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RESUMEN

Didymosphenia geminata, mas conocida como Didymo o moco de roca, es una microalga
invasiva de agua dulce, endémica de las regiones polares del hemisferio Norte. La distribucion
original de esta especie corresponde a aguas continentales de la region templada fria, boreal y

alpina, incluyendo rios de Europa, Asia y América del Norte.

Didymo fue recientemente introducido en Nueva Zelanda en el afio 2004 en el rio Waiau,
donde en menos de 18 meses se propago a 12 rios de la Isla del Sur, formando grandes
floraciones, las que se han mantenido hasta el presente afio. Otros paises recientemente invadidos
son Argentina y Chile (2010) en donde este Gltimo destaca, una masiva floracion en la cuenca del
Futaleuf(, Region de los Lagos. Invasién que hasta el presente afio (2015) sobrepasa los 3000 km

en extension.

La diversidad genética que existe en las muestras establecidas en Chile y sus relaciones
filogenéticas con otras muestras de Didymo del mundo es la informacién clave para el desarrollo

de cualquier estrategia de control y manejo de esta especie invasora.

Con el objetivo de avanzar en el conocimiento del proceso de invasion de la especie y
especificamente de evaluar el estatus genético y la diversidad genética en las muestras de Chile,
en esta tesis se utilizaron dos marcadores moleculares: el gen plastidial Rubisco; Ribulosa 1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa subunidad 1 (Rbcl) y el gen nuclear SSU; subunidad pequefia del
ribosoma (18S) rRNA, los cuales permitiran reconstruir las relaciones filogenéticas de Didymo y

caracterizar genéticamente las muestras recientemente establecidas en Chile.

Los resultados confirman que la especie Chilena corresponde al género Didymosphenia.
Para el gen 18S no se detectaron sitios polimérficos entre las muestras chilenas, mientras que el
gen Rbcl se registré un alto polimorfismo con 53 sitios polimérficos. Esto Gltimo sugiere més de

un foco de introduccién en nuestro pais.



ABSTRACT

Didymosphenia geminata (Lyngbye) Schmidt, commonly known as Didymo or “Rock
snot” is an invasive freshwater benthic diatom, native to rivers of the Circumboreal Region of
Europe. In Chile, Didymo was first found blooming in the Espoldn River (around 44°S) in
Patagonia in 2010. Several years later, Didymo has expanded its range to 3000 km from 38°S to
53°S. Genetic information about this alga could improve the early detection and monitoring of
this invasive species especially in uncontaminated rivers. Therefore, this information could help
managers to make conservation decisions about places threatened by Didymo invasion. Here,
phylogenetic analysis employing two commonly used molecular markers was conducted to
identify Chilean Didymo samples from different spatially distant infested rivers. The data herein
presented confirm the presence of Didymo in Chile and include the first genetic account of an

invasion in South America.



INTRODUCCION

La actual invasion de especies acuaticas en Chile y el mundo ha llevado a los cientificos a
estudiar la dinamica de dispersion, los mecanismos de transporte y los potenciales efectos de los
organismos exoéticos sobre los ecosistemas invadidos. Las consecuencias adversas de las
invasiones son diversas y pueden estar interconectadas. Los invasores pueden alterar
caracteristicas ecologicas fundamentales, tales como las especies dominantes en una comunidad,
las propiedades fisicas del ecosistema, el ciclo de nutrientes y la productividad primaria (Mack et
al. 2000). Los efectos combinados a las invasiones causadas por los seres humanos amenazan los
esfuerzos de conservar la biodiversidad, sustentar el funcionamiento de los ecosistemas naturales

y también proteger la salud humana (Mack et al. 2000).

Dentro de las especies acuaticas introducidas en Chile, aquellas que destacan por tener un
amplio rango de distribucion e impactos relevantes en los ecosistemas invadidos son: la trucha
arcoiris (Onchorhynchus mykiss) y la trucha café (Salmo trutta) (Iriarte et al. 2005), el alga verde

Codium fragile (Villaserior et al. 2011), el mitilido Mytilus galloprovincialis (Ruiz et al. 2008).

En Chile recientemente ha sido reportada una nueva especie de microalga exotica, que ha
invadido rapidamente varios rios y lagos del centro sur del pais. Se trata de la especie
Didymosphenia geminata mas conocida como Didymo o moco de roca. Esta diatomea constituye
un caso de invasion bioldgica Unico en su tipo (Programa de Inventario y Evaluacion de los
Recursos Hidricos de la Provincia, P.I.LE.R.H.P., 2013). Para el caso de Chile esta microalga ha
expandido su rango de distribucién en mas de 3000 km desde el Biobio hasta el Rio Grande en
Tierra del Fuego (Leone et al. 2014).

El estado actual de la invasion de Didymo en Chile (38°-53°S) ha llevado a investigadores
a concentrar esfuerzos en desarrollar métodos y/o protocolos que permitan evaluar y mitigar su
propagacion. Entre los estudios llevados a cabo destacan: (1) la recoleccion de muestras para
identificacion de especie mediante rasgos morfoldgicos (Rivera et al. 2013) (2) caracterizacion
fisica, quimica y bioldgica de las cuencas hidrograficas impactadas (Diaz et al. 2012) y (3) la
transferencia de metodologias de prevencion de la invasion (e.g. uso de detergentes) que han sido

desarrolladas principalmente en Nueva Zelandia, donde la especie ha sido invasora desde el afio



2004 (Craig et al. 2006). Sin embargo ningun programa de investigacion ha incorporado estudios
genéticos de las muestras o cepas de Didymo con el objetivo de implementar estrategias de

control biotecnologico para neutralizar la expansion de esta microalga a sitios no infectados.

Mediante el desarrollo de marcadores moleculares especificos para Didymo, se aportara
informacion relevante respecto a la diversidad genética de las muestras de Didymo en rios
chilenos, informacion que hasta ahora es desconocida. En particular usando marcadores
moleculares de ADN se evaluara el patron de distribucién espacial de la diversidad genética en
las muestras introducidas como una manera de avanzar en la busqueda de mecanismos
potencialmente eficaces para la implementacion de estrategias de gestion que impidan la

propagacion de Didymo a nuevos ambientes.

Didymosphenia geminata en Chile

En el afio 2007 algunos investigadores ya habian advertido el riesgo de invasion en paises
como Perd, Chile y Argentina, principalmente en rios patagonicos por ser estos destinos
atractivos para la pesca con mosca, siendo la actividad turistica uno de los principales vectores de
dispersion (Spaulding & Elwell 2007). Estos autores presentaron un mapa de riesgo basado en los

ambientes adecuados para el desarrollo de la especie, segun por McNyset & Julius (2006).

Estudios realizados por cientificos del Centro de Investigacion en Ecosistemas de la
Patagonia (CIEP, Chile) confirmaron la existencia de la especie en la Region de Aysén (Burgos
2010). En octubre del mismo afio se resuelve declarar por el plazo de dos afios contados desde la
publicacion de la resolucion, a algunos cuerpos de agua como area de plaga de la especie
Didymo. Entre estos, se encuentran: (1) Rio Espolén, desde su nacimiento hasta su confluencia
con el rio Futaleufu y (2) Rio Futaleufu desde su inicio en el limite territorial Hito V1I-6, hasta

su desembocadura ubicada en Lago Yelcho.

Estudios posteriores realizados por la Subsecretaria de Pesca, reportan la expansion de
Didymo hacia el norte del pais, detectandose su presencia en la Region de la Araucania (sector
Lonquimay/Pino Hachado), Rio Liucura (cerca de Villarrica) y en la Region de los Rios,
especificamente en la Cuenca del Rio Valdivia en distintos tramos del rio, desde el lago
Pirihueico hasta el rio San Pedro (SUBPESCA Res. Ex. N° 996-17.04.2013).



