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Resumen

Los dinoflagelados conforman un grupo diverso de protistas ampliamente distribuidos en ambientes
acudticos, tanto marinos como continentales. Desempefian roles ecoldgicos fundamentales como
productores primarios, simbiontes y, en algunos casos, como pardsitos. A pesar de su relevancia ecoldgica
y evolutiva, su filogenia sigue siendo motivo de debate, ya que atn no se ha alcanzado un consenso sobre
las relaciones evolutivas entre los principales linajes del grupo. En particular, el género Ceratium Schrank,
1793 incluye microorganismos plancténicos de agua dulce capaces de formar floraciones masivas no
téxicas, que, sin embargo, pueden provocar importantes problemas ecolégicos y econdémicos, como la
mortandad de peces y otros organismos acudticos, asi como la obstruccién de filtros en plantas
potabilizadoras de agua. La expansion de Ceratium hacia nuevos ambientes ha generado creciente
preocupacién debido a sus posibles impactos sobre la biodiversidad y el funcionamiento de los ecosistemas
acudticos, especialmente en Sudamérica, donde su avance ha incrementado notablemente en las tdltimas
décadas. No obstante, la informacion disponible sobre estos organismos en la bibliografia sigue siendo muy
limitada.

Esta tesis aborda un estudio integrador del género Ceratium que combina herramientas moleculares
y filogenéticas, bases de datos, andlisis ecoldgicos y modelos predictivos de distribucién de especies. Este
trabajo estd organizado en cinco Capitulos que abordan diferentes escalas de andlisis, desde la construccion
de arboles filogenéticos de referencia para el grupo Dinophyceae hasta la prediccion de la distribucién
potencial de las principales especies de Ceratium presentes en Sudamérica.

Entre los principales resultados, se logré construir un arbol filogenético de referencia para el grupo
Dinophyceae y el orden Gonyaulacales, los cuales permitieron evaluar y comparar métodos de clasificacion
de secuencias ambientales. Ademads, se desarroll6 una plataforma web interactiva que redne registros
globales exclusivamente del género Ceratium, integrando datos provenientes de la bibliografia junto con
registros inéditos. A partir de esta base de datos, se realizaron diversos andlisis en funcién de las variables
ambientales asociadas a cada registro, lo que permitié obtener conclusiones generales sobre las preferencias
ambientales de las especies de Ceratium. También se construy6é un arbol filogenético con mas de 340
secuencias del gen 18S ARNr de Ceratium, en el que se evidencié una gran variabilidad genética dentro
del género, permitiendo identificar nueve clados bien diferenciados y patrones geograficos en las
poblaciones. Complementariamente, se utilizé la metodologia de la red de haplotipos con el propésito de
explorar las similitudes y diferencias entre secuencias parciales del gen 18S originarias de diversas partes
del mundo. Este andlisis reveld la existencia de dos regiones claramente diferenciados dentro de la red: una
correspondiente a los nodos que reunian secuencias de C. furcoides y otra regién tinicamente compuesta

por secuencias de C. hirundinella. A partir de este ordenamiento, se pudo observar que C. hirundinella



mostré una mayor dispersion de secuencias, lo que podria indicar una poblacién mas diversa o estructurada,
mientras que las secuencias de C. furcoides se agruparon en torno a un nodo central conectado con multiples
nodos menores a pocos pasos mutacionales, lo que sugiere una expansion reciente a partir de un grupo de
secuencias ancestrales de diferentes regiones geograficas.

En cuanto a los resultados ecoldgicos, se observd que la alternancia en la dominancia entre C.
furcoides y las cianobacterias estuvo relacionada con el uso de nichos diferenciados. A su vez, las especies
del Grupo Funcional Basado en Morfologia (GFBM) V resultaron dominantes en ambientes con
caracteristicas similares. Dentro de este grupo funcional, C. furcoides evidencié una mayor aptitud
bioldgica bajo condiciones de bajo recambio de agua (low flushing) y alta presiéon de depredacién, ventaja
atribuida a una combinacién distintiva de rasgos funcionales. Finalmente, se encontré que C. hirundinella
tuvo una magnitud de expansién menor en Sudamérica en comparacién con C. furcoides; sin embargo, su
invasion en el continente comenz6 antes. En tan solo una década, entre 2002 y 2012, C. furcoides expandid
rapidamente su rango de distribucién, invadiendo aproximadamente el 70% del territorio sudamericano.
Como resultado, las dreas mds susceptibles a la presencia de C. furcoides se ubicaron principalmente a lo
largo de la region costera de Brasil y en paises vecinos. En contraste, las zonas de mayor susceptibilidad
para C. hirundinella se concentraron en el oeste de Argentina y Chile, en concordancia con las preferencias
ambientales identificadas en nuestros andlisis.

En conclusion, esta tesis aporta conocimiento novedoso y significativo sobre la diversidad,
distribucién y ecologia del género Ceratium, destacando su capacidad como invasor y su rol ecoldgico en
los ecosistemas de agua dulce en Sudamérica. Los resultados obtenidos no solo enriquecen el conocimiento
actual sobre estas especies, sino que también ofrecen una base sélida para futuras investigaciones orientadas
a comprender su dinamica poblacional y sus implicancias ecoldgicas en el contexto de los cambios

ambientales globales.
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Abstract

Dinoflagellates comprise a diverse group of protists widely distributed in aquatic environments, both
marine and freshwater. They play essential ecological roles as primary producers, symbionts, and, in some
cases, as parasites. Despite their ecological and evolutionary importance, their phylogeny remains a subject
of debate, as no consensus has yet been reached regarding the evolutionary relationships among the group’s
main lineages. In particular, the genus Ceratium Schrank, 1793 includes freshwater planktonic
microorganisms capable of forming massive non-toxic blooms that can nevertheless cause significant
ecological and economic problems, such as fish kills and the mortality of other aquatic organisms, as well
as the clogging of filters in water treatment plants. The expansion of Ceratium into new environments has
raised growing concerns due to its potential impacts on biodiversity and the functioning of aquatic
ecosystems, especially in South America, where its spread has increased notably in recent decades.
However, the available information on these organisms in the scientific literature remains very limited.

This thesis presents an integrative study of the genus Ceratium combining molecular and
phylogenetic tools, databases, ecological analyses, and predictive species distribution models. The work
was structured into five chapters addressing different scales of analysis, ranging from the construction of
reference phylogenetic trees for the group Dinophyceae to the prediction of the potential distribution of the
main Ceratium species present in South America.

Among the main results, a reference phylogenetic tree was constructed for Dinophyceae and the
order Gonyaulacales, allowing the evaluation and comparison of environmental sequence classification
methods. Additionally, an interactive web platform was developed, gathering global records exclusively of
the genus Ceratium, integrating both data from the literature and unpublished records. Based on this
database, several analyses were conducted considering the environmental variables associated with each
record, which allowed us to draw general conclusions about the environmental preferences of Ceratium
species. A phylogenetic tree including more than 340 sequences of the 18S rRNA gene of Ceratium was
also constructed, revealing significant genetic variability within the genus and identifying nine well-
differentiated clades and geographic patterns in the populations. Complementarily, the haplotype network
methodology was used to explore the similarities and differences among partial 18S gene sequences
originating from various parts of the world. This analysis revealed the presence of two clearly differentiated
regions within the network: one corresponding to nodes grouping sequences of C. furcoides, and another
composed exclusively of C. hirundinella sequences. Based on this arrangement, it was observed that C.
hirundinella exhibited greater sequence dispersion, which could indicate a more diverse or structured

population, whereas C. furcoides sequences clustered around a central node connected to multiple minor
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nodes separated by few mutational steps, suggesting a recent expansion from a group of ancestral sequences
from different geographic regions.

Regarding the ecological results, it was observed that the alternation in dominance between C.
furcoides and cyanobacteria was related to the use of differentiated niches. In turn, species belonging to
MBFG V were dominant in environments with similar characteristics. Within this functional group, C.
furcoides showed higher fitness under low flushing conditions and high predation pressure, an advantage
attributed to a distinctive combination of functional traits. Finally, it was found that C. hirundinella
exhibited a smaller expansion magnitude in South America compared to C. furcoides; however, its invasion
of the continent began earlier. In just a decade, between 2002 and 2012, C. furcoides rapidly expanded its
distribution range, invading approximately 70% of South America's territory. As a result, the areas most
susceptible to the presence of C. furcoides were mainly located along Brazil's coastal region and
neighboring countries. In contrast, the zones of greatest susceptibility for C. hirundinella were concentrated
in western Argentina and Chile, consistent with the environmental preferences identified in our analyses.

In conclusion, this thesis provides novel and significant knowledge about the diversity, distribution,
and ecology of the genus Ceratium, highlighting its invasive potential and ecological role in freshwater
ecosystems in South America. The results obtained not only enhance the current understanding of these
species but also offer a solid foundation for future research aimed at understanding their population

dynamics and ecological implications in the context of global environmental changes.
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Introduccién general

Las especies exdticas invasoras son aquellas cuya presencia en una region es consecuencia directa
de la accién humana, ya sea accidental o intencional, lo que les permite superar las barreras biogeograficas
y expandirse mds alld de su rango nativo (Richardson et al. 2011; Thomaz et al. 2015; Essl et al. 2019).
Estos organismos establecen poblaciones que pueden expandirse, generando impactos negativos en el
ambiente, la economia y la salud humana. Su éxito en invadir nuevos hébitats y desplazar especies nativas
se asocia cominmente a la ausencia de reguladores biolégicos naturales que incluyen depredadores,
pardsitos y parasitoides, su alta adaptabilidad ecolégica y una elevada tasa de reproduccién o rasgos que le
confieren ventajas para ello (Richardson et al. 2000; Keane & Crawley 2002; Blackburn et al. 2011). En
los sistemas acudticos, la proliferacion de estas especies invasoras se ve favorecida por multiples factores,
muchos de los cuales se intensifican con las alteraciones humanas, tales como la contaminacién, la
construccién de presas, la interrupcion de la conectividad y otros proyectos de ingenieria (Vidal & Kruk
2008; Paerl & Huisman 2009; Moss et al. 2011). Al establecerse en un nuevo entorno, estas especies alteran
el funcionamiento del ecosistema, modificando las tramas tréficas mediante la introduccién de nuevas
interacciones con las especies locales (Simberloff 2011; Gallardo et al. 2016). En ciertos casos, estos
cambios pueden llevar a la pérdida de biodiversidad, tanto a nivel local como regional. De hecho, se ha
seflalado que las especies invasoras representan una de las principales causas de extincién de especies, lo
que constituye uno de sus efectos mds preocupantes (Bellard et al. 2016; Blackburn et al. 2019; Mollot et
al. 2017).

A diferencia de las especies invasoras de plantas y animales, los microorganismos invasores han
sido menos estudiados, pese a que se ha observado que el cambio climdtico y las alteraciones en el uso del
suelo ampliaron el rango de su expansion (Bellard et al. 2013, 2018).

Litchman (2010) define a las especies invasoras del fitoplancton como aquellas que proliferan en un
nuevo rango de condiciones ambientales e impactan sobre las comunidades locales. La gran mayoria de los
estudios de estos organismos se desarrollaron en ambientes marinos y los procesos de invasidn se asocian
generalmente a la contaminacién por agua de lastre (Carlton 2009; Bailey et al. 2015; Hyun et al. 2017;
Kraus 2023). En los ecosistemas de agua dulce, el tema se ha abordado mds recientemente. Algunos
ejemplos son los casos de la cianobacteria Cylindrospermopsis raciborskii (Padisak 1997; Piccini et al.
2011; Antunes et al. 2015), la rafidofita Gonyostomum semen (Lebret et al. 2015; Sassenhagen et al. 2015),
o de la diatomea Didymosphenia geminata (Kilroy & Unwin 2011; Jaramillo et al. 2015; Ladrera et al.
2018).

