal Wallis.

Para conocer las posibles diferencias en el contenido de pigmentos, maxima tasa de transporte de
electrones (ETRmax), eficiencia fotosintética (a) e irradiancia de saturacion luminica (lk), se aplicé un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias. En el ANOVA de dos vias se consideré como un factor si los
cultivos fueron axénicos o no axénicos y el otro factor el tipo de especie de Chaetoceros. Para los casos en
donde los datos fueron no normales y no homocedasticos, se realizd la prueba no paramétrica de

Friedman.

Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con el programa STATISTICA® versidn 8.0 (Stat Soft Inc.,

2002) y se considerd un valor de significancia de 0.05.

2.3 Protocolo de extraccion de ADN de cultivos axénicos y no axénicos

2.3.1 Estandarizacion de extraccion de ADN

El proveedor del servicio de secuenciacién (Universidad de Georgia, Georgia, E.U.A.) solicité una mayor
cantidad de ADN del enviado previamente (Seccién 2.1.6), por lo que se realizaron modificaciones del
protocolo comercial DNeasy® Blood y Tissue (QIAGEN®, Valencia, CA) y se implementaron diferentes
técnicas de lisis celular. Estas variaciones se efectuaron hasta la obtencion de un protocolo dptimo para la

extraccion de ADN de las especies de Chaetoceros.
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2.3.2 Extraccion de ADN

Se implementé el protocolo obtenido del procedimiento descrito en la seccidén 2.2.1. para cada una de las
muestras descritas en la seccién 2.1.6. Las muestras de ADN se diluyeron a la concentracién de 50 ng pl™
en un volumen de 100 pl posteriormente fueron almacenadas a -20°C, el ADN concentrado restante se

almacend a -80 °C.

2.3.3 Calidad y pureza de ADN

La cuantificacién del ADN extraido (ng ul) se realiz6 por medio de espectrofotometria con un
espectrofotometro marca NanoDrop™2000 (ThermoFisher Scientific), mediante la lectura de absorbancias
de una longitud de onda especifica de 260 nm. Ademas, se determind la pureza del ADN, por fenoles con
la razdén 260/230 en rangos aceptables entre de 2.0 a 2.2 y proteinas en 260/280 con rango de pureza

admisible en 1.8 a 2.0 (Thermo Scientific, 2011).

2.3.4 Integridad de banda de ADN

La calidad de los productos de las extracciones de ADN se evalué mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.2 % en amortiguador Super buffer 1X (Zhang, et al., 2011) a 100 Volts por 100 min, tefiidos
con GelRedTM de Biotium (Huang et al., 2010; Crisafuli, et al., 2015). Posteriormente cada gel se observo

en el fotodocumentador Gel Doc ™ XR+ Imager (Bio-Rad).

2.3.5 Secuenciacion masiva

Se enviaron a secuenciar las muestras de ADN obtenidas del procedimiento descrito en la seccidn 2.2. se
enviaron a secuenciar con la plataforma MiSeq Benchtop Sequencer (Illumina) a la Universidad de Georgia,

Georgia, E.U.A.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Analisis bioinformatico

3.1.1 Verificacion de calidad de las secuencias

A partir de la recepcion de las muestras, se evalud la calidad de las secuencias obtenidas de cada una de
las tres especies de Chaetoceros. Para C. muelleri se obtuvo un total de 3,103,280 lecturas iniciales y
después de la verificacidn de la calidad se conservaron 3,102,200 lecturas con un 48 % de contenido de
guanina-citosina (%GC). En C. calcitrans las lecturas recibidas fueron 3,103,280 conservando 3,102,200 y
teniendo un 46 % de GC (guanina-citosina). Se obtuvieron 4,095,810 lecturas de Chaetoceros sp.

conservando 4,094,602 lecturas con un 47 % de contenido de GC (guanina-citosina) (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de parametros de calidad de las secuencias de cultivos no axénicos de tres especies de Chaetoceros.

Parametros de calidad

Especies Lecturas Lecturas Lecturas después %GC
recortadas de recorte

C. muelleri 3,103,280 1,080 3,102,200 48.00

C. calcitrans 3,103,280 1,080 3,102,200 46.00

Chaetoceros sp. 4,095,810 1,208 4,094,602 47.00

3.1.2 Ensamblaje De Novo

A partir de las lecturas de mayor calidad evaluadas en la seccion 3.1, se realizé un ensamblaje De Novo. Se
logré mapear el 97 % de las lecturas de C. muelleri obteniendo 24,498 contigs con un tamafo promedio
de 2104 pb. Se maped el 97 % de las lecturas de C. calcitrans conformando 25,542 contigs de un tamanio
promedio de 2,167 pb. Para las lecturas de Chaetoceros sp. se maped el 97 % obteniendo 60,152 contigs

con un tamafio promedio de 1386 pb (Tabla2).
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3.1.3 Analisis funcional

Se identificaron secuencias nucleotidicas (blastn) a partir de los contigs resultantes del ensamblaje. Se
lograron identificar 10, 561 contigs de C. muelleri de los cuales 10,138 estan relacionados a bacterias y 423
a eucariontes. Dentro de la identificacion de eucariontes, sélo 151 contigs, estdn relacionados a
diatomeas. Entre los principales grupos taxébnomicos eucariontes identificados son diatomeas, edicotas y
ascomicetos. Los grupos taxdnomicos asociados a bacterias son en su mayoria alfa y gama proteobacterias

(Tabla 3; Figura 1).

De C. calcitrans se obtuvo una identificacion de 10,553 contigs, de los cuales 10,127 estdn asociados a
bacterias y 426 a eucariotas. Entre los eucariontes sélo 152 contigs se asociaron al grupo de diatomeas.
Ademads de diatomeas se identificaron grupos taxdnomicos como los edicotas y ascomicetos. Los grupos

bacterianos de mayor relacion son alfa y gama proteobacterias (Tabla 3; Figura 2).

Para Chaetoceros sp. resultaron 26,613 contigs identificados, 21,806 afines a bacterias y 677 a eucariontes,
de los cuales 213 se adjudicaron a diatomeas. Otro de los grupos eucariotas identificados fueron
ascomicetos y edicotas. Los grupos bacterianos identificados como mayoria fueron las alfa y gama

proteobacterias (Tabla 3; Figura 3).

Tabla 2. Estadistica basica del ensamblaje De Novo de secuencias de cultivos no axénicos de tres especies de
Chaetoceros.

Parametros de ensamblaje De Novo

Especies Lecturas N75 N50 N25 Min. Max. Promedio Contigs
ensambladas

C. muelleri 3,015,572 1,687 11,135 40,285 175 610,232 2,104 24,498

C. calcitrans 3,020,461 1,752 12,422 49,447 175 786,127 2,167 25,542

Chaetoceros sp. 3,966,883 923 2,804 11,931 152 661,402 1,386 60,152

N: Valores de percentiles



Grupos taxénomicos

Other
apicomplexans
flies

fungi
nematodes
birds
monocots

bony fishes
ascomycetes
eudicots

diatoms

5‘0 ?IS 10‘0 12‘ 5 15‘0 1]‘: 5

Numero de contigs eucariotas

200

18

Other
d-protecbacteria
cyanobacteria
firmicutes

high GC Gram+
enterobacteria
bacteria

b-protechacteria
CFB group bacteria
g-protecbacteria

Grupos taxénomicos

a-protecbacteria

0

20‘00 30‘00 40‘00 50‘00 EOICIO ?'0‘00

Numero de contigs procariontes

10‘00 8000

Figura 1. Distribucién de la identificacidon de secuencias nucleotidicas (blastn) de los contigs de la secuenciacion
gendmica parcial de cultivos no axénicos de Chaetoceros muelleri.
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Figura 2. Distribucién de la identificacidén de secuencias nucleotidicas (blastn) de los contigs de la secuenciacion
gendmica parcial de cultivos no axénicos de Chaetoceros calcitrans.
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Tabla 3. Identificacidon de secuencias nucleotidicas (blastn) de los contigs de secuencias de cultivos no axénicos de
tres especies de Chaetoceros.

Identificacion de secuencias nucleotidicas (blastn)

Especie Contigs Contigs Contigs Contigs % Contigs % Contigs
bacterian eucariontes diatomeas identificados . diatomeas
identificados
os
C. muelleri 10,138 423 151 10,561 42 0.01
C. calcitrans 10,127 426 152 10,553 56 0.01
Chaetoceros sp. 21,806 677 213 26,613 44 0.01

3.1.4 Conformacidn y anotaciéon de genomas mitocondriales y del cloroplasto

3.1.4.1 Genomas mitocondriales

Se conformaron y se anotaron los genomas mitocondriales de las tres especies de Chaetoceros. El genoma
mitocondrial de C. muelleri vy C. calcitrans se registraron con un tamafio de 36,059 pb (Figura 4 y 5). Se

identificaron 29 CDS’s (regiones codificantes), 40 tRNA’s y se identificd el gen ARNr 16 (Anexo A).

El genoma mitocondrial de Chaetoceros sp. se conformd con un tamafio de 39,733 pb (Figura 6). Se
anotaron 28 CDS (regiones codificantes), 44 tRNA y se identificaron el gen ARNr 16 y el ARNr 23 (Anexo
A).

Las anotaciones de cada genoma mitocondrial estan constituidas por 9 grupos: Complejo | (NADH
deshidrogenasa), complejo Il Ubiquinol-citocromo-c reductasa, complejo IV citocromo c oxidasa, ATP
sintasa, proteinas ribosomales (SSU), proteinas ribosomales (LSU), ORF (Marcos de lectura abierta) tARN

y rARN (Figura 4,5y 6).



20

Chaetoceros muelleri

rnL-Us

"“'11&&4{;‘5‘“»%: “ . :
: mitochondrial genome
36,059 bp

~wawBes-yul
Wu

- o

trol-GAU

nadé

[ complex | (NADH dehydrogenase)

[J complex Il (ubichinol cytochrome c reductase)
[J complex IV (cytochrome ¢ oxidase)

[ ATP synthase

[ ribosomal proteins (SSU)

[ ribosomal proteins (LSU)

[ ORFs

[ transfer RNAs

[ ribosomal RNAs

Figura 4. Mapa genético del genoma mitocondrial de Chaetoceros muelleri. Los genes que pertenecen a grupos
funcionales estan codificados por colores. Los genes fuera del circulo se transcriben en sentido horario, mientras que
los genes en el interior se transcriben en sentido antihorario. Los bloques de genes estan llenos de diferentes colores

coo muestra la linea de corte. El anillo interior muestra el contenido del GC en gris.
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Figura 5. Mapa genético del genoma mitocondrial de Chaetoceros calcitrans. Los genes que pertenecen a grupos
funcionales estan codificados por colores. Los genes fuera del circulo se transcriben en sentido horario, mientras que
los genes en el interior se transcriben en sentido antihorario. Los bloques de genes estan llenos de diferentes colores
como muestra la linea de corte. El anillo interior muestra el contenido del GC en gris.
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3.1.4.2 Genomas del cloroplasto

Se conformaron y se anotaron los genomas del cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros. El genoma
del cloroplasto de C. muelleri esta formado por 116, 284 pb (Figura 7). Se identificaron 133 CDS (regiones
codificantes), 53 tRNA y 8 rRNA (Anexo B).

El genoma del cloroplasto correspondiente a C. calcitrans se conformé de 116,556 pb (Figura 8) del cual

se identificaron 131 CD (regiones codificantes), 57 tRNA y 7 rRNA (Anexo B).

El genoma del cloroplasto de Chaetoceros sp. se conformo con un tamafio de 116, 176 pb (Figura 9). Se

anotaron 133 CDS (regiones codificantes), 51 tRNA y 10 rRNA (Anexo B).

Las anotaciones de cada genoma de cloroplasto estan asociadas a 13 grupos: Fotosistema I, fotosistema
Il, complejo citocromo b/f, ATP sintasa, RubisCO subunidad larga, RNA polimerasa, proteinas ribosomales
(SSU), proteinas ribosomales (LSU), clpP matK, marcos hipoteticos de lectura de cloroplasto, RNA de

transferencia, RNA ribosomal y otros genes (Figura 7, 8 y 9).

Se observaron diferencias importantes en la regién XX — YY de C. muelleri y C. calcitrans con respecto a

Chaetoceros sp. (Anexo B)
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Figura 7. Mapa genético del genoma de cloroplasto de Chaetoceros muelleri. Los genes en el exterior se transcriben
en sentido horario y los del interior en sentido antihorario. El anillo interior muestra el contenido del GC en gris.
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Figura 9. Mapa genético del genoma de cloroplasto de Chaetoceros sp. Los genes en el exterior se transcriben en

sentido horario y los del interior en sentido antihorario. El anillo interior muestra el contenido del GC en gris.
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3.1.5 Marcadores moleculares para la identificacién de Chaetoceros

Se identificé la secuencia COIl en el genoma mitocondrial de cada especie de Chaetoceros. El tamafio de la

secuencia para C. muelleriy C. calcitrans fue de 1485 pb. y para Chaetoceros sp. fue de 1491 pb (Tabla 4).

Se obtuvo la secuencia rbcl en el genoma del cloroplasto de cada especie de Chaetoceros. El tamafio de la

secuencia para C. muelleriy C. calcitrans fue de 1473 pb. y para Chaetoceros sp. fue de 1470 pb (Tabla 4).

Se identifico la secuencia pbsA en el genoma del cloroplasto de cada especie de Chaetoceros. El tamafiio

de la secuencia fue el mismo para las tres especies con un tamafio de 1083 pb (Tabla 4).

Se obtuvo la secuencia de la regién correspondiente a los genes 18S, 5.85 y 23S de cada especie de
Chaetoceros. El tamafio de la secuencia para C. muelleriy C. calcitrans fue de 3594 pb. y para Chaetoceros

sp. fue de 3741 pb (Tabla 4).

Tabla 4. Marcadores moleculares para la identificacion de Chaetoceros.

Marcadores moleculares

Especie col rbcl psbA 18S *

(pb) (pb) (pb) (pb)
C. muelleri 1,485 1,473 1,083 3,594
C. calcitrans 1,485 1,473 1,083 3,594
Chaetoceros sp. 1,492 1,470 1,083 3,741

* Incluye la regidon de 18S, 5.8Sy 23S

3.1.6 Anadlisis filogenético

3.1.6.1 Gen COI

Al hacer el analisis filogenético con los nucledtidos alineados a codones de COI de Chaetoceros con otras
diatomeas, se observod a las tres especies de Chaetoceros en un solo grupo con un soporte del 75 %

(soportes de los grupos por arriba de 60 % se consideraron significativos) (Figura 10).
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Figura 10. Arbol filogenético basado en las secuencias COI de 18 especies de Bacillarioficeas, todas las especies de
Chaetoceros son de este estudio y se resaltan en un recuadro rojo.

3.1.6.2 Gen rbcL

En el caso de la Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (RuBisCo o rbcl), se logré obtener un mayor nimero de
microalgas. El analisis filogenético agrupd a todas las especies de Chaetoceros en un grupo con un soporte
significativo (66 %). Cabe mencionar que Chaetoceros muelleri CHM1 de la coleccidon se agrupd con
Chaetoceros calcitrans CHC1 y HQ656826 del GenBank (Figura 11) y no con C. muelleri KM202105.1 ni con

CHX1. Esto lo que sugiere que CHM1 pertenece al grupo de C. calcitrans.
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Figura 11. Arbol filogenético basado en las secuencias rbcL de 17 especies de Bacillarioficeas, las especies de

Chaetoceros de este estudio se indican con flechas rojas.

3.1.6.3 Gen psbA

En el caso del marcador psbA la agrupacidn de las especies del grupo de Chaetoceros se agruparon en dos

subgrupos de Chaetoceros, en el primero se agruparon C. muelleri y C. calcitrans con un soporte

significativo de 83 %. El uso de este marcado no permitié una agrupacion clara de las especies (Figura 12).

Esto sugiere que psbA podria no es un buen marcador para el analisis filogenético de este grupo de

especies.
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Figura 12. Arbol filogenético basado en las secuencias psbA de 15 especies de Bacillarioficeas, las especies de
Chaetoceros de este estudio se indican con flechas rojas.

3.1.6.4 Gen 18S

Para el marcador 18S se logrd un solo grupo de todas las especies del género Chaetoceros con un soporte
significativo del 100 %. Este marcador indicé una cercania filogenética entre C. calcitrans y C. muelleri con
un soporte de 87 %. La especie Chaetoceros sp. (CHX1) tiene una relacion filogenética cercana con C.

gracilis JQ217338.1 con un soporte de 77 % (Figura 13). Nuevamente C. muelleri (CHM1) se agrup6 con
C. calcitrans (CHC1).
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Figura 13. Arbol filogenético basado en las secuencias 185 de 23 especies de Bacillarioficeas, las especies de
Chaetoceros de este estudio se indican con flechas rojas.

3.1.7 Identificacion de grupos bacterianos

Se realizé una discriminacidn de los procariontes de los cuales se identificaron los filos, géneros y especies
de bacterias por separacidn en las secuencias de cultivos no axénicos de tres especies de Chaetoceros

(Tabla 5; Figuras 14 a 16).

Se identificaron 25 filos bacterianos, de los cuales 20 se comparten entre las tres especies de Chaetoceros,
uno entre C. calcitrans y C. muelleri, y cuatro filos bacterianos se identificaron solo para Chaetoceros sp.

(Figura 14).
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Se identificaron 578 géneros bacterianos, de los cuales 289 se comparten entre las tres especies de
Chaetoceros, 65 entre C. calcitrans y C. muelleri, cuatro entre C. muelleri y Chaetoceros sp., uno entre C.
calcitrans y Chaetoceros sp., dos solo para C. calcitrans, dos solo para C. muelleriy 215 géneros bacterianos

se identificaron para Chaetoceros sp. (Figura 15).

Se identificaron 1228 especies bacterianas, de los cuales 493 se comparten entre las tres especies de
Chaetoceros, 185 entre C. calcitrans y C. muelleri, y cuatro para C. muelleri y Chaetoceros sp., uno para C.
calcitrans y Chaetoceros sp., seis solo para C. muelleri, uno solo para C. calcitrans y 538 especies

bacterianas se describieron solo para Chaetoceros sp. (Figura 16).
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Tabla 5. Géneros de bacterias identificados en los cultivos no axénicos de tres especies de Chaetoceros, solo se
indican los 10 géneros con mayor numero de contigs obtenidos mediante Blastn.

Géneros de bacterias

Especies ] Numero de contigs
predominantes
Alcanivorax 1014
Erythrobacter* 851
Roseibacterium 758
Altererythrobacter 586
Phaeobacter* 329
C. muelleri Pseudomonas 321
Sulfitobacter* 303
Ruegeria 303
Rhodobacter 297
Porphyrobacter 251
Kordia 1291
Alcanivorax 1048
Roseibacterium 937
Erythrobacter* 894
Altererythrobacter 628
C. calcitrans Ruegeria 568
Phaeobacter* 522
Octadecabacter 455
Pseudomonas 398
Sulfitobacter* 379
Marinobacter 5096
Winogradskyella 1308
Porphyrobacter 1233
Muricauda 1022
Chaetoceros sp. Roseovarius 938
Hyphomonas 876
Erythrobacter* 815
Sulfitobacter* 713
Hoefla 628
Phaeobacter* 512

Los nombres de los géneros con astérisco (*) indican los grupos de bacterias que se comparten entre las tres especies
de Chaetoceros.
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C. muelleri C. calcitrans

Chaetoceros sp.

Figura 14. Filos bacterianos representados en un diagrama de Venn que se comparten las tres especies de
Chaetoceros.

C. muelleri  C. calcitrans
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Figura 15. Géneros bacterianos representados en un diagrama de Venn que se comparten las tres especies de

Chaetoceros.
C. muelleri C. calcitrans

Chaetoceros sp.

Figura 16. Especies bacterianas representadas en un diagrama de Venn que se comparten las tres especies de
Chaetoceros.
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3.2. Cultivo de microalgas

3.2.1 Caracterizacion del crecimiento de los cultivos

Los cultivos de C. muelleri tuvieron una fase exponencial hasta el dia 4 y posterior a esa fecha comenzé la
fase estacionaria, y durante el dia 7 se evalué un decremento de la concentracién de células (Figura 17).
La tasa de crecimiento promedio de los cultivos de C. muelleri fue de 0.73 divisiones dia™ (Tabla 6). La
maxima densidad celular promedio obtenida en los cultivos de C. muelleri fue de 3.15 x10° células ml?