En el afio 2013 el Centro de Estudios del Cuaternario, Fuego-Patagonia y Antartica
(Cequa), monitoreando el sector chileno del rio Grande, encuentran Didymo, hallazgo que
aumenta el rango de distribucion austral de la microalga. Mas recientemente estudios realizados
por investigadores de la Universidad Austral de Chile detectan la presencia en la Cuenca del Rio
Bueno, cuenca que hasta el 2013 se encontraba libre de floraciones de Didymo.

Tres meses después de publicada la Res. Ex. N°996 de abril del 2013 se afiade una nueva
region de plaga, la Region de Magallanes y de la Antartica Chilena, encontrandose Didymo en la
cuenca de Tierra del Fuego en las subsubcuencas del Rio Grande hasta confluencia con rio
Rusphen, Lago Lynch y rio Grande hasta antes rio Grande, rios Cochrane y Grande hasta
frontera, Lago Blanco y rio Blanco (SUBPESCA Res. Ex. N° 1927-30.07.2013).

El 17 de abril del 2014 la Subsecretaria de Pesca nuevamente modifica la resolucion
pasada y afiade una nueva region plaga, la Regién del Biobio (SUBPESCA Res. Ex. N° 1965-
17.04.2014).

Estudios realizados en la primavera del 2013 y verano del 2014 por el Comité Consultivo
del Reglamento sobre Plagas Hidrobioldgicas, las cuales consideran los resultados de
prospecciones realizadas por la Direccion Regional del Biobio del Sernapesca junto al apoyo del
Centro EULA-Chile de la Universidad de Concepcion, incluyen la subsubcuenca “Rio Palena
entre rio salto y rio Tranquilo", perteneciente a la cuenca del “Rio Palena y costeras limite de la
Regidn de los Lagos”, como parte de la Region de los Lagos, lo anterior con fines administrativos
presentados en el Informe Técnico N°221/2014. La informacion aqui analizada identifica una
extension al norte de la actual area declarada plaga, fundamentando su ampliacion hacia 7
subsubcuencas de la cuenca del Biobio, 1 subsubcuenca de la cuenca del rio Valdivia de la
Region de Los Rios, y 2 subsubcuencas de la cuenca del rio Aysén en la Regién de Aysén
(SUBPESCA Informe Técnico D. AC. N°253/2014).

Posteriores resoluciones hasta la fecha solo han afiadido nuevas areas de plagas y se ha
ampliado los rangos de distribucion de resoluciones anteriores, detectdndose ahora la presencia
de Didymo en Lagos. La ultima resolucién exenta declara al Lago Maihue, comuna de Lago
Ranco, Region de los Rios, como area de emergencia de plaga (SERNAPESCA Res. Ex. N° 005-
7.01.2015).



Estudios genéticos en Didymosphenia geminata

Estudios genéticos relacionados con diversidad genética en muestras de Didymo o
aquellos que identifiquen relaciones filogenéticas y geogréficas dentro de esta especie en Chile
estan todavia por realizarse. Entre los actuales estudios destacan el trabajo de Craig et al. (2006),
quien desarrollo un método de extraccion de ADN desde un pool de células de Didymo y otras
especies provenientes del rio Waiau en Nueva Zelanda, ademas, desarrollo partidores especificos
para el gen 18S. Otro estudio de esta autora (Craig et al. 2007) se basa en un método de gPCR o
PCR de tiempo real, el cual es un método para la deteccion temprana de Didymo en los cuerpos
de agua, pero ain es un método experimental y en desarrollo.

Recientemente, Uyua et al. (2014) mejora el método de extraccion de ADN anterior,
afiadiendo una resina quelante llamada Chelex, permitiendo aumentar en un 30% la cantidad de

ADN desde muestras chilenas.

Por ultimo los neozelandeses Ruck et al. (2014) y Nakov et al. (2014), establecen
relaciones filogenéticas de los marcadores Rubisco y 18S de muestras de Didymo de Nueva
Zelanda, Rusia y USA con otras especies de diatomeas y a la vez se estudié la perdida de genes
especificos dentro de la evolucion de las diatomeas.

En este trabajo de tesis se caracterizara la diversidad genética en muestras estables y
espacialmente aisladas de D. geminata, obtenidas desde cuencas hidrogréaficas de las regiones
centro-sur de Chile. Para esto se generardn marcadores genéticos especificos para la especie,
como son el gen nuclear 18S y el gen plastidial Rbcl. Esta informacion sera util para evaluar la
diversidad genética en muestras de Didymo permitiendo analizar la conectividad geogréafica del

alga, en rios desde la Regiones de Aysén y la Araucania.

Caracteristicas generales de Didymo

Las diatomeas constituyen un grupo de microalgas que se caracterizan por presentar una
pared celular llamada frastulo o teca (Figura 1), la cual se compone principalmente por silice

(P.I.LE.R.H.P., 2013). En su conjunto son un grupo de microalgas muy diverso que habitan
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ambientes marinos y continentales de agua dulce, pueden formar parte del plancton (es decir

tener vida libre en la columna de agua) o vivir adheridas a distintos tipos de sustratos.

Didymosphenia geminata es una diatomea (Bacillariophyceae) de agua dulce mas
conocida como Didymo o moco de roca. Fue descrita por primera vez como Echinella geminata
por Lyngbye en 1819. Cinco afios mas tarde Agardh C. la nombro como Gomphonema
geminatum y en el afio 1899 Schmidt M. la clasifica dentro de la familia de las

Gomphonemataceae, dandole asi su actual nombre (Whitton 2009).

Figura 1. Célula de Didymo en donde se detalla su frastulo siliceo. Aumento a 40X en
microscopio oOptico. Fuente: Dayane Osman. Laboratorio de Limnologia, Instituto de Ciencias

Marinas y Limnologicas, UACH.

Didymosphenia geminata posee una longitud celular que varia entre los 60 a 140
micrones, dependiendo del tamafio de la poblacion. Su ancho celular varia entre los 32 a 43
micrones. En su superficie celular posee poros que forman estrias, las cuales poseen una densidad
de 9.5 a 10.2 en 10 micrones. Presenta en su centro perforaciones denominadas estigmas,

encontrandose 2 a 5 estigmas por célula. Este es un caracter distintivo del genero lo que permite
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diferenciarlo de Cymbella que no tiene estigmas y de Gomphonema que posee solo uno
(SUBPESCA, Informe Técnico D.AC. N° 2064/2010).

Los frastulos de Didymo se fijan al sustrato por medio de excreciones de mucilago (pies o
pedunculos) que forman grandes matas cuando éstas crecen en grandes densidades. Este tipo de
crecimiento caracteristico, también puede encontrarse en otras especies de diatomeas, como
Gomphonema y Gomphoneis (aunque de menor envergadura). Los peddnculos se ramifican
cuando las células se dividen y cada célula hija continta secretando el pedunculo. Cuando las
condiciones son favorables, los organismos pueden formar matas (color amarillo péalido o blanco)
que pueden llegar a cubrir grandes extensiones del fondo de los arroyos y rios. Para el observador
estas matas tienen la apariencia de fibra de vidrio, cuero de oveja, o alfombras de peluche,
nombrandola vulgarmente como “moco de roca” (Figura 2). A medida que los arroyos
disminuyen su profundidad las matas se mantienen secas sobre las rocas y pueden ser

confundidas con papel higiénico que da un aspecto desagradable al sitio (Diaz et al. 2012).

Figura 2. Roca cubierta con la microalga Didymo, con la apariencia de papel higiénico. Fuente:

Luciano Caputo.



Didymo se encuentra en dos estados en la naturaleza; un estado fijo pedunculado y otro de
vida libre, por lo que los individuos pueden ser hallados tanto formando estructuras
mucilaginosas sobre sustratos, como en forma aislada en la columna del agua y/o sedimentos. Se
reporta estacionalidad en el desarrollo de los estados fijos y libres de Didymo, encontrandose las
formas fijas desde primavera hasta fines del verano, luego liberandose las células para pasar a la
forma mdévil o libre (P.1.LE.R.H.P., 2013). Por lo tanto, se espera encontrar la mayor biomasa fija y
mayor produccion de tractos mucilaginosos en la época calida del hemisferio austral, entre
Diciembre y Febrero. Contrariamente se han reportado una menor produccion de pedunculos
durante el invierno (P.1.E.R.H.P. 2013).