Dentro del grupo de los dinoflagelados, numerosas especies invasoras han sido introducidas en

distintas regiones del mundo a través del agua de lastre de los barcos (Casas-Monroy et al. 2011; Garrett et
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al. 2014; Hyun et al. 2016; Shang et al. 2024). Dado que algunos dinoflagelados pueden formar quistes de
resistencia en condiciones desfavorables y precipitar al fondo de los tanques de lastre, es probable que su
abundancia en los sedimentos sea mayor que en el plancton o en el biofilm (Doblin et al. 2007; Shang et al.
2019).

Uno de los casos mas destacados de dinoflagelados invasores es el género Ceratium, que ha logrado
superar las barreras osméticas de la salinidad e invadir ambientes continentales en distintas regiones del
mundo (Logares et al. 2007). La ampliacién de su distribucién geografica podria estar relacionada con un
proceso de expansién de nicho, lo que le ha permitido adaptarse a condiciones mads alld de su distribucién
original (Rojas-Castillo et al. 2023). A pesar del creciente interés que ha despertado este fendémeno, atin
persisten interrogantes clave, entre ellos el origen geogrédfico de estas especies. Determinar con precisién
dicho origen continda siendo un desafio. Los primeros registros conocidos, correspondientes a Bursaria
hirundinella, se obesrvaron en Dinamarca (Miiller 1773), y posteriormente el género Ceratium fue descrito
a partir de muestras provenientes de ambientes de Baviera, Alemania. Por esta razén, se ha generalizado la
idea de que Ceratium es nativo de Europa (Macédo et al. 2021a), aunque hasta el momento no existe
evidencia concluyente que lo confirme.

Ceratium puede encontrarse en alta biomasa en los ambientes acudticos dada su capacidad de
producir floraciones. Se lo ha clasificado dentro de las Floraciones Algales Nocivas (FANs o HABs por las
siglas en inglés de “Harmful Algal Blooms™). Estas floraciones estan compuestas por algas toxicas que
pueden producir la muerte de diferentes organismos; y también por algas no téxicas como es el caso de
Ceratium (cuya toxicidad aun no ha sido confirmada) que ocasionan problemas ambientales como
mortandades de peces y otros animales debido a la disminucién de oxigeno o anoxia resultante del consumo
bacteriano, obstruccién de filtros en plantas de potabilizacién del agua, olores y sabores desagradables en
el agua potable, entre otros (Nicholls et al. 1980; Bazan et al. 2007; Hart & Wragg 2009; Pacheco et al.
2021). Como resultado, son consideradas perjudiciales en los programas de monitoreo de cuencas
destinadas al consumo publico (Hart & Wragg 2009; Ewerts et al. 2013). Sumado a esto, presenta rasgos
que lo hacen tener un gran éxito invasor en nuevos ambientes: la produccién de quistes de resistencia en
condiciones ambientales desfavorables, mixotrofia, evasioén del pastoreo por su gran tamaio en relacién al
resto de las microalgas y por su forma (Logares et al. 2007; Cavalcante et al. 2016; Pacheco et al. 2021).

Sudamérica es una de las regiones donde este género se encuentra mayormente distribuido y
actualmente en proceso de expansion. Las especies que se han registrado mds frecuentemente, identificadas
en base a rasgos morfolégicos son: Ceratium hirundinella (O. F. Miiller) Dujardin 1841 y Ceratium
furcoides (Levander) Langhans 1925. Ambas se encuentran realizando procesos diferentes de dispersion:

C. hirundinella parece ampliar su distribucion desde el sur de Argentina hacia el norte (Thomasson 1963;
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Boltovskoy 2005; Silverio et al. 2009), mientras que C. furcoides parece hacerlo mds tardiamente desde

Colombia y Brasil hacia el sur (Boltovskoy et al. 2013; Cavalcante et al. 2016).
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Figura 1. Imagenes de las especies de Ceratium en las que se centra la presente tesis doctoral. (a) Ceratium
hirundinella y (b) Ceratium furcoides. Ambas imagenes fueron obtenidas mediante microscopia electrénica de

barrido (MEB). Fotografias: Pawel Owsiany y Marina Forastier.

Es de vital importancia generar conocimiento sobre estos organismos que ain se encuentran poco
estudiados y escasamente representados en las bases de datos moleculares, a pesar de que es muy frecuente
encontrarlos en ambientes dulceacuicolas de todo el mundo (Carty 1993; Bustamante Gil et al. 2012; Eyo
et al. 2013; Katsiapi et al. 2013; Gao et al. 2019; Pearman et al. 2022). Una de las formas mas rapidas y
eficientes para contribuir con el descubrimiento de la diversidad microbiana en un ecosistema, es mediante
la secuenciacion masiva (o high throughput sequencing, HTS) de muestras de ADN ambiental (ej. l/lumina
MiSeq), a partir de la cual se obtienen secuencias de aproximadamente 550 pb (Di Bella et al. 2013; Reuter
et al. 2015). Esta tecnologia ha permitido la identificacién de una gran diversidad de organismos en
comunidades complejas sin necesidad de cultivos previos, y también permitié la deteccién temprana de
especies que se encontraban en bajas densidades. Gracias a su capacidad de generar grandes volimenes de
datos de manera rdpida y relativamente econémica, HTS ha sido aplicada en estudios de metagendmica,
transcriptomica y microbiomas, permitiendo una comprensiéon mds profunda de los ecosistemas y su
biodiversidad. Ademads, la mejora continua de las plataformas de secuenciacién y los avances en la
bioinformdtica han incrementado la precision y la resolucién de los andlisis, lo que facilita la deteccidn de
especies raras o poco abundantes y la identificacion de nuevas especies atin no descritas.

En este contexto, conocer las caracteristicas de los organismos y comprender los mecanismos
ecologicos que favorecen la invasion de Ceratium es informacién que resulta clave para poder evaluar sus

impactos y desarrollar estrategias de monitoreo y manejo. En la presente tesis doctoral se busca analizar la
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expansion de Ceratium desde diferentes enfoques, abordados en cinco Capitulos (Figura 2) con el fin de
avanzar en la comprension de los mecanismos ecoldgicos y de distribucidn que subyacen a su éxito invasor,
asi como en el conocimiento de aspectos evolutivos y filogenéticos de los dinoflagelados en general.

En el primer Capitulo de esta tesis se presenta un arbol filogenético de referencia para el grupo de
los dinoflagelados construido en base a secuencias de genes concatenados (18S+ITS1+5.8S+ITS2+28S)
junto con secuencias del gen 18S. A partir de este drbol y su alineamiento de referencia, se evalian
diferentes métodos de clasificacion de secuencias ambientales. Sumado a esto, debido a la pertenencia del
género Ceratium al orden Gonyaulacales, se construye el arbol de referencia para este grupo y se comparan
diferentes métodos de clasificacién de secuencias cortas pertenecientes al mismo.

En el segundo Capitulo se explora la distribucién mundial de diferentes especies de Ceratium a

partir de la creacién de una plataforma web interactiva y actualizable (Ceratium tracker), y se construye

una base de datos que incorpora registros de la bibliografia y registros nuevos de estos organismos. A partir
de esta informacidn, elaboran conclusiones globales sobre los ambientes donde se desarrolla este género, y
comparaciones entre las preferencias ambientales generales de las dos especies més frecuentes: C. furcoides
y C. hirundinella.

El tercer Capitulo se centra en analizar la variabilidad de diferentes poblaciones de Ceratium a
nivel global, principalmente a partir de la reconstruccion de la filogenia de secuencias cortas del gen 18S
ARNTr. Con este arbol, e incorporando el origen geografico de las secuencias, se reconocen los patrones
generales de la distribucién actual de este género y estructura genética.

En el cuarto Capitulo se abordan los procesos involucrados en la dominancia de C. furcoides en el
ensamblaje comunitario a partir de paradigmas de neutralidad y nicho. Se utilizan aproximaciones basadas
en rasgos y grupos funcionales para definir el nicho y se estima el fitness a fin de indagar en los mecanismos
que facilitan las invasiones.

Finalmente, en el quinto Capitulo se presentan los modelos de distribucion potencial en Sudamérica
para las dos especies mayormente distribuidas: C. furcoides y C. hirundinella, y se elaboran mapas que

permiten predecir las dreas de mayor susceptibilidad a la invasiéon de ambas especies
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Capitulo 3

Analisis de la variabilidad de las poblaciones de Ceratium en ecosistemas
de Sudamérica y del mundo mediante herramientas genéticas.

Figura 2. Organizacién y tematica de cada uno de los Capitulos que componen la presente tesis.

Objetivo general

Analizar los distintos aspectos involucrados en la expansion geografica del género Ceratium en

Sudamérica.

Objetivos especificos

1) Contribuir a la clasificacién de secuencias ambientales asignadas al grupo Dinophyceae mediante
su posicionamiento filogenético en arboles de referencia y su comparacion con una base de datos
de referencia

2) Explorar la distribucién mundial de las especies de Ceratium y las principales caracteristicas de los
ambientes en los que se desarrollan.

3) Analizar la diversidad de secuencias del gen 18S de poblaciones de Ceratium en ecosistemas de
Sudamérica y del mundo mediante herramientas genéticas.

4) Analizar los procesos que intervienen en la dominancia de Ceratium furcoides dentro del
ensamblaje comunitario, a partir de paradigmas de neutralidad y nicho.

5) Predecir la distribucion potencial de C. furcoides'y C. hirundinella en ambientes dulceacuicolas de

Sudamérica mediante la aplicacién de modelos de distribucién de especies (SDMs).
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INTRODUCCION

Los dinoflagelados (subphylum Dinoflagellata, phylum Dinozoa) son un grupo evolutivamente
diverso y monofilético, con un extenso registro fésil que se remonta a varios cientos de millones de afios
(Graham & Wilcox 2000), lo que respalda la teorfa de que su origen se sitia en las primeras etapas de la
evolucioén eucariota (Spector 2012). Filogenéticamente, se encuentran estrechamente relacionados con los
ciliados y los apicomplexos, formando el clado Alveolata (Cavalier-Smith 1998; Bachvaroff et al. 2014).
Segtin la clasificacién taxondémica de Adl et al. (2012), Dinoflagellata estd conformado por el orden
Noctilucales Haeckel 1894, caracterizado por organismos unicelulares méviles de vida libre, heterétrofos
y con capacidad de producir bioluminiscencia; y la clase Dinophyceae Pascher 1914, constituida por
organismos en los cuales la membrana celular presenta alvéolos (vesiculas), tienen la capacidad de producir
quistes de resistencia, y presentan sus cromosomas permanentemente condensados durante todo el ciclo de
vida. A pesar de ser uno de los grupos eucariotas marinos mds abundantes en los océanos del mundo (de
Vargas et al. 2015), los anélisis filogenéticos de dinoflagelados han incluido pocos taxones o se han basado
en un pequefio conjunto de marcadores filogenéticos (Oldach et al. 2000; Orr et al. 2012; Bachvaroff et al.
2014). Los genes nucleares que codifican para el ARN ribosomal (ARNTr), particularmente en el gen 18S,
parecen ser los mds confiables para determinar las relaciones filogenéticas en este grupo (Ott et al. 2022).
También se han utilizado otros genes, como por ejemplo los mitocondriales cox!, cob, y hsp90 (Zhang et
al. 2005; Murray et al. 2009; Raho et al. 2013). Por el contrario, los genes cloroplastidicos como rbcL,
ampliamente utilizados en otros linajes del fitoplancton, no son totalmente adecuados para los
dinoflagelados debido a la existencia de numerosas especies no fotosintéticas, la adquisicién independiente
de estos plastidos en varios linajes y la particular estructura del genoma cloroplastidico en comparacion a
otros organismos, en forma de minicirculos con unos pocos genes (Howe et al. 2008; Keeling 2010).