(Tabla 6).

El contenido de bacterias heterotréficas de los cultivos de C. muelleri presentd una tendencia al
incremento de forma proporcional al aumento de la concentracién celular (Figura 17). El contenido de
bacterias durante los dos primeros dias no presentd un gran incremento y a partir del dia 2 al dia 4 se
presenté la fase exponencial de crecimiento de las bacterias. La fase estacionaria del crecimiento de las
bacterias heterotroficas fue a partir del dia 6. La tasa de crecimiento promedio de las bacterias
heterotréficas en los cultivos de C. muelleri fue de 0.95 divisiones dia™ . Las valores maximos de bacterias

heterotrdficas en los cultivos de C. muelleri fue de 16.15 x10% UFC ml? (Tabla 6).
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Figura 17. Valores promedio y desviacién estandar de la densidad celular (células ml?') y conteo de bacterias
heterotréficas (UFC ml™) de Chaetoceros muelleri cultivado durante 7 dias.
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La caracterizacién de los cultivos de C. calcitrans presenté una fase exponencial hasta el dia 4 y a partir del
dia 5 comenzé la fase estacionaria y en el dia 7 se observé un decremento de la densidad celular (Figura
18). La tasa de crecimiento promedio de los cultivos de C. calcitrans fue de 0.77 divisiones dia™ (Tabla 6).
La maxima densidad celular promedio obtenida en los cultivos de C. calcitrans fue de 2.34 x10° células ml°

1 (Tabla 6).

En los cultivos de C. calcitrans el contenido de bacterias heterotréficas presentd una tendencia al
incremento de forma proporcional al incremento de la concentracidn celular (Figura 18). Sin embargo, el
contenido de bacterias durante los dos primeros dias no presenté un incremento sustancial y a partir del
dia 2 al dia 4 se presentd la fase exponencial de crecimiento. La fase estacionaria del crecimiento de las
bacterias heterotroficas fue a partir del dia 6. La tasa de crecimiento promedio de las bacterias
heterotrdficas en los cultivos de C. calcitrans fue de 0.98 divisiones dia™*(Tabla 6). Las valores maximos de

bacterias heterotréficas en los cultivos de C. muelleri fue de 12.23 x10° UFC ml ! (Tabla 6).
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Figura 18. Valores promedio y desviacidn estdndar de la densidad celular (células ml?) y conteo de bacterias
heterotréficas (UFC ml™t) de Chaetoceros calcitrans cultivado durante 7 dias.
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Los cultivos de Chaetoceros sp. caracterizados por su concentracion celular tuvieron una fase exponencial
hasta el dia 4 y a posterior a esa fecha comenzé la fase estacionaria y durante el dia 7 se evalud un
decremento (Figura 19). La tasa de crecimiento promedio de los cultivos de Chaetoceros sp. fue de 0.60
divisiones dia™ (Tabla 7). La maxima densidad celular promedio obtenida en los cultivos de Chaetoceros

sp. fue de 2.98 x10° células ml™ (Tabla 6).

En los cultivos de Chaetoceros sp. el contenido de bacterias heterotréficas presentd una tendencia al
incremento de forma proporcional al incremento de la concentracion celular (Figura 19). Sin embargo, el
contenido de bacterias presentd un incremento sustancial a partir del dia 1 y a partir del dia 2 al dia 4 se
presentd la fase exponencial de crecimiento. La fase estacionaria del crecimiento de las bacterias
heterotréficas fue a partir del dia 6. La tasa de crecimiento promedio de las bacterias heterotroficas en los
cultivos de Chaetoceros sp. fue de 0.93 divisiones dia® (Tabla 6). Las valores maximos de bacterias

heterotréficas en los cultivos de Chaetoceros sp. fue de 19.96 x108 UFC ml? (Tabla 6).
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Figura 19. Valores promedio y desviacién estandar de la densidad celular (células mI?) y conteo de bacterias
heterotrdficas (UFC mit) de Chaetoceros sp. cultivado durante 7 dias.
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Tabla 6. Valores promedio de la densidad celular maxima (Dcmax X 10° células ml?), tasa de crecimiento microalgal
(um), concentracién de bacterias heterotréficas méxima (CBHmaxx 10% UFC ml) y tasa de crecimiento bacteriano ()
de cultivos monoespecificos, no axénicos de tres especies de Chaetoceros.

Especies Parametros de crecimiento
Microalgas Bacterias
DCrmax Mm CBHmax Mo
C. muelleri 3.15+0.04 a 0.73+0.00 b 16.15+0.13 b 0.95+0.01a
C. calcitrans 2.34+0.00c 0.77+0.00 a 12.23+0.20c 0.98+£0.04 a
Chaetoceros sp. 2.98+0.05b 0.60+£0.00c 19.96+0.15a 0.93+0.02a

Letras diferentes a lado de las cantidades indican diferencias significativas entre especies, ANOVA de una viay
prueba de Kruskal Wallis (CBHmax), p<0.05: a>b>c

3.2.2 Pruebas de axenidad

A partir de la evaluacidn de distintos tratamientos para la axenizacidn de los cultivos de las tres especies
de Chaetoceros, se logrd un significativamente menor contenido final de bacterias heterotréficas (CFBH)
con el uso del coctel de antibidticos (Tabla 7). Los significativamente (p<0.05) menores valores de bacterias
heterotrdficas correspondieron a 0.07 x 10% UFC ml? para C. muelleri (p<0.05), 0.09 x 108 UFC mlten C.
calcitrans (p<0.05) y para Chaetoceros sp. fue de 0.10 x 10 UFC ml ™.

La densidad celular final (DCF) en cada una de las tres especies, no disminuyd después de la aplicacién de
los tratamientos, el crecimiento continuo para cada uno de los casos. La mayor densidad celular final (DCF)
fue significativamente mayor con el uso de Sulfato G41 (Tabla 7). La densidad celular significativamente
mayor (p<0.05) fue de 3.36 x 10° células ml™* para C. muelleri seguido por 2.86 x 10° células mlen C.
calcitrans. Con el uso del coctel de antibidticos (Tabla 7) se obtuvo una densidad celular final

significativamente mayor (DCF) (p<0.05) de 2.91 x 106 células mI para Chaetoceros sp.
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Tabla 7. Valores promedio de la densidad celular inicial (DCI x 108 células ml), densidad celular final (DCF x 106 células
ml™?) y contenido final de bacterias heterotréficas (CFBH x 10° UFC ml?) de cultivos monoespecificos, no axénicos de
tres especies de Chaetoceros mantenidos en 4 tratamientos. Control: Cultivos sin tratamiento, T1: Lavado con agua
estéril, T2: lavado con agua estéril + estreptomicina, T3: lavado con agua estéril + Sulfato G41, T4: lavado con agua
estéril + coctel de antibidticos.

Especies Control T1 T2 T3 T4
C. muelleri
DCl 235+0.17a 2.21+0.04 a 2.17+0.07 a 2.08+0.05a 2.07+0.07 a
DCF 243+0.02b 2.57+0.67b 3.06+£0.08 a 3.36+0.09a 2.77+0.03 a
CFBH 11.74£0.48 a 5.58+0.37b 11.40%0.56a 9.60 £0.28 ab 0.08+0.02c
C. calcitrans
DCl 2.11+0.01a 2.03+0.08 a 1.94+0.08a 2.01+0.01a 1.98+0.01a
DCF 2.33+0.01b 241+0.01b 2.78+0.05a 2.86+0.01a 2.78+0.05a
CFBH 8.60t0.14 a 4.40+0.14 b 7.10+£0.14 a 5.70£0.14ab  0.06£0.00c
Chaetoceros sp.
DCl 2.17+0.07 a 2.05+0.07a 2.07+£0.07 a 2.10+£0.03 a 2.11+0.01a
DCF 2.45+0.03b 2.61+0.01b 2.81+0.01a 2.68+0.01a 291+0.02a
CFBH 15.30+0.14 a 7.57+0.10b 13.26+£0.09a 11.06+0.09ab  0.13+0.01c

Letras diferentes a lado de las cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de una via,
p<0.05: a>b>c>d.

3.2.3 Ensayos de axenidad

Con los tratamientos de axenizacidon se encontré que los cultivos monoespecificos de C. muelleri
presentaron una densidad celular significativamente mayor (p<0.05) en los dias del 1 al 4 con el
tratamiento 1. En los dias del 5 al 7 la densidad celular fue significativamente mayor en el tratamiento

control (p<0.05) (Figura 20).

El contenido de bacterias heterotréficas en el cultivo de C. muelleri fue significativamente menor con el
tratamiento 1 (p<0.05). A partir de los dias 1 al 3 de cultivo de C. muelleri se logré la axenidad hasta la fase
exponencial temprana del crecimiento y a partir del dia 4 aumentd progresivamente el contenido

bacteriano hasta el dia 7 (Figura 21).
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Figura 20. Valores promedio y desviacién estandar de la densidad celular (células ml) de cultivos de Chaetoceros
muelleri mantenidos en 2 tratamientos durante 7 dias. Control experimental: cultivos sin tratamiento, tratamiento
1: coctel de antibidticos (Ampicilina 250 ug ml, Kanamicina 200 pg ml, Neomicina 50 ug ml™ y Estreptomicina 100
pg ml?), tratamiento 2: concentracién doble de coctel de antibidticos del tratamiento 1. Letras diferentes a lado de
las cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de una via, p<0.05: a>b>c.

Con los tratamientos de axenizacidon se encontré que los cultivos monoespecificos de C. calcitrans
presentaron una densidad celular significativamente mayor en los dias del 1 al 7 con el control
experimental. Respecto a la respuesta de la densidad celular a los tratamientos, durante los 7 dias de
cultivo, el tratamiento 1 (p<0.05) tuvo una respuesta favorable, obteniendo una densidad celular

significativamente mayor que el tratamiento 2 (Figura 21).
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Figura 21. Valores promedio y desviacidn estandar del contenido de bacterias heterotréficas (UFC mlt) de cultivos
de Chaetoceros muelleri mantenidos en 2 tratamientos durante 7 dias. Control experimental: cultivos sin
tratamiento, tratamiento 1: coctel de antibiéticos (Ampicilina 250 pg ml™?, Kanamicina 200 pg ml™, Neomicina 50 pg
ml™?y Estreptomicina 100 pg ml?), tratamiento 2: concentracién doble de coctel de antibiéticos del tratamiento 1.
Letras diferentes a lado de las cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de una via,
p<0.05: a>b>c.

Con los tratamientos de axenizacidon se encontré que los cultivos monoespecificos de C. calcitrans
presentaron una densidad celular significativamente mayor en los dias del 1 al 7 con el control
experimental. Respecto a la respuesta de la densidad celular a los tratamientos, durante los 7 dias de
cultivo, el tratamiento 1 (p<0.05) tuvo una respuesta favorable, obteniendo una densidad celular

significativamente mayor que el tratamiento 2 (Figura 22).
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El contenido de bacterias heterotroéficas en el cultivo de C. calcitrans fue significativamente menor con el
tratamiento 1y 2 (p<0.05). A partir del dia 1 al dia 3 de cultivo de C. calcitrans se logré la axenidad hasta

la fase temprana exponencial de crecimiento y a partir del dia 4 aumentd el contenido de bacterias (Figura

23).
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Figura 22. Valores promedio y desviacién estandar de la densidad celular (células ml) de cultivos de Chaetoceros
calcitrans mantenidos en 2 tratamientos durante 7 dias. Control experimental: cultivos sin tratamiento, tratamiento
1: coctel de antibidticos (Ampicilina 250 pug mlt, Kanamicina 200 ug ml?, Neomicina 50 ug ml? y Estreptomicina 100
ug ml), tratamiento 2: concentracién doble de coctel de antibidticos del tratamiento 1. Letras diferentes a lado de
las cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de una via, p<0.05: a>b>c.



43

14x106 -
12x106 -
a
10x106 - .
@] a
kS
5 < 8x106 -
S E 2
° o
L
3 > 6x106 -
c
o
(@] C
4x106 -
a C
2x106 - I
2 aa b <
oL MW Wy Beo Bo Hifs ]
0 1 2 3 4 5 6 7
X Data

EE Control experimental [ Tratamientol [ Tratamiento 2

Figura 23. Valores promedio y desviacién estandar del contenido de bacterias heterotréficas (UFC ml?t) de cultivos
de Chaetoceros calcitrans mantenidos en 2 tratamientos durante 7 dias. Control experimental: cultivos sin
tratamiento, tratamiento 1: coctel de antibiéticos (Ampicilina 250 pg ml™?, Kanamicina 200 pug ml™, Neomicina 50 pg
ml™?y Estreptomicina 100 pg ml?), tratamiento 2: concentracion doble de coctel de antibiéticos del tratamiento 1.
Letras diferentes a lado de las cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de una via,
p<0.05: a>b>c.

Con los tratamientos de axenizacidn se encontré que los cultivos monoespecificos de Chaetoceros sp.
presenté una densidad celular significativamente mayor (p<0.05) en los dias del 1 al 2 con el tratamiento
1. Enlos dias del 1 al 7 la densidad celular fue significativamente mayor en el tratamiento control (p<0.05)

(Figura 24).

El contenido de bacterias heterotrdéficas en el cultivo de Chaetoceros sp. fue significativamente menor con

el tratamiento 1y 2 (p<0.05). A partir de los dias 1 al 3 de cultivo de Chaetoceros sp. se logré la axenidad
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hasta la fase exponencial temprana del crecimiento. A partir del dia 4 aumentd progresivamente el

contenido bacteriano hasta el dia 7 (Figura 25).
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Figura 24. Valores promedio y desviacién estandar de la densidad celular (células ml?) de cultivos de Chaetoceros sp.
mantenidos en 2 tratamientos durante 7 dias. Control experimental: cultivos sin tratamiento, tratamiento 1: coctel
de antibidticos (Ampicilina 250 pug ml™?, Kanamicina 200 pg ml?, Neomicina 50 pg ml™ y Estreptomicina 100 pg ml™?),
tratamiento 2: concentracidn doble de coctel de antibidticos del tratamiento 1. Letras diferentes a lado de las
cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de una via, p<0.05: a>b>c.
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Figura 25. Valores promedio y desviacién estdndar del contenido de bacterias heterotréficas (UFC mlt) de cultivos
de Chaetoceros sp. mantenidos en 2 tratamientos durante 7 dias. Control experimental: cultivos sin tratamiento,
tratamiento 1: coctel de antibidticos (Ampicilina 250 pg ml™?, Kanamicina 200 pg ml?, Neomicina 50 ug ml? y
Estreptomicina 100 pg ml?), tratamiento 2: concentracién doble de coctel de antibiéticos del tratamiento 1. Letras
diferentes a lado de las cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de una via, p<0.05:
a>b>c.

3.2.4 Crecimiento y pigmentos

Para C. muellerila tasa de crecimiento de los cultivos axénicos (0.78 divisiones dia™) fue significativamente
mayor (p<0.05) respecto a la obtenida para los cultivos no axénicos (0.65 divisiones dia?) (Tabla 8). Para
C. calcitrans la tasa de crecimiento de los cultivos axénicos (0.77 divisiones dia ) fue significativamente
mayor (p<0.05) a lo evaluado en los cultivos no axénicos (0.61 divisiones dia ) (Tabla 8). Para Chaetoceros
sp. la tasa de crecimiento de los cultivos axénicos (0.76 divisiones dia™?) fue significativamente mayor

(p<0.05) respecto a lo obtenido en los cultivos no axénicos (0.75 divisiones dia™!) (Tabla 8). La tasa de
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crecimiento de Chaetoceros sp. evaluada en los cultivos axénicos y no axénicos, fueron significativamente

mayores (p<0.05) respecto a los valores calculados para C. muelleriy C. calcitrans en las dos condiciones

de cultivo (Tabla 8).

Se encontraron valores del contenido de clorofila a (p<0.05) y clorofila ¢ (p<0.05) de C. muelleri
significativamente mayores en los cultivos axénicos y no axénicos, respecto a los valores evaluados para
C. calcitrans y Chaetoceros sp. (Tabla 8).

El contenido de carotenoides fue significativamente mayor (p<0.05) en el cultivo axénico de C. muelleri

(Tabla 8).

Tabla 8. Valores promedio y desviacién estandar de tasa de crecimiento (), clorofila a (fg cell?), clorofila c (fg cell™?)
y carotenoides (fg cell!) de cultivos monoespecificos de tres especies de Chaetoceros mantenidos en forma axénica
(CA) y no axénica (CNA).

71 Clorofila a Clorofila c Carotenoides

C. muelleri
CA 0.78 £0.001 ab 612.66 + 18.29 a 212.57+1.57b 204.71+8.46 a
CNA 0.65+0.001ab 680.71+1.44 a 1013.40+72.54 a 69.12+18.91¢c
C. calcitrans
CA 0.77 £0.001 ¢ 498.94 +23.38bc  208.50+14.16 b 164.10+12.82 b
CNA 0.61+0.001c 448.61+18.22 ¢ 89.47+290c 172.43 £13.06 ab
Chaetoceros sp.
CA 0.76 £0.001 a 499.54+£13.62bc  129.06 £ 8.52 bc 177.90+7.03 ab

CNA 0.75+0.001a 589.60 £90.00ab  145.56+18.68bc  182.03 + 10.60 ab

Letras diferentes a lado de las cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de dos vias y
prueba de Friedman p<0.05: a>b>c.
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3.2.5 Fotosintesis

Los cultivos no axénicos de C. muelleri (p<0.05) y Chaetoceros sp. (p<0.05) presentaron una eficiencia
fotosintética (a) significativamente mayor respecto a los valores evaluados para Chaetoceros sp. (Tabla 9;

Figura 26).

La tasa de transporte de electrones maxima (ETRmax) fue significativamente mayor (p<0.05) en el cultivo

no axénico de C. muelleri (Tabla 9 ; Figura 26).

Lairradiancia de saturacion luminica (Ek) no presenté diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos

para cada una de las especies estudiadas (Tabla 9; Figura 26).

El rendimiento fotosintético maximo (Fv/Fm) fue significativamente mayor en los cultivos no axénicos de

C. muelleri (p<0.05) y Chaetoceros sp. (p<0.05) (Tabla 9; Figura 26).

Tabla 9. Valores promedio y desviacién estandar de los parametros fotosintéticos, eficiencia fotosintética (a), tasa
de transporte de electrones maxima (ETRmax), irradiancia de saturacion luminica (Ek) y rendimiento fotosintético
maximo (Fv/Fm) de los cultivos de tres especies de Chaetoceros mantenidos en forma axénica (CA) y no axénica
(CNA).

Especies Parametros fotosintéticos
o ETRmax Ek Fv/Fm
C. muelleri
CA 0.01+£0.001bc 17.12+6.88b 1223.33 £367.55a 0.50+0.01b
CNA 0.04+0.001a 51.91+7.48a 1488.24 + 267.00 a 0.58+0.01a
C. calcitrans
CA 0.01+£0.001 c 22.48+10.60ab 1818.48 +856.15a 0.36£0.001 ¢
CNA 0.01+£0.001bc 35.71+2194ab 2461.84+1463.99a 0.46£0.03 b
Chaetoceros sp.
CA 0.02+0.001 b 19.76 £5.91b 1030.30+195.39 a 0.48+0.01b
CNA 0.04+0.001a 4416 £5.53ab  1261.61+243.21a 0.57£0.001 a

Letras diferentes a lado de las cantidades indican diferencias significativas entre tratamientos, ANOVA de dos vias y

prueba de Friedman p<0.05: a>b>c.
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Figura 26. Curvas de fotosintesis en base al transporte relativo de electrones (ETR) e irradiancia (PAR) para los cultivos
de tres especies de Chaetoceros mantenidos en forma axénica (CA: A)y no axénica (CNA: e)
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3.3 Protocolo de extraccion de ADN de cultivos axénicos y no axénicos

3.3.1 Estandarizacion de extraccion de ADN

Para la obtencidon del ADN de las muestras de Chaetoceros, se realizaron diferentes modificaciones en el
protocolo de Qiagen, las principales variaciones se realizaron en el volumen de muestra, homogeneizacién
de la muestra, pretratamiento de lisis celular, tiempo de incubacidn de Proteinasa K (20 mg ml?), elucién

de ADN y volumen de RNasa (Tabla 10).