En cuanto al habitat, Didymo prefiere ambientes loticos oligotréficos (pocos nutrientes)
pero también ha sido encontrada en cuerpos de agua lenticos de aguas someras y profundas. Se
observa preferencia por lugares donde hay mucho movimiento de agua, tales como rios
turbulentos y orillas de lagos batidas por el oleaje. A pesar de que D. geminata se encuentra en
lagos, rios y charcos, los crecimientos masivos o blooms hasta ahora, sélo se han registrado en
rios y arroyos (P.l.LE.R.H.P. 2013). Didymo coloniza preferentemente sustratos rocosos, pero
también se halla sobre otros tipos de sustratos (restos vegetales, macrofitas, etc.) y en su forma

libre, puede encontrarse en la columna de agua y en los sedimentos.

Se supone que Didymo, al igual que otras diatomeas se reproduce de forma asexual y
sexual, aunque no existe un estudio especifico para la especie. La reproduccién asexual seria una
reproduccion por biparticiobn donde hay una reorganizacion intracelular, una expansion y
duplicacion de todos los componentes celulares, una division celular, la formacion de nuevas
valvas lo que conlleva una disminucion en tamafio de la célula, mientras que el patron de estrias y
areolas se mantienen estables a través de las generaciones. En esta reproduccion asexual una de
las células hijas adquiere el mismo tamafio que la célula madre, pero la otra queda mas pequefa.
Al repetirse las divisiones conduce a la disminucion progresiva del tamafio lo que conlleva a una
reproduccion sexual, en la cual hay una isogamia o recombinacion genética generando gametos

idénticos al progenitor.



Método de identificacion en Didymo

La identificacion morfologica en diatomeas puede ser muy dificil, ya que hay especies
muy similares, lo que lleva a identificarlas erroneamente. Por lo tanto, necesario un concepto de
especie estrecho si lo que queremos es evaluar la biodiversidad y biogeografia en diatomeas
(Evans et al. 2007). Actualmente, Didymo es una especie que ha sido identificada basandose solo
en rasgos morfologicos (Rivera et al. 2013), siendo este un impedimento debido a la marcada
similitud que posee Didymo con otras diatomeas como las Cymbellas y Gomphonemas
(P.LLE.R.H.P., 2013). Para la identificacion de esta diatomea en base a la identificacion de
frustulos se requiere de un alto entrenamiento tedrico y mucha practica. Ademas, de que es
necesario reconocer a los especialistas y que estos se interrelacionen, para que de esta manera los
resultados sean confiables (SUBPESCA 2011).

Actualmente en Chile se ha gastado una gran cantidad de recursos destinados a la
prospeccién de Didymo, establecer areas plagas, educacion a los lugarefios para que no dispersen
mas esta diatomea, estudiar las cuencas hidrograficas para establecer la preferencia de sustrato y
se han establecido estaciones de desinfeccion en rios contaminados. Por lo tanto, establecer
técnicas genéticas que permitan la correcta identificacion de esta especie, estudiar la diversidad
genética dentro de las muestras de Didymo desde distintas areas geograficas y establecer
relaciones filogenéticas con otras diatomeas, permitirian evitar posibles inconvenientes en un

futuro y dafios irreparables si seguimos confundiéndola con otras especies.
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HIPOTESIS

Las muestras del alga Didymo colectadas en Chile, corresponden a la diatomea
Didymosphenia geminata y debido a que los eventos de introduccion en las distintas regiones de
Chile han ocurrido en diferentes épocas del afio y en distintos afios, se esperaria encontrar alta

diversidad genética entre las localidades geograficamente distantes.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Didymo en rios, mediante analisis moleculares e identificar los

posibles linajes filogenéticos de la especie en Chile.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Desarrollar un protocolo de extraccion de ADN para el alga Didymo, en base a material
obtenido desde el campo.

2) Desarrollar marcadores moleculares geneéticos especificos para Didymo, que faciliten su

identificacion.

3) Describir y analizar diversidad genética de muestras de Didymo que habitan los distintos

rios y cuencas del Centro-Sur de Chile.
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MATERIAL Y METODOS

Colecta de Muestras

A.- Colecta inicial para el desarrollo y busqueda de protocolos moleculares

Para el desarrollo de los protocolos moleculares se colectaron muestras del campo
estableciendo tres replicas por sitio muestreado. Desde el rio Fuy, 39° 49" 25,79 Sy 71° 56°
17.28” W (Figura 3) se trasladaron muestras vivas y fijadas en etanol al 100% en tubos falcon de
50ml, siguiendo las normas de bioseguridad dictadas por SUBPESCA. En el rio, se procedio a
seleccionar florecimientos de células, en base a su coloracion. Se colectaron matas pardas,
blancas y café oscuro, para posteriormente en laboratorio ser aisladas bajo lupa con una aguja de

insulina de 5ml y guardadas en tubos eppendorf de 1.7 ml con etanol al 70% (Figura 4).

‘Rm Fuy
Puerto Fuy
L 4

dLago Pirehueico,

Figura 3. Rio Fuy, Region de los Rios. Primera localidad de extraccion de muestras.
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Figura 4. Etapas de aislamiento de células de Didymo en el Laboratorio de Genética Marina del
Instituto de Ciencias Ambientales y Evolutivas, UACH. 1: aislamiento bajo lupa con aguja de
insulina, 2: pool de células asiladas en lupa a 4.0X y 3: medida de una celula de Didymo en

milimetros. Fuente: Angélica Jaramillo O.
Se realiz6 un analisis macroscépico y microscépico de las muestras para establecer si el

tipo de coloracion de las matas de esta diatomea, permitian entender y a la vez extraer la mejor
cantidad de ADN (Figura 5).
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Figura 5. Aspectos macroscopicos de matas de Didymo. De izquierda a derecha: 1 mata blanca,

2 mata parda y 3 mata café oscuro. Fuente: Angélica Jaramillo O.

B- Colecta de muestras desde distintas areas geoqgraficas

Los rios muestreados fueron los siguientes:
1. Rio Biobio

2. Rio Currifie

3. Rio Fuy

4. Rio Pollux.

En la primera localidad, Araucania se muestreo todo el tramo alto. Destacando las
localidades de Rahue, Tucapel, Lollen y Caracoles. Se realizaron 3 transectos separados cada
1km, los que fueron georreferenciados (Tabla 1 y Figura 6). Las muestras fueron fijadas en etanol

al 70% y trasladadas al laboratorio donde se aislaron siguiendo el protocolo descrito previamente.
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Tabla 1. Rios muestreados, ubicacién geografica y altura o metros sobre el nivel del mar

(msnm).
» Localizacion Altura
Cuenca Estacion Fecha - -
Latitud (S) | Longitud (O) | (m.s.n.m)

A. Caracoles| 01-11-2014 | 38°20729.27"" | 71°17°35.43" 824

B. Rahue 01-11-2014 | 38°24°28.85"" | 71°14°46.81" 873
1. Rio Biobio

C. Lollen 01-11-2014 | 38°28°25.11"" | 71°14°10.03” 899

D. Tucapel |01-11-2014 | 38°35713.07"" | 71°8719.37” 966
» Rio Valdivia A. Fuy 10-10-2014 | 39°49°30.74"" | 71°56°17.24 587

B. Fuy 10-10-2014 | 39°49°25.37"" | 71°59°47.28 549
3. Rio Bueno A. Currife | 16-11-2014 | 40°12°46.69"" | 72°0°7.02"° 146
4. Rio Aysén A. Pollux 12-11-2014 | 45°41°28" 72°03°24”" 358
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Figura 6. Mapa de Chile con el detalle de los rios distantes seleccionados, infestados por
Didymo, donde se realizd la recogida de muestras fitobentdnicas. Aparecen barras escala
indicando el rango aproximado de distribucién actual de D. geminata 1) Region de la Araucania.
I1'y 111) Regidén de los Rios y V) Region de Aysén. Atributos especificos de los rios y los sitios

estudiados se muestran en la Tabla 1.