Al igual que muchos otros linajes protistas, los dinoflagelados tienen su origen en los océanos
primitivos (Kretschmann et al. 2018; Riding et al. 2022), colonizando posteriormente los cuerpos de agua
dulce. Desde una perspectiva filogenética, los dinoflagelados dulceacuicolas son un grupo heterogéneo que
han realizado numerosas transiciones de los ambientes marinos a los continentales (Logares et al. 2007;
Zerdoner Calasan et al. 2019). Por esta razon, este grupo cuenta con representantes que habitan en ambos
tipos de ambientes. Las relaciones filogenéticas entre los dinoflagelados marinos y los de agua dulce han
sido durante mucho tiempo inciertas (Boltovskoy 1999), pero recientemente se han encontrado estrechas
relaciones entre especies de ambos grupos, evidenciando transiciones recientes entre ambos hdébitats
(Annenkova et al. 2015, 2020). En contraste, también se ha encontrado un gran ndmero de especies de
dinoflagelados de agua dulce mds cercanamente relacionadas con otras especies dulceacuicolas que con
especies marinas (Logares et al. 2007). Sin embargo, la mayoria de las filogenias moleculares incluyen solo

un pequefio ndmero de dinoflagelados de agua dulce (Murray et al. 2005; Hoppenrath & Leander 2010;
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Bachvaroff et al. 2014), lo que ha aportado poco a la clarificaciéon de sus posiciones filogenéticas.
Actualmente, existen 65 géneros y 350 especies de dinoflagelados dulceacuicolas definidas a partir de su
morfologia (Moestrup & Calado 2018), que habitan ambientes con un amplio rango de temperaturas,
salinidad, pH, nutrientes y materia organica.

A lo largo del tiempo, se han descubierto nuevas especies dentro de Dinophyceae y la clasificacién
taxondmica ha experimentado varios cambios. Estos avances fueron inicialmente impulsados por revisiones
taxondmicas y, mds recientemente, complementados por estudios moleculares (Chinain et al. 2002; Leaw
et al. 2010; Li et al. 2020; Zhang et al. 2020; Selina et al. 2023). Pese a esto, la filogenia de este grupo esta
lejos de ser resuelta y atn existe mucha incertidumbre en su taxonomia, con géneros o familias que no se
clasifican dentro de un orden (Dinophyceae incertae sedis) o que presentan una clasificacion diferente
dependiendo del/la autor/a y/o el marcador molecular utilizado para reconstruir su filogenia.
Independientemente de estos antecedentes, existe un consenso general sustentado por numerosos trabajos
que distinguen seis ordenes principales: Peridiniales, Gymnodiniales, Prorocentrales, Dinophysiales,
Suessiales y Gonyaulacales (Orr et al. 2012; Gottschling et al. 2019). En la presente tesis, se sigui6 la clave
taxonémica publicada en Adl et al. (2012) para clasificar los géneros de Dinophyceae en los diferentes
ordenes (Tabla Al).

Particularmente, el orden Gonyaulacales estd compuesto principalmente por organismos marinos,
aunque también incluye ocho especies de agua dulce ampliamente distribuidas a nivel global (Moestrup &
Calado 2018). Siete de ellas pertenecen al género Ceratium, considerado invasor en diversas regiones del
mundo y uno de los pocos géneros que ha realizado una transicién exitosa de ambientes marinos a agua
dulce, superando las barreras osméticas impuestas por la salinidad (Logares et al. 2007; Masure et al. 2013).
A pesar de esta transicion, Ceratium mantiene una estrecha relacion filogenética con el género marino
Tripos (Logares et al. 2007), aunque diferenciandose en otro clado con un alto soporte estadistico
(Gottschling et al. 2019; Accattatis et al. 2020). Inicialmente, las especies del género Tripos fueron
clasificadas dentro del género Ceratium, junto con las especies de agua dulce (Saldarriaga et al. 2004).
Posteriormente, las especies marinas se reubicaron en el género Neoceratium (Gémez et al. 2010) vy,
finalmente, en Tripos (Gémez 2013), donde permanecen hasta la actualidad. El género Ceratium quedd
reservado exclusivamente para las especies de agua dulce, clasificacién que sigue vigente (Moestrup &
Calado 2018). Dentro de la filogenia de los dinoflagelados, el clado Ceratium-Tripos forma un grupo
monofilético, estrechamente relacionado con las especies marinas del género Alexandrium (Orr et al. 2012;
Gottschling et al. 2020; Ott et al. 2022). No obstante, muchas relaciones filogenéticas dentro del grupo
siguen siendo inciertas, especialmente debido a la escasez de datos moleculares para varias especies. En
este contexto, la secuenciaciéon de ADN ambiental (eDNA) ha emergido como una herramienta poderosa

para caracterizar la diversidad microbiana, incluyendo dinoflagelados, a partir de muestras ambientales.
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El ADN ambiental es el material genético de los organismos que puede extraerse de distintas
matrices del ambiente como suelo, agua e incluso aire (Barnes & Turner 2015) sin necesidad de aislar o
cultivar a los organismos. A partir de dicho material, es posible obtener fragmentos de ADN en funcién de
los oligonucleétidos (primers) que se utilicen, tras la amplificaciéon por PCR de regiones genéticas
especificas y su posterior secuenciaciéon mediante plataformas de secuenciacion masiva. Esta estrategia ha
revolucionado el estudio de la diversidad microbiana, ya que permite caracterizar comunidades completas
de organismos, muchos de los cuales no son facilmente cultivables (Shendure & Ji 2008; Shokralla et al.
2012) e incluso se ha aplicado en el estudio de la dindmica ecoldgica de poblaciones, comunidades y
ecosistemas a escalas temporales (Bélint et al. 2018).

Una vez obtenidas, la evidencia sugiere que la informacién molecular contenida en fragmentos
especificos del genoma es adecuada para la caracterizacion taxonémica de comunidades microbianas (Liu
et al. 2008; Huse et al. 2008). Sin embargo, es importante seleccionar regiones de genes que tengan la
suficiente variabilidad para diferenciar a los organismos en el nivel taxonémico deseado. La asignacion
taxondmica de estas secuencias ambientales generalmente se realiza con diferentes programas o algoritmos
como BLAST (Camacho et al. 2009), IDTAXA (Murali et al. 2018), SINTAX (Edgar 2016) o DADA2
(Callahan et al. 2016), que utilizan una base de datos de referencia para realizar una comparacién
nucleotidica de las secuencias. No obstante, la gran cantidad de lecturas y la diversidad de organismos
capturados mediante secuenciacién masiva generalmente permiten clasificaciones taxondmicas fiables solo
hasta niveles mas generales, como filo, clase u orden (Quast et al. 2013). El posicionamiento filogenético
de secuencias en arboles de referencia es un método complementario que permite asignaciones taxonémicas
més detalladas (Gottschling et al. 2019; Czech et al. 2022). Este método se ha empleado recientemente en
proyectos de barcoding y biomonitoreo de protistas con buenos resultados (Medinger et al. 2010; Vergin
et al. 2013; Elferink et al. 2017; Keck al. 2018).

El objetivo de este Capitulo fue contribuir a la clasificaciéon de secuencias ambientales asignadas al
grupo Dinophyceae mediante su posicionamiento filogenético en drboles de referencia y su comparacién
con una base de datos de referencia. Esto permite mejorar la resolucién taxondmica de las secuencias
detectadas en el ambiente, y también ofrecer ventajas concretas para el monitoreo y manejo de especies
invasoras. Conocer la ubicacién filogenética de las secuencias obtenidas de muestras ambientales permite
detectar tempranamente la presencia de linajes invasores, rastrear su posible origen y comprender su
relacién con rasgos ecoldgicos relevantes, como la afinidad por ciertas condiciones ambientales o la
capacidad de formar floraciones. En este sentido, los drboles filogenéticos de referencia constituyen una
herramienta util para identificar las especies y los linajes involucrados y contar con informacién de base

que facilite el disefio de estrategias de monitoreo y manejo mas adecuadas para cada caso.
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MATERIALES Y METODOS
En el presente Capitulo se construyeron dos arboles de referencia: uno del grupo Dinophyceae y
otro del orden Gonyaulacales, al que pertenece el género Ceratium, objeto de estudio de esta tesis. A partir
de ellos, se evaluaron diferentes métodos de clasificacion basados en comparaciones nucleotidicas y
posicionamiento filogenético (Figura Al).
En término generales, el trabajo se estructurd en cuatro etapas:
- Construccién de un arbol filogenético de referencia para el grupo Dinophyceae.
- Clasificacion de secuencias ambientales del grupo Dinophyceae con métodos nucleotidicos
(BLAST, DECIPHER, USEARCH) y filogenéticos (EPA-ng).
- Construccién de un arbol filogenético de referencia para el orden Gonyaulacales.
- Clasificacién de secuencias ambientales del orden Gonyaulacales con métodos nucleotidicos
(BLAST, DECIPHER, USEARCH) y filogenéticos (EPA-ng), y comparacién de la eficiencia
de los diferentes métodos para la clasificacion de la totalidad de las secuencias descargadas y
aquellas reasignadas filogenéticamente.
La construccién de los drboles de referencia y la clasificacidon de secuencias ambientales se realiz6

utilizando el clister PIRAYU (https://cimec.org.ar/c3/pirayu/index.php), perteneciente al Centro de

Investigacién de Métodos Computacionales, Centro Cientifico Tecnolégico Santa Fe, Santa Fe, Argentina

(CIMEC, CONICET-UNL). A continuacién, se explica en detalle la metodologia utilizada para ello.

1. Construccién del arbol de referencia del gen 18S ARNr del grupo Dinophyceae

Descarga de secuencias de bases de datos

Se tomo6 como punto de partida el arbol filogenético construido en el trabajo de Gottschling et al.
(2019), constituido por 245 secuencias del grupo Dinophyceae. A partir de los cédigos de acceso brindados
por este trabajo, se descargaron de la base de datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) las
secuencias de todas las especies incluidas en el arbol, correspondientes a 3 regiones nucleares (18S;
ITS1+5.8S+ITS2; 28S). Las secuencias descargadas de la base de datos Genbank fueron 233 del gen 188,
225 secuencias del gen 28S y 184 secuencias de la porcion ITS2+5.8S+ITS2, a partir de los cédigos de
accesos disponibles en la informacién suplementaria del trabajo de Gottschling et al. (2019).

Para enriquecer el arbol de referencia y aumentar la diversidad de secuencias 18S, se descargaron
2560 secuencias clasificadas en los érdenes Peridiniales, Gymnodiniales, Prorocentrales, Dinophysiales,
Suessiales y Gonyaulacales de la base de datos PR? (Protist Ribosomal Reference; Guillou et al. 2012)
version 5.0.1. Esta base de datos de secuencias de referencia posee secuencias curadas del gen 18S (ARNr)
principalmente de protistas, las cuales se encuentran cuidadosamente anotadas y clasificadas en ocho

niveles taxonémicos, desde reino hasta especie. La descarga de las secuencias se realizd a través de los
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paquetes “devtools” (Wickham et al. 2022) y “pr2database” (Vaulot 2023) en el software RStudio versién
2023.12.0.

Alineamiento de secuencias de GenBank

Las secuencias correspondientes a cada una de las tres regiones se alinearon por separado utilizando
el programa MAFFT version 7.453 (Katoh & Standley, 2013), mediante el algoritmo E-INS-i. Luego, se
revisaron individualmente los alineamientos y se filtraron las secuencias con distintos criterios utilizando
el paquete '‘Biostrings' (Pages et al. 2013) en el software RStudio. Los criterios de filtrado aplicados fueron:
longitud de secuencia > 500 y nimero de gaps < 100.

Finalmente, se aplicé TrimAl v.1.2 (Capella-Gutiérrez et al. 2009) al alineamiento resultante con
los siguientes pardmetros de gt para cada uno de los alineamientos: 0,25 (18S), 0,40 (ITS1+5.8S+ITS2) y
0,35 (289).