A partir de las modificaciones realizadas, la mejor calidad, integridad y mayor concentracion de ADN se
obtuvo con las siguientes condiciones: volumen de muestra de 20 ml, homogenizacién con PBS 1X (137
mM NaCl, 10 mM fosfato, 2.7 mM KCI; pH 7.4), sin pretratamiento de lisis celular, 15 minutos de incubacién
de Proteinasa K (20 mg ml?), elucién de ADN con Buffer AE en volumen final de 150 pl y adicién de 8 pl
de volumen de RNasa (30 mg ml). Con ello se obtuvo un protocolo de extraccién de ADN de Chaetoceros

(Anexo T).

Tabla 10. Modificaciones de las condiciones establecidas en el protocolo comercial DNeasy® Blood y Tissue para la
obtencion de un protocolo de extraccion de ADN de Chaetoceros.

Modificacion de condiciones

Volumende Homogenizacion Pretratamiento Tiempo de Elucién de Volumen de
muestra de muestra de lisis celular incubacién de ADN RNAsa
Proteinasa K
Choque térmico
- q .y Buffer AE .
Medio “"y con nitrégeno . Adicionar
100 ml . o L 20 minutos volumen
centrifugacién liquido y calor . 6ul
. final 150 pl
100°C
PBS (Solucién Choque térmico
tampdn fosfato con nitrégeno
; liguido y calor Adicionar
50 ml salinoy g oy 15 minutos
centrifugacion) 100°Cy 8ul
Homogeneizacién
con FastPrep
Homogeneizacion
30 ml & 10 minutos
con FastPrep
Sin
20 ml Sin incubacion

pretratamiento
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3.3.2 Extraccion de ADN

A partir de la extraccion de ADN de las muestras de cultivos monoespecificos en condicién axénica y no
axénica de Chaetoceros muelleri, Chaetoceros calcitrans y Chaetoceros sp. se obtuvieron concentraciones
mayores a 50 ng ul?l. Para los valores de pureza relacionado con la deteccién de contaminacién de
proteinas (260/280), todas las muestras se registraron dentro del valor aceptable de 1.8 a 2.2. Por otro
lado, sélo el 33 % de las muestras tuvieron valores de pureza aceptados con relacién a la identificacién de

contaminacion de fenoles, sales o carbohidratos (Tabla 11).

Tabla 11. Valores de concentracién y pureza de ADN de cultivos monoespecificos en condicidon axénica y
no axénica de tres especies de Chaetoceros.

ADN  260/280  260/230

Especie Condicién Id Muestra [t
(ng W) (pureza) (Pureza)

C. muelleri Axénico 1. Chm_cal 65.90 1.95 2.31
2. Chm_ca2 61.40 2.00 1.47

No axénico 3. Chm_cnal 67.90 1.92 1.13

4. Chm_cna2 63.00 2.07 1.49

C. calcitrans Axénico 5. Chc_cal 67.50 1.86 1.30
6. Chc_ca2 59.20 1.98 1.78

No axénico 7. Chc_cnal 56.80 2.00 1.82

8. Chc_cna2 53.20 2.20 2.36

Chaetoceros sp.  Axénico 9. Chxl1_cal 58.20 2.02 2.17
10. Chx1_ca2 63.80 1.98 1.91

No axénico 11. Chx1l_cnal 79.20 2.04 1.48

12. Chx1_cna2 77.80 2.03 1.49
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3.3.3 Integridad de banda de ADN

A partir de la evaluacién por medio de gel de agarosa, se obtuvieron bandas integras de ADN en las 12
muestras descritas en la seccién 3.6. Después de la evaluacién las muestras se enviaron para su

secuenciacion (Figura 27).

Esc 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 27. Integridad de banda de ADN de cultivos monoespecificos en condiciéon axénica y no axénica de tres
especies de Chaetoceros visualizado en gel de agarosa al 1.2 % en SB 1X tefiidos en gel red. Escalera de peso molecular
de 1 Kb (Promega G5711). Cultivos de Chaetoceros muelleri axénicos (1 y 2) y no axénicos (3 y 4). Cultivos de
Chaetoceros calcitrans axénicos (5 y 6) y no axénicos (7 y 8). Cultivos de Chaetoceros sp. axénicos (9 y 10) y no
axénicos (11vy 12).
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Analisis bioinformatico

4.1.1 Calidad y ensamblaje de las secuencias

La evaluacion de la calidad de las secuencias es una fase que se requiere para el inicio de un anlisis
bioinformatico correcto, tiene como propésito eliminar lecturas que puedan limitar un estudio posterior.
Al realizar la filtracion de lecturas de poca calidad se excluyen o se recortan en la posicion limitante a la

region de baja calidad (Guo et al., 2014; Aguilar y Falquet; 2015; lllumina, 2015).

Una de las herramientas con mayor eficiencia es FASTQ, su objetivo principal es la confirmacién de la
calidad de la base, asi como de la distribucién de los nucleétidos. Una de las paqueterias con mayor
contribucidn es FastQC debido a que puede analizar pardametros de calidad como promedio de calidad de

base por lectura, identificacion de lecturas duplicadas y contenido de GC (Aguilar y Falquet, 2015).

El contenido de GC es un parametro de calidad importante para la descripcidén del genoma, el porcentaje
que representa varia segun la especie. Generalmente el contenido de GC de organismos eucariotas es en
promedio de 30 a 40 %, sin embargo, en microalgas se han registrado valores mayores al 40 % (Weiss et

al., 2010; Guo et al., 2014).

El contenido de GC en diatomeas como Phaeodactylum tricornutum es de un promedio de 48.5 % (Scala
et al., 2002), esto coincide con los resultados de esta investigacidn. Las diatomeas tienen un contenido de
GC menor que lo reportado en estudios con microalgas verdes, las cuales pueden llegar a tener en
promedio hasta 71 % de contenido de GC (Jarvis et al., 1992; Leon-Banares et al., 2004; Misumi et al.,

2008).

Se ha reportado que cuando existe desviacion estandar de mads del 10 % del promedio reportado, existe

la posibilidad de una contaminaciéon de las secuencias del genoma (Guo et al., 2104).

El ensamblaje de las lecturas dependerd del organismo objeto de estudio, ademas, el ensamblaje de
genomas de origen eucariético es mas complicado que el de origen procariético (Baker 2002; Parra et al.,

2008).
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4.1.2 Analisis funcional

El uso de herramientas bioinformaticas como Blastn, facilita la identificacion nucleotidica utilizando bases
de datos y con ello relacionar las secuencias registradas en el banco de genes con la secuencia de estudio
(Altschul, 1990; Altschul, 1997). Diferentes investigaciones (Sablok et al., 2016; Fang et al., 2018; Su et al.,
2018) utilizan Blastn como una herramienta principal para la identificacién de nucledtidos relacionados a

genes mitocondriales y cloroplasticos.

La identificacion mayoritaria de contigs relacionadas a organismos procariontes podria tener origen en la
coevolucidn entre miroalgas y bacterias, en la cual existe una transferencia de genes originada por
transduccién de sefiales entre organismos cercanos. Este intercambio de informacidn bioldgica se origina
en la ficosfera, funcionando como intermediario entre estos dos grupos de organismos. Debido a esta
interaccion, existen genes de las microalgas que se origina a partir de bacterias (Soucy et al., 2015;

Ramanan et al., 2016).

Debido a la gran cantidad de bacterias relacionadas a las microalgas, se haimplementado el uso de cultivos
axénicos para la obtencién de muestras de ADN y analizar por medio de herramientas bioinformaticas para
la conformacién de genomas de microalgas con potencial acuicola y biotecnoldgico (Schonknecht et al.,

2013, Amin et al., 2015; Vu et al., 2018).

4.1.3 Conformacion y anotacion de genomas mitocondriales

Los genomas mitocondriales tienen variaciones en su estructura nucleotidica y tamanio, por lo tanto, son
diferentes entre diferentes organismos, asi como entre mismas especies (Bullerwell y Gray, 2004).
Principalmente existen diferencias entre los genomas de animales y plantas, estos ultimos regularmente

presentan un tamafio mayor (Kubo y Newton, 2008).

La presencia de tRNA en cada uno de los genomas de las tres especies, es suficiente para el requerimiento
de la traduccidn. Sin embargo, en los genomas descritos para esta investigacidn, se encontré la ausencia

de tRNA-Thr, esta es una caracteristica recurrente entre organismos heterocontes (Ravin et al., 2010).

Existen variaciones en el tamafio del genoma mitocondrial de diferentes especies del grupo de diatomeas.

T. pseudonana esta descrito con un tamafio de 43,827 pb, P. tricornutum con 77,356 pb y S. acus con



54
46,657 pb. Se ha considerado un rango promedio de tamafio de genoma mitocondrial en algas pardas el

cual oscila entre 31,617 — 39,059 pb, coincidiendo con lo descrito para las tres especies de Chaetoceros.

Los genomas mitocondriales de C. muelleri, C. calcitrans y Chaetoceros sp. tienen un tamafio y estructura
nucleotidica similar a la descrita para Berkeleya fennica (Figura 28) (An et al., 2016). Sin embargo, la
relacién taxdnomica es lejana, pero, debido a la falta de informacién genética del género Chaetoceros, se

encontré a Berkeleya fennica como la especie con mayor coincidencia en su genoma mitocondrial.
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Figura 28. Comparacion de la estructura nucleétidica (CDS, tRNA y rRNA) de los genomas mitocondriales de C. mulleri
(CHM), C. calcitrans (CHC) y Chaetoceros sp. (CHX) con respecto al genoma mitocondrial de B. fennica (BEF)
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4.1.4 Conformacion y anotaciéon de genomas del cloroplasto

La identificacion y conformaciénd de genomas del cloroplasto es esencial debido a la importancia del
organelo con relacidn a la produccion de energia de lor organismos fotosinteticos. El genoma cloroplastico
generalmente es descrito en forma circular y representados en un tamarno desde 115,000 a 165, 000 pb

(Jansen et al., 2005; Su et al., 2018).

Se ha descrito que los genomas cloroplasticos codifican para un promedio de 130 genes, su secuenciay
orden presentan una conservacion, sin embargo, también se han registrado mutaciones en la estructura

de sus genes (Ingvarsson et al. al., 2003, Lee et al., 2007; Jansen y Ruhlman, 2012).

En diatomeas se ha registrado una susceptibilidad en el genoma cloroplastico respecto a la transferencia
horizontal de genes, el pldsmido puede funcionar como un vector de material genético entre cloroplasto

de diferentes organismos (Brembu et al., 2014).

Se han descrito diferentes tamafios para distintas especies de diatomeas, entre los cuales se destacan T.
pseudonana con un tamano de 128, 814 pb, P. tricornutum con 117,369 pb, D. baltica con 116,470 pb

entre otros organismos.

El genoma del cloroplasto de las especies de Chaetoceros presentan similitudes en la estructura
nucleotidica (Figura 29 y 30) asi como en el tamafio del genoma de Chaetoceros simplex esto podria estar

relacionado con la cercania taxdnomica de estas especies.
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Figura 29. Comparacion de la estructura nucleétidica (tRNA y rRNA) de los genomas del cloroplasto de C. mulleri
(CHM), C. calcitrans (CHC) y Chaetoceros sp. (CHX) con respecto al genoma mitocondrial de C. simplex (CHS).
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Figura 30. Comparacion de la estructura nucleétidica (CDS) de los genomas del cloroplasto de C. mulleri (CHM), C.
calcitrans (CHC) y Chaetoceros sp. (CHX) con respecto al genoma mitocondrial de C. simplex (CHS).
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4.1.5 Marcadores moleculares y analisis filogenético

El gen COI tiene como a caracteristica principal una alta tasa de sustitucidn, es decir, que se presenta en
alta variacién de la secuencia entre especies de un mismo género (Hebert et al., 2003).

Este marcador molecular contribuye exitosamente en la relacion filogenética de grupos de animales,
debido a su amplia variacién interespecifica (Hebert et al., 2003; Paz et al., 2011).

Por otro lado, el uso de este marcador no ha sido recomendable para plantas y hongos debido a que su
tasa de sustitucion en su regidon COl es muy baja comparada a la de los animales (Cowan et al., 2006; Paz
et al., 2011). Sin embargo, algunas regiones COIl han agrupado especies de algunos géneros dentro de
diatomeas, aunque también es necesario desarrollar mas cebadores para la viabilidad de un sistema

universal de este grupo de Bacillariophyta (Evans et al., 2007; Guo et al., 2015).

El marcador rbclL es un gen cloroplastico, existe como factor comun entre los organismos fotosintéticos y
a partir de su relacion determinar similitudes y diferencias filogenéticas (Freeman, 2008). Debido a que es
un gen conservado no permite la agrupacion de todas las diatomeas, sin embargo, puede diferenciar a

taxones inferiores (MacGillivary y Kaczmarska, 2011).

El gen 18S es una subunidad del ARN ribosomal que se utiliza frecuentemente en la filogenina.
Generalmente se usan distintos fragmentos, tal es el caso de la region V4, esta region es de facil
amplificacidon con algunos cebadores universales con el uso de protocolos estandar de laboratorio y
teniendo asi una ventaja de resolucién de taxa a nivel de especie. Sin embargo, el potencial de este
fragmento debe seguir evaluandose para poder considerarlo un discriminante de especies cripticas

(Zimmermann et al., 2011).

Otra de las ventajas de esta secuencia es su alto grado de estudio, lo que hace que tenga una alta
representacién en la base de datos teniendo asi una alta tasa de recuperacién para una correcta

identificacion.

Debido a que en estudios previos ha demostrado una variacién suficiente para una identificacién
practicamente exacta a distintos taxones 18S es un marcador éptimo para diatomeas (Evans et al., 2007).
Se pudo relacionar a Chaetoceros sp. con Chaetoceros gracilis, solamente con el gen 18S por que no se
encontraron mas secuencias de Chaetoceros gracilis en el banco de genes, sin embargo, la identidad de

esta especie debe ser corroborada con métodos morfoldgicos y genéticos.
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4.1.6 Identificacion de grupos bacterianos

Se ha demostrado que existe una relacién endosimbidtica entre cianobacterias, algas bacterias y protistas
(Prechtl et al., 2004; Tomitani et al., 2006; Decker y Holde, 2011). Generalmente, en diatomeas la
interaccion de las bacterias con la microalga ocurre en la ficosfera, es decir, en la capa limitante que se
encuentra alrededor de las células microalgales. El aislamiento de bacterias que contribuyen en el
crecimiento fotoautotrofico en especies como T. pseudonana o P. tricornutum producen proteobacterias
a, ademas de Bacteroidetes. Por otro lado, existe influencia de bacterias del género Bacillus en diatomeas
marinas, aumentando su crecimiento. La interaccidon bacteriana en las diatomeas es una caracteristica
particular ecolégicamente importante, sobre todo en bacterias marinas heterotréficas (Zecher et al.,

2015).

Se han reportado que los seis filos mas cominmente identificados en diatomeas son, Firmicutes,
Bacteroidetes Proteobacterias, éstos dos ultimos predominan, especificamente alfa-proteobacterias y

proteobacterias gamma (Amin et al., 2012; Cooper y Smith, 2015).

4.2 Cultivo de microalgas

4.2.1 Caracterizacion del crecimiento de los cultivos

Con el propdsito de conocer la dinamica de crecimiento de las especies de C. muelleri, C. calcitrans y
Chaetoceros sp. se evalud la concentracidn de células y el contenido de bacterias heterotréficas de los
cultivos monoespecificos. La concentracion de células de los cultivos de C. muelleri fue menor respecto a
lo reportado para esta especie en diversos trabajos (Lépez-Elias et al., 2005, Pacheco-Vega et al., 2009,
Orozco-Borbon et al., 2014), estas diferencias son debidas a las distintas condiciones y volumen de cultivo
utilizadas. El crecimiento de diversas especies de microalgas depende de la magnitud de parametros
ambientales como la temperatura, el pH, la irradiancia, la cantidad y el tipo de nutrientes, las
caracteristicas del sistema de cultivo, la cantidad de indculo y las caracteristicas fisioldgicas de cada
especie (Huang et al., 2017; Nwoba et al., 2019). Para C. muelleri, se encontré que la duracion de la fase
exponencial del cultivo fue de tres dias, y que resulté similar a lo descrito para la misma especie en cultivos
mantenidos en matraz Erlenmeyer con volimenes de 100 ml, pero con medio ”f/2” (Medina-Reyna y

Cordero Esquivel, 1998).
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En los cultivos de C. calcitrans se evalué que la tasa de crecimiento fue mayor que lo reportado por
Phatarpekar et al. (2000). Mientras que para C. calcitrans la densidad celular fue en valores similares a lo
descrito para la misma especie por Villa et al. (2014). Para C. calcitrans se ha descrito un contenido de
bacterias heterotréficas de alrededor de 10* a 10’ UFC ml? en produccidon de cultivos mantenidos en

Puerto Pefiasco, Sonora, México (Lizarraga-Partida et al., 1997).

La fase exponencial de crecimiento en Chaetoceros sp. coincide con lo reportado por Sanchez-Saavedra y
Voltolina (2006) teniendo una duracién de cuatro dias, alcanzando la fase estacionaria después de ocho
dias de cultivo. Sin embargo, se encontré que la concentracidn de células de Chaetoceros sp. fue 30 %
inferior a lo descrito por Sanchez-Saavedra y Voltolina (2006) quienes usaron una irradiancia de luz blanca

60 % superior a lo utilizado en este trabajo.

El contenido de bacterias heterotréficas en los cultivos de las tres especies de Chaetoceros presentd una
tendencia proporcional al incremento de la concentracion de células. Se ha descrito que en cultivos de C.
muelleri la densidad de la poblacién bacteriana, se produce directamente proporcional al incremento en
la concentracion de células respecto al tiempo de cultivo. Ademas, a medida que aumenta el volumen del

cultivo, se incrementa de forma proporcional el contenido bacteriano (Orozco-Borbdn et al., 2014).

4.2.2 Pruebas de axenidad

La existencia de la interaccién de especies de bacterias-microalgas en distintos cuerpos de agua es
evidente, sin embargo, los estudios que expliquen a profundidad la relacidn entre estos grupos de
organismos alin son muy escasos. Ademas, se sabe que, en este tipo de asociaciéon, bacteria-microalga,
interfieren distintos mecanismos que van desde la producciéon de compuestos que inhiben o llegan a
estimular el crecimiento de las especies de microalgas. Este tipo de relaciones interespecificas entre
especies de bacterias-microalgas, se ha visto que en muchos casos dependera del mutualismo (Hernandez-
Pérez y Labbé, 2014). El control de crecimiento tanto bacteriano como microalgal afecta el crecimiento,
composicion, produccion de metabolitos y puede resultar con grandes beneficios biotecnoldgicos

(Réveillon et al., 2016).

Los antibidticos sulfametoxazol, eritromicina, claritromicina, ciprofloxacina son antibidticos generalmente

utilizados en la medicina humana, los cuales se han implementado con éxito como tratamiento para la
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obtencidn de cultivos axénicos de microalgas. Sin embargo, ha resultado contraproducente el uso de los

cuatro antibidticos antes mencionados ya que afecta negativamente el crecimiento microalgal (Aderemi

etal., 2018)

En este estudio, se obtuvo un menor contenido de bacterias heterotréficas en los cultivos monoespecificos
de Chaetoceros a partir de la aplicacion del coctel de antibidticos (tratamiento 4: Ampicilina 250 pg ml?,
Kanamicina 200 ug ml?, Neomicina 50 pug ml! y Estreptomicina 100 ug ml?). Lo anterior, es debido a la
interaccion entre los antibidticos usados y a los mecanismo de accidon de cada antibidtico, dando como
resultado la obtencidon de bajas concentraciones de bacterias y sin daflo aparente a las células de las

microalga (Molina-Cardenas et al., 2016).

El uso de lavados por centrifugacién, asi como la aplicacion de antibidticos de manera individual se ha
reportado como un tratamiento poco efectivo para lograr cultivos axénicos en cultivos de varias especies
de microalgas (Wilkens et al., 2012). La ventaja del uso de lavados por centrifugacion es que disminuye
por muy corto tiempo la carga bacteriana de los cultivos de microalgas. Se menciona que la
implementacion del uso de distintos antibidticos debe ser especifico para cada especie de microalga y que
esto es debido a la comunidad bacteriana caracteristica para cada especie de microalga (Bruckner y Kroth,

2009).