C- Desarrollo de un protocolo de extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN genémico desde la diatomea, se probaron los siguientes
protocolos:
e CTAB + Proteinasa K (Craig et al. 2006) Anexo 1.
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e CTAB + Chelex-100 (CTABCH) (Uyua et al. 2014)

e Kit de extraccion comercial Invitrogen Chargeswitch

Para probar estos protocolos se procedié a aislar 1000 células con una aguja de insulina,
pero la cantidad de ADN obtenido era minimo para realizar una PCR (alrededor de 2.4ng/ul), por
lo que se procedid a seleccionar las matas pardas desde donde se eliminaron las células de otros
organismos, las cuales ocupaban alrededor de un 10% del volumen total. Se trabajo con alrededor
de 100 mg de células, las cuales fueron pesadas en un tubo eppendorf. En el mismo tubo se
procedié a practicar la extraccion de ADN. Cada extraccion de ADN fue cuantificada en un
Nanodrop-1000, donde ademas se analiz6 su calidad, con las razones de 260:280 y 260:230.

Ademas, cada extraccion de ADN fue visualizada en un gel de agarosa al 1% tefiido con red gel.

D.- Desarrollo de marcadores moleculares especificos para Didymo

La base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI:
www.nchi.nlm.nih.gov/) libero dos secuencias de Didymo en el afio 2014. EI marcador genético
18S con una secuencia obtenida de 1025 pares de bases (pb) (Craig et al. 2006) y el genoma
completo del cloroplasto de 117.972 pb (Ruck et al. 2014). Estas fueron la base para desarrollar
partidores especificos para esta tesis. El disefio de los partidores se llevé a cabo en el programa
PRIMER-BLAST, software de libre acceso disponible en NCBI, donde se seleccionaron los
partidores tomando en cuenta la Temperatura de Melting (TM), la concentracion de GC vy la
formacion de dimeros.

Para el desarrollo de los experimentos de PCR se utiliz6 un volumen final de 12.5ul
conteniendo 1X PCR buffer, 5mM MgClz, 0.2 mM de cada dNTP, 1uM de cada primer,
0,24mg/ml de BSA, 0.02 unidades de DNA polimerasa (Invitrogen). Para el gen Rbcl, el
programa del termociclador incluye una denaturacién inicial (94°C por 2 min); 35 ciclos de
amplificacion (94°C por 30 s, 60°C por 1 min y 72°C por 2 min); y una extension final (72°C por
5 min). Para el gen 18S se utilizd el siguiente ciclo de termiciclado: una etapa de denaturacion
inicial (94°C por 2 min); 35 ciclos de amplificacion (94°C por 30 s, 64°C por 1 min'y 72°C por 2

min); y una extension final (72°C por 5 min). Se seleccionaron 2 muestras con un volumen de
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12.5ul los cuales fueron purificados usando el Kit de purificacion E.Z.N.A.® Cycle Pure (Omega
Bio-tek). La purificacion del producto PCR fue secuenciada en el core facility Austral-omics
(http://www.australomics.cl/) de la Universidad Austral de Chile usando el secuenciador

automatico ABI Prism 310.

Analisis de Datos

A- Diversidad genética

Con el programa ProSeq v2.9 (Filatov 2002) se procedié a identificar los sitios
polimérficos (S). La Diversidad genética en las muestras de Didymo en Chile fue estimada
determinando los indices estandares de diversidad y el nivel de diversidad presente, todo esto en
el programa DnaSP V5.10 (Rozas et al. 2010).

Los indices estimados fueron:

= Hd :Diversidad genética total
= I : Diversidad nucleotidica
= K : N° promedio de diferencias entre pares de secuencias

B- Relaciones filogenéticas

Para enriquecer el conjunto de datos con nuevas secuencias de diatomeas, se extrajeron
secuencias desde la base de datos publica de Genbank (Benson et al. 2014). Recientes evidencias
moleculares sobre Bacillariophyceas (Kermarrec et al. 2011, Craig et al. 2014, Nakov et al.
2014), demostraron que el género Didymosphenia, actualmente asignado a la familia de las
Gomphonemataceae, esta estrechamente relacionado con la familia de las Cymbellaceae. De este
modo, desde GenBank se descargaron secuencias de especies de Gomphonemataceae y
Cymbellaceae, para posteriormente analizar las relaciones con el género Didymosphenia (Anexo
2 y 3). Un grupo de Encyonemas se utilizé para enraizar el mejor modelo de reconstruccion

filogenética para el gen 18S y Rbcl; esta especie segun Nakov et al. (2014) corresponde al grupo
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externo mas adecuado. En la base de datos de GenBank se encontraron dos secuencias de
Didymo que recientemente estan disponible, esta secuencias corresponden a la especie
Didymosphenia dentata y Didymosphenia geminata, estas tambien fueron incorporadas en los
analisis (Anexo 2 y 3).

La reconstruccion filogenética se realizd desde un alineamiento de secuencias de un total
de 832 pb para el gen 18S y 649 pb para el gen Rbcl. Utilizando el programa Mega v6.0 (Tamura
et al. 2013) se procedid a construir arboles filogenéticos La busqueda del mejor arbol se realizo
utilizando el modelo de Maximum Composite Likelihood (ML) (Tamura & Nei 1993) con 1,000
bootstrap como soporte de nodos. Basados en la estrategia de seleccion de Akaike como esta
implementada en el programa JModelTest v2.1.7 (Darriba et al. 2011) se buscé el mejor modelo
descriptivo de evolucion el cual fue GTR para ambos marcadores genéticos con una proporcion
de sitios invariables y distribucion gamma. Seleccionado el modelo se procedié en la busqueda y
construccion del mejor arbol mediante la utilizacion de la aproximacion filogenética de
Inferencia Bayesiana (BI) en el programa MrBayes v.3.1.2 (Ronquist et al. 2012). Este andlisis
bayesiano comenzd con la estructuracion al azar de un arbol y simultineamente se estructuraron
3 cadenas de Markov. Estos andlisis de cadenas de Markov (MCMC) fueron realizadas para
5.000.000 de generaciones, con muestras de arboles filogenéticos cada 5000 generaciones. El
primer 1.000.000 de muestras de arboles filogenéticos fueron descartadas, estas muestras fueron
consideradas como la base prueba y los 4.000.0000 de arboles restantes fueron utilizados para
construir el arbol definitivo o arbol consenso con probabilidad a posterior.

Una vez determinada las relaciones filogenéticas entre las microalgas, se construyd una
matriz de distancia genética para Didymo en el programa Mega v6.0 (Tamura et al. 2013) y con
el programa PRIMER v.6.0 (Clarke K. & Gorley R. 2006), se analizo la gréafica de esta distancia

construyendo un analisis multidimensional.
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RESULTADOS

A- Desarrollo de un protocolo de extraccion de DNA

El analisis microscopico de las muestras establecio que las matas pardas eran ideales para
extraer DNA, ya que estaban en un 90% libre de otros organismos y su aislamiento era mas facil.
Las matas blancas por el contrario eran solo los pedunculos de polisacaridos de Didymo y no
traian células viables. Por ultimo las matas café oscuro presentaban una alta cantidad de
sedimento y otros organismos, los cual imposibilito aislar células de Didymo.