Una vez que se editaron los tres alineamientos, se procedié a concatenarlos para obtener un tnico
alineamiento con las tres regiones del operdn ribosomal. Para este fin, se utilizé el paquete “ape” (Paradis
et al. 2019) en el software Rstudio, con la funcién cbind y el pardmetro fill.with.gaps=TRUE. Este
alineamiento estuvo constituido por 721 secuencias y un largo de 4262 posiciones. Se construyé una
primera versioén del arbol filogenético con este alineamiento y a partir del mismo, se realizé un dltimo

filtrado de secuencias basado en el largo de las ramas y secuencias repetidas.

Construccion de drbol filogenético con secuencias de GenBank

Se utiliz6 el alineamiento concatenado para construir el arbol filogenético con el programa IQtree
(Nguyen et al. 2015) seleccionando los parametros —altr 1000, -bb 1000, -nt AUTO, -ntmax 20 y —-m MF
(para la deteccion automadtica de modelos con ModelFinder; Kalyaanamoorthy et al. 2017). Se utilizaron
10 secuencias como grupo externo, pertenecientes a los géneros Toxoplasma, Theileria, Perkinsus,
Amoebophrya, Euduboscquella y Noctiluca. El arbol final se visualizé en la pagina Interactive Tree of Life

(IToL, https://itol.embl.de/; Letunic & Bork 2019).

Filtrado de secuencias de la base de datos PR*

Para eliminar aquellas secuencias de baja calidad o incorrectamente asignadas al grupo
Dinophyceae, se realizaron dos etapas de filtrado de las secuencias descargadas de PR% En primer lugar,
se eliminaron aquellas secuencias con menos de 500 pb de largo y mas de 100 gaps. Las secuencias restantes
se agregaron al alineamiento concatenado con la funcidn --add del software MAFFT, que permite agregar
secuencias largas a un alineamiento ya construido. Luego, se utiliz6 el programa IQtree para construir el

arbol filogenético con los parametros -m MF, 1000 bootstraps, y -ntmax 20. Se analiz6 el arbol filogenético
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resultante y se eliminaron aquellas secuencias que cafan fuera del orden al que pertenecian. Finalmente, se
volvié6 a construir el drbol filogenético con las secuencias de PR? restantes, se observé en mas detalle con
el programa Figtree v1.4.4 y se eliminaron aquellas secuencias idénticas a las del trabajo de Gottschling et

al. (2019) y las secuencias muy similares, dejando inicamente uno o dos representantes por especie.

Construccion del alineamiento final
Se agregaron las secuencias finales de PR? al alineamiento concatenado a través de la funcién --add

y los pardmetros --keeplenght y --reorder del software MAFFT.

Construccion del drbol de referencia final
El arbol filogenético final se construy6 con el método de méxima verosimilitud implementado en el
software RAXxML-ng v.1.2.0 (Kozlov et al. 2019) con el modelo evolutivo GTR+I+G4, previamente

seleccionado utilizando el software modeltest-ng v0.1.5 (https://github.com/ddarriba/modeltest), y

aplicando los pardmetros: --all --seed 4321 --bs-trees 1000. El 4rbol fue visualizado y editado en la pdgina

IToL (http://itol.embl.de).

2. Clasificacién de secuencias ambientales del grupo Dinophyceae por diferentes métodos
bioinformaéticos

Una vez obtenido el arbol de referencia para el grupo Dinophyceae, se incorporaron secuencias
ambientales que no contaban con una asignacién taxondmica clara. Para ello, se utilizaron un total de 3844
secuencias del grupo Dinophyceae descargadas del repositorio piblico de metabarcodes EukBank. Este
repositorio pertenece al proyecto UniEuk (https://unieuk.net/project/), una iniciativa internacional cuyo
propésito es desarrollar un marco taxonémico universal que sea flexible y adaptativo para los eucariotas.
Se evaluaron cuatro métodos distintos de clasificacién para determinar la eficiencia de cada uno en la
asignacion de estas secuencias ambientales, utilizando el alineamiento y el arbol filogenético de referencia

del grupo Dinophyceae previamente construidos.

Asignacion taxonomica con EPA-ng y Gappa

Para la clasificacion de las secuencias ambientales, se utilizO0 un método basado en el
posicionamiento filogenético en un arbol de referencia, utilizando el software EPA-ng (Barbera et al. 2019),
que se implementa como parte de RAXML v8.1.15. Con el algoritmo se calculé la mejor posicién de
insercion para cada secuencia de forma independiente e individual en un arbol de referencia determinado.
El arbol permanecid sin cambios, es decir, en lugar de expandir el arbol de forma iterativa con cada
secuencia de consulta, las consultas sélo se asignaron una por una a las ramas con mejor puntuacién

correspondientes (posiciones de insercion). La aplicacién de este algoritmo a un conjunto de consultas
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produce una distribucién de ubicaciones de las mismas en el arbol de referencia. La confianza en la
asignacion filogenética de una secuencia desconocida a una rama particular del arbol filogenético se
cuantificé a través del estadistico LWR. Este permite no solo asignar una secuencia a una posicién
especifica en el 4rbol, sino también evaluar qué tan robusta es esa asignacidon en comparacién con otras
posibles ubicaciones de esa misma secuencia. Luego de correr el software EPA-ng, los datos se
almacenaron en el formato .jplace para utilizarse en los anélisis posteriores y visualizacion.

Por otra parte, el software Gappa (Czech et al. 2020) tiene como enfoque principal la ubicacion
evolutiva de secuencias ambientales cortas en un drbol filogenético de referencia. Se utilizé el médulo
examine, que cuenta con comandos para examinar, visualizar y tabular informacién en formato placement.
Dentro de este médulo, se seleccioné el comando assign cuya funcién es asignar taxondmicamente
secuencias ambientales previamente posicionadas filogenéticamente en un drbol de referencia. También se
utilizé el comando edpl para obtener el valor de Expected Distance between Placement Locations (EDPL),
el cual se calcula en base al largo de las ramas del arbol utilizado como referencia. Un EDPL bajo indica
que los posicionamientos de una secuencia de consulta estdn concentradas en una regién estrecha del arbol,
mientras que un EDPL alto indica que los posicionamientos estdn dispersos en el arbol. Este método se
dividi6 en los siguientes pasos principales:

- Debido a que el alineamiento de las secuencias query debe tener el mismo largo que el de referencia,
se incorporaron las secuencias de EukBank con la funcién --addfragm disponible en MAFFT, la
cual permite agregar secuencias cortas de ADN a un alineamiento de miltiples secuencias. Luego
se eliminaron del alineamiento resultante las secuencias de referencia para que solo queden las de
EukBank.

- Se utiliz6 la opcién -f e del software RAXML v.8.2.12 para optimizar los pardmetros del modelo
evolutivo y el largo de las ramas del drbol de referencia. La informacién del modelo se guard6 en
un archivo llamado RAxXxML _info.file.

- Se corri6 el script para el posicionamiento filogenético de las secuencias de EukBank en el arbol
de referencia con el programa EPA-ng, y los resultados se guardaron en el archivo
epa_result.jplace.

- Se construy6 el darbol de referencia con las secuencias de EukBank a partir del archivo
epa_result.jplace con la opcién examine graft del programa Gappa.

- Se asignaron taxondémicamente las secuencias de EukBank ubicadas en el arbol de referencia
utilizando el médulo examine y el subcomando assign del programa Gappa, con los pardmetros --
per-query-results, --best-hit, --allow-file-overwriting y --ranks-string

"TAX1|[TAX2|TAX3|[TAX4|TAXS5|[TAX6|TAX7|[TAX8|TAX9". Ademds del archivo de salida
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epa_result.jplace, también se utilizé como input un archivo con la clasificacién taxonémica de cada
secuencia de referencia (.tsv).

- Se construy6 un histograma de frecuencias del estadistico Likelihood Weight Ratio (LWR) de las
secuencias analizadas, para evaluar la confiabilidad de las asignaciones filogenéticas obtenidas
mediante EPA-ng. El histograma fue construido utilizando el comando gappa examine lwr --jplace-
path, --num-lwrs 3, --allow-file-overwriting, segmentando los valores de LWR en tres categorias:
LWRI1, LWR2, y LWR3. Es decir, el primer, segundo y tercer posicionamiento mds probable para
cada una de las secuencias desconocidas. Los valores de LWR toman valores de 0 a 1. El comando
produce una tabla de histograma que contiene las razones de peso de verosimilitud (LWRs) mds
probables de las secuencias de consulta (pqueries) en los archivos jplace de entrada, segin el valor

especificado en --num-lwrs.

Asignacion taxonomica con BLAST
Ademids del método descrito anteriormente, se utilizé la asignacién taxondmica de la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para clasificar las secuencias de EukBank:

A partir del comando makeblastn, se gener6 una base de datos BLAST utilizando el archivo fasta
con el alineamiento de referencia construido anteriormente, junto con los pardmetros -parse_seqids, -dbtype
nucl.

Luego se utilizé el comando blastn para comparar las secuencias de EukBank contra la base de
datos creada. Este paso permite identificar similitudes entre las secuencias desconocidas y las secuencias
en la base de datos de referencia, permitiendo clasificarlas taxonémicamente. Se seleccionaron los
siguientes pardmetros: -evalue le-6 (umbral de valor e para los resultados, limitando la busqueda a
coincidencias estadisticamente significativas); -out out.blastn (nombre del archivo de salida); -outfimt '6 std
slen gcovs' (formato de salida en tabla, incluyendo el formato estdndar, la longitud de la secuencia y la
cobertura de la consulta); y -num_threads 8 (indica el nimero de threads de procesamiento para acelerar el

analisis).

Asignacion taxonomica con DECIPHER

DECIPHER es un paquete de R que contiene un conjunto de herramientas utilizadas para descifrar
secuencias biolégicas de manera eficiente (Wright 2016). Para clasificar las secuencias de EukBank, se
utilizé la funciéon IDTAXA (Murali et al. 2018). En primer lugar, se importaron las secuencias de
entrenamiento, es decir, el alineamiento de referencia construido anteriormente, junto con un archivo de
identificadores taxonémicos (faxid). Luego, se realizaron los siguientes pasos para clasificar las secuencias

de EukBank:
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Filtrado del conjunto de entrenamiento: se eliminaron las secuencias redundantes o menos

informativas del conjunto de entrenamiento para mejorar la precision y eficiencia del modelo de
clasificacion. Este paso tiene como objetivo reducir el tamaiio del conjunto de datos sin perder informacién
relevante para la clasificacion taxondmica. La eliminacién de secuencias se realiz6 de distintas formas:

- Eliminacién de secuencias duplicadas o muy similares, para evitar el sobreajuste y asegurar que
el clasificador no se vea sesgado por miltiples copias de secuencias casi idénticas.

- Seleccién de secuencias que sean representativas de cada taxon, eliminando aquellas que no
aportan informacién adicional significativa. En este caso, se dejaron como maximo 10 secuencias
por grupo.

- Filtracién de secuencias con baja calidad o con errores en el alineamiento que puedan afectar la
precision del modelo.

- Eliminacién de secuencias demasiado cortas o demasiado largas en comparacién con la mayoria
del conjunto de entrenamiento, ya que estas pueden introducir ruido en el modelo.

Entrenamiento iterativo del clasificador: el modelo de clasificaciéon fue entrenado en multiples

rondas para mejorar su precisiéon y rendimiento. Cada iteracion permitié ajustar el modelo, refinar sus
parametros y mejorar su capacidad para clasificar secuencias de manera precisa. Se establecié el nimero
maximo de iteraciones (maxlterations<5), permitiendo controlar el proceso de refinamiento del
clasificador. En cada iteracion, el clasificador fue entrenado con la funcién LearnTaxa, excluyendo las
secuencias problematicas identificadas en la iteracién anterior. Las secuencias problemdticas fueron
marcadas para su eliminacién y, se aseguré que los grupos taxondmicos representados no fueran
completamente eliminados. El proceso iterativo continué hasta que no quedaron secuencias problematicas
o las secuencias problematicas identificadas no cambiaron entre iteraciones, indicando la convergencia del
modelo. Al final del proceso, se registré el nimero total de secuencias eliminadas y las secuencias
problematicas restantes.