4.2.3 Ensayos de axenidad

De acuerdo con los resultados obtenidos con las tres especies de Chaetoceros y con el uso del coctel de
antibidticos en las dos concentraciones diferentes, se encontré disminucion del contenido de bacterias
heterotroéficas (a niveles no detectables por 4 dias) y resulté en un menor crecimiento de las células de las
tres especies de diatomeas que recibieron los antibidticos en mayor concentracién. El uso de antibidticos
debe ser estricto y cuidadoso debido a que puede incrementar la resistencia en las poblaciones de algunas
bacterias, ademas, puede llegar a afectar ala membrana celular y con ello inhibir el crecimiento microalgal,
dando como resultados cultivos axénicos con densidades celulares promedio de 106 células ml™* (Molina-

Cardenas et al., 2016, Gonzalez-Pleiter et al., 2013, Berges et al., 2001).

Las clorotetraciclinas y oxitetraciclinas pertenecen a las tetraciclinas son usadas como antibioticos para el

control de bacterias Gram + y Gram -, micoplama y virus en la industria ganadera de cerdos. Este
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antibidtico actua en la inhibicion de la sintesis de proteinas y evita la asociacion de aminoacil-t RNA y el
ribosoma de las bacterias. La enrofloxacina es una quinolona de amplio espectro que es ampliamente
usado para el control de microorganismos (Guo y Chen, 2002). En microalgas el principal enfoque que se
ha dado a los estudios relacionados con el uso de antibiéticos estan asociados a R-lactamicos (ampicilia,
penicilina, clorotetraciclina, oxytetraciclina), quinolonas (norfloxacina, ciprofloxaxina, enrofloxaxina) y
macrdlidos (eritromicina). Se ha encontrado que el uso de antibidticos para el control del crecimiento de
bacterias en cultivos de microalgas y proporcionados de forma individual, en mezcla binaria o en coctel
produce un efecto inhibitorio de diversas especies de bacterias. Sin embargo, el uso de los antibidticos es
mas efectivo en coctel y hay una relacidn entre la concentracion, la duracidn del tratamiento y los factores

ambientales como la temperatura vy la luz (Carusso et al., 2018; Rico et al., 2018).

4.2.4 Crecimiento y pigmentos de cultivos axénicos y no axénicos

Las tasas de crecimiento obtenidas en los cultivos de las tres especies de Chaetoceros en condiciones
axénicas y no axénicas, no presentaron diferencias significativas, indicando que no hay un efecto negativo
de los antibiéticos en el crecimiento celular, como se ha reportado para algunas especies de microalgas

en otros estudios (Liu et al., 2012).

La produccién de clorofila a en C. muelleri, C. calcitrans y Chaetoceros sp. no presentd diferencias
significativas entre los cultivos axénicos y no axénicos, por lo que se sugiere que no hay un efecto negativo
proveniente de la aplicacién de antibiéticos como método de axenizacidn para las tres especies de

Chaetoceros estudiadas.

La sintesis de clorofila c presenté diferencias entre especies y si provenian de cultivos axénicos o no
axénicos, para C. muelleri se encontré una influencia negativa del coctel de antibidticos en la produccion
de clorofila c. Por el contrario, en C. calcitrans existe una mayor concentracién de clorofila c al exponer al
cultivo al coctel de antibidticos. Por otro lado, para los cultivos de Chaetoceros sp. no hay diferencia en la
produccidn de clorofila ¢ con respecto a condiciones axénicas y no axénicas. El contenido de carotenoides
en C. muelleri fue mayor en cultivos en condiciones axénicas, indicando una atribucidn positiva de los
antibioticos. Sin embargo, para los cultivos de C. calcitrans y Chaetoceros sp. la produccidn de carotenoides

es igual con el uso o no del coctel de antibidticos.
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La influencia de los antibidticos en la produccién de componentes como la clorofila y los carotenoides es
muy variante, esto dependera de la seleccidn y concentracion de los antibidticos, asi como de la especie
de microalga debido a la especificidad y susceptibilidad caracteristica de cada especie de microalga y de
las caracteristicas de las poblaciones de bacterias asociadas (Halfhide et al., 2014). Lo anterior muestra
que el coctel de antibidticos usado para las tres especies de Chaetoceros, tiene un efecto particular para
cada especie y que afecta a la comunidad de bacterias asociadas y que produce cambios en la sintesis de

pigmentos de forma especifica.

4.2.5 Fotosintesis

A partir de la evaluacion de los parametros fotosintéticos de los cultivos de C. muelleri, C. calcitrans y
Chaetoceros sp. en condiciones axénicas y no axénicas, se presentd un menor rendimiento fotosintético
maximo (Fv/Fm) en cultivos axénicos, indicando una afectacion por estrés proveniente de la aplicacion de
antibioticos a los cultivos. Ademas, la eficiencia fotosintética (a) y tasa de transporte de electrones maxima
(ETRmax) mostraron valores menores en condiciones axénicas. Esto se debe al mecanismo de accion de
los antibidticos utilizados, ya que los aminoglucésidos actuando sobre los ribosomas afectando al
cloroplasto y con ello a sus subcomponentes como lo son los fotosistemas (McFadden y Roos, 1999;

Gonzalez-Pleiter et al., 2013; Seoane et al., 2014).

4.3 Protocolo de extraccion de ADN de cultivos axénicos y no axénicos

4.3.1 Estandarizacion de extraccion de ADN

Debido a la complejidad en la estructura de la pared celular dada por su composicion con moléculas como
las glucoproteinas o alto contenido de silice de las microalgas, es necesario realizar estandarizaciones para
obtener el mejor protocolo de extraccion de ADN y con ello conseguir un ADN de mayor concentracién e

integridad (Eland et al., 2012).

Se ha mencionado que existen tres kits de extraccion con resultados éptimos de extraccidn, los cuales son

kit Qiagen Blood and Tissue (QBT), el kit Qiagen Plant Mini (QPM) y el kit MoBio de aislamiento de ADN
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del suelo Ultra Clean (UC) (Simonelli et al., 2009). A partir del uso del kit “Qiagen Blood and Tissue” (QBT)
se han realizado diversas investigaciones en las cuales se requiere de extraccion de calidad para la
aportacién de mas informacion en la gendmica de microalgas (Maloy et al., 2009; Shi et al., 2009; Ghosh
y Love, 2011). Ademas, este kit es practico debido a la simplicidad de su metodologia, requiriendo de
menor cantidad de equipos de laboratorio, asi como de un pretratamiento de lisis celular complejo

(Nejstgaard et al, 2008; Eland et al., 2012).

4.3.2 Extraccion de ADN

El uso del kit Qiagen Blood and Tissue (QBT) permite la obtencién de mayor concentracién de ADN con
respecto al uso de otros kits. La eficiencia de este método podria ser principalmente por el pretratamiento
de la muestra, es decir, la técnica de lisis celular (Eland et al., 2012). Para la evaluacion de la concentracion
y calidad de la muestra de ADN se utilizan principalmente técnicas basadas en la espectrofotometria. Se
manejan dos longitudes de absorbancia, 260/280 y 260/230. La relaciéon 260/230, permite identificar
guimicos residuales de la extraccion como el tiocinato de guanidina y biomoléculas como los
carbohidratos, estos ultimos con mayor presencia en microalgas (Sambrock et al., 2001; Maloy et al.,

2009).
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Capitulo 5. Conclusiones

e Se logrd la identificacién de grupos taxondmicos de las secuencias nucleotidicas (blastn) de los

contigs relacionados con procariotas y eucariotas de las tres especies de Chaetoceros.

e Se conformaron y anotaron los genomas mitocondriales de cada una de las tres especies de
Chaetoceros. Para C. muelleri 'y C. calcitrans se obtuvo un genoma mitocondrial (GM) de 36,059

pb. Para Chaetoceros sp. se obtuvo un tamafio de GM de 39,733 pb.

e Se anotaron los genomas del cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros. Para C. muelleri se
obtuvo un genoma del cloroplasto (GP) de 116,284 pb. Para C. calcitrans se obtuvo GP de 116,556
pb. Para Chaetoceros sp. se obtuvo un GP de 116,176 pb.

e Seidentificaron los marcadores moleculares COlI, rbcL, psbAy 18S para la realizacion de los analisis
filogenéticos, con lo que se pudo relacionar a Chaetoceros sp. con Chaetoceros gracilis. La

identidad de Chaetoceros sp. debe ser corroborada con métodos morfoldgicos y genéticos.

e Seidentificaron los grupos bacterianos asociados a los cultivos de las tres especies de Chaetoceros.
Se observd una mayor similitud entre los grupos bacterianos encontrados en C. muelleri y C.

calcitrans que con Chaetoceros sp.

e Existe un incremento proporcional en la densidad de células de las tres especies de Chaetoceros.

con respecto al contenido de bacterias heterotréficas.

e Las dos concentraciones de las mezclas de antibidticos utilizados permiten la axenidad de las tres

especies de Chaetoceros durante cuatro dias.

e En C. muelleri se evalud el mayor contenido de clorofila c en los cultivos no axénicos, mientras que

el mayor contenido de carotenoides fue en los cultivos axénicos.

e La eficiencia fotosintética (a), la tasa de transporte de electrones maxima (ETRmax) y rendimiento
fotosintético maximo (Fv/Fm) fueron mayores en los cultivos no axénicos. La irradiancia de

saturacion luminica (Ek) fue similar entre cultivos axénicos y no axénicos.

e Se establecid un protocolo exitoso de extraccion de ADN para las tres especies de Chaetoceros.
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Capitulo 6. Recomendaciones

. Realizar el andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas de los cultivos de C. muelleri, C.

calcitrans y Chaetoceros sp. en condiciones axénicas y no axénicas.

. Evaluar la composicion proximal de los cultivos de C. muelleri, C. calcitrans y Chaetoceros sp. en

condiciones axénicas y no axénicas.

° Incluir mds marcadores moleculares en el estudio filogenético.

) Realizar analisis metagendmico de las bacterias asociadas en los cultivos de C. muelleri, Chaetoceros

calcitrans y Chaetoceros sp. en condiciones axénicas y no axénicas.
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Tabla 12. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes mitocondriales de las tres especies de Chaetoceros.

C. muelleri C. calcitrans Chaetoceros sp.
Gen Loc. Long. S Inicio Paro Loc. Long. S Inicio Paro Loc. Long. S Inicio Paro
b = codén  coddn b = codén  coddn b = codén  coddn
(pb) @ (pb) g (pb) @
coxl 1-1395 1395 + TCA TCT 1-1395 1395 + TCA TCT 1- 1407 TTA TCA
1407
nad9 1709- 435 + GTT GAA 1709- 435 + GTT GAA 1621- 450 AAT GAA
2143 2143 2070
trnQ-UUG  2167- 74 + 2167- 74 + 2097- 72
2240 2240 2168
trnV-UAC  2249- 73 + 2249- 73 + 2174- 75
2321 2321 2248
nad5 2382- 1806 + AAT GGG 2382- 1806 + AAT GGG 2382- 1680 AAT GGG
4061 4061 4061
trnR-UCU 4305- 76
N N N N N N
4380
Orf51- 4321- 43 TTG TCG
N N N N N N
fragment 4363
cox3 4462- 798 + TAA GTG 4462- 798 + TAA GTG 4523- 795 GAA TGG
5259 5259 5317
trnl-UAG  5290- 84 + ACC GTA 5290- 84 + ACC GTA 5410- 84
5373 5373 5493



Tabla 12. Tabla comparativa de la localizacién de los genes mitocondriales de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

nadll

trnD-GUC

nad4Ll

trnK-UUU

atp9

rpl16

rps3

rps19

rpl2

rpsll

trnY-GUA

trnP-UGG

trnM-
CAU

6314-
7612

7725-
7801

7886-
8116

8145-
8216

8410-
8637

8807-
9187

9245-
9427

10493-
11215

11871-
12039

11872-
11955

11963-
12038

12534-
12605

1299

77

231

72

228

381

183

723

169

84

76

72

GCT

TTA

TTA

TTC

TCA

AGA

TAA

TTA

CAT

AGA

CAT

AAA

6314-
7612

7725-
7801

7886-
8116

8145-
8216

8410-
8637

8807-
9187

9245-
9427

10493-
11215

11871-
12039

11872-
11955

11963-
12038

12534-
12605

1299

77

231

72

228

381

183

723

169

84

76

72

+

GCT

TTA

TTA

TTC

TCA

AGA

TAA

TTA

CAT

AGA

CAT

AAA

7148-
7720

7837-
7912

7993-
8220

8246-
8319

8349-
8576

8709-
9032

9996-
10058

10344-
11066

11727-
11810

11728-
11810

11824-
11899

12390-
12461

573

76

228

74

228

324

63

723

84

83

76

72

ATA

AGC

TTA

TCA

ACC

TGA

TAA

TAT

CAT

AAG

ATA

CAT

CAT

74



Tabla 12. Tabla comparativa de la localizacién de los genes mitocondriales de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

trnW-CCA

nadl

trnC-GCA

trnS-UGA

trnG-GCC

rpl5

rpll4

trnR-UCG

rpsl2

trnL-UAA

trnA-UGC

trnN-GUU

rpsé

13650-
14621

14701-
14772

14786-
14870

14893-
14965

14996-
15103

15530-
15910

15924-
15999

16468-
16827

17620-
17705

17976-
18050

18055-
18128

18237-
18495

963

72

85

108

381

76

360

86

75

74

259

TTA

TAA

TTA

CTT

TAG

AAT

CAT

CAT

AAA

1283-
12905

13650-
14621

14701-
14772

14786-
14870

14892-
14966

14996-
15103

15530-
15910

15924-
15999

15530-
15910

17620-
17705

17976-
18050

18055-
18128

18237-
18495

73

963

72

85

75

108

381

76

381

86

75

74

259

TTA

TAA

TTA

TTA

CTT

TAG

AAT

CAT

CAT

AAA

N N
13426- 963
14388
14424- 72
14495
14511- 87
14597
14602- 75
14676

ND ND
15249- 372
15620
15646- 74
15719
16160- 387
16546
17316- 85
17400
17670- 73
17742
17766- 72
17837

N N

ND

ND

TAA

ND

ACC

TCA

TTA

ND

CAT

TAT



Tabla 12. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes mitocondriales de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

rplé

rps8

trnF-GAA

rps10

atp6

cob

rps13

nad4

trnR-UCU

nad2

trnl-GAU

nadé6

trnM-
fragment

19450-
19740

20207-
20409

20427-
20502

20722-
20841

21152-
21751

21796-
22905

23076-
23222

23424-
24788

24925-
24998

25040-
26206

26543-
26616

26707-
27222

27238-
27306

291

203

76

120

600

1110

147

1365

74

1167

74

516

69

TTA

GTT

AAA

CTC

TTA

cTT

ATT

ATA

GGA

AAA

AAG

AGC

TTG

ATT

19450- 291
19740
20207- 203
20409
20427- 76
20502
20722- 120
20841
21152- 600
21751
21796- 1110
22905
23076- 147
23222
23424- 1365
24788
24925- 74
24998
25040- 1167
26206
26543- 74
26616
26707- 516
27222
27238- 69
27306

TTA

GTT

AAA

CTC

TTA

CTT

ATT

ATA

GGA

AAA

AAG

AGC

TTG

ATT

19158-
19376

19969-
20118

20137-
20212

20474-
20539

20720-
21463

21498-
22623

22786-
22866

23129-
24605

24647-
25801

26132-
26205

26340-
26744

219

150

76

66

744

1126

81

1477

1155

74

405

TTA

AAC

TTC

ATA

TGC

AGC

AAA

TAA

CTT

TAT

CAT

TAT

TAT

AGA



Tabla 12. Tabla comparativa de la localizacién de los genes mitocondriales de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

trnM-
CAU

rrs

rrl

trnH-GUG

trnM-

CAU

nad3

trnS-GCU

trnE-UUC

cox2

nad?7

27238- 74
27311
28548- 73
28620

N N
31740- 74
31813
31833- 73
31905
31916- 333
32248
32439- 90
32528
32645- 72
32716
33512- 629
34140
34224- 1197
35420

74

73

74

73

333

90

72

629

1197

74

51

229

74

75

333

91

72

648

1197

GCA

TTA

TGT

CTA

CAA

ATG

TCA

ACA

AAC

TAA

GTT

TAA

Loc: Localizacién del gen

Long: Longitud del gen en pares de bases (pb)

N: No identificado
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Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros.

C. muelleri C. calcitrans Chaetoceros sp.
Gen Loc. Long o Inicio Paro Loc. Long o Inicio Paro Loc. Long o Inicio Paro
© © ©
b= codé  codd = codé  codéd E= codé  codd
3 (pb) T (pb) G
) n n »n n n n n n
(pb)
Cytochrome b6 1273 - 483 - ATG CAT 1273 - 483 - ATG CAT 1273 - 483 - ATG CAT
1755 1755 1755
Cytochrome b6 1806 - 648 - ATG CAT 1806 - 648 - ATG CAT 1806 - 648 - ATG CAT
2453 2453 2453
tRNA-Ser 2525 - 88 - 2525 - 88 - 2525 - 88 -
Anticoddn: TGA 2612 2612 2612
Photosystem | 2648 - 420 - TTA CAT 2648 - 420 - TTA CAT 2648 - 420 - TTA CAT
subunit Il 3067 3067 3067
tRNA-Met 2525 - 74 - 2525 - 74 - 2525 - 74 -
Anticodon: CAT 2612 2612 2612
30S Ribosomal 3352 - 690 - TTA CAT 3352- 690 - TTA CAT 3352- 690 - TTA CAT
protein S2 4041 4041 4041



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

DNA-directed
RNA
polymerase
subunit beta

DNA-directed
RNA
polymerase
subunit beta

DNA-directed
RNA
polymerase
subunit beta

30S Ribosomal
protein S20

50S ribosomal
protein L33

30S ribosomal
protein S18

Photosystem |
P700

4135 -
8407

8437 -
10482

10861

15108

15240

15521

15728

15922

15926

16138

16291

18549

4273

2406

4248

282

195

213

2259

ATT

TTA

TTA

TTA

ATG

ATG

ATG

CAT

CAT

CAT

CAT

TAA

TAA

TAA

4135 -
8407

8437 -
10482

10861

15108

15240

15521

15728

15922

15926

16138

16291

18549

427

240

424

282

195

213

225

ATT

TTA

TTA

TTA

ATG

ATG

ATG

CAT

CAT

CAT

CAT

TAA

TAA

TAA

4135 -
8407

8437 -
10482

10861

15108

15240

15521

15728

15922

15926

16138

16291

18549

427

240

424

282

195

213

225

ATT

TTA

TTA

TTA

ATG

ATG

ATG

79

CAT

CAT

CAT

CAT

TAA

TAA

TAA
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Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