Los métodos con los cuales obtuvimos un ADN amplificable y de calidad fueron el de
CTAB + PK y con el Kit de Extraccion comercial Invitrogen Chargeswitch (Figura 7). Con 100
mg de células obtuvimos alrededor de 20ng/ul de ADN con absorbancias de 260:280 de 1.7 y
260:230 de 1.5 para el método CTAB + PK. Para el método con kit comercial se obtuvo un ADN
de mejor calidad, pero en menor cantidad, alrededor de 10ng/ul con razones de absorbancia de
260:280 de 2 y de 260:230 de 1.8 (Figura 8). Con el método CTAB + CHELEX se obtuvo por
sobre los 400ng/ul de ADN, con razones de absorbancias de 260:280 de 0.7 y 260:230 de 0.5.
Pero como el quelex es una resina quelante, esta interferia con los reactivos de la PCR no

logrando ser amplificado.
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Figura 7. Geles de agarosa al 1% con un estandar de peso molecular de 1Kb (L). Se representan
los 3 métodos de extraccion de DNA. 1: Extraccion con kit comercial cada nimero corresponde a

una extraccion diferente; 2: extraccion con CTAB + CHELEX y 3: extraccion con CTAB + PK.

B- Desarrollo de marcadores moleculares y amplificacion por PCR

Las secuencias de los partidores disefiados para cada uno de los genes seleccionados como

marcadores moleculares es la siguiente:

Rubisco: Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa subunidad 1 (rbCL)
Partidor Forward: 5’-ACCAACAACTGTACCAGCGT-3’
Partidor Reverse: 5>-TGGGATGCTTCATACGCAGT-3’
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18S: Pequefia subunidad del ribosoma (SSU) rRNA
Partidor Forward: 5°>-TCAGTCGTTCAAAGCAGAC-3’
Partidor Reverse: 5°>-TTCAATCGGTAGGTGCGAG-3’

La figura 8, muestra la amplificacion de los genes 18S y Rbcl. En ambos se obtuvo un

amplicén del tamafio esperado y solo una banda para cada gen.

500 pb

Figura 8. Gel de agarosa al 2% que muestra la amplificacion por PCR de los marcadores
genéticos 18S y Rbcl. L representa el estdndar de peso molecular (100 pb); 1 y 2 corresponden al
gen Rbcl, (tamafio esperado 1000 pb), respectivamente. 3 y 4 muestran amplicones del gen 18S

(tamarfio esperado 1000 pb).
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Anadlisis de datos

A- Diversidad genética

Con un total de 7 muestras de Didymo provenientes de 4 rios a lo largo de Chile se
procedieron a secuenciar los genes Rbcl y 18S. Se obtuvieron un total de 832 pb para 18S 'y 799
pb para Rbcl.

Para el gen 18S, no se encontraron sitios polimérficos entre las muestras chilenas, pero
para el gen Rbcl se encontro un total de 53 sitios polimorficos. Para el analisis de diversidad
genética utilizando el gen Rbcl se incluyeron las secuencias de Didymo disponibles en GenBank,
correspondiente a una muestra de USA y una de Rusia. De este modo, se encontraron un total de
6 haplotipos, en donde las localidades de Coyhaique, Rahue, Fuy y USA comparten un mismo
haplotipo. Se encontro para las muestras chilenas de Didymo una diversidad genética total de
(Hd) de 0,83+0,02; una diversidad nucleotidica (r) de 0,023 y el numero promedio de diferencias
entre pares de secuencias (k) de 19,80. En total, de los 799 pb utilizados, 746 fueron sitios
invariables, 53 sitios fueron polimorficos y 40 fueron parsimoniosamente informativos.

Las estimaciones de la divergencia evolutiva entre las secuencias son representadas en la
Tabla 2. Los anélisis se realizaron utilizando el modelo de Maximum Composite Likelihood. La
tasa de variacién entre sitios fue modelada con una distribucion gamma (parametro de forma =
2). El andlisis incluyé a 10 secuencias de nucleotidos, las que corresponden a 7 secuencias
chilenas de Didymo (1 por cada localidad muestreada), mas una secuencia de Didymosphenia
geminata de Rusia y una de USA, ademas, se afiadié la Unica secuencia de Didymo, pero de otra
especie, Didymosphenia dentata.

En la tabla N° 2 se expone que las secuencias de Fuy, USA, Rahue y Coyhaique
comparten un haplotipo comun y poseen la mayor distancia genética con la localidad de Lollen
(7.1%). Las localidades de Fuy Coyhaique, Rahue y USA poseen la menor distancia genética

(con 0% de divergencia).

Esto también esta representado en una matriz de escalamiento multidimensional (nMDS)

en donde se muestran las 4 localidades con menor distancia genética en un mismo punto y la
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localidad més alejada es la que posee la mayor distancia genética, en este caso la localidad de

Lollen (Figura 9)

Tabla 2. Distancia genética entre las muestras de Didymo chilenas (1-7), aquellas obtenidas

desde GenBank (8 y 9) y la secuencia de Didymosphenia dentata (10). Debajo de la diagonal se

muestra el nimero de sustituciones de bases por sitio entre las secuencias representadas en

procentajes. La estimacion del error estandar (s) se muestran por encima de

obtuvieron por un procedimiento de bootstrap (1000 repeticiones).

la diagonal y se

CODIGO LOCALIDAD 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1| DCA CARACOLES 0,009 0,005 0,008 0,009 0,008 0,009 0,009 0,009 0,01
2| DRA RAHUE 5,30% 0,011 0,003 0 0,002 0 0 0,002 0,004
3|DLO LOLLEN 1,70% 7,10% 0,01 0,011 0,011 0,011 0,011 0,011 0,012
4(DTU TUCAPEL 4,30% 0,90% 6,10% 0,003 0,004 0,003 0,003 0,004 0,005
5| DFU FUY 530% 0% 7,10% 0,90% 0,002 0 0 0,002 0,004
6(DCU CURRINE 4,90% 0,50% 6,70% 1,30% 0,50% 0,002 0,002 0,002 0,004
7|DCO POLLUX 530% 0% 7,10% 0,90% 0% 0,50% 0 0,002 0,004
8| DUS USA KC509523.1 530% 0% 7,10% 0,90% 0% 050% 0% 0,002 0,004
9| DRU RUSIA KJ011820.1 5% 0,30% 6,80% 1,10% 0,30% 0,50% 0,30% 0,30% 0,004
10 | DDE EE&I&E@ 580% 13% 7,70% 2,20% 1,30% 1,50% 1,30% 1,30% 1,30%
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Figura 9. Escalamiento Multidimensional (nMDS) a partir de distancias genéticas de las
muestras de Didymo chilenas con aquellas de la base de datos de genbank. Los sitios de muestreo
corresponden a: DCU: Currifie, DLO: Lollen, DCA: Caracoles, DTU: Tucapel, DRU: Rusia,
DRA: Rahue, DCO: Coyhaique, DUS: Estados Unidos, DFU: Fuy, DDE: Didymosphenia

dentata.

B- Relaciones Filogenéticas

Se realiz una reconstruccion filogenética basado en una aproximacion de ML como esta

implementado en el programa Mega.

En la Figura 10 para el marcador genético 18S, el analisis incluyo un grupo externo
correspondiente a especies del genero Encyonemas (color amarillo). Aqui la filogenia revela un
clado compuesto exclusivamente por muestras de Didymo (rojo), algunas especies de Cymbellas
(azul) y una unica secuencia de otra especie d Didymo la que corresponde a Didymosphenia
dentata (negro) con un soporte de bootstrap de 98%.. El clado de las Gomphonemas (verde)
revela la mayor distancia genética que posee con Didymo.
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La Figura 11 muestra la reconstruccion filogenética basado ML para el gen Rbcl. Para
este analisis se utiliz6 a un grupo de Encyonemas (amarillo) como grupo externo. En esta
reconstruccion nuevamente Didymo (rojo), algunas especies de Cymbellas (azul) y la Unica
secuencia del genero Didymosphenia, la que corresponde a Didymosphenia dentata (negro)
conforman un clado con un soporte de bootstrap de 95%. Sin embargo las muestras de Lollen
(DLO) y Caracoles (DCA) quedan en otro subclado relacionadas con la familia de las

Gomphonemataceae.