Visualizacién de los datos de entrenamiento: para evaluar el rendimiento del clasificador entrenado,

se realizé un resumen y visualizacién del mismo. Se utilizé la funcién summary(trainingSet) para obtener
un resumen detallado del conjunto de entrenamiento, incluyendo el nimero de secuencias y grupos
taxondémicos. Ademas, se identificaron las secuencias problemaéticas utilizando
trainingSet8problemSequences. Para una mejor comprensiéon de la distribucién de las secuencias y los
grupos taxondmicos, se generaron graficos con la funcién plot(trainingSet).

Clasificacién de secuencias desconocidas: las secuencias de EukBank se importaron utilizando la

funcién readDNAStringSet y se eliminaron los espacios presentes con RemoveGaps para asegurar una
clasificacién precisa. Posteriormente, se aplico la funcién IdTaxa para asignar clasificaciones taxonomicas

a las secuencias desconocidas, utilizando el modelo de clasificacion previamente entrenado (frainingSet).
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El umbral de confianza (threshold) se establecié en 60, permitiendo ajustar la permisividad del modelo.

Los resultados de la clasificacién se revisaron y graficaron con plot(ids, trainingSet) para verificar la

precision y taxonomia de las secuencias clasificadas.

Exportacién de las clasificaciones: para documentar y exportar los resultados de la clasificacion de

secuencias, se utilizé la funcién sapply, que cred una cadena de texto para cada secuencia que incluia el

taxon clasificado y la confianza asociada. Finalmente, las clasificaciones se escribieron en un archivo de

texto llamado classifications.txt, facilitando su revision y andlisis posterior.

Asignacion taxonomica con USEARCH

El dltimo método empleado para clasificar las secuencias de EukBank fue el algoritmo SINTAX del

software USEARCH v.11. Para ello, se siguieron los siguientes pasos:

Se cred una base de datos de referencia con el alineamiento del grupo Dinophyceae construido en
la seccidn 1, a partir del comando -makeudb_usearch. Se edit6 el archivo de entrada de manera que
las secuencias estuvieran en el formato correcto y que se incluyeran los identificadores taxonémicos
correspondientes.

El algoritmo SINTAX fue utilizado para la asignacién de las secuencias desconocidas. La linea de
comando incluy6: las secuencias de EukBank a clasificar (-sintax), la base de datos de referencia
(-db) y el archivo de salida donde se almacenaron los resultados (-tabbedout). Ademas, se utilizé
el pardmetro -strand con la opcién both, que permitié la biisqueda en ambas direcciones de las
secuencias, y -sintax_cutoff 0.8, se utiliz6 un umbral de similitud de 0.8 para asegurar que las
asignaciones taxondmicas fueran confiables. Las secuencias se clasificaron hasta el nivel
taxonémico con un valor >= (.8.

Los resultados obtenidos se analizaron para determinar la asignacién taxondémica de cada
secuencia. Se filtraron las asignaciones que no alcanzaron el umbral de similitud o que presentaron
baja confianza. Finalmente, se realizé un andlisis estadistico de la distribucion de las asignaciones
taxondmicas a partir del paquete ggplot2 (Wickham 2016) en RStudio. Esto incluyé la
identificacién de los taxones mds frecuentes y la evaluacién de la diversidad taxondmica del

conjunto de datos.

Construccion del arbol de referencia del orden Gonyaulacales

Se selecciond el orden Gonyaulacales para realizar un andlisis mds detallado de los métodos de

clasificacion, al cual pertenece el género Ceratium, que constituye el objeto de estudio de la presente tesis

doctoral. Se utiliz6 como referencia el alineamiento concatenado de 236 secuencias, reconstruido en la

primera seccion del Capitulo a partir del trabajo de Gottschling et al. (2019). Ademas, se incorporaron 781
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secuencias del orden Gonyaulacales previamente descargadas de la base de datos PR? (version 5.0.1). Estas
secuencias fueron sometidas a un filtrado menos restrictivo que el aplicado para el 4rbol de referencia de
Dinophyceae, con el fin de maximizar la representatividad y variabilidad del grupo Gonyaulacales en el
arbol filogenético. Para ello, se incorporaron al drbol de Gottschling et al. (2019) mediante el software EPA-
ng, y se eliminaron aquellas secuencias que no se ubicaron dentro del clado de Gonyaulacales. Luego de
las etapas de filtrado, se obtuvieron 333 secuencias finales (Figura 1).

Con las secuencias de PR? definitivas, se procedié de la misma forma que con el arbol de referencia
de Dinophyceae: se realiz6 el alineamiento con el software MAFFT opcién --add y el 4rbol filogenético

con el programa RAXxML-ng v.1.2.0, seleccionando los mismos pardmetros.

SECUENCIAS DE GONYAULACALES

Descargadas Después del
de PR2 segundo filtro

00O

Después del

primer filtro Finales

Figura 1. Diagrama que muestra el nimero de secuencias de Gonyaulacales descargadas de la base de

datos PR? hasta las secuencias finales tras las etapas de filtrado.

4. C(lasificacion de secuencias ambientales asignadas como Gonvaulacales por diferentes métodos

bioinforméticos

Se seleccionaron como secuencias query aquellas previamente clasificadas dentro del orden
Gonyaulacales en la base de datos EukBank, sumando un total de 1475 secuencias, con el fin de realizar un
andlisis mds exhaustivo y detallado de los métodos de clasificacion utilizados. En primer lugar, se
descargaron las tablas de taxonomia y de secuencias de la region V4 del gen 18S facilitadas de manera
directa por el UniEuk Team, correspondientes al grupo Dinophyceae. A partir de ellas, se utilizé la funcién
merge en Rstudio para fusionar ambas tablas por la columna comin de ID de la secuencia. De esta forma,
se obtuvo una tUnica tabla con la siguiente informacién: ID, secuencia y asignacién taxondmica
correspondiente. A partir de ella, se seleccionaron sélo aquellas secuencias clasificadas en el orden
Gonyaulacales.

Mediante el software EPA-ng, se posicionaron filogenéticamente todas las secuencias descargadas

de EukBank sobre el arbol de referencia del orden Gonyaulacales, con el objetivo de verificar su correcta
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asignacion taxonémica. Si bien las secuencias disponibles en EukBank fueron originalmente clasificadas
mediante métodos tradicionales y contrastadas con otras bases de datos de referencia, se optd por realizar
una reasignacion filogenética a fin de incorporar las relaciones evolutivas entre las secuencias. Aquellas
secuencias que no se ubicaron dentro del clado Gonyaulacales fueron descartadas. Como resultado, se
obtuvo un conjunto depurado de 836 secuencias de EukBank reasignadas filogenéticamente a dicho orden.
A continuacioén, se procedi6 a clasificar por separado ambos conjuntos de datos: por un lado, todas
las secuencias del orden Gonyaulacales descargadas de EukBank, y por otro, aquellas reasignadas
filogenéticamente. La clasificacion se basé en el alineamiento de referencia previamente construido
(seccion 3 de Materiales y Métodos), utilizando los mismos programas (EPA-ng y GAPPA; BLAST;
DECIPHER; USEARCH) y la metodologia descripta en la seccién 2 de Materiales y Métodos.

RESULTADOS

1. Arbol de referencia del srupo Dinophyceae

A partir del trabajo de Gottschling et al. (2019), se seleccionaron secuencias correspondientes a los
genes 18S, 28S y a la porcién ITS2+5.8S+ITS2 disponibles en la base de datos GenBank. Estas regiones
fueron alineadas por separado y, posteriormente, concatenadas, dando como resultado un alineamiento
compuesto por 241 secuencias con una longitud total de 3839 posiciones.

Luego de aplicar diferentes filtros, se obtuvieron 480 secuencias adicionales a partir de la base de
datos de PR2. Este conjunto de secuencias fue utilizado para la construccién del arbol filogenético de

referencia (Tabla 1).

Tabla 1. Nimero de secuencias de Dinophyceae descargadas de la base de datos PR?, y retenidas cada etapa de

filtrado, clasificadas segin los érdenes seleccionados.

Orden Descargadas 1¢ filtro 24 filtro Secuencias finales
Dinophysiales 99 71 64 52
Peridiniales 561 447 278 108
Gonyaulacales 737 632 225 87
Gymnodiniales 592 489 265 116
Prorocentrales 126 81 73 58
Suessiales 445 394 132 59




El alineamiento final incluy6 un total de 627 secuencias: 391 provenientes de la base de datos PR?
y 236 obtenidas del trabajo de Gottschling et al. (2019). Los 6rdenes Dinophysiales, Suessiales,
Gonyaulacales y Prorocentrales formaron clados monofiléticos, mientras que Peridiniales y Gymnodiniales
formaron clados parafiléticos y polifiléticos, respectivamente (Figura 2).

La reconstruccién del drbol filogenético reveld que la diversidad de Dinophyceae se agrupa en dos
grandes clados: uno compuesto por los érdenes Dinophysiales, Suessiales y Gonyaulacales, y el otro por el
orden Prorocentrales y los clados principales de Peridiniales y Gymnodiniales. En el primer grupo,
Dinophysiales y Suessiales estdin mds relacionados filogenéticamente, formando un clado monofilético
cuyo grupo hermano es el orden Gonyaulacales. En el segundo gran clado, el orden Gymnodiniales aparece
como el grupo mds basal, compuesto por 128 secuencias, del cual deriva el clado principal del orden
Peridiniales, compuesto por 174 secuencias y el grupo monofilético del orden Prorocentrales. Este dltimo
quedo estrechamente relacionado al clado de la familia Amphidomataceae (Azadinium, Amphidoma), la
cual no se clasifica en ninguno de los seis 6rdenes principales.

Por fuera de estos dos clados mayores y en posicién basal, se encuentran, por un lado, las secuencias
de los géneros Bysmatrum 'y Glenodiniopsis, formando un clado separado al principal de Peridiniales; y por
otro, dos clados pequefios de Gymnodiniales: uno compuesto por 5 secuencias del género Moestrupia y
otro por 11 secuencias del género Amphidinium.

En cuanto al habitat de los géneros y/o especies que componen el drbol filogenético, se observa que
la mayoria son de origen marino. Sin embargo, todos los 6rdenes, excepto Dinophysiales, cuentan con
representantes de agua dulce. Algunos géneros son exclusivos de ambientes dulceacuicolas (como Ceratium
y Piscinoodinium), mientras que otros incluyen especies que habitan en ambientes marinos, salobres y de
agua dulce (como Amphidinium y Gonyaulax). También hay géneros que son exclusivos de ambientes

marinos (como Alexandrium, Tripos y Dinophysis).
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Figura 2. (a) Arbol filogenético de referencia de méxima verosimilitud para el grupo Dinophyceae completo y (b)

Agua dulce

con los 6rdenes colapsados. Se construyé utilizando secuencias concatenadas de los genes
18S+ITS1+5.8S+ITS2+28S descargadas de GenBank y secuencias del gen 18S descargadas de PR?. En el interior, el
anillo delimita los colores de los principales 6rdenes, permaneciendo en blanco aquellas secuencias que no
pertenecen a ninguno de ellos. Los circulos externos simbolizan el habitat de cada secuencia: ambientes marinos,
salobres y agua dulce. El arbol puede visualizarse con mayor detalle en:

https://itol.embl.de/export/19012224019762781725387874

2. Clasificacion de secuencias ambientales

Las secuencias del grupo Dinophyceae obtenidas de la base de datos EukBank fueron clasificadas
con cuatro métodos bioinformaticos diferentes. Se observaron diferencias en las asignaciones taxonémicas

obtenidas, las cuales se describen a continuacion.