Photosystem | 18633 2202 + ATG TAA 18633 220 + ATG TAA 18633 220 + ATG TAA
P700 - - 2 - 2
20834 20834 20834
tRNA-Thr 20986 72 + 20986 72 + 20986 72 +
Anticodon: TGT - - -
21057 21057 21057
Photosystem | 21214 531 + ATG TAA 21214 531 + ATG TAA 21214 531 + ATG TAA
assembly - - -
protein YCF3 21744 21744 21744
ATP synthase F1 21886 1428 + ATG TAA 21886 142 + ATG TAA 21886 142 + ATG TAA
- - 8 - 8
23313 23313 23313
ATP synthase 23328 402 + ATG TAA 23328 402 + ATG TAA 23328 402 + ATG TAA
épsilon chain - - -
23729 23729 23729
Uncharacterize 23861 741 + ATG TAA 23861 741 + ATG TAA 23861 741 + ATG TAA
d tatC protein - - -
24601 24601 24601
Cytochrome f 24629 945 + ATG TAA 24629 945 + ATG TAA 24629 945 + ATG TAA
25573 25573 25573
Ferredoxin 25621 300 - CTA CAT 25621 300 - CTA CAT 25621 300 - CTA CAT
25920 25920 25920
50S ribosomal 26050 360 - TTA CAT 26050 360 - TTA CAT 26050 360 - TTA CAT

protein L19 - - -
26409 26409 26409
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Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

tRNA-lle 26492 85 - 26492 85 - 26492 85 -
Anticodon: CAT - - -
26576 26576 26576
tRNA-Phe 26582 68 - 26582 68 - 26582 68 -
Anticodon: AAA - - -
26649 26649 26649
tRNA-Arg 26945 73 - 26945 73 - 26945 73 -
Anticodon: CCG - - -
27017 27017 27017
Cytochrome c- 27207 492 - TTA CAT 27207 492 - TTA CAT 27207 492 - TTA CAT
550 - - -
27698 27698 27698
Uncharacterize 27744 294 - TTA CAT 27744 294 - TTA CAT 27744 294 - TTA CAT
d protein ycf66 - - -
28037 28037 28037
tRNA-Phe 28581 73 + 28581 73 + 28581 73 +
anticoddén: GAA - - -
28653 28653 28653
Probable 28655 1368 - TTA CAT 28655 136 - TTA CAT 28655 136 - TTA CAT
helicase - - 8 - 8
30022 30022 30022
tRNA-Trp 30106 73 + 30106 73 + 30106 73 +
Anticodon: CCA - - -
30178 30178 30178
50S ribosomal 30351 426 + ATG TAA 30351 426 + ATG TAA 30351 426 + ATG TAA

protein L11 - - -
30776 30776 30776



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

50S ribosomal
protein L1

50S ribosomal
protein L12

Photosystem |l
D2 protein

Photosystem Il
CP43 (psbC)

tRNA-Lys
Anticodon: TTT

Photosystem Il
(pshZ)

tRNA-Gly
Anticodon: GCC

tRNA-Glu
Anticodon: TTC

ycfal

30810

31502

31538

31921

33055

34110

34058

35473

35592

35663

36020

36205

36316

36387

36424

36496

36798

37124

693

384

1056

1416

72

186

72

73

327

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TTA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAG

CAT

30810

31502

31538

31921

33055

34110

34058

35473

35592

35663

36020

36205

36316

36387

36424

36496

36798

37124

693

384

105

141

72

186

72

73

327

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TTA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAG

CAT

30810

31502

31538

31921

33055

34110

34058

35473

35592

35663

36020

36205

36316

36387

36424

36496

36798

37124

693

384

105

141

72

186

72

73

327

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TTA

82

TAA

TAA

TAA

TAA

TAG

CAT
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Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

Uncharacterize 37218 960 - TTA CAT 37218 960 - TTA CAT 37218 960 - TTA CAT
d protein ycf39 - - -
38177 38177 38177
Protein CfxQ 38211 879 - TTA CAT 38211 879 - TTA CAT 38211 879 - TTA CAT
39089 39089 39089
Photosystem | 39160 453 - TTA CAT 39160 453 - TTA CAT 39160 453 - TTA CAT
(PSAL) - - -
39612 39612 39612
Photosystem | 39899 546 + ATG TAA 39899 546 + ATG TAA 39899 546 + ATG TAA
Ycfa - - -
40444 40444 40444
tRNA-Gly 40492 71 + 40492 71 + 40492 71 +
Anticodon: TCC - - -
40562 40562 40562
Cytochrome 40618 255 + ATG TAA 40618 255 + ATG TAA 40618 255 + ATG TAA
b559 - - -
40872 40872 40872
Uncharacterize 41418 1245 - TTA CAT 41418 124 - TTA CAT 41418 124 - TTA CAT
d protein ycf90 - - 5 - 5
42662 42662 42662
Photosystem | 43077 558 + ATG TAA 43077 558 + ATG TAA 43077 558 + ATG TAA
(PSAF) - - _
43634 43634 43634
Photosystem Il 44199 204 - TTA CAT 44199 204 - TTA CAT 44199 204 - TTA CAT
protein H - - -

44402 44402 44402



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

Photosystem |l
CP47

ATP synthase
subunit alpha

ATP synthase
subunit delta

ATP synthase
subunit b

ATP synthase
subunit a

ATP synthase
subunit ¢

ATP synthase
subunit a

Probable ATP
(ycfie)

Protein ycf24

45012

46541

46746

48257

48303

48785

48863

49402

49465

49935

50039

50287

50353

51081

51188

51940

51940

53400

1530

1512

483

540

471

249

729

753

1461

TTA

TTA

CTA

TCA

TTA

TTA

TTA

CTA

TTA

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

45012

46541

46746

48257

48303

48785

48863

49402

49465

49935

50039

50287

50353

51081

51188

51940

51940

53400

153

151

483

540

471

249

729

753

146

TTA

TTA

CTA

TCA

TTA

TTA

TTA

CTA

TTA

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

45012

46541

46746

48257

48303

48785

48863

49402

49465

49935

50039

50287

50353

51081

51188

51940

51940

53400

153

151

483

540

471

249

729

753

146

TTA

TTA

CTA

TCA

TTA

TTA

TTA

CTA

TTA

84

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT

CAT



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

RuBisCO large
subunit

RuBisCO small
subunit

tRNA-Arg
Anticodon: TCT

tRNA-Val
Anticodon: TAC

tRNA-Tyr
Anticodon: GTA

Uncharacterize
d protein ycf33

tRNA-Met
Anticodon: CAT

tRNA-Ser
Anticodon: GCT

tRNA-Asp
Anticodon: GTC

53690

55162

55296

55619

55772

55844

55857

55928

56053

56134

56180

56374

56532

56604

56642

56727

56790

56863

1473

324

73

72

82

195

73

86

74

ATG

ATG

TTA

TAA

TAA

CAT

53690

55162

55296

55619

55772

55844

55857

55928

56053

56134

56180

56374

56532

56604

56642

56727

56790

56863

147

324

73

72

82

195

73

86

74

ATG

ATG

TTA

TAA

TAA

CAT

53690

55162

55296

55619

55772

55844

55857

55928

56053

56134

56180

56374

56532

56604

56642

56727

56790

56863

147

324

73

72

82

195

73

86

ATG

ATG

TTA

85

TAA

TAA

CAT
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Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

Probable 56904 213 - TTA CAT 56904 213 - TTA CAT 56904 213 - TTA CAT
protein export - - -
membrane 57116 57116 57116
CHLI1 57128 1062 - TTA CAT 57128 106 - TTA CAT 57128 106 - TTA CAT
- - 2 - 2
58189 58189 58189
30S ribosomal 58588 303 - TTA CAT 58588 303 - TTA CAT 58588 303 - TTA CAT
protein S14 - - -
58890 58890 58890
ATP (ftsH) 59033 1926 - TTA CAT 59033 192 - TTA CAT 59033 192 - TTA CAT
- - 6 - 6
60958 60958 60958
Photosystem | 61062 255 + ATG TAA 61062 255 + ATG TAA 61062 255 + ATG TAA
(PSAE) - - -
61316 61316 61316
50S ribosomal 61577 195 + ATG TAA 61577 195 + ATG TAA 61577 195 + ATG TAA
protein L35 - - -
61771 61771 61771
50S ribosomal 61778 345 + ATG TAA 61778 345 + ATG TAA 61778 345 + ATG TAA
protein L20 - - -
62122 62122 62122
Acyl carrier 62477 234 + ATG TAA 62477 234 + ATG TAA 62477 234 + ATG TAA
protein - - -
62710 62710 62710
tRNA-Pro 62873 74 + 62873 74 + 62873 74 +

Anticodon: TGG - - -
62946 62946 62946



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

Uncharacterize
d protein ycf89

tRNA-lle
Anticodon: GAT

tRNA-Ala
Anticodon: TGC

Uncharacterize
d protein ycf35

30S ribosomal
protein S16

30S ribosomal
protein S4

tRNA-His
Anticodon: GTG

Uncharacterize
d protein yc40

Phenylalanine
tRNA ligase

63200

64216

65947

66020

66023

66095

69648

70022

70161

70400

70482

71096

71156

71228

71324

71533

71564

73678

1017

74

73

375

240

615

73

210

2115

ATG

TTA

TTA

TTA

ATG

TTA

TAA

CAT

CAT

CAT

TAA

CAT

63200

64216

65947

66020

66023

66095

69648

70022

70161

70400

70482

71096

71156

71228

71324

71533

71564

73678

101

74

73

375

240

615

73

210

211

ATG

TTA

TTA

TTA

ATG

TTA

TAA

CAT

CAT

CAT

TAA

CAT

63200

64216

65947

66020

66023

66095

69648

70022

70161

70400

70482

71096

71156

71228

71324

71533

71564

73678

101

74

73

375

240

615

73

210

211

ATG

TTA

TTA

TTA

ATG

TTA

87

TAA

CAT

CAT

CAT

TAA

CAT



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

Photosystem |l
(Psh28)

tRNA-GIn
Anticodon: TTG

tRNA-Arg
Anticodon: ACG

60 kDa
chaperonin
(groL)

Chaperone
protein dnaK

50S ribosomal
protein L3

50S ribosomal
protein L4

50S ribosomal
protein L2

30S ribosomal
protein S19

73706

74074

74143

74214

74245

74318

74484

76082

76108

77940

78225

78815

78860

79507

79838

80665

80708

80986

369

72

74

1599

1833

591

648

828

279

TTA

ATG

CTA

ATG

ATG

ATG

ATG

CAT

TAA

CAT

TAA

TGA

TAA

TAA

73706

74074

74143

74214

74245

74318

74484

76082

76108

77940

78225

78815

78860

79507

79838

80665

80708

80986

369

72

74

159

183

591

648

828

279

TTA

ATG

CTA

ATG

ATG

ATG

ATG

CAT

TAA

CAT

TAA

TGA

TAA

TAA

73706

74074

74143

74214

74245

74318

74484

76082

76108

77940

78225

78815

78860

79507

79838

80665

80708

80986

369

72

74

159

183

591

648

828

279

TTA

ATG

CTA

ATG

ATG

ATG

ATG

88

CAT

TAA

CAT

TAA

TGA

TAA

TAA



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

Uncharacterize
d protein ycf88

50S ribosomal
protein L22

30S ribosomal
protein S3

50S ribosomal
protein L16

50S ribosomal
protein L29

30S ribosomal
protein S17

50S ribosomal
protein L14

50S ribosomal
protein L24

50S ribosomal
protein L5

80999

81394

81494

81841

82306

82527

82561

82977

82981

83250

83282

83536

83549

83914

83915

84160

84165

84881

396

348

222

417

270

255

366

246

717

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

80999

81394

81494

81841

82306

82527

82561

82977

82981

83250

83282

83536

83549

83914

83915

84160

84165

84881

396

348

222

417

270

255

366

246

717

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

80999

81394

81494

81841

82306

82527

82561

82977

82981

83250

83282

83536

83549

83914

83915

84160

84165

84881

396

348

222

417

270

255

366

246

717

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

89

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

30S ribosomal
protein S8

50S ribosomal
protein L6

50S ribosomal
protein L18

30S ribosomal
protein S5

Protein
translocase
SecY

30S ribosomal
protein S11

DNA-directed
RNA
polymerase
(rpoA)

50S ribosomal
protein L13

30S ribosomal
protein S9

84934

85308

85327

85866

85922

86329

86365

86901

86926

88191

88779

89171

89211

90152

90179

90613

90628

91032

375

540

408

537

1266

393

942

435

405

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

84934

85308

85327

85866

85922

86329

86365

86901

86926

88191

88779

89171

89211

90152

90179

90613

90628

91032

375

540

408

537

126

393

942

435

405

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

84934

85308

85327

85866

85922

86329

86365

86901

86926

88191

88779

89171

89211

90152

90179

90613

90628

91032

375

540

408

537

126

393

942

435

405

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

90

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

50S ribosomal
protein L31

30S ribosomal
protein S12

30S ribosomal
protein S7

EF-Tu

30S ribosomal
protein S10

tRNA-Leu
Anticodon: TAA

tRNA-Cys
Anticodon: GCA

ATP-dependent
Clp (clpA)

Thiazole
synthase (thiG)

91052

91267

91305

91685

91791

92261

92346

93575

93588

93911

94024

94110

94202

94272

94464

97109

97177

97986

216

381

471

1230

324

87

71

2646

810

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TTA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

CAT

91052

91267

91305

91685

91791

92261

92346

93575

93588

93911

94024

94110

94202

94272

94464

97109

97177

97986

216

381

471

123

324

87

71

264

810

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TTA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

CAT

91052

91267

91305

91685

91791

92261

92346

93575

93588

93911

94024

94110

94202

94272

94464

97109

97177

97986

216

381

471

123

324

87

71

264

810

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

ATG

TTA

91

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

TAA

CAT
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Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

tRNA-Asn 98003 72 - 98003 72 - 98003 72 -
Anticodon: GTT - - -
98074 98074 98074
30S ribosomal 98151 312 - TTA CAT 98151 312 - TTA CAT 98151 312 - TTA CAT
protein S6 - - -
98462 98462 98462
Cytochrome ¢ 98675 939 + ATG TAA 98675 939 + ATG TAA 98675 939 + ATG TAA
99613 99613 99613
Photosystem | 99668 246 - TTA CAT 99668 246 - TTA CAT 99668 246 - TTA CAT
(psaC) - - -
99913 99913 99913
Photosystem Il 10012 1083 - TTA CAT 10012 108 - TTA CAT 10012 108 - TTA CAT
protein D1 3- 3- 3 3- 3
(psbA) 10120 10120 10120
5 5 5
Cytochrome ¢ 10129 1269 - TTA CAT 10129 126 - TTA CAT 10129 126 - TTA CAT
2- 2- 9 2- 9
10256 10256 10256
0 0 0
Uncharacterize 10257 1491 - TTA CAT 10257 149 - TTA CAT 10257 149 - TTA CAT
d protein ycf46 6 - 6 - 1 6 - 1
10406 10406 10406
6 6 6
Protein 10437 2652 - TTA CAT 10437 265 - TTA CAT 10437 265 - TTA CAT
translocase 2- 2- 2 2- 2
10702 10702 10702



Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros...

50S ribosomal
protein L27

50S ribosomal
protein L21

Probable
RuBisCO
transcriptional
regulator

tRNA-Leu
Anticodon: TAG

tRNA-Ala
Anticodon:TGC

tRNA-lle
Anticodon: GAT

tRNA-Pro
Anticodon: TGG

10704
3-
10729
4

10731
4-
10763

10772
2-
10865

10871
3-
10879

11256
2-
11263

11263
7-
11271

11576
7-
11584

252

318

930

82

73

74

74

TTA

TTA

CTA

CAT

CAT

CAT

10704
3-
10729

10731
4-
10763

10772
2-
10865

10871
3-
10879

11256
2-
11263

11263
7-
11271

11576
7-
11584

252

318

930

82

73

74

74

TTA

TTA

CTA

CAT

CAT

CAT

continuacién

10704
3-
10729

10731
4-
10763

10772
2-
10865

10871
3-
10879

11256
2-
11263

11263
7-
11271

11576
7-
11584

252

318

930

82

73

74

74

TTA

TTA

CTA

93

CAT

CAT

CAT
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Tabla 13. Tabla comparativa de la localizacidn de los genes de cloroplasto de las tres especies de Chaetoceros... continuacion

Acyl carrier 11598 234 - TTA CAT 11598 234 - TTA CAT 11598 234 - TTA CAT
protein 0- 0- 0-
11621 11621 11621
3 3 3
Uncharacterize 11639 - TTA TAA 11639 - TTA TAA 11639 - TTA TAA
d protein ycf45 4- 4- 4-
11643 11643 11643
9 9 9

Loc: Localizacidon del gen
Long: Longitud del gen en pares de bases (pb)
N: No identificado



Anexo C

Tabla 14. Busqueda de modelo filogenético de marcador molecular COl basado en nucleétidos.

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models

Model Parameters _ BIC AlCc inL_(*) (*G) R _fiA) A1) AC) AG) rAT) AAC) HAG) M{TA) HTC) NT1G) ACA) rCT) ACG) NGA) AGT) AGC)
GTR+G 42 9545000 9222221 -4568998 n/a 0.18 142 0.225 0.364 0.182 0.229 0.052 0.084 0.119 0.032 0.114 0.026 0.104 0.229 0.044 0.117 0.041 0.035
GTR+G+ 43 9550956 9220497 -4567.131 0.30 0.32 144 0225 0.364 0.182 0.229 0.051 0.083 0.119 0.032 0.116 0.025 0.103 0.232 0.045 0.117 0.040 0.036
T92+G 36 9557587 9280.892 -4604.364 n/a 0.19 141 0.295 0.295 0.205 0.205 0.060 0.042 0.122 0.060 0.122 0.042 0.060 0.175 0.042 0.175 0.060 0.042
T92+G+ 37 9560.898 9276522 -4601.174 0.34 0.37 143 0.295 0.295 0.205 0.205 0.060 0.042 0.122 0.060 0.122 0.042 0.060 0.176 0.042 0.176 0.060 0.042
HKY+G 38 9567.015 9274958 -4599.387 n/a 0.19 146 0225 0.364 0.182 0.229 0.072 0.036 0.139 0.044 0.110 0.045 0.044 0.220 0.045 0.136 0.072 0.036
HKY+G+ 39 9571078 9271.341 -4596.574 0.32 0.34 147 0.225 0.364 0.182 0.229 0.071 0.036 0.139 0.044 0.110 0.045 0.044 0.221 0.045 0.137 0.071 0.036
K2+G 35 9573159 9304.146 -4616.995 n/a 0.19 1.36 0.250 0.250 0.250 0.250 0.053 0.053 0.144 0.053 0.144 0.053 0.053 0.144 0.053 0.144 0.053 0.053
TN93+G 39 9575336 9275598 -4598702 n/a 0.19 147 0.225 0.364 0.182 0.229 0.071 0.036 0.127 0.044 0.118 0.045 0.044 0.237 0.045 0.125 0.071 0.036
K2+G+l 36 9576925 9300231 -4614.033 0.35 0.38 1.37 0.250 0.250 0.250 0.250 0.053 0.053 0.145 0.053 0.145 0.053 0.053 0.145 0.053 0.145 0.053 0.053
TNG3+G+l 40 9579441 9272023 -4595910 0.35 0.36 149 0.225 0.364 0.182 0.229 0.071 0.035 0.127 0.044 0.119 0.045 0.044 0.239 0.045 0.125 0.071 0.035
GTR+| 42 9648540 9325761 -4620.769 067 n/a 1.37 0.225 0.364 0.182 0.229 0.062 0.079 0.117 0.038 0.115 0.030 0.098 0.230 0.038 0.115 0.048 0.030
T92+l 36 9653152 9376458 -4652146 067 n/a 1.33 0.295 0.295 0.205 0.205 0.062 0.043 0.119 0.062 0.119 0.043 0.062 0.170 0.043 0.170 0.062 0.043
K2+l 35 9656176 9387.163 -4658503 067 na 131 0.250 0.250 0.250 0.250 0.054 0.054 0.142 0.054 0.142 0.054 0.054 0.142 0.054 0.142 0.054 0.054
HKY+l 38 9665312 9373255 -4648536 067 nia 1.37 0225 0.364 0.182 0.229 0.075 0.037 0.135 0.046 0.107 0.047 0.046 0215 0.047 0.133 0.075 0.037
TN93+ 39 9671499 9371762 -4646.784 067 n/a 1.39 0.225 0.364 0.182 0.229 0.074 0.037 0.120 0.046 0.118 0.047 0.046 0.237 0.047 0.118 0.074 0.037
JC+G 34 9701702 9440371 -4686.112 n/a 0.19 050 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
JC+G#+l 35 9705818 9436.806 -4683325 0.33 0.36 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
JC+l 34 9782501 9521171 -4726512 067 n/a 050 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
792 35 10390.344 10121.331 -5025588 na n/a 121 0.295 0.295 0.205 0.205 0.065 0.046 0.114 0.065 0.114 0.046 0.065 0.164 0.046 0.164 0.085 0.046
K2 34 10390592 10129.261 -5030.557 n/a n/a 121 0.250 0.250 0.250 0.250 0.057 0.057 0.137 0.057 0.137 0.057 0.057 0.137 0.057 0.137 0.057 0.057
GTR 41 10399.507 10084.409 -5001.098 n/a n/a 122 0.225 0.364 0.182 0.229 0.071 0.076 0.128 0.044 0.099 0.034 0.094 0.197 0.042 0.126 0.054 0.033
HKY 37 10406910 10122534 5024180 n/a n/a 122 0.225 0.364 0.182 0.229 0.080 0.040 0.129 0.049 0.102 0.050 0.049 0.205 0.050 0.127 0.080 0.040
TN93 38 10416500 10124.443 -5024130 n/a n/a 122 0.225 0.364 0.182 0.229 0.080 0.040 0.131 0.049 0.101 0.050 0.049 0.202 0.050 0.129 0.080 0.040
Jc 33 10508339 10254.690 -5094275 n/a n/a 050 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083

Abreviaciones: TR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor.
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Tabla 15. Distancias genéticas basadas en el marcador molecular COI con nucleétidos.