Se realiz6 un andlisis de Inferencia bayesiana en donde el mejor modelo fue GTR para los
genes 18S y Rbcl. Con el fin de observar la cercania o relaciones que hay entre las muestras de
Didymo chilenas y extranjeras con todo un grupo de diatomeas. Para este estudio se incluyeron
todas las secuencias de los géneros relacionados a Didymosphenia segun trabajos de Nakov et al.
(2014), es decir, secuencias de Cymbellas, Gomphonemas, Encyonemas y una especie de
Didymo descrita recientemente, Didymosphenia dentata. Se utilizO como grupo externo a un
grupo de Encyonemas (Figura 12 y 13). Se utilizaron un total de 832 pb para el marcador nuclear
18S y para el marcador plastidial Rubisco un total de 649 pb. Para ambos genes el soporte de
nodos minimo mostrado es 50% y sobre cada nodo se adjunta los valores de MrBayes/ML. Este
andlisis de Inferencia Bayesiana muestra una topologia similar a la presentada en la
reconstruccion con la aproximacion de ML Figura 10 y 11. Para el gen Rbcl el arbol consenso
resultante es mostrado en la Figura 12. En este caso, el clado de Didymo queda con un soporte
del 95% de ML y cercano a especies del genero Cymbellas. Aunque, las muestras de Lollen
(DLO) y Caracoles (DCA) forman un subclado aparte con un soporte de 93% de probabilidad
posterior. Para el caso del gen 18S, el arbol consenso es mostrado en la Figura 13 y se observa
que el clado de Didymo incluye las muestras de Lollen y Caracoles en conjunto con otras

especies de Cymbellas.
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Figura 10. Reconstruccion filogenética para el marcador genético 18S. Se utilizd el modelo de

Maximum Composite Likelihood (ML) (Tamura & Nei 1993) con 1,000 bootstrap como soporte

de nodos. Cada genero es representado de un color diferente. ElI soporte de nodos minimo

mostrado es del 50%.
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Figura 11. Reconstruccion filogenética para el marcador genético Rbcl. Se utilizé el modelo de
Maximum Composite Likelihood (ML) (Tamura & Nei 1993) con 1,000 bootstrap como soporte
de nodos. Cada género es representado de un color diferente. El soporte de nodos minimo

mostrado es del 50%.
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Figura 12. Filograma consenso del analisis bayesiano para el gen Rbcl. El grupo externo Planothidium se utilizo para enrraizar el arbol.
Cada genero es representado de un color diferente. Los numeros sobre los nodos representan el soporte estadistico para cada uno de los
metodos utilizados. A la izquierda el soporte estadistico para el analisis bayesiano (en porcentaje) y a la derecha el soporte estadistico

para el analisis  de ML. Solo  aquellos  valores  sobre 50%  son mostrados. —In 2544.76085.
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-4 Cymbella affinis AM502018
75/66 )LL'V Cym begx; cistula KJO11618
_ 1en [ Cymbella mexicana KJ011624
1 Cymbella proxima AM502017
b1/ - Cymbella tumida IN790274
L /98 | 62/- — Didymosphenia geminata KJ011637 DRU

-Didymosphenia dentata KJ011635 DDE
Didymosphenia geminata DLO
Didymosphenia geminata KJ011636 DUS
-Didymosphenia geminata DCA
Didymosphenia geminata JN790293 DIT
Didymosphenia geminata DCU
Didymosphenia geminata DCO
Didymaosphenia geminata DRA
-Didymosphenia geminata DFU
Didymosphenia geminata DTU
-Didymosphenia geminata IN680079 DNZ

Figura 13. Filograma consenso del analisis bayesiano para el gen 18S. El grupo externo Encyonemas se utilizo para enrraizar el arbol.
Cada genero es representado de un color diferente. Los numeros sobre los nodos representan el soporte estadistico para cada uno de los
metodos utilizados. A la izquierda el soporte estadistico para el analisis bayesiano (en porcentaje) y a la derecha el soporte estadistico

para el analisis  de ML. Solo  aquellos  valores sobre  50%  son mostrados.  —In  2414.58700.
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DISCUSION

Uno de los resultados mas importantes es que se logré estandarizar un método de
extraccion de ADN desde muestras del campo, el cual es amplificable por PCR vy reproducible.
Factores intrinsecos (propios de la muestra) que deben ser considerados al momento de realizar
experimentos de extraccion de ADN y amplificacion de genes por PCR, son por ejemplo: la
composicion de la muestra ambiental asociada (poblacion microbiana asociada) o en el caso de
Didymo las sustancias propias del metabolismo de la especie, como son el mucilago que sirve
para fijar el alga al sustrato y constituye el principal componente de las colonias que crecen
durante los florecimientos algales (Jones et al. 2014). Por ejemplo, Craig et al. (2006) realizaba
un raspado de la roca donde el Didymo se adheria, extrayendo a la vez no solo Didymo sino, que
también otras diatomeas y compuestos asociados, 1o que podria afectar la reproducibilidad de su
método. Nosotros logramos determinar cuales eran las matas de Didymo exactas para extraer
ADN evitando asi la contaminacion por otros organismos o sedimento, modificando asi el
protocolo original de esta autora, para lograr la optimizacion de la extraccion de ADN y su
eventual amplificacion.

Tambiéen existen factores intrinsecos (ajenos a la muestra) que podrian inhibir la PCR y
estan asociados a compuestos quimicos de la extraccion de ADN, como por ejemplo alcoholes y
sales amplificados en la precipitacion del ADN (Jones et al. 2014). Uyua et al. (2014) afiadi¢ al
protocolo de Craig et al. (2006) una resina quelante llamada CHELEX, la cual si bien optimiza
notablemente la cantidad total de ADN extraido, no es eficiente al momento de amplificar en una
PCR, principalmente debido a que la resina puede interactuar con algunos otros quimicos usados
en la PCR haciendo dificil la amplificacion del gen de interés. Por otro lado, lo que este autor
desarrolla es un método solo para extraer una alta cantidad de ADN desde un pool de células que
si bien permiten informarnos sobre posibles métodos de extracciéon desarrollados, no aportan
nada relevante si lo que pretendemos es desarrollar métodos genéticos de deteccion de la especie
en nuevos cuerpos de agua libres de Didymo.

Posteriormente tuvimos éxito en desarrollar los partidores especificos, estableciendo que
el género Didymosphenia se encuentra en nuestro pais y que en varios puntos muestreados, se

encontraba la especie Didymosphenia geminata.
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Existe una amplia cantidad de codigos de barras utilizados en plantas como las regiones
plastidiales: Rbcl, matK, trnH-psbA, el gen 23S ARNTr, los mitocondriales, cox1 y los marcadores
nucleares ITS, 18S rRNA, 28S (Evans et al. 2007, Zimmermann et al. 2011). Sin embargo para
las diatomeas se han utilizado Rbcl como marcador plastidial, el cox1 que es mitocondrial y a
nivel nuclear SSU (18S), el LSU (28S) y el ITS (Leliaert et al. 2014).

El marcador genético nuclear 18S que se usO para este estudio es un marcador muy
utilizado para la identificacion de diatomeas (Evans et al. 2007). Es un marcador altamente
conservado exhibiendo a la vez bajas tasas de mutacién en diatomeas en general, debido a su baja
variacion intraespecifica y alta variacion interespecifica (Zimmermann et al. 2011). Una ventaja
adicional del marcador 18S es su alta representacion en las bases de datos, permitiendo una
correcta identificacion si se depende de datos de referencia (Zimmermann et al. 2011).

Por otro lado, el marcador plastidial Rbcl es un gen que codifica proteinas facilitando el
alineamiento de las secuencias, debido a la ausencia de gaps (Evans et al. 2007). Ademas, Rbcl es
mucho mas variable que el gen 18S permitiendo obtener una resolucién a nivel intraespecifica. Al
ser un gen plastidial es mucho mas especifico, evitando asi, la amplificacion de contaminantes de
las muestras ambientales, como hongos, (Evans et al. 2007).