EPA-ng y Gappa
Las secuencias clasificadas se posicionaron en diferentes grupos dentro de los dinoflagelados. La
mayoria se clasificé dentro de los 6rdenes Peridiniales y Gymnodiniales (Figura 3), excepto un 3,3% de las

ASVs que cayeron dentro del grupo externo.

< | Grupo extemo
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Ordenes
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[] Gymnodiniales
D Peridiniales
[ Dinophysiales
B Gonyaulacales
B suessiales

. Prorocentrales

Figura 3. Arbol filogenético de referencia del grupo Dinophyceae (Figura 1). Los circulos rojos
corresponden a los posicionamientos filogenéticos de las secuencias desconocidas en los clados mds
probables a partir del Evolutionary Placement Algorithm (EPA). El tamafio de los circulos es proporcional
al nimero de secuencias que se posicionaron en esa rama o clado. El arbol puede visualizarse con mayor

detalle en: https://itol.embl.de/export/19012224019722701725545407

Se observé que la mayoria de las secuencias de Eukbank (83%) presentaron valores de LWR.1
inferiores a 0,5, lo que sugiere una confianza baja en el posicionamiento de estas secuencias en una rama
especifica del arbol filogenético. Aproximadamente solo el 10% de las secuencias obtuvieron un valor de
LWR.1 mayor a 0,9 (Figura 4a), lo que puede considerarse como una confianza alta de que fueron
posicionadas en la rama correcta dentro del arbol filogenético.

A pesar de que pocas secuencias de EukBank tuvieron valores de LWR altos (>0,9), la mayoria
presentaron un valor de EDPL inferior a 0,09 unidades de longitud de rama (Figura 4b). Esto significa que
las secuencias tienden a tener posicionamientos probables proximos entre si, en promedio a una distancia
de una rama, dado que el arbol de referencia utilizado tiene una longitud de rama promedio de
aproximadamente 0,08. Cuando las distancias entre las multiples ubicaciones de posicionamiento de una
secuencia a lo largo de las ramas del arbol de referencia son pequeiias, incluso si los valores de LWR son

bajos, aumenta la confianza en que la secuencia pertenezca a una regién o clado especifico del arbol. Por
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el contrario, si las distancias entre los posicionamientos son grandes, disminuye la confianza en la
asignacion de la secuencia query a un grupo definido, lo que sugiere que la secuencia se ha ubicado en
diferentes sitios dispersos entre los distintos grupos del arbol filogenético de referencia.

Aunque los valores de LWR de las secuencias de EukBank fueron generalmente bajos (con el 83%
presentando LWR.1 < 0,5 y unicamente con el 17% secuencias con LWR > 0,5; Figura 5), las secuencias
se posicionaron consistentemente en ramas cercanas, lo que refuerza la confianza en su clasificacién dentro

de un grupo determinado dentro de Dinophyceae.
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Figura 4. (a) Histograma de los valores LWR de los tres primeros posicionamientos mas probables de cada
secuencia, que muestra cudntas de las secuencias tienen su primera, segunda y tercera ubicacién mas probable en
cada valor LWR. Por ejemplo, la tltima barra de LWR.1 al lado derecho indica que el 5% de las secuencias tienen
un primer posicionamiento (mds probable) en o por encima de un LWR de 0,95. Es decir, estas ubicaciones tienen
un LWR alto y, por lo tanto, se colocan con alta certeza en sus respectivas ramas. (b) Histograma de la Expected
Distance between Placement Locations (EDPL, Distancia esperada entre los sitios de posicionamiento), que se
calcula como las distancias (en términos de longitud de rama del arbol) entre las ubicaciones de colocacion de una
secuencia de consulta, ponderada por el LWR respectivo de cada ubicacién. La EDPL mide qué tan lejos se
distribuyen las ubicaciones de una secuencia a lo largo de las ramas del arbol de referencia y, por lo tanto, qué tan

segura es la ubicacién en un grupo dentro del arbol.
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Figura 5. Distribucion de los valores de LWR de las secuencias clasificadas, obtenidos mediante el
programa EPA-ng. Cada barra representa un rango de LWR, mostrando la cantidad de secuencias de
EukBank que se encuentran dentro de ese rango. Los valores de LWR reflejan la probabilidad de

asignacion de las secuencias a un clado especifico dentro del arbol filogenético de referencia.

Tras ejecutar el software Gappa para la asignacién taxonémica de las secuencias desconocidas, se
observé que estas fueron clasificadas en distintos niveles taxondmicos. Del total, 986 secuencias (26%) se
asignaron hasta el nivel de Dinophyceae (986 secuencias), y el 44% alcanzé los niveles de género y especie

(Figura 6).

Alveolata

Dinophyceae

Orden

Familia

Género

Especie

250 500 750 1000
NUumero de secuencias
Figura 6. Numero de secuencias asignadas hasta cada nivel taxondmico particular a partir del software
Gappa. Cada barra representa la cantidad de secuencias que lograron ser clasificadas hasta ese nivel

especifico (por ejemplo, la segunda barra muestra que aproximadamente 1000 secuencias fueron

clasificadas hasta Dinophyceae).
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Al analizar las secuencias clasificadas a nivel de género, se observé que 817 secuencias asignadas
se distribuyeron en 66 géneros diferentes. Estos géneros pertenecen a los seis érdenes principales y a la
familia Amphidomataceae, que no pertenece a ninguno de ellos. Los érdenes con mayor cantidad de

secuencias asignadas a nivel de género fueron Gymnodiniales y Peridiniales (Figura 7).

100 %
- .
50%
25%
0%

DINOP GONY GYMNO PER PRORO SUE
Orden

Proporcion

Figura 7. Distribucion de los géneros asignados a las secuencias de EukBank en diferentes 6rdenes
taxondémicos con el software Gappa. Cada color representa un género distinto. Los distintos colores en cada
orden (columnas) indican el nimero de géneros en los que se clasificaron las secuencias. DINOP:
Dinophysiales (n=3 géneros); GONY: Gonyaulacales (n=3); GYMNO: Gymnodiniales (n=26); PER:
Peridiniales (n=27); PRORO: Prorocentrales (n=1); SUE: Suessiales (n=2).

BLAST

Se clasificaron el 99,6% de las secuencias de EukBank a partir del alineamiento de referencia
construido utilizando BLAST; solo 16 secuencias no se asignaron taxondémicamente ya que tenian un
porcentaje de identidad menor al 70% con las secuencias de referencia. De las secuencias asignadas, la
mayoria obtuvieron un porcentaje de identidad mayor al 90% con alguna de las secuencias de referencia
(Figura 8). Sin embargo, mas del 70% de las secuencias desconocidas fueron asignadas a las mismas
secuencias de referencia de los géneros Dinophysis (EU780640) y Scrippsiella (HM103509). Si se observa
especificamente el porcentaje de identidad de estas secuencias, solo una pequeia fraccién de ellas presentan
el 100% de identidad con las secuencias de referencia. Del total de secuencias de consulta, solo una
coincidié con Perkinsus atlanticus (AF509333), perteneciente al grupo externo, con un porcentaje de

identidad del 98,3%.
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Figura 8. Distribucién de los porcentajes de identidad de las secuencias clasificadas por BLAST. Se
observa la frecuencia relativa de las secuencias a diferentes porcentajes de identidad, reflejando la

variabilidad en la similitud genética entre las secuencias desconocidas y el alineamiento de referencia.

DECIPHER

Se clasificaron 3844 secuencias de EukBank, de las cuales 3729 fueron asignadas taxonémicamente
como unclassified_Root y unclassified_Dinophyceae (Figura 9). Mas especificamente, el 70% de las
secuencias solo llegaron a clasificarse como “unclassified_Root”, lo que indica que no pudieron ser
asignadas a ningin grupo taxonémico dentro del arbol del conjunto de entrenamiento. La clasificacién
realizada con este método sugiere que las secuencias podrian pertenecer a taxones no representados en el
conjunto de datos de entrenamiento, o también podria deberse a la baja calidad o la incompletitud de las
secuencias, lo que impide una asignacion confiable.

Del total de secuencias asignadas mediante el algoritmo IDTAXA, 79 lograron clasificarse dentro
de los 6rdenes principales. A excepcién de Prorocentrales, que no recibié ninguna asignacién, todos los
ordenes estuvieron representados: 4 secuencias fueron asignadas a Dinophysiales, 54 a Gymnodiniales, 3 a
Suessiales, 3 a Gonyaulacales y 15 a Peridiniales.

Unicamente el 2% de las secuencias fueron asignadas taxonémicamente al nivel de orden o a
niveles inferiores como familia, género y especie (Figura 9). Particularmente al nivel de especie, sdlo se
asignaron 19 secuencias (Figura 10), pertenecientes a los 6rdenes: Gymnodiniales (Gyrodinium
heterogrammum, G. fusiforme, Erythropsidinium agile); Peridiniales (Amphidiniopsis swedmarkii,
Peridinium willei, Scrippsiella bicarinata); Gonyaulacales (Goniodoma polyedricum) y Suessiales

(Borghiella tenuissima).
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Figura 9. Numero de secuencias asignadas con el algoritmo IDTAXA en los diferentes grupos
taxonémicos. Cada barra representa la cantidad de secuencias que lograron ser clasificadas hasta ese nivel
especifico con un porcentaje de identidad mayor al 60% (por ejemplo, la cuarta barra muestra que algo mas

de 1000 secuencias se clasificaron hasta Dinophyceae).
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Figura 10. Porcentaje de secuencias de EukBank asignadas a diferentes niveles taxonémicos mediante el algoritmo

IDTAXA del paquete DECIPHER.



USEARCH

Luego de la aplicacion del algoritmo SINTAX, tnicamente tres secuencias lograron ser asignadas a
nivel de género (todas pertenecientes a Gyrodinium), mientras que dos alcanzaron el nivel de especie,
clasificadas como Gyrodinium heterogrammum y Amphidiniopsis swedmarkii. El taxén mas dominante fue
Dinophyceae, con 3658 secuencias clasificadas a este nivel (95% del total; Figura 11). Ademads, se observo
que 169 secuencias fueron asignadas hasta el nivel de orden, y dentro de ellas, 165 al orden Gymnodiniales.
Por otra parte, 10 secuencias fueron clasificadas hasta el nivel de familia, distribuyéndose en: Suessiaceae,

Gymnodiniaceae y Gyrodiniaceae.
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Figura 11. Numero de secuencias asignadas con el algoritmo SINTAX en los diferentes grupos taxonémicos. Cada
barra representa la cantidad de secuencias que lograron ser clasificadas hasta ese nivel especifico con un porcentaje

de identidad mayor al 80%.

3. Construccidn del 4rbol de referencia del orden Gonyaulacales

A partir de la base de datos PR? se recuperaron todas las secuencias asignadas al orden
Gonyaulacales. Tras aplicar diferentes filtros de calidad, las secuencias restantes fueron utilizadas para
construir el arbol filogenético de referencia, junto con aquellas del trabajo de Gottschling et al. (2019)
(Figura 12).

El arbol filogenético estuvo conformado por 10 secuencias del grupo externo presentes en el drbol
de Dinophyceae, y 567 secuencias distribuidas entre los ¢rdenes Gymnodiniales, Peridiniales,
Dinophysiales, Suessiales, Prorocentrales y Gonyaulacales. Dado que este arbol de referencia se centraba

en el dltimo grupo, fue el mas representado, con un total de 383 secuencias.
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Dentro del orden Gonyaulacales se destacan dos clados bien diferenciados y equilibrados: uno
conformado por 179 secuencias, que incluye principalmente a las especies del género Alexandrium y otros
géneros marinos (Coolia, Ostreopsis); mientras que el otro clado presenta mayor diversidad de géneros e
incluye 204 secuencias, con representantes marinos y de agua dulce (ej. Ceratium, Tripos, Gambierdiscus,
Gonyaulax, entre otros). Hay una clara diferenciacién en el largo de ramas del subclado formado por los
géneros Coolia y Ostreopsis, que lo distingue dentro del clado mayor que contiene a las especies de

Alexandrium.