1. Chaetoceros muelleri CHM 1

2, Chaetoceros sp, CHX1

3, Asterionella formosa KY021078.1

4, Berkeleya fennica NC 026126, 1

5. Chaetoceros caldtrans CHC1

6. Didymosphenia geminata KX889125. 1
7. Eunotia naegeli MG271846. 1

8, Fistulifera solaris KT363689. 1

9, Halamphora coffeaeformis MF937420.1
10, Melosira undulata NC 037728.1

11, Navicula ramosissima C 031848.1

12, Nitzschia sp. MG182051.1

13, Nitzschia alba NC 037729.1

14, Psammoneis japonica MG148339.1

15, Skeletonema marinol KT874463.1

16, Thalassiosira pseudonana DQ186202.1
17, Toxarium undulatum NC 037988.1

18, Synedra acus GUO02153.1

=
0.037
0.00
0.112
0.000
0.086
0,094
0,089
0.107
0.081
0.115
0,081
0.0
0.08
0.052
0.043
0.059
0.09

2

0.076
0.14
0.037
0.098
0.097
0.09
0.118
0.094
0.121
0,082
0.073
0.060
0.056
0.051
0.065
0.09

3

0.121
0.00
0.104
0.095
0.100
0.114
0.109
0.121
0.089
0.090
0.0%
0.084
0.082
0.0%
0.088

4

0.112
0.085
0.114
0,092
0.110
0.121
0,105
0.112
0.111
0.109
0.124
0.118
0.119
0.1%4

5

0.086
0,094
0,089
0.107
0.081
0.115
0,081
0.0%
0.08
0,052
0.043
0.059
0.09

6

0,097
0,068
0.090
0.102
0.122
0,095
0.09%
0,092
0.101
0.101
0.109
0.114

1

0.0%
0.12
0.111
0.127
0.102
0.0
0.087
0.107
0.104
0.108
0.114

0.095
0.104
0.12
0,105
0.099
0.0%%
0,106
0,108
0.095
0.110

9

0.127
0.14
0.121
0.119
0.116
0.12
0.14
0.124
0.131

10

0.140
0.110
0.109
0,099
0.0%
0,095
0.0
0,106

1

0.100
0.109
0.12
0.127
0.14
0.116
0.137

12

0.032
0.086
0,092
0.0
0.092
0.115

13

0,088
0,095
0,087
0.092
0.109

4 5 1 1

0,065

0,053 0.024

0.069 0.073 0.066

0.100 0.01 0.0% 0.081
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Anexo E

Tabla 16. Busqueda de modelo filogenético basado en el gen COIl con aminoacidos.

Table. Maximum Likelihood fits of 56 different amino acid substitution models
Model Parameters BIC AlCc InL (+) (+G) flA) fiR) fiN) AD) AfiIC) filQ) AE) AG) AH) Al) AL) AK) AM) AF) AP) AS) AT) AW)

LG+G 34 8070.383 7832.768 -3882.236 n/a 0.30 0.079 0.056 0.042 0.053 0.013 0.041 0.072 0.057 0.022 0.062 0.099 0.065 0.023 0.042 0.044 0.061 0.053 0.012
CpREV+G 34 8070.537 7832.921 -3882.313 n/a 0.28 0.076 0.062 0.041 0.037 0.009 0.038 0.050 0.084 0.025 0.081 0.101 0.050 0.022 0.051 0.043 0.062 0.054 0.018
LG+G+l 35 8071.323 7826.727 -3878.207 0.41 0.89 0.079 0.056 0.042 0.053 0.013 0.041 0.072 0.057 0.022 0.062 0.099 0.065 0.023 0.042 0.044 0.061 0.053 0.012

CPREV+G+| 35 8073.937 7829.341 -3879.514 0.44 0.87 0.076 0.062 0.041 0.037 0.009 0.038 0.050 0.084 0.025 0.081 0.101 0.050 0.022 0.051 0.043 0.062 0.054 0.018
LG+G+I+F 54 8100.658 7723.539 -3807.400 0.39 0.76 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
LG+G+F 53 8101.584 7731.435 -3812.361 n/a 0.31 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
mMtREV24+G+| 35 8112.608 7868.012 -3898.850 0.37 0.68 0.072 0.019 0.039 0.019 0.006 0.025 0.024 0.056 0.028 0.087 0.168 0.023 0.053 0.060 0.055 0.072 0.088 0.029
mtREV24+G 34 8114.067 7876.452 -3904.078 n/a 0.30 0.072 0.019 0.039 0.019 0.006 0.025 0.024 0.056 0.028 0.087 0.168 0.023 0.053 0.060 0.055 0.072 0.088 0.029
CpREV+G+F 53 8127.233 7757.084 -3825.185 n/a 0.29 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
CPREV+G+I+F 54 8131.294 7754174 -3822.717 0.41 0.80 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
CpPREV+| 34 8131.518 7893.902 -3912.803 0.61 n/a 0.076 0.062 0.041 0.037 0.009 0.038 0.050 0.084 0.025 0.081 0.101 0.050 0.022 0.051 0.043 0.062 0.054 0.018
WAG+G+F 53 8131.577 7761.428 -3827.357 n/a 0.32 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
WAG+G+|+F 54 8132.390 7755.270 -3823.265 0.42 0.94 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
MREV+G++F 54 8136.074 7758.955 -3825.107 0.39 0.77 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025

LG+ 34 8137.179 7899.563 -3915.634 0.57 n/a 0.079 0.056 0.042 0.053 0.013 0.041 0.072 0.057 0.022 0.062 0.099 0.065 0.023 0.042 0.044 0.061 0.053 0.012
MREV+G+F 53 8137.222 7767.073 -3830.180 n/a 0.31 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
WAG+G 34 8138.832 7901.217 -3916.460 n/a 0.31 0.087 0.044 0.039 0.057 0.019 0.037 0.058 0.083 0.024 0.048 0.086 0.062 0.020 0.038 0.046 0.070 0.061 0.014
WAG+G+ 35 8139.790 7895.194 -3912.440 0.44 1.06 0.087 0.044 0.039 0.057 0.019 0.037 0.058 0.083 0.024 0.048 0.086 0.062 0.020 0.038 0.046 0.070 0.061 0.014
JTT+G 34 8142.315 7904.700 -3918.202 n/a 0.31 0.077 0.051 0.043 0.051 0.020 0.041 0.062 0.075 0.023 0.053 0.091 0.060 0.023 0.041 0.051 0.068 0.059 0.014
JTT+G+| 35 8143.105 7898.509 -3914.098 0.41 0.87 0.077 0.051 0.043 0.051 0.020 0.041 0.062 0.075 0.023 0.053 0.091 0.060 0.023 0.041 0.051 0.068 0.059 0.014
JTT+G+F 53 8154.100 7783.951 -3838.619 n/a 0.31 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
JTT+G+I+F 54 8154.326 7777.207 -3834.234 0.39 0.80 0.077 0.022 0.033 0.029 0.004 0.007 0.011 0.100 0.037 0.097 0.119 0.016 0.038 0.099 0.049 0.063 0.062 0.025
NMREV+G 34 8173.371 7935.755 -3933.730 n/a 0.31 0.065 0.045 0.038 0.042 0.011 0.061 0.061 0.064 0.027 0.068 0.102 0.075 0.015 0.029 0.068 0.049 0.062 0.025

Abreviaciones: TR: General Time heveirsible; JTT: Jones—Taonr-THorntén; rtREV: General Reverse Transcriptage; cpREV: General Reversible Chloroplast; MtREV24:
General Reversible Mitochondrial.
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100 | Shaetoceros mueler CHMWT <€—
99 Chaetoceros calcitrans CHC 1 €—

Chaetoceros sp. CHe 1 €—

37

— Skeletonema marino | KTEY 44631
100 L Thalassiosira peeudonana DCRMBEZ02.1
T Fsarmmoneis japonica MG1483359.1
93 Asterionella formosa KYD21079.1
oynedra acus GUODZ2153 1
cg Melosira undulata MG 0377281
76 Toxarium undulatum NC 0379881
Eunotia naegeli ME271846.1
100 ———— Mitzschia sp. MG1520511
Mitzschia alba MC 0377291

74

47

Mavicula ramosissima C 0313481

44 Halamphora cofteaeformis MFR37420.1

Fistulifera solaris KT363685.1

41 Berkeleya fennica NC 0261261
seb— Didyrmosphenia geminata KXB53125.1

a0

0020

Figura 29. Arbol filogenético basado en el gen COI utilizando aminoéacidos, las especies de Chaetoceros de este estudio se indican con flechas rojas.



Anexo G

99

Tabla 17. Distancias genéticas basadas en el gen COI utilizando aminodcidos .

1, Chaetoceros muelleri CHM1

2. Chaetoceros sp. CHX1

3. Asterionella formosa KY021079.1

4, Berkeleya fennica NC 0261261

5. Chaetoceros calditrans CHC1

6. Didymosphenia geminata KX889125. 1
7. Eunotia naegeli MG2718%. 1

8. Fistuifera solaris KT33589. 1

9, Halamphora coffeaeformis MF337420.1
10, Melosira undulata NC 037728.1

11, Navicula ramosissma C 031848, 1

12, Nitzschia sp. MG182051.1

13, Nitzschia alba NC 037729.1

14, Psammoneis japonica MG148339. 1

15, Skeletonema marinol KT874463. 1

16. Thalassiosira pseudonana DQ186202.1
17, Toxarium undulatum NC 037988, 1

18, Synedra acus GUO02153.1

1 2
oo

0.034
0,102
0.206
0.000
0.16
0.17%
0,168
0.197
0.163
0.21
0,159
0.137
0.07
0.07%
0.0M
0.087
0.16

0.103
0.207
0.034
0.169
0.169
0.178
0.1%
0.163
0.211
0.147
0.18
0.081
0.07
0.071
0.091
0.163

3
0.016
0.017

0.26
0.102
0.1%
0.10
0.172
0.198
0.187
0.21
0.150
0.143
0.106
0.106
0.100
0.118
0.146

4
0.027
0.027
0,08

0.206
0.106
0.207
0.135
0.183
0.242
0.1
0.23
0.19
0.204
0.1
0.24
0.22
0.251

5
0.000
0.009
0.016
0.027

0.161
0.17%
0,168
0.197
0.163
0.2
0,159
0.137
0.07
0.07%
0.07
0.087
0.162

6
0.02
0.0
0.020
0.018
0.02

0.14
0.075
0.14
0.19
0.217
0.163
0.153
0.161
0.177
0.173
0.19
0.185

1
0.024
0.024
0,023
0.08
0.024
0.022

0.164
0.234
0.228
0.2
0.17%
0.163
0.164
0.1
0,168
0.190
0.210

8
0.023
0.04
0,023
0.0
0.023
0.014
0,023

0.1%
0.203
0.207
0,168
0.155
0.164
0.175
0.11
0.157
0.19

9
0,025
0,025
0,025
0.025
0,025
0,02
0,02
0.021

0.244
0,263
0.204
0.1%
0.211
0,187
0,194
0.215
0.236

10

0.02
0023
0.025
0.030
0.02
0.0%6
0.0
0.027
0.0

0.293
0.2
0.216
0.1%
0.166
0.164
0.137
0.1%

1

0.027
0.02%
0.0%
0,023
0.027
0.027
0,031
0.027
0.030
0.0

0.171
0.10
0.203
0,215
0.212
0.213
0.24%

0.022
0.021
0,020
0.027
0.022
0.020
0,023
0.022
0.025
0.027
0,023

0.043
0.155
0,152
0.153
0.174
0,199

13

0.02
0.019
0.020
0.0
0.00
0.00
0.02
0.02
0.025
0.038
0.023
0.010

0.13
0.142
0,139
0.155
0.189

14

0.014
0.015
0.016
0.027
0.014
0.02
0,023
0.02
0.0%
0.025
0.025
0.021
0.00

0.094
0,083
0.119
0.164

15

0.013
0.013
0.017
0.027
0.013
0.04
0,04
0.04
0.04
0.023
0,027
0.0
0.020
0.015

0,009
0.109
0.167

0.012
0,013
0.017
0.027
0.012
0.023
0,023
0.04
0.04
0.023
0.0%
0,022
0.00
0.014
0,005

0.101
0.161

17

0.015
0.016
0.018
0.0
0.015
0.023
0,025
0.021
0.0%
0.0
0.0
0.02
0.021
0.017
0.017
0.016

0.145

0.021
0023
0.020
0.089
0.021
0023
0.0%
0.04
002
0.0
0.030
0.024
0.023
0.02
0.02
0.02
0020
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Tabla 18. Busqueda de modelo filogenético del marcador rbcl basado en nucleétidos.

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models

Model Parameters BIC AlCc InL (*h) +G) R fiA) fiT) fiC) fiG) HAT) HAC) HAG) nTA) NTC) NTG) HCA) rnCT) HCG) HGA) nGT) HGC)
K2+G+l 50 5464 664 5064.957 -2482.362 0.77 0.39 0.83 0.250 0.250 0.250 0.250 0.068 0.068 0.114 0.068 0.114 0.068 0.068 0.114 0.068 0.114 0.068 0.068
JC+G+I 49 5465892 5074.175 -2487.976 0.77 0.39 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
T92+G+l 51 5468.757 5061.060 -2479.409 0.77 0.39 0.84 0.264 0264 0.236 0.236 0.072 0.064 0.108 0.072 0.108 0.064 0.072 0.120 0.064 0.120 0.072 0.064
HKY+G+l 53 5469.969 5046.293 -2470.016 0.77 0.39 0.82 0.263 0.264 0.190 0.283 0.073 0.052 0.127 0.073 0.085 0.078 0.073 0.119 0.078 0.118 0.073 0.052
TNO3+G+l 54 5479.954 5048.290 -2470.009 0.77 0.39 0.82 0.263 0.264 0.190 0.283 0.073 0.052 0.128 0.073 0.084 0.078 0.073 0.116 0.078 0.119 0.073 0.052
GTR+G+l 57 5508.670 5053.040 -2469.369 0.77 0.39 0.82 0.263 0.264 0.190 0.283 0.083 0.058 0.129 0.083 0.084 0.069 0.080 0.117 0.068 0.120 0.065 0.045

K2+G 49 5525640 5133.922 -2517.849 n/a 0.05 0.81 0.250 0.250 0.250 0.250 0.069 0.069 0.112 0.069 0.112 0.069 0.069 0.112 0.069 0.112 0.069 0.069

JC+G 48 5526.749 5143.021 -2523.403 n/a 0.05 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
T92+G 50 5530.135 5130.427 -2515.097 n/a 0.05 0.82 0.264 0.264 0.236 0.236 0.072 0.065 0.106 0.072 0.106 0.065 0.072 0.119 0.065 0.119 0.072 0.065
HKY+G 52 5530.979 5115293 -2505.521 n/a 0.05 0.81 0.263 0.264 0.190 0.283 0.073 0.052 0.126 0.073 0.085 0.078 0.073 0.118 0.078 0.118 0.073 0.052
TN93+G 53 5540453 5116.777 -2505.258 n/a 0.05 0.81 0.263 0.264 0.190 0.283 0.073 0.053 0.136 0.073 0.076 0.079 0.073 0.106 0.079 0.126 0.073 0.053
GTR+G 56 5568.187 5120.545 -2504.127 n/a 0.05 0.82 0.263 0.264 0.190 0.283 0.084 0.061 0.136 0.084 0.077 0.067 0.085 0.107 0.066 0.127 0.063 0.044

K2+l 49 5802.167 5410.449 -2656.113 0.45 n/a 0.79 0.250 0.250 0.250 0.250 0.070 0.070 0.110 0.070 0.110 0.070 0.070 0.110 0.070 0.110 0.070 0.070

JC+I 48 5802.611 5418.883 -2661.335 0.45 n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
HKY+I 52 5806.973 5391.286 -2643.518 0.45 n/a 0.79 0.263 0.264 0.190 0.283 0.074 0.053 0.125 0.074 0.084 0.079 0.074 0.116 0.079 0.116 0.074 0.053

T92+| 50 5807.301 5407.593 -2653.680 0.45 n/a 0.79 0.264 0.264 0.236 0.236 0.074 0.066 0.104 0.074 0.104 0.066 0.074 0.116 0.066 0.116 0.074 0.066
TNO93+| 53 5816.456 5392.781 -2643.260 0.45 n/a 0.79 0.263 0.264 0.190 0.283 0.074 0.053 0.133 0.074 0.076 0.079 0.074 0.106 0.079 0.124 0.074 0.053
GTR+l 56 5842.011 5394.369 -2641.039 045 n/a 0.79 0.263 0.264 0.190 0.283 0.089 0.065 0.133 0.088 0.076 0.065 0.090 0.106 0.063 0.124 0.060 0.042

K2 48 5964.325 5580.597 -2742.192 n/a n/a 0.79 0.250 0.250 0.250 0.250 0.070 0.070 0.111 0.070 0.111 0.070 0.070 0.111 0.070 0.111 0.070 0.070
JC 47 5965.202 5589.464 -2747629 n/a n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
HKY 51 5969.141 5561.444 -2729601 n/a n/a 0.79 0.263 0.264 0.190 0.283 0.074 0.053 0.125 0.074 0.084 0.079 0.074 0.117 0.079 0.116 0.074 0.053
T92 49 5969.856 5578.138 -2739.957 n/a n/a 0.79 0.264 0.264 0.236 0.236 0.074 0.066 0.105 0.074 0.105 0.066 0.074 0.117 0.066 0.117 0.074 0.066

TN93 52 5978.687 5563.001 -2729.375 n/a n/a 0.79 0.263 0.264 0.190 0.283 0.074 0.053 0.132 0.074 0.077 0.079 0.074 0.107 0.079 0.123 0.074 0.053

GTR 55 6003.912 5564.259 -2726989 n/a n/a 079 0.263 0.264 0.190 0.283 0.089 0.064 0.132 0.089 0.077 0.066 0.089 0.107 0.061 0.123 0.062 0.041

Abreviaciones: TR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor.
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Tabla 19. Distancias genéticas basadas en el gen rbcL con nucleétidos.

tl2lslalsielrjelelninln/s|w i sislolals|/s|/ala|s| uls
1, Asterionelopssglacialis KC509520, e
2, Canpylosta cymbelformis HQ312467.1 0042
3, Ceratauing daemon KI958464,1 0040 0037
4, Chaetoceros caldvans CHC 1 00% 00% 0025
5, Chaetoceros calrans HQSS6826.1 00% 00% 005 0000
6, Chaetacers nueker CHM1 00% 00% 0025 0000 0000
7, Chaetoceros ueler KM202105.1 0046 0041 003 003 0033 003
8, Chaetoceros nuelristan COVPI316HQII24221 0.0% 0037 0031 0030 0030 0030 0007
9, Chaetoceros neograce ELOS0033.1 0047 0037 0035 0023 0023 0023 003 000
10, Chaetoceros radcans ABA30666.1 00% 003 0025 0023 0023 003 002 009 008
11, Chaetoceros sinplex 0958478, 1 000 003 002 0021 0021 002 002 008 009 008
12, Chaetoceros sp. CH1 004 0037 0031 003 0030 00% 0007 0005 0021 0019 0019
13, Cymatasra belgca MFOD1952. 1 00% 0009 004 0031 0031 0031 0045 008 0037 002 00% 004
14, Faglaria famelca HQ12452.1 00% 003 003 003 003 00% 002 008 004 0042 0037 0038 0047
15, Guard stiata NC 037998, 004 003 0027 003 008 003 0046 008 007 008 007 002 0038 00
16, Phaeodactyum ticomutum KY751726.1 00% 003 0031 0038 0038 0038 0048 008 000 002 004 004 002 00% 00
17, Pagogrammopss varhewrdd NCOSRO7.L 0.043 0015 004 00% 00% 00% 004 009 0092 00X 0043 0045 003 004 00% 0.048
18, Thalassiosra antarctca DQS14785.4 0043 003 0030 003 003 0034 0055 004 0045 0045 0047 0052 008 004 00% 002 002
19, Thaassosra medterranea DQ514606.1 00% 004 0030 003 0034 0034 0054 0047 0045 009 009 0050 0046 0045 00% 0021 0045 002
20, Thalasisea mnna DQS 14797, 00% 004 0023 003 003 003 0051 0045 0046 004 008 008 002 002 0027 0017 0051 003 0015
21, Thalassiosa minuscla DQS 14608, 0045 003 0031 0041 0041 0041 0054 004 0051 0051 004 0051 00% 0045 00 007 004 0013 002 009
22, Thalasiost oceanica DQS 14799, 0037 004 0031 003% 003% 00% 0046 003 008 00% 004 004 004 0050 00% 0007 0082 0I5 0I5 004 009
23, Thalassisra oceanica GU33224,1 00% 004 003 0037 0037 0037 0047 0040 0.040 007 009 004 002 0050 0037 0019 004 0016 00 005 002 001
4, Thaassosra pseudonena M O02974620. 0,092 0.041 00 0.041 0.041 0.041 0055 008 004 004 0.0 0052 0045 00% 003 005 0050 0015 0015 002 0.04 009 000
25, Thalassiosea weissogi KI9G8485.1 00% 00% 0031 003 0038 003 0043 008 0092 000 004 004 002 004 002 0000 004 002 0021 00U 00U 00U 008 0015
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Tabla 20. Busqueda de modelo filogenético de marcador rbcL basado en aminoacidos.