La hipotesis filogenéticas presentadas en esta tesis concuerda en su mayoria en agrupar en
un mismo clado las especies de Cymbellas con las muestras chilenas de Didymo y las muestras
de Didymosphenia geminata obtenidas desde GenBank. Especificamente las especies Cymbella
mexicana, Cymbella proxima y Cymbella tumida estan siempre en un mismo clado con las
muestras de Didymo. Sin embargo algunas diferencias son observadas entre las hipotesis
presentadas por el gen 18S y el gen Rbcl. Estas diferencias son principalmente que las muestras
de Lollen (DLO) y Caracoles (DCA) quedan fuera del subclado de Didymo y forman un subclado
diferente para los analisis con el gen Rbcl, mas aun las diferencias genéticas entre estas y el resto
de las muestras de Didymo en Chile evidencian un total de 53 mutaciones de diferencias. Estas
diferencias entre los resultados de los genes podrian deberse a varios factores:

(1) el tipo de herencia del cloroplasto podria no ser uniparental, por lo que podria existir
mas de una copia del gen Rbcl dentro de una célula de diatomea (Casteleyn et al. 2009; Jensen et

al. 2003; Ghiron et al. 2008; Ronda et al. 1990) y a la vez pueden existir los hibridos naturales
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dentro de las poblaciones ya que los loci de cloroplastos se heredan de una manera diferente que
el ADN nuclear (Casteleyn et al. 2009).

(2) debido a que el gen Rbcl es mas variable que el gen 18S en las muestras de Didymo
chilenas, las diferencias encontradas podrian deberse a que existe mas de una especie de Didymo
en Chile. Esto se concluye debido a que ha aumentado notablemente la cantidad de resoluciones
dictadas por SERNAPESCA que amplian el rango de invasion de Didymosphenia geminata hacia
nuevas areas libres, a lo que ademéas se suma el reconocimiento de 11 especies del genero
Didymosphenia, las cuales estan descritas en base a diferencias de la morfologia del frastulo
(Canter-Lund y Lund, 1995). Sin embargo la falta de acuerdo sobre los limites taxonémicos de
las especies, dificulta la interpretacion de la evolucion y distribucion pasada y presente (Whitton
etal. 2009).

En la actualidad se reconocen 11 especies validas para el género Didymosphenia (Tabla 3)
pero solo dos de ellas contiene informacion genética disponible, esta es D. geminata y D. dentata.
De este modo, incertezas taxonomicas en la clasificacion de estas diatomeas y la falta de
informacion genética disponible podrian incidir en que las hipdtesis filogenéticas estén

incompletas y grupos monofiléticos sean aun dificiles de identificar.
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Tabla 3. Especies del genero Didymosphenia descritos hasta la actualidad. Whitton B., Ellwood
N. & Kawecka B. 2009. Biology of the freshwater diatom Didymosphenia: a review.
Hydrobiology 630(1) 1-37.

Especie

Didymosphenia clavaherculis
D. curvata
D. curvirostrum
D. dentata
D. geminata
D. lineata
D. neocaledonica
D. pumila
D. siberica
D. tatrensis
D. fossilis

(3) El concepto de especies en algas es también debatible, debido a que conceptos
tradicionales como el biolégico o el filogenético se ven muchas veces invalidados por
caracteristicas del ciclo de vida de estas especies y/o por contactos secundarios entre taxas
diferentes.

En la literatura existe una amplia variedad de conceptos de especies en algas, pero aunque
muchos de los conceptos de especie estén relacionados, ninguno es completamente satisfactorio,
y la mayoria son al menos parcialmente incompatibles, lo que puede conducir a diferentes
conclusiones con respecto a limites de las especies (Leliaert et al. 2014). Estos debates sobre el
concepto de especie, pueden llegar a algun consenso, pues las especies no son solamente una
unidad biolégica, sino que ademas, podrian ser el resultado de una interrupcién del flujo genético
en las poblaciones, que conllevan a divergencias debido a la seleccidn y la deriva génica, dando
como resultado linajes metapoblacionales (Leliaert et al. 2014). Aqui las especies mostrarian
mayor independencia evolutiva entre si, integrando a las poblaciones dentro de una misma
especie lo que estara sujeto a la cantidad de genes que se traspasan entre los linajes y el momento

de la separacién de los linajes. Cuando dos linajes se separan pueden adquirir eventualmente
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propiedades diferentes, como por ejemplo ser sexualmente compatibles y morfolégicamente
distintos, lo que puede servir como prueba relevante para la delimitacion de especies. Durante el
proceso de especiacion estas propiedades no necesariamente surgen al mismo tiempo o en un
orden, sino que ademas pueden no aparecer en absoluto, por lo que el conflicto de especie crece.
Por otra parte las conexiones entre los organismos son efimeras lo que hace mas o menos
imposible para los humanos identificar a las especies con solo observacién (Queiroz 2007).

El concepto general de que las especies han evolucionado por linajes separados o
metapoblaciones y que se han extendido a través del tiempo, no significa que sean clados
monofiléticos, sino que el término se refiere a que en una metapoblacién se incluyen poblaciones
y subpoblaciones conectadas. Por Gltimo, una especie no es un linaje metapoblacional entero,
sino que segmentos de un linaje. El punto aqui es que las especies dan lugar a otras especies,
formando de esta manera (a nivel de especies) linajes. Cualquier especie dada no es sino uno de
los muchos segmentos que conforman un linaje (Queiroz 2007).

Se ha demostrado que utilizando datos morfologicos o de ciclos de vida generan a
menudo una problematica para la identificacién de especies, de aqui que datos moleculares son
valiosos para delimitar especies tradicionales (Leliaert et al. 2014). En el caso del genero
Didymosphenia y para una mejor identificacion de las unidades evolutivas que se encuentran en
Chile seria interesante incluir nuevos marcadores moleculares para corroborar el patrén acé
detectado y dilucidar el nivel de diferenciacion de los linajes metapoblacionales. Una mezcla de
marcadores nucleares y cloroplastidiales con diferentes tasas mutacionales podrian ayudar a
identificar correctamente las especies de Didymo presentes en Chile, el nivel de diversidad

genética dentro de cada linaje y las especies cercanas a este género.

Didymo posee gran capacidad para sobrevivir fuera del medio acuatico. Los estudios
indican que las células de D. geminata son capaces de sobrevivir y seguir siendo viables, durante
por lo menos 40 dias fuera del agua, cuando se las mantiene en condiciones de baja exposicion
solar y en ambientes frescos y humedos (Kilroy 2005). Los equipos de pesca deportiva,
principalmente las botas de vadeo con suelas de fieltro y los porosos waders de neoprene,

proporcionan un lugar donde células potencialmente sobreviven (Kilroy & Dale 2006).
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En nuestro pais los efectos negativos de esta microalga ain no se ven reflejados como
ocurre en con Nueza Zelanda, en donde el impacto econdmico causado por Didymosphenia
geminata ha sido de NZ $57-285 millones en 8 afos, destacandose perdidas en la pesca
comercial, suministros de agua y turismo (P.l.E.R.H.P. 2013). Ademas se sabe que el gobierno de
los Estados Unidos, a través de la U.S.EPA se han planteado los problemas y riesgos asociados a
la invasion de esta microalga, destacandose los problemas mas relevantes como: que es la Unica
diatomea bentonica que posee un comportamiento invasivo a escala global; es una especie capaz
de producir extraordinaria cantidad de mucopolisacaridos extracelulares; su invasién tiene un
impacto significativo en el funcionamiento de los ecosistemas acuéticos, alterando la estructura
de las cadenas alimentarias y las caracteristicas hidraulicas de rios y arroyos; es un organismo
que ha expandido su rango de tolerancia ecolégica; produce un potencial impacto significativo en
las economias regionales y nacionales, afectando el turismo, las pesquerias y la industria
hidroeléctrica; se carece de conocimientos basicos acerca de su biologia y ecologia (P.l.E.R.H.P.
2013, Branson 2006).