Tree scale: 1 —————
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[] Grupo externo
. Gonyaulacales
D Gymnodiniales
D Peridiniales
. Prorocentrales
. Dinophysiales
. Suessiales

Figura 12. Arbol filogenético de referencia de maxima verosimilitud para el orden Gonyaulacales construido con
RAXML. Se utilizaron las secuencias de Dinophyceae de Gottschling et al. (2019) y secuencias del gen 18S del
orden Gonyaulacales descargadas de PR?. Excepto por el orden Gonyaulacales, todos los clados presentes en el

arbol se encuentran colapsados, incluyendo el grupo externo. La familia Amphidomataceae (en blanco) no se
clasifica en ninguno de los 6rdenes encontrados y forma un clado independiente. Los circulos rojos indican aquellos
valores de bootstrap mayores a 60. El drbol puede visualizarse con mayor detalle en:

https://itol.embl.de/export/190122240197197251726661593
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4. Clasificacion de secuencias ambientales

Se descargaron de la base de datos EukBank todas las secuencias clasificadas al orden
Gonyaulacales. Estas secuencias fueron asignadas taxondémicamente con los cuatro métodos
bioinformadticos también utilizados para el grupo Dinophyceae. Paralelamente, se realizé una reasignacién
filogenética de las mismas secuencias, y luego fueron clasificadas por los mismos métodos. Los resultados
revelaron discrepancias entre las asignaciones taxondmicas obtenidas, tanto en funcién del método

empleado como del conjunto de secuencias utilizado.

EPA-ng y GAPPA

En el arbol de referencia del orden Gonyaulacales, la familia con mayor niimero de secuencias fue
Pyrocystaceae (Figura 13), que incluye géneros como Alexandrium, Coolia, Gambierdiscus y Pyrocystis,
entre otros. Al posicionar filogenéticamente las secuencias de EukBank mediante el método EPA-ng, se
observé que la mayoria se agrupa dentro de esta familia. Sin embargo, también se detecté una cantidad
significativa de secuencias ubicadas en las familias Ceratiaceae y Gonyaulacaceae, tanto en las secuencias
de EukBank (Figura 13a) como en las reasignadas filogenéticamente (Figura 13b). Por otro lado, al analizar
la eficiencia de esta clasificacién a partir del LWR, se observé que aproximadamente el 25% de las
secuencias de Gonyaulacales provenientes de EukBank presentaron valores de LWR.1 superiores a 0,96
(Figura 14a). En cambio, tra su reasignacion filogenética, solo el 5% de las secuencias mantuvieron valores
de LWR.1 por encima de 0,96 (Figura 14b).

En cuanto a la asignacién taxondémica realizada con Gappa, ambos conjuntos de secuencias se
clasificaron en proporciones similares en cada nivel taxonémico (Figura 14c, 14d). Ademds, el porcentaje
de secuencias clasificadas a nivel de especie fue comparable: 45% en las secuencias originales de EukBank
y 43% en las reasignadas. Por udltimo, la proporcion de secuencias clasificadas inicamente hasta los niveles

de Alveolata o Dinophyceae también fue baja en ambos casos, con un 6% y un 7% respectivamente.
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Figura 13. Arboles filogenéticos de referencia del orden Gonyaulacales que muestran los posicionamientos
filogenéticos (circulos rojos) en los clados mds probables de (a) la totalidad de las secuencias de Gonyaulacales

descargadas EukBank y (b) las secuencias luego de la reasignacion, a partir del Evolutionary Placement Algorithm

(EPA). El tamaifio de los circulos es proporcional al nimero de secuencias que se posicionaron en esa rama o clado.

Los arboles pueden visualizarse con mayor detalle en: (a) y (b)

https://itol.embl.de/export/19012224019743901732902246.

42



a) b)
5l W LWRA 0.3 | INGE]
B LWR2 B wWR2
LWR 3 LWR.3

0.3-

0.2-

Porcentaje
o o
y -
Porcentaje
(=] o o
o - N
; .
. o—
.
-
-

A9 14 T4 4194 a099 4499444444994
LWR
c) d)
Alveolata -
Dinophyceae -
Gonyaulacales
Familia -
Género
Especie
0 200 400 600 0 100 200 300

Nudmero de secuencias Numero de secuencias

Figura 14. Histogramas de los valores LWR de los tres primeros posicionamientos mas probables (violeta: primera
ubicacion; azul: segunda ubicacién; verde: tercera ubicacion) de cada una de las secuencias de Gonyaulcalaes (a)
descargadas de EukBank y (b) las secuencias luego de la reasignacion filogenética en el arbol de referencia. Numero
de secuencias asignadas a cada nivel taxondmico a partir del software Gappa de cada conjunto de datos: (c) la
totalidad de las secuencias descargadas de EukBank y (d) las secuencias después de su reasignacion. Cada barra

representa la cantidad de secuencias que lograron ser clasificadas hasta ese nivel especifico.

Luego de calcular los valores de EDPL de cada conjunto de secuencias, se observé que en ambos
casos las ubicaciones de la mayoria de las secuencias fueron muy cercanas, con EPDL <0,06 (Figura 15).
Por un lado, de las 1475 secuencias totales de EukBank, la distancia esperada entre las ubicaciones de
colocacion tiene una media de 0,009, que es muy baja en comparacién con la longitud media de las ramas
del arbol (0,08). Esto indica que, en promedio, la distribucién de la colocacién de una secuencia se extiende
a lo largo de las ramas vecinas del arbol. Para el 21% de estas secuencias, el valor de EDPL fue igual a 0,
lo que indica que en todos los casos, esas secuencias se posicionaron en la misma rama, confirmado también
con el numero aproximado de secuencias con LWR >0,9. Por otra parte, para las 836 secuencias de

EukBank reasignadas, el valor medio de EDPL fue superior, de 0,01, mientras que el maximo valor fue a



igual a 0,18 correspondiente a una secuencia que se clasificé como Alveolata. Para 607 de estas secuencias,

la EDPL fue <0,01, y para 221 secuencias, vari6 entre 0,01 y 0,1.
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Figura 15. Distancias (en términos de longitud de rama del arbol) entre las ubicaciones de colocacién de cada una

de las secuencias de consulta (a) sin filtrar y (b) filtradas.

BLAST

De las 1475 secuencias descargadas de EukBank, 1460 (98,9%) se clasificaron con un porcentaje de
identidad entre 72 y 100% con las secuencias de referencia (Figura 16a). Dentro de este grupo, 224
secuencias no pudieron asignarse mds alla de los niveles taxondmicos Eukaryota y Dinophyceae, mientras
que 14 coincidieron con secuencias de referencia pertenecientes al grupo externo. Por otro lado, 777
secuencias se clasificaron en géneros o especies pertenecientes al orden Gonyaulacales, y 445 en otros
ordenes (Figura 16¢). Dentro de las secuencias asignadas como Gonyaulacales, 53 fueron clasificadas hasta
el nivel de especies, distribuidas en 17 géneros, siendo Alexandrium el género representado por el mayor
nimero de especies y secuencias (Figura 16e).

Luego de la etapa de reasignacién filogenética de las secuencias de EukBank, la totalidad de las
secuencias se clasificaron taxondmicamente a alguna de las secuencias del alineamiento de referencia
construido, con un porcentaje de identidad entre 71,8 y 100% (Figura 16b). De las 836 secuencias
clasificadas, 7 s6lo pudieron asignarse alos niveles Eukaryota o Dinophyceae; 168 fueron asignadas a otros
ordenes (Peridiniales, Dinophysiales y Prorocentrales); 23 coincidieron con secuencias del grupo externo;
y 638 se clasificaron dentro del orden Gonyaulacales (Figura 16d), distribuyéndose en 9 géneros y 20
especies diferentes (Figura 16f). Sin embargo, se observé que el 49% de las secuencias reasignadas tuvieron

entre 88 y 100% de similitud con la misma secuencia de referencia de Alexandrium margalefii (JQ616827).
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Figura 16. Clasificacion de secuencias por BLAST. Distribucién de los porcentajes de identidad de: (a) la totalidad
de las secuencias de Gonyaulacales descargadas de Eukbank y (b) las secuencias de EukBank luego de la
reasignacion filogenética. Nimero de secuencias de Gonyaulacales de: (c) EukBank totales y (d) reasignadas,

clasificadas en otros grupos y dentro del orden Gonyaulacales. Numero de secuencias asignadas taxonémicamente a



cada género dentro del orden Gonyaulacales correspondientes (e) a la totalidad de las secuencias de EukBank y (f) a

las secuencias reasignadas filogenéticamente. Entre paréntesis se detalla el nimero de especies. n.i: no identificadas.

Al comparar ambos conjuntos de datos, se observa una clara reduccién en la diversidad de géneros
asignados. El nimero de géneros es casi el doble antes de la reasignacion, evidenciando que este proceso

concentra las secuencias en un menor nimero de géneros y especies de referencia.

DECIPHER

El algoritmo IDTAXA del paquete DECIPHER en el software R, tiene como objetivo asignar
taxonémicamente con precision a la mayor cantidad posible de secuencias desconocidas, y se evita
clasificar secuencias que pertenecen a grupos taxondémicos que no estin representados en los datos de
entrenamiento o referencia. Se observd una mejora significativa en la asignacién taxondmica al aplicar
IDTAXA antes y después de la reasignacion de secuencias de EukBank con EPA-ng. Las secuencias
clasificadas como unclassified_Root (no asignadas a ningin nivel taxonémico) disminuyeron
notablemente, pasando de aproximadamente el 50% al 25% entre las secuencias sin reasignar (Figura 17a)
y las reasignadas por filogenia (Figura 17b). Ademas, se registré un aumento en la proporcién de secuencias
clasificadas hasta el nivel de género después de la etapa de reasignacién (Figura 17b).

Al focalizar en las secuencias asignadas a nivel de especie, se observo un aumento en la cantidad de
secuencias clasificadas luego de la reasignacion por filogenia. No obstante, el nimero total de especies
identificadas disminuy6 de 40 a 36 al comparar la totalidad de las secuencias de EukBank (Figura 17¢) con
aquellas reasignadas filogenéticamente como Gonyaulacales (Figura 17d). Cabe destacar que, en ambos

casos, las especies se distribuyeron dentro de los mismos 14 géneros.
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Figura 17. Proporcidn de secuencias asignadas a los diferentes niveles taxonémicos con el algoritmo IDTAXA de
USEARCH correspondiente a cada set de datos: (a) totalidad de las secuencias descargadas de EukBank y (b)
secuencias obtenidas luego de la reasignacién por filogenia. Géneros y nimero de especies a las que fueron
asignadas las secuencias de EukBank (c) no filtradas y (d) filtradas. Alex: Alexandrium; Cer: Ceratium; Cool:
Coolia; Frag: Fragilidium; Gamb: Gambierdiscus; Gonio: Goniodoma; Gony: Gonyaulax; Ling: Lingulodinium;

Ostr: Ostreopsis; Pyroc: Pyrocystis; Pyrop: Pyrophacus; Spin: Spinifera; Trip: Tripos.

USEARCH

El dltimo método utilizado para clasificar ambos conjuntos de secuencias de Gonyaulacales de
EukBank fue a partir del algoritmo SINTAX implementado dentro del programa USEARCH. En este caso,
la mayorifa de las secuencias se asignaron a niveles taxondémicos bajos como género y/o especie,
representando el 62% de las secuencias descargadas de EukBank (Figura 18a) y el 85% de las secuencias
luego del paso de reasignacién con EPA-ng (Figura 1b). La clasificacion de este dltimo conjunto de datos
fue més eficiente ya que se logran clasificar casi el doble de secuencias hasta el nivel de especie y las

secuencias que s6lo llegaron a clasificarse como Dinophyceae, disminuyé del 20% al 5% del total.
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Figura 18. Numero de secuencias de Gonyaulacales (a) no filtradas y (b) filtradas asignadas en cada nivel
taxonémico con el algoritmo SINTAX de USEARCH. Cada barra representa el nimero de secuencias clasificadas

hasta ese nivel especifico.