Table. Maximum Likelihood fits of 56 different amino acid substitution models

Model  Parameters BIC _ AlCc L (+) (+G) fA) fiR) fN) AD) AC) fQ) fE) fG) fH) Al) AL) fK) fM) AF) fP) fsS)
MREV24+G++F 68  14174.383 13603.178 6733446 0.59 0.67 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
MREV24+G+F 67  14209.529 13646.721 -6756.222 n/a 0.16 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
CPREV+G++F 68 14269447 13698.242 -6780.979 0.64 0.61 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
CPREV4+G+F 67  14280.574 13717.765 -6791.744 n/a 0.13 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
LG+G++F 68  14284.648 13713.443 -6788.579 0.39 0.30 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
LG+G+F 67  14288.924 13726.115 -6795919 n/a 0.15 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
WAG+GH+F 68  14305.167 13733.962 -6798.839 0.62 0.7 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
WAG+G+F 67  14331.671 13768.862 -6817.293 n/a 0.15 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
MREV24++F 67  14345.617 13782.808 -6824.266 0.70 n/a 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
LG+I+F 67  14407.661 13844.852 -6855.288 0.72 n/a 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
WAGH++F 67  14456.010 13893.201 -6879.462 0.72 m/a 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
RREV+G++F 68 14549.232 13978.027 -6920.871 0.60 0.74 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
JTT+G+I+F 68  14556.684 13985.479 -6924.597 0.59 0.50 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
HREV+G+F 67  14563.616 14000.807 -6933.265 n/a 0.15 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
JTT+G+F 67  14624.934 14062.125 -6963.924 n/a 0.15 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
HREV++F 67  14711.944 14149.135 -7007.429 0.71 n/a 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
JTT+HF 67  14799.735 14236.926 -7051.325 0.71 n/a 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Dayhoff+G++F 68  14817.442 14246.237 -7054.976 0.51 0.24 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Dayhoff+G+F 67 14995332 14432523 -7149.123 n/a 0.15 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
CPREV-+I+F 67  15084.313 14521504 -7193.614 037 n/a 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Dayhoff+I+F 67  15247.534 14684.725 -7275224 0.71 n/a 0.292 0.000 0.000 0.000 0.176 0.000 0.000 0.211 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Abreviaciones: TR: General Time Reversible; JTT: Jones-Taylor-Thornton; rtREV: General Reverse Transcriptase; cpREV: General Reversible Chloroplast; mtREV24:
General Reversible Mitochondrial.
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Anexo K

Eii Chaetoceros muellerii KW202105.1 7
1o0 Chaetoceros sp. CHi 1 €—

749 L Chaetoceros muellerii strain CChWMP1316 HCB 12422 1
Chaetoceros neogracile EUO30033.1
56 SETI Chaetoceros simplexKJ955479.1 Chaetoceros
Chaetoceros calcitrans CHC 1 €=—
= - }Cha etoceros calcitrans HOBSE826.1
s Chaetoceros muelleri CHi1 <— ]
Cerataulina daemon KJ353484.1  TCerataulina
E— Phae odactydumn tricornutum EY751726.1 “JPhaendactyiim
a5 | Thalagsiosira pseudonana X 0022974821 Thaassiosia
Guinardia striata NC 0379931 JGuinardia
" Campyosira cymbeliformis HA912437.1  JCampyhsra
91 r[ﬁyrﬂatusira belgica MFOD1952.1  ]Cymatosia
87 Flagiogrammopsis vanheuorckii NC 0379971 Plgiogramm opsis
| Asterionellopsis glacialis KC508520.1  Tasterionelopsis
61 L Fragilaria famelica HL912452.1  Fragilria
"

Figura 30 Arbol filogenético basado en el marcador rbcl con aminoéacidos, las especies de Chaetoceros de este estudio se indican con flechas rojas.
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Anexo L

Tabla 21. Distancias genéticas basadas en el marcador rbcL con aminoacidos.

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 1 12 1B ¥4 15 B 17 B /W A A n B U 5B

1, Asteronellopss lacias KCS03520.1 m

2. Campylosira cymbeliformis HQ912487.1 0.064

3, Ceratauina daemon K1956464.1 0071 00%2

4, Chaetoceros cakdrans CHC 0071 003 0038

5, Chaetoceros calirans HQ§56826. 1 0071 003 00% 0.00

6. Chaetoceros mueler CHM1 0071 003 003% 0.000 0.000

7, Chaetoceros mueler KM202105.1 0085 0061 005 0051 0051 0.051

8, Chaetoceros mueleri stran COMPIBIGHQIIZ422.1 0.075 0.056 0.08 0.04% 004 0.0% 0012

9, Chaetoceros neogracie ELO90033. 1 0081 0059 0053 00% 0.0% 0.0% 004 0.0%

10, Chaetocerosradcans AB430666.1 0071 0051 004 0033 0033 003 004 0035 0031

11, Chaetoceros sinpex KI953475.1 0062 0057 00% 0031 0.031 0031 0041 00% 0031 0.033

12, Chaetoceros p, CH1 0081 00% 004 004 004 004 0011 0009 003 0035 0.0%

13, Cymatosra belgca MFO01952. 1 0073 0021 0066 00% 003 00X 00689 005 0054 0082 0.057 0.067

14, Fraglari famelica HQ912452.1 008 0052 0047 0057 0057 0057 0074 00M 0075 0072 0.067 0069 0071

15, Guinarca siata NC 037698, 1 0074 0041 0049 0041 0.041 0.041 0065 0055 0054 0.0% 0.057 0057 004 0.04%

16, Phaeodactyum ticormutum KY751726.1 0068 0057 0052 005 0054 005 0065 0057 0062 0.064 0.063 0.050 0060 0069 0.050

17, Pagiogrammopsis varhewrcNC 039971 0065 0031 007 0.047 0.047 0.047 0077 0067 0062 0.057 001 0072 0023 0068 0.04 0.089

18, Thalassiosra antarchea DQS14785.1 007% 005 0050 005 0054 005 008 0075 0068 0062 0.075 0080 0057 0062 0.041 008 0.0%

19, Thalassiosa meditrranea DQ514806. 1 0071 0064 00% 0055 0055 0055 0080 007 0069 0.061 0.0% 0084 0065 0072 0060 0.03% 0.062 0089

20, Thalassiosra minina DQ514797. 1 0071 0064 009 0057 0.057 0057 0083 007 007 0064 0.062 0077 0062 0067 0.04 0.0% 007 0023 008

21, Thalassosra minusca DQS 14609, 007% 0061 0052 0064 0.064 0064 0083 007 007 0075 0.0% 0.07% 0064 0057 0051 0.0% 0073 0023 003 001
22, Thalassosra oceanica DQS14799.1 0063 0.06¢ 0054 D0 008 008 0074 0064 005 0051 0.064 0069 0.062 0075 0.0 0.031 0.0 008 002 0023 0.033
23, Thalassiosra oceanica GU323224.1 0065 0067 00% 0061 0.061 0.061 0.077 0066 0062 0.053 0.066 0071 0065 0.077 0.061 0.033 0061 000 002 0.0% 0.035 0002

24, Thalassiosra pseudanana XM 0022974821 0073 0081 0049 0061 0061 00561 0087 0077 0072 0064 0075 0.082 0068 0067 0054 0.028 0074 0024 0026 0016 0021 008 0031
25, Thalassiosira weissflogi K1958485. 1 0068 0057 0.052 0054 0054 0054 0.065 0057 0062 0.064 0063 0060 0.060 0.069 0050 0000 0.069 0.038 0036 0026 0026 0031 0033 0.028
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Tabla 22. Busqueda de arbol filogenético basado en el marcador psbA con nucleétidos.

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC AlCc InL (+) (+G) R flA) fiT) AC) AG) r(AT) dAC) rfAG) rTA) rTC) r(TG) rCA) rlCT) rlCG) r(GA) r(GT) r(GC)
JC+G+| 33 3173.224 2928982 -1431.398 0.80 057 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K2+G+| 34 3182.151 2930513 -1431.158 0.80 0.57 0.36 0.250 0.250 0.250 0.250 0.092 0.092 0.067 0.092 0.067 0.092 0.092 0.067 0.092 0.067 0.092 0.092
HKY +G+| 37 3182.799 2908976 -1417.372 0.80 0.57 0.37 0.228 0.322 0.190 0.260 0.117 0.069 0.072 0.082 0.053 0.094 0.082 0.089 0.094 0.063 0.117 0.069
T92+G+l 35 3183.171 2924137 -1426.965 0.80 057 0.36 0.275 0.275 0.225 0.225 0.101 0.082 0.060 0.101 0.060 0.082 0.101 0.074 0.082 0.074 0.101 0.082

JC+G 32 3186.231 2949.385 -1442605 n/a 0.05 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
TNO3+G+| 38 3190.325 2909.108 -1416.432 0.80 058 0.36 0.228 0.322 0.190 0.260 0.118 0.069 0.097 0.083 0.033 0.095 0.083 0.055 0.095 0.085 0.118 0.069
K2+G 33 3194365 2950.123 -1441969 n/a 0.05 0.37 0.250 0.250 0.250 0.250 0.092 0.092 0.067 0.092 0.067 0.092 0.092 0.067 0.092 0.067 0.092 0.092

GTR+G+| 41 3194406 2891.007 -1404.361 0.80 056 0.36 0.228 0.322 0.190 0.260 0.176 0.002 0.097 0.125 0.033 0.047 0.002 0.056 0.183 0.085 0.059 0.134
HKY+G 36 3195550 2929122 -1428.451 n/a 0.05 0.37 0.228 0322 0.190 0.260 0.117 0.069 0.072 0.082 0.053 0.094 0.082 0.089 0.094 0.063 0.117 0.069
T92+G 34 3195994 2944 356 -1438.080 n/a 0.05 0.36 0275 0275 0225 0.225 0.101 0.082 0.060 0.101 0.060 0.082 0.101 0.074 0.082 0.074 0.101 0.082
TNO93+G 37 3202070 2928247 -1427.008 nfa 0.05 0.36 0.228 0322 0.190 0.260 0.117 0.069 0.102 0.083 0.030 0.095 0.083 0.051 0.095 0.090 0.117 0.069
GTR+G 40 3206.378 2910372 -1415.051 n/a 0.05 0.37 0.228 0322 0.190 0.260 0.176 0.004 0.103 0.124 0.030 0.049 0.005 0.051 0.177 0.091 0.060 0.129

JC+ 32 3215764 2978918 -1457.372 047 nfa 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K2+ 33 3223877 2979634 -1456.725 047 n/a 0.37 0250 0250 0.250 0.250 0.091 0.091 0.067 0.091 0.067 0.091 0.091 0.067 0.091 0.067 0.091 0.091
HKY +| 36 3224922 2958.493 -1443.137 047 n/a 0.37 0228 0322 0.190 0.260 0.117 0.069 0.072 0.082 0.052 0.094 0.082 0.089 0.094 0.063 0.117 0.069
T92+| 34 3225376 2973738 -1452771 047 nfa 0.37 0275 0275 0.225 0.225 0.100 0.082 0.061 0.100 0.061 0.082 0.100 0.074 0.082 0.074 0.100 0.082
TNO3+I 37 3230531 2956.708 -1441.238 047 n/a 0.37 0228 0322 0.190 0.260 0.117 0.069 0.105 0.083 0.029 0.094 0.083 0.049 0.094 0.092 0.117 0.069
GTR+l 40 3235427 2939422 -1429576 047 n/a 0.37 0228 0322 0.190 0.260 0.171 0.007 0.106 0.121 0.029 0.051 0.008 0.049 0.175 0.093 0.063 0.128
Jc 31 3239.295 3009.845 -1473.841 nfa nfa 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K2 32 3247399 3010553 -1473.189 nfa n/a 037 0250 0250 0250 0.250 0.091 0.091 0.067 0.091 0.067 0.091 0.091 0.067 0.091 0.067 0.091 0.091
HKY 35 3248412 2989378 -1459585 nfa n/fa 0.37 0228 0322 0.190 0.260 0.117 0.069 0.072 0.083 0.052 0.094 0.083 0.089 0.094 0.063 0.117 0.069
T92 33 3248 867 3004624 -1469.220 nfa n/a 037 0275 0275 0225 0225 0.100 0.082 0.061 0.100 0.061 0.082 0.100 0.074 0.082 0.074 0.100 0.082
TN93 36 3253825 2987.396 -1457.588 nfa nfa 0.37 0228 0322 0.190 0.260 0.117 0.069 0.106 0.083 0.029 0.094 0.083 0.048 0.094 0.093 0.117 0.069
GTR 39 3258835 2970223 -1445983 nfa nfa 0.37 0.228 0322 0.190 0.260 0.170 0.007 0.106 0.120 0.029 0.051 0.009 0.048 0.175 0.093 0.063 0.128

Abreviaciones: TR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor
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Tabla 23. Distancias genéticas basadas en el marcador psbA con nucleétidos.

1 2
B oo

1, Chaetoceros muelleri CHM1
2, Chaetoceros caldtrans CHC1 0,000
3, Thalassiosira pseudonana EF06782L.1  0.008
4, Thalassiosrra oceanica GLU323224.1 0.019
5. Asterionelopsis glacialis KC509520.1 0.016
6. Leptocylindrus danicus KC509524.1 0.006
7. Lithodesmium undulatum KC509525.1  0.007
8, Chaetoceros simplex K1958479., 1 0,003
9, Cydotela sp. K1958480. 1 0.008
10, Thalassiosira weissflogi k1958485, 0.014
11, Phaeodactylm tricornutum KY751725.1  0.013
12, Nitzschia palea MH 1138111 0.017
13, Rhizosolenia setigera NC 037996, 1 0.004

14, Plagiogrammapsis vanheurcki NC 037997 0,011
15, Guinardia striata NC 037998, 1 0.007
16, Chaetoceros sp, CHX1 0.02

17, Cydotella pseudosteligeraNC 038005.1 0,008

0,008
0.019
0.016
0.006
0.007
0.003
0.008
0.014
0.013
0.017
0.004
0.011
0.007
0.022
0.008

3
0.003
0,003

0.010
0.025
0.011
0,010
0.011
0.000
0.006
0.0
0,023
0.007
0.014
0,010
0,025
0.000

4
0.003
0.005
0.003

0.0
0.022
0,02
0.02
0.010
0.013
0.0%
0.0%
0.017
0.018
0,02
0,09
0.010

5
0.004
0.004
0,006
0.006

0.013
0,016
0.019
0.025
0.028
0,023
0.019
0.020
0.013
0.00
0,032
0.025

0.003
0.003
0,004
0.005
0.004

0,006
0,008
0.011
0.017
0.016
0.017
0.010
0,008
0.010
0.025
0.011

0.003
0.003
0,004
0.00
0.004
0.003

0.010
0.010
0.016
0,019
0.023
0.006
0.006
0,007
0,09
0.010

0.002
0.002
0.004
0,005
0.005
0.003
0.004

0.011
0.017
0.016
0,02
0.007
0.014
0.010
0.019
0.011

0.003
0.003
0,000
0.003
0.006
0.004
0,004
0.004

0.006
0.09
0.023
0.007
0.014
0.010
0.025
0.000

10

0.004
0,004
0,003
0,004
0.006
0,005
0,004
0.005
0.003

0,02
0.0
0.013
0.017
0,013
0,025
0.006

1

0.004
0.004
0,005
0.006
0.006
0.004
0,005
0.005
0.005
0.005

0.016
0.017
0.019
0.017
0.032
0.019

12

0.005
0,005
0,006
0.006
0.005
0.005
0,005
0.005
0.006
0.006
0,005

0.02
0.020
0,02
0,031
0.023

13

0.002
0.002
0.003
0.005
0.005
0.004
0.003
0.003
0.003
0.004
0.005
0.005

0.010
0.003
0.0
0.007

14

0.004
0.004
0,004
0.005
0.004
0.003
0,003
0.004
0.004
0.004
0,005
0.005
0.003

0.010
0.028
0.014

0,003
0,003
0,004
0.005
0.005
0,004
0,003
0,004
0,004
0,004
0,005
0.005
0.002
0,003

0,026
0.010

16

0.005
0.005
0,005
0.006
0.007
0.005
0,006
0.005
0.005
0.006
0,007
0.006
0.006
0.006
0,006

0.0%5

17

0.003
0.003
0,000
0.003
0.006
0.004
0,004
0.004
0.000
0.003
0,005
0.006
0.003
0.004
0,004
0,005
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Tabla 24. Busqueda de arbol filogenético basado en el marcador psbA con aminodcidos.