La persistencia espacial de esta microalga es cada vez mayor, lo cual hasta hace poco se
restringia en ambientes con baja cantidad de nutrientes, pero ahora ocurre que se encuentra en
ambientes con una mayor cantidad de nutrientes, provocando crecimientos bentonicos dafinos
que pueden alcanzar hasta 1km y persistir durante varios meses al afio (P.l.E.R.H.P. 2013). Su
agresividad y generacion de problemas esta ligada a su capacidad de expansion y colonizacién de
nuevos sitios. Los mecanismos de expansion de D. geminata a nuevas cuencas no son del todo
conocidos. En trabajos recientes se muestra la capacidad de esta diatomea de sobrevivir fuera del

agua, lo que constituye un potencial (P.l.E.R.H.P. 2013).
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Conclusiones

Actualmente en Chile se esta invirtiendo un enorme esfuerzo profesional y econémico
para la prospeccion de Didymo en los distintos cuerpos de agua, lo que conlleva a realizar
analisis lentos tanto de terreno como analisis en laboratorio sobre su morfologia y distinciones
microscépicas. Se requiere de recurso humano interiorizado en las normas de bioseguridad para
evitar la propagacion de esta diatomea hacia nuevos cursos libres de Didymo. Esta tesis entrega
una herramienta molecular para la identificacion temprana de Didymosphenia en areas que no se
tengan datos sobre la invasion de esta especie, evitando los costosos terrenos y la alta cantidad de
recurso humano requerido en la identificacion morfoldgica.

El conocimiento que entrega este trabajo referente a la taxonomia de la diatomea Didymo
en Chile y la sugerencia de que sean varias especies del género, revela un estado béasico del
conocimiento del grupo. Aunque por otro lado, también sugiere que nuevos eventos de
introduccion independientes pudieran haber sido responsables de la rapida expansion geografica
de la invasion en Chile.

Ademas, esta diatomea es un excelente candidato para estudios ecoldgicos, aunque a
menudo se requiere de reconocimientos macroscopicos. Su estudio ayudaria en temas
relacionados con cambios estacionales, morfologia, como se forman los tallos, epifitas asechadas
y pastoreo. Una mejor comprension de la ecologia del organismo permitira entregar medidas de

control adecuado para el manejo de rios libre de esta diatomea.
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ANEXOS

Anexo 1

Protocolo de extraccion CTAB + PK

10-

11-

12-

13-

14-
15-

16-

Trasladar muestras fijadas en etanol al 70% desde el campo.

En laboratorio aislar las células en lupa al 4X y trasladarlas a tubos eppendorf de 1.7ml.
Realizar dos lavados con agua MilliQ en una centrifuga a 8000rpm por 5 minutos.
Eliminar el agua MilliQ y reemplazarla por 400ul de CTAB.

Moler con un mini mortero el contenido del tubo, afiadir 0.4% de B-mercaptoetanol y
21ul de Proteinasa K (10mg/ml).

Incubar en un termoblock a 55°C por 1 hora, vortecear.

Incrementar la temperatura del termoblock a 65°C por 20 minutos.

Afadir 400ul de cloroformo alcohol isoamilico 24:1 y vortecear por 20 minutos hasta
observar una emulsion.

Centrifugar a 16.000 rpm por 15 minutos.

Con una micro pipeta extraer 400ul aprox. de la fase superior, con cuidado de no tocar la
fase inferior. Trasladar a un nuevo tubo de micro centrifuga.

Adicionar 150ul de NaCl 5M y 300ul de isopropanol helado. Invertir paras mezclar y

dejar en el refrigerador a -20°C hasta el otro dia.

Remover del refrigerador y centrifugar a 13.000rpm por 20 minutos. Se formara un pellet
en el fondo.
Eliminar el liquido superior y reemplazarlo por 1ml de etanol al 70%. Invertir para

mezclar y centrifugar a 13.000rpm por 20 minutos.

Remover el etanol con cuidado de no remover el pellet blanco/marrén del fondo.

Dejar secar al aire 0 en una campana de extraccion por unos 10 minutos o hasta no
observar etanol.

Re suspender el pellet en 20ul de agua MilliQ.
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Anexo 2

Listado de especies utilizadas para el estudio del gen 18S vy obtenidas desde el GenBank.

Species Name

Family

N° access

Cymbella cistula

Cymbellaceae

KJ011618 (16)

Cymbella lanceolata

Cymbellaceae

AM502026 (5)

Cymbella tumida Cymbellaceae JN790274 (10)
Cymbela proxima Cymbellaceae AM502017 (5)
Cymbella mexicana Cymbellaceae KJ011624 (16)
Cymbella affinis Cymbellaceae AM502018 (5)
Didymosphenia geminata ITALIA Cymbellaceae JN790293 (10)

Didymosphenia geminata NZ

Cymbellaceae

ING80079 (9)

Didymosphenia geminata RUSIA

Cymbellaceae

KJ011637 (16)

Didymosphenia geminata USA

Cymbellaceae

KJ011636 (16)

Didymosphenia dentata

Cymbellaceae

KJ011635 (16)

Gomphonema acuminatum Gomphonemataceae AM502019 (5)
Gomphonema affine Gomphonemataceae HQ912608 (8)
Gomphonema gracile Gomphonemataceae KJ011656 (16)
Gomphonema parvulum Gomphonemataceae AJ243062 (3)
Gomphonema micropus Gomphonemataceae JN790282 (10)
Gomphonema productum Gomphonemataceae AM501993 (5)
Gomphonema pseudaugur Gomphonemataceae AB085833 (1)
Gomphonema cf. angustatum Gomphonemataceae AM502005 (5)
Gomphonema truncatum Gomphonemataceae AM501956 (5)
Gomphonema cf. parvulum Gomphonemataceae AM501995 (5)
Uncultured gomphonema Gomphonemataceae ABA473924 (2)
Gomphonema rosenstockianum Gomphonemataceae JN790289 (10)

Encyonema norvegica

Cymbellaceae

KJ011643 (16)

Encyonema caespitosum

Cymbellaceae

AM502035 (5)

Encyonema minutum

Cymbellaceae

AM501961 (5)

Encyonema triangulatum

Cymbellaceae

AJ535157 (4)

Encyonema sp.

Cymbellaceae

IN790278 (10)

Encyonema silesacum

Cymbellaceae

IN790277 (10)
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Anexo 3

Listado de especies utilizadas para el estudio del gen Rbcl y obtenidas desde el GenBank.

Species Name Family N° access
Cymbella aspera Cymbellaceae AM710483 (5)
Cymbella cistula Cymbellaceae KJ011802 (16)

Cymbella lanceolata Cymbellaceae AM710493 (5)
Cymbella tumida Cymbellaceae KJ011813 (16)
Cymbela proxima Cymbellaceae AM710484 (5)

Cymbella mexicana Cymbellaceae KJ011807 (16)
Cymbella affinis Cymbellaceae AM710476 (5)

Didymosphenia geminata RUSIA Cymbellaceae KJ011820 (15)
Didymosphenia geminata USA Cymbellaceae KC509523 (13)
Didymosphenia dentata Cymbellaceae KJ011818 (16)
Gomphonema acuminatum Gomphonemataceae AM710486 (5)
Gomphonema affine Gomphonemataceae HQ912472 (8)
Gomphonema parvulum Gomphonemataceae JQ354693 (11)
Gomphonema micropus Gomphonemataceae AM710430 (5)
Gomphonema productum Gomphonemataceae AM710460 (5)
Gomphonema truncatum Gomphonemataceae AM710509 (5)
Gomphonema cf. parvulum Gomphonemataceae AM710462 (5)
Gomphonema lagenula Gomphonemataceae HG530054 (7)
Gomphonema cf. lagenula Gomphonemataceae JQ354681 (11)
Gomphonema narodoense Gomphonemataceae HG530052 (7)

Encyonema caespitosum

Cymbellaceae

AM710502 (5)

Encyonema minutum Cymbellaceae KJ011823 (16)
Encyonema silesacum Cymbellaceae KF959648 (15)
Encyonema cf. sinicum Cymbellaceae AY571754 (6)
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Para los marcadores genéticos 18S y Rbcl los nimeros de acceso entre paréntesis () representa el
numero de la publicacion.
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