DISCUSION

En este Capitulo, se construyé un arbol filogenético de referencia para el grupo Dinophyceae, con
la representacion de los seis 6rdenes principales. Este drbol se destaca por ser el primero en incluir un
nimero elevado de secuencias (627 en total) y por abarcar una diversidad filogenética amplia, a diferencia
de estudios previos centrados tinicamente en 6rdenes o clados particulares (Kim et al. 2003; Bachvaroff et
al. 2014; Ndhlovu et al. 2017). Con este arbol fue posible asignar taxondémicamente secuencias
desconocidas de la base de datos EukBank, para lo cual se evaluaron cuatro métodos bioinformaticos: tres
basados en la comparacion con una base de datos de referencia y uno de posicionamiento filogenético. Los
resultados muestran que los métodos filogenéticos ofrecen ventajas claras en términos de resolucion y
precision para la clasificacién de secuencias desconocidas (atin no asignadas taxondmicamente),
especialmente en grupos complejos como los dinoflagelados. Ademds, se generd el arbol de referencia
especifico para el orden Gonyaulacales, a fin de resolver aspectos filogenéticos del grupo al cual pertenece
Ceratium, objeto de estudio de esta tesis, y de mejorar la clasificacion de las secuencias correspondientes a
este orden. Aunque existen estudios filogenéticos aplicados a otros microorganismos invasores, como
Didymospheania geminata (Jaramillo et al. 2015; Jones et al. 2019), este Capitulo representa uno de los
primeros trabajos en avanzar con un arbol filogenético de referencia para el orden Gonyaucalaes. Esto

permite una identificacién y clasificacién mas precisa de las especies de este grupo mediante herramientas
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moleculares. En este sentido, los arboles construidos constituyen una linea de base para futuras
aplicaciones, como la deteccion de potenciales especies invasoras, lo cual constituye el primer paso para su
monitoreo y posterior manejo.

Las secuencias de Dinophyceae pudieron clasificarse a nivel de género y/o especie con todos los
métodos empleados, siendo el método de posicionamiento filogenético el que mostré el mejor desempeio.
Este permitié asignar el 44% de las secuencias ambientales hasta los niveles de género y/o especie. En
cambio, los métodos basados en similitud nucleotidica lograron porcentajes muy bajos (< 2%). En el caso
de las secuencias de Gonyaulacales, la clasificacién fue notablemente mds eficiente tanto utilizando el
método de posicionamiento filogenético como los de comparacién nucleotidica. Este mejor desempeiio
probablemente se deba al enriquecimiento del &4rbol filogenético con secuencias especificas de
Gonyaulacales, lo que aument6 la representatividad de especies y, en consecuencia, mejord la precisiéon en
la asignacién taxondmica.

En el arbol de Dinophyceae construido, los érdenes Gonyaulacales, Suessiales, Prorocentrales y
Dinophysiales constituyeron grupos monofiléticos, mientras Peridiniales y Gymnodiniales formaron grupos
parafiléticos y polifiléticos, lo que también se observé en estudios anteriores (Kremp et al. 2005; Saldarriaga
et al. 2004; Zhang et al. 2007). Hasta el momento, las filogenias publicadas de dinoflagelados se centraron
unicamente en 6rdenes o clados particulares (Murray et al. 2009; Orr et al. 2012; Raho et al. 2013;
Gottschling et al. 2019). Sumado a esto, atin no existe un consenso sobre el verdadero posicionamiento
filogenético de los diferentes grupos dentro de los dinoflagelados y los linajes hermanos. Esto puede
deberse a que las interrelaciones entre los principales subgrupos cambian de acuerdo al marcador o
marcadores moleculares utilizados para inferir la filogenia (Saldarriaga et al. 2004; Hoppenrath & Leander
2010). Por esta razdn, la clasificacidn taxonémica y las relaciones filogenéticas dentro de los dinoflagelados
han cambiado numerosas veces a lo largo del tiempo, al igual que las relaciones con los grupos que se
encuentran estrechamente relacionados con ellos.

Uno de los grupos mds controversiales en cuanto a su posicionamiento filogenético es Noctilucales,
representado por una secuencia de la especie Noctiluca scintillans en el drbol de referencia construido. En
dicho arbol, esta secuencia se posiciona en el grupo externo, siendo la mds estrechamente relacionada al
clado de Dinophyceae. Este posicionamiento filogenético ha sido observado en otros estudios que también
utilizaron filogenias basadas en el gen 18S y genes ribosomales concatenados (Murray et al. 2005;
Gottschling et al. 2019), asi como en filogenias basadas en multiproteinas (Janouskovec et al. 2016). Sin
embargo, en otros andlisis, Noctilucales se ha clasificado dentro de Dinophyceae, formando parte de los
ordenes Peridiniales (Orr et al. 2012) o Gymnodiniales (Price & Bhattacharya 2017). Otro grupo en el cual
no existe un consenso en su clasificaciéon y posicionamiento filogenético es Syndiniales. En algunos

estudios, Syndiniales fue definido como uno de los dos linajes principales dentro de los dinoflagelados
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(Bachvaroff et al. 2014; Hoppenrath & Leander 2010; Okamoto et al. 2012). En otros casos, aparece como
grupo basal de Dinophyceae (Gottschling et al. 2019), tal como se observa en este arbol de referencia,
donde aparece como grupo hermano del clado conformado por las secuencias de Perkinsea y Apicomplexa.

A diferencia de los grupos mencionados anteriormente, en los que ain no existe consenso sobre su
posicionamiento filogenético, hay clados cuyo lugar en el 4rbol evolutivo estd mas resuelto. Un ejemplo es
la clase Perkinsea, que se encuentra estrechamente relacionada con los dinoflagelados, pero no forma parte
de este grupo (Saldarriaga et al. 2003; Itoiz et al. 2022). Filogenéticamente, Perkinsea se ubica préxima a
Syndiniales y a la familia Oxyrrhinaceae (Fensome et al. 1999; Bachvaroff et al. 2014). Asimismo, el grupo
Apicomplexa se ha mostrado estrechamente relacionado con Perkinsea en la mayoria de las filogenias
(Siddall et al. 1997; Brate et al. 2010; Gottschling et al. 2019), lo cual también se refleja en el arbol
filogenético construido, donde ambos aparecen como grupos hermanos.

El arbol filogenético de Dinophyceae se construyé con secuencias de referencia de genes
concatenados obtenidas de la bibliografia y fue enriquecido con secuencias del gen 18S obtenidas de las
bases de datos. La filogenia construida en base a multiples genes concatenados ofrece varias ventajas en
comparacion con la filogenia basada en un tinico gen, ya que al incluir varios genes se obtiene una mayor
cantidad de informacién genética, lo que, muchas veces, permite construir arboles filogenéticos mas
precisos y robustos (Bachvaroff et al. 2011; Holt et al. 2023). En otros casos, hay resultados que muestran
que tanto las filogenias de ADN ribosomal (con los genes 18S, ITS, 28S) como las de muiltiples genes
resuelven los limites de las especies igualmente bien, pero las filogenias multigen proporcionan evidencia
mas s6lida de la relacion filogenética entre las especies (Ott et al. 2022), lo que genera que aumente la
confiabilidad en la filogenia inferida.

La mayoria de las secuencias ambientales fueron asignadas a los 6rdenes Peridiniales y
Gymnodiniales mediante distintos métodos de clasificacion, basandose en el alineamiento y en el arbol
filogenético de referencia de Dinophyceae. También se clasificaron secuencias en los érdenes restantes:
Prorocentrales, Gonyaulacales, Suessiales y Dinophysiales.

El método de posicionamiento filogenético fue caracterizado en trabajos anteriores por ser mas
preciso al momento de identificar secuencias (Matsen et al. 2010; Berger et al. 2011; Barbera et al. 2018),
al igual que lo observado en los resultados de este Capitulo con las secuencias de Dinophyceae. En lugar
de depender de la similitud contrastando con una base de datos, identifica lecturas basdndose en un arbol
filogenético de referencia. De este modo, permite incorporar informacién sobre la historia evolutiva de los
grupos bajo estudio (Czech et al. 2022). Aproximadamente la mitad del total de secuencias de Dinophyceae
fueron asignadas hasta los niveles de género y/o especie, evidenciando el buen desempeiio de este método,
tal como se observo en trabajos anteriores (Mahé et al. 2017; Gottschling et al. 2019; Ewers et al. 2023).

Llamativamente, solo una pequefia proporcién de las secuencias asignadas al nivel de orden o inferiores
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cayeron en el clado de los Gonyaulacales. Esto probablemente se deba a los escasos muestreos de este
grupo, especialmente considerando que una gran parte de sus especies habitan en agua dulce, un ambiente
mucho menos estudiado en comparacién con el medio marino. Por otra parte, los valores bajos del
pardmetro LWR para la mayoria de las secuencias clasificadas indican una cierta incertidumbre en su
ubicacién precisa, ya que ramas cercanas también podrian representar opciones probables para su
posicionamiento. Esto fue evaluado adicionalmente utilizando el estadistico EDPL (distancias entre las
ubicaciones de las secuencias qguery en el drbol filogenético). Los resultados del EDPL confirmaron que las
secuencias se posicionaron en ramas cercanas, y siempre cayeron dentro del clado o grupo esperado, lo que
sugiere que fueron correctamente clasificadas a nivel filogenético.

Por otra parte, los métodos tradicionales basados en la comparacién nucleotidica solo lograron
clasificar las secuencias ambientales de EukBank a niveles superiores, como Dinophyceae o Eukaryota.
Utilizando USEARCH, la mayoria de las secuencias que fueron asignadas hasta el nivel de orden
pertenecieron casi en su totalidad a Gymnodiniales. En cambio, con DECIPHER, solo el 2% de las
secuencias fueron clasificadas a nivel de orden o inferiores. Especificamente, las secuencias asignadas a
nivel de especie correspondieron a los 6rdenes Gymnodiniales, Peridiniales, Gonyaulacales y Suessiales.
Esto ocurre porque ambos clasificadores dependen enormemente del set de datos utilizado como base de
datos de referencia (Hung et al. 2022). La clasificacién mediante BLAST fue descartada ya que generd un
sesgo hacia dos secuencias particulares de la base de datos de referencia, pertenecientes a los géneros
Dinophysis y Scrippsiella.

Los métodos de comparacién de secuencias query con bases de datos de referencia son rapidos y
funcionan razonablemente bien cuando las lecturas son lo suficientemente similares a las secuencias de
referencia, es decir, cuando hay representatividad de las secuencias a clasificar en la base de datos de
referencia a contrastar (Czech et al. 2018). Por lo tanto, la ineficiencia en la asignacién por estos métodos
puede deberse a ausencias puntuales de especies en el conjunto de datos de entrenamiento (Murali et al.
2018), sumado a una alta divergencia en las secuencias a clasificar y/o presencia de secuencias novedosas
que auin no tienen representacion en las bases de datos de referencia.

El arbol de referencia del orden Gonyaulacales se construyé utilizando las mismas secuencias de
genes concatenados que se emplearon para el grupo Dinophyceae, incorporando ademads secuencias del gen
18S de Gonyaulacales descargadas de la base de datos PR2. Este orden constituye un clado monofilético
compuesto por especies marinas y de agua dulce, siendo Ceratium uno de los géneros dulceacuicolas mas
reconocidos y ampliamente distribuidos a nivel global (Macedo et al. 2021). Inicialmente, Ceratium incluia
tanto especies marinas como de agua dulce, pero la evidencia morfolégica y molecular respald6 la
restriccion del nombre Ceratium a las especies de agua dulce (Gémez et al. 2010) y la adopcién de Tripos

para las especies marinas (Gomez 2013). Esta division también se refleja en la filogenia, donde los géneros
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Tripos y Ceratium