Table. Maximum Likelihood fits of 56 different amino acid substitution models

Model  Parameters BIC _ AlCc _ InL _ (+) (+G) fiA) AR) AN) AD) AC) AQ) AE) AG) AH) Al) AL) AK) AM) AF) AP) AS) AT AW)
CPREV+G 32 2894376 2679.885 -1307.768 n/a 0.08 0.076 0.062 0.041 0.037 0.009 0.038 0.050 0.084 0.025 0.081 0.101 0.050 0.022 0.051 0.043 0.062 0.054 0.018
CPREV+G+] 33 2903.364 2682181 -1307.905 0.66 0.69 0.076 0.062 0.041 0.037 0.009 0.038 0.050 0.084 0.025 0.081 0.101 0.050 0.022 0.051 0.043 0.062 0.054 0.018

cPREV 31 2905.684 2697.886 -1317.779 n/a n/a 0.076 0.062 0.041 0.037 0.009 0.038 0.050 0.084 0.025 0.081 0.101 0.050 0.022 0.051 0.043 0.062 0.054 0.018
CPREV:+ 32 2906.370 2691879 -1313.765 046 n/a 0076 0.062 0.041 0.037 0.009 0.038 0.050 0.084 0.025 0.081 0.101 0.050 0.022 0.051 0.043 0.062 0.054 0.018
MREV24+G 32 2918227 2703736 -1319.693 n/a 0.1 0.072 0.019 0.039 0.019 0.006 0.025 0.024 0.056 0.028 0.087 0.168 0.023 0.053 0.060 0.055 0.072 0.088 0.029
MIREV24+G+] 33 2925586 2704.403 -1319.016 0.62 0.70 0.072 0.019 0.039 0.019 0.006 0.025 0.024 0.056 0.028 0.087 0.168 0.023 0.053 0.060 0.055 0.072 0.088 0.029
LG+G 32 2926501 2712010 -1323.831 n/a 0.09 0.079 0.056 0.042 0.053 0.013 0.041 0.072 0.057 0.022 0.062 0.099 0.065 0.023 0.042 0.044 0.061 0.053 0.012
MREV24+] 32 2027.708 2713217 -1324.434 046 n/a 0.072 0.019 0.039 0.019 0.006 0.025 0.024 0.056 0.028 0.087 0.168 0.023 0.053 0.060 0.055 0.072 0.088 0.029
MREV24 31 2929360 2721561 -1329617 na n/a 0.072 0.019 0.039 0.019 0.006 0.025 0.024 0.056 0.028 0.087 0.168 0.023 0.053 0.060 0.055 0.072 0.088 0.029
JTT+G 32 2929812 2715321 -1325486 n/a 0.07 0.077 0.051 0.043 0.051 0.020 0.041 0.062 0.075 0.023 0.053 0.091 0.060 0.023 0.041 0.051 0.068 0.059 0.014
LG+G+ 33 2932.148 2710.966 -1322.297 0.65 0.71 0.079 0.056 0.042 0.053 0.013 0.041 0.072 0.057 0.022 0.062 0.099 0.065 0.023 0.042 0.044 0.061 0.053 0.012
WAG+G 32 2933212 2718721 -1327.186 n/a 0.06 0.087 0.044 0.039 0.057 0.019 0.037 0.058 0.083 0.024 0.048 0.086 0.062 0.020 0.038 0.046 0.070 0.061 0.014
LG+ 32 2934912 2720421 -1328.036 0.46 n/a 0.079 0.056 0.042 0.053 0.013 0.041 0.072 0.057 0.022 0.062 0.099 0.065 0.023 0.042 0.044 0.061 0.053 0.012
JTT+G+ 33 2935170 2713.987 -1323.808 0.66 0.70 0.077 0.051 0.043 0.051 0.020 0.041 0.062 0.075 0.023 0.053 0.091 0.060 0.023 0.041 0.051 0.068 0.059 0.014
LG 31 2936411 2728612 -1333.142 n/a n/a 0.079 0.056 0.042 0.053 0.013 0.041 0.072 0.057 0.022 0.062 0.099 0.065 0.023 0.042 0.044 0.061 0.053 0.012
JTT+ 32 2938.992 2724501 -1330.076 0.46 n/a 0.077 0.051 0.043 0.051 0.020 0.041 0.062 0.075 0.023 0.053 0.091 0.060 0.023 0.041 0.051 0.068 0.059 0.014
WAG+G+| 33 2940111 2718.928 -1326.279 0.67 0.71 0.087 0.044 0.039 0.057 0.019 0.037 0.058 0.083 0.024 0.048 0.086 0.062 0.020 0.038 0.046 0.070 0.061 0.014
JTT 31 2941045 2733247 1335460 n/a n/a 0.077 0.051 0.043 0.051 0.020 0.041 0.062 0.075 0.023 0.053 0.091 0.060 0.023 0.041 0.051 0.068 0.059 0.014
WAGH 32 2044112 2729621 -1332636 046 n/a 0.087 0.044 0.039 0.057 0.019 0.037 0.058 0.083 0.024 0.048 0.086 0.062 0.020 0.038 0.046 0.070 0.061 0.014
WAG 31 2045878 2738.080 -1337.876 n/a n/a 0.087 0.044 0.039 0.057 0.019 0.037 0.058 0.083 0.024 0.048 0.086 0.062 0.020 0.038 0.046 0.070 0.061 0.014
HREV+G 32 2966.802 2752311 -1343.981 n/a 0.08 0.065 0.045 0.038 0.042 0.011 0.061 0.061 0.064 0.027 0.068 0.102 0.075 0.015 0.029 0.068 0.049 0.062 0.025
Dayhoff+G 32 2969628 2755137 -1345394 n/a 0.06 0.087 0.041 0.040 0.047 0.034 0.038 0.050 0.089 0.034 0.037 0.085 0.081 0.015 0.040 0.051 0.070 0.059 0.011
HREV+G+] 33 2073.923 2752740 -1343.185 0.65 0.73 0.065 0.045 0.038 0.042 0.011 0.061 0.061 0.064 0.027 0.068 0.102 0.075 0.015 0.029 0.068 0.049 0.062 0.025

Abreviaciones: TR: General Time Reversible; JTT: Jones-Taylor-Thornton; rtREV: General Reverse Transcriptase; cpREV: General Reversible Chloroplast;
Reversible Mitochondrial.

mtREV24: General
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Anexo P

g7 (Asterionellopsis glacialis KCS09520.1  asteriondopsis
34_|—‘r Flagiogrammaopsisvanheurckii MC 037937 Plagiogrammopsis
S0 Leptocylindrus danicus KCS09524.1  JLeptocyindrus
2z —— Lithodesmium undulatum KC509525.1  Lithodesmiom
Phaeodactyum tricamutum kY751725.1 JPhasodactylum
73 Mitzschia palea WMH113311.1  Tnitzschia
Fhizosolenia setigera NC 037396.1  Rhiznsolenia
Guinardia striata NC 0379981 Jeunadia
Chaetoceros simple x KJ358479.1
Chaetoceros mueler CHW € Chastaceros
Chaetoceros calcitrans CHC 1 €=

Chaetoceros sp. CHY 1 €= chastaceras
Thalassiosira weissflogil KJ958485.1  ]Thdassiosia

&80
p Cyclotella sp. KJ958480.1  ]Cyclatela
az Cyclotella pseudosteligera MNC 0380051 ] Cychotdla
sc| Thalassiosira pgeudonana EFOE7E21 1
Thdassiosia

35 Thalagsiosira oceanica GLE232241
—
Qmzo

Figura 31. Arbol filogenético basado en el marcador psbA con aminodcidos, las especies de Chaetoceros de este estudio se indican con flechas rojas.
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Anexo Q
Tabla 25. Distancias genéticas basadas en el marcador molecular psbA con aminoacidos.

1 2 3 4 5 & 7 & 9 0w u 2 B3 uw v v 0
1, Chaetoceros mueleri CHM1 - 0.000 0.009 0.000 0.006 0.007 0.004 0005 0.004 0.006 0009 0.008 0.007 0003 0.005 0.005 0.006
2, Chaetoceros caldtrans CHC1 0.000 0,009 0,000 0.006 0.007 0004 0.005 0004 0.006 0009 0.008 0,007 0003 0.005 0.005 0.006
3, Chaetoceros sp. CHX1 0.08 008 0.008 0010 0011 0010 0010 0010 0010 0010 0012 0011 0008 0010 0010 0.010
4, Chaetoceros smplex K1958479. 1 0.000 0.000 0.029 0.006 0.007 0.004 0005 0.004 0006 0009 0008 0.007 0003 0.005 0.005 0.006
5, Thalassiosira pseudonana EF067921.1  0.014 0.014 0.032 0.014 0.004 0.007 0.007 0.007 0.000 0006 0009 0.008 0.007 0.008 0.008 0.000
6, Thalassiosira oceanica GU323224.1 0.020 0020 008 0020 0.006 0.008 0.008 0.008 0.004 0008 0.010 0.009 0008 0.009 0.009 0.004
7. Asterionelopsis glacialis KC509520. 1 0.006 0.006 0035 0006 0.020 0.0% 0.003 0.003 0007 0010 0.008 0008 0005 0003 0.005 0.007
8, Leptocylindrus danicus KC509524, 1 0.009 0.009 0032 0009 0017 0023 0,003 0.004 0.007 0009 0009 0.007 0006 0.004 0.005 0.007
9, Lithodesmium undulatum KC509525.1 0.006 0.006 0.035 0.006 0.020 002 0003 0.006 0.007 0.010 0.008 0.008 0.005 0.004 0.005 0.007
10, Cydotella sp. K958480.1 0.014 0014 0032 0014 0.000 0.006 0020 0017 0.00 0.006 0.003 0008 0.007 0.008 0.008 0.000
11, Thalassiosira weissflogi K1958485. 1 008 008 0034 008 0014 0020 0035 0032 0035 004 0010 0011 0009 0010 0009 0.006
12. Phaeodactylum tricornubum KY751725.1  0.023 0,023 0.052 0.023 0032 0038 0023 00% 0026 0032 0.041 0.009 0.008 0.009 0.009 0.009
13, Nitzschia palea MH113811.1 0020 0020 0043 0020 0029 0035 0020 0017 0023 0029 0043 0.02% 0.008 0.008 0.008 0.008
14, Rhizosolenia setigera NC 0379961 0.003 0.003 0.031 0003 0017 0023 0009 0011 0009 0017 0031 0026 0023 0.006 0.004 0.007
15, Plagiogrammopsis vanheurddi NC 037997 0,009 0.009 0.038 0009 0.023 002 0003 0.006 0006 0023 0.038 00% 0023 001 0,005 0.008
16, Guinardia striata NC 0379981 0.008 0.008 0031 0008 0.023 0029 0009 0011 0011 0023 0031 0026 002 0006 00U 0,008
17, Cycotella pseudosteligera NC 0380051 0.014 0.014 0032 0.014 0.000 0006 0020 0017 0020 0000 0.014 0032 009 0017 0023 0023
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Anexo R

Tabla 26. Busqueda de modelo filogenético del marcador 18S basado en nucleétidos.

Tab|e; Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC AlCc InL (#) (#*G) R flA) fiT) AC) AG) rAT) HAC) HAG) HTA) HTC) HTG) rCA) HCT) HCG) HGA) HGT) HGC)

TN93+G 49 11994.351 11581.532 -5741.693 n/a 0.20 1.43 0.264 0.274 0.194 0.269 0.055 0.039 0.118 0.053 0.149 0.054 0.053 0.211 0.054 0.116 0.055 0.039
T92+G 46 11994.613 11607.061 -5757.466 n/a 0.19 142 0.269 0.269 0.231 0.231 0.055 0.048 0.136 0.055 0.136 0.048 0.055 0.158 0.048 0.158 0.055 0.048
K2+G 45 12002.896 11623.766 -5766.822 n/a 0.19 1.41 0.250 0.250 0.250 0.250 0.052 0.052 0.146 0.052 0.146 0.052 0.052 0.146 0.052 0.146 0.052 0.052
TN93+G+| 50 12003.443 11582.202 -5741.026 0.23 0.32 1.44 0.264 0.274 0.194 0.269 0.055 0.039 0.117 0.053 0.151 0.054 0.053 0.214 0.054 0.115 0.055 0.039
T92+G+l 47 12004.610 11608.635 -5757.251 0.12 0.24 1.42 0.269 0.269 0.231 0.231 0.055 0.048 0.136 0.055 0.136 0.048 0.055 0.158 0.048 0.158 0.055 0.048
HKY+G 48 12004.836 11600.439 -5752.150 n/a 0.19 1.45 0.264 0.274 0.194 0.269 0.056 0.039 0.160 0.054 0.115 0.055 0.054 0.162 0.055 0.156 0.056 0.039
HKY+G+l 49 12012.604 11599.786 -5750.820 0.15 0.26 1.46 0.264 0.274 0.194 0.269 0.056 0.039 0.160 0.054 0.115 0.055 0.054 0.163 0.055 0.157 0.056 0.039
K2+G+l 46 12012.716 11625.164 -5766.518 0.15 0.26 1.42 0.250 0.250 0.250 0.250 0.052 0.052 0.147 0.052 0.147 0.052 0.052 0.147 0.052 0.147 0.052 0.052
GTR+G 52 12024.506 11586.422 -5741.129 n/a 0.20 1.43 0.264 0.274 0.194 0.269 0.065 0.035 0.119 0.062 0.150 0.057 0.048 0.212 0.045 0.117 0.058 0.033
GTR+G+l 53 12031.604 11585.098 -5739.464 0.26 0.34 1.44 0.264 0.274 0.194 0.269 0.065 0.035 0.118 0.063 0.151 0.056 0.048 0.214 0.045 0.116 0.057 0.032

JC+G 44 12150.991 11780.284 -5846.083 n/a 0.20 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
JC+G+l 45 12161.182 11782.052 -5845.965 0.09 0.24 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
TNO3+| 49 12243 468 11830.650 -5866.252 0.37 n/a 1.33 0.264 0.274 0.194 0.269 0.058 0.041 0.111 0.056 0.148 0.057 0.056 0.210 0.057 0.109 0.058 0.041
T92+ 46 12250.100 11862.548 -5885.210 0.37 n/a 1.32 0.269 0.269 0.231 0.231 0.058 0.050 0.132 0.058 0.132 0.050 0.058 0.153 0.050 0.153 0.058 0.050
K2+l 45 12257.317 11878.188 -5894.032 0.37 n/a 1.31 0.250 0.250 0.250 0.250 0.054 0.054 0.142 0.054 0.142 0.054 0.054 0.142 0.054 0.142 0.054 0.054
HKY+ 48 12261.659 11857.263 -5880.562 0.37 n/a 1.33 0.264 0.274 0.194 0.269 0.059 0.041 0.154 0.057 0.111 0.058 0.057 0.156 0.058 0.151 0.059 0.041
GTR+ 52 12270.723 11832.639 -5864.238 0.37 n/a 1.33 0.264 0.274 0.194 0.269 0.067 0.036 0.112 0.065 0.149 0.060 0.049 0.210 0.048 0.109 0.061 0.034
JC+ 44 12395.683 12024.975 -5968.429 0.37 n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
TN93 48 12535.224 12130.827 -6017.344 n/a n/a 128 0.264 0.274 0.194 0.269 0.059 0.042 0.112 0.057 0.144 0.058 0.057 0.203 0.058 0.110 0.059 0.042
T92 45 12543.023 12163.893 -6036.885 n/a n/a 1.28 0.269 0.269 0.231 0.231 0.059 0.051 0.130 0.059 0.130 0.051 0.059 0.151 0.051 0.151 0.059 0.051
K2 RE 12548.907 12178.200 -6045.041 n/a n/a 1.28 0.250 0.250 0.250 0.250 0.055 0.055 0.140 0.055 0.140 0.055 0.055 0.140 0.055 0.140 0.055 0.055
HKY 47 12556.179 12160.205 -6033.036 n/a n/a 1.28 0.264 0.274 0.194 0.269 0.060 0.042 0.151 0.058 0.109 0.059 0.058 0.154 0.059 0.148 0.060 0.042
GTR 51 12560.992 12131.330 -6014.586 n/a n/a 1.28 0.264 0.274 0.194 0.269 0.069 0.036 0.113 0.067 0.144 0.062 0.049 0.204 0.048 0.110 0.063 0.034
JC 43 12683.834 12321.549 -6117.719 n/a n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083

Abreviacion: TR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor
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Anexo S

Tabla 27. Distancias genéticas basadas en el marcador 18S con nucledtidos.

i 2 ¥y 4 §5 & 7 &8 9 0 U B B ¥ B B U B B A A 2 B
1 Aserionelopss gl HOS 1264, [
2 Chaetoceros cunvsetus AY229895.1 0,105
3, Chaetoceros debiis AY2298%, § 0.405 0.001
4, Chaetoceros caldtans AY485449, 1 0125 0.0% 0.0%
5 Chaeoceos clcrans . puriks s COPLBISARS894.1 0.5 0098 0098 0000
6, Chaeloceros mueer AVG25996 0I4 0006 0005 00% 00%
7, Chastoceros caldirans CHC1 0.1% 0097 0087 0001 0.001 0.0%
8, Chaeloceos uelr G 0% 009 0097 000 0001 00% 000
9, Chaetoceros s, CHI1 005 0006 0006 0.00 0100 008 0058 0%
1, Cycotel cryptca FROGSS L4 0BG 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.6 0146 0.4
1, Cycotel peuoteera L3745, 087 0415 045 017 017 0107 0B 0.0B 017 006
12.Cycotela . 137420, 097 05 0115 0.3 0.5 018 0.8 03 018 004 00N
13, Chaeocros p, DQBAIS. 04 008 008 0015 005 0.0 006 0006 001 04 0% 0%
14, Chaehoceos 9, FF4TTA 0I5 008 00 0000 00N 00 000 0L 000 045 0137 0137 0005
15, Chaeucros eograc ELOODL2. 019 000 009 09 08 004 0.8 0.8 004 014 017 018 042 0.8
16, Gunardla striata KT861015.1 0110 042 012 0137 0137 0120 0438 0438 0123 0114 015 0415 0.4% 0137 0.1%
{7 Chaelceos mueestan COPSSHQOIZSSR.. 004 0006 0005 0059 00 0000 0088 0038 0008 035 047 0.8 0.00 00 004 0.
1, Chaeoceres racks U733, 0B 0006 005 0.0 0.0 001 0% 0% 0003 0% 049 040 001 0400 0085 0.5 000
1, Ntzscha paea AJBTOL 0S5 005 005 042 042 007 01Z 0.3 0.6 005 00 00% 043 012 01 015 0.7 0.9
20, Phasodactylum ticomutum FRASS506, 1 0054 0106 0116 013 013 0155 0.4 0.4 0088 0089 013 0483 0% 0% 013 0 015 0120 0083
21, st segera FROGSS 6.1 06 065 0166 0.2 0.7 065 0.7 07 06 OM1 05 0% 004 02 065 0095 0165 0167 0.4 0152
20 Thdsssra peudorane ESRSL27.1 065 0127 0.7 019 010 0.7 016 018 09 000 00V 00B 01 0192 0T OIS 07 050 001 0IR 014
23, Thalassiosia weissfogi KY399778.1 0082 0415 0115 0133 0133 0115 043 043 0415 0042 003 00M 0437 043 042 0109 015 0117 0091 0408 0.435 0.0%
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Anexo T

1.

Protocolo de extraccion de ADN de microalgas Chaetoceros

Obtencién de muestra
1.1 Agregar 20 ml de cultivo de microalga en fase temprana exponencial (tercer dia de cultivo)
en un tubo Falcon de 50 ml.
1.2 Centrifugar a 1139 x g (2,500 rpm) durante 20 min a 4 °C.
1.3 Desechar el sobrenadante.
1.4 Depositar la muestra proveniente de tubos Falcon de 50 ml en un tubo Eppendorf de 1.7 ml.
1.5 Centrifugar durante 1 min a 5,900 x g (8,000 rpm).
1.6 Descartar el sobrenadante resultante.

Pretratamiento de muestra
2.1 Agregar 200 pl de PBS 1X (137 mM NaCl, 10 mM fosfato, 2.7 mM KCI; pH 7.4)
2.2 Centrifugar las muestras durante 1 min a 5,900 x g (8,000 rpm).
2.3 Agregar 20 pl de proteinasa K (20 mg ml™) e incubar las muestras a 56 °C durante 15 min.

Adicionar 200 pl de amortiguador AL del kit DNeasy. Mezclar cuidadosamente (no vortex) e
incubar a 56 °C durante 10 minutos.

Agregar 200 pl de etanol (96-100 %) a la muestra y mezclar cuidadosamente (no vortex).

Pipetear la mezcla del paso 3 (~ 620 pl ) en la columna de DNeasy Mini colocada en un tubo de
recoleccion de 2 ml. Centrifugar a 5,900 x g 8000 rpm durante 1 min (Desechar tubo de
recoleccion).

Colocar la columna de centrifugado DNeasy Mini en un nuevo tubo de recoleccién de 2ml, agregar
500 pl de amortiguador AW1 y centrifugar durante 1 min a 5,900 x g (8,000 rpm). Desechar tubo
de recoleccion).

Colocar la columna de centrifugado DNeasy Mini en un nuevo tubo de recoleccién de 2ml, agregar
500 pl de amortiguador AW2 y centrifugar durante 3 min a 13,400 x g (12,000 rpm). (Desechar
tubo de recoleccion).

Colocar la columna de centrifugado DNeasy Mini en un tubo Eppendorf de 1.7 ml. previamente
esterilizado y agregar 75 ul de amortiguador AE a 60 °C directamente sobre la membrana DNeasy.
Incubar a temperatura ambiente durante 3-5 min y centrifugar durante 1 min a 5,900 x g (8,000
rpm). Después de centrifugar, nuevamente agregar 75 pl de amortiguador AE a 60 °Cdirectamente
sobre la membrana DNeasy. Incubar a temperatura ambiente durante 3-5 min y centrifugar
durante 1.5 min a 9,300 x g (10,000 rpm). (Se utiliza el mismo tubo que el paso anterior).
Finalmente agregar ~8 ul de RNasa (30 mg ml) e incubar a 37 °C durante 40 min. Posterior a esto
guardar muestras a -20 °C hasta su siguiente uso.

Recomendaciones:

Utilizar solo muestras de cultivo de ~20 ml.

El manejo de las muestras debe ser estrictamente cuidadoso (manipulara 4 °C).
La centrifugacion se realiza a temperatura ambiente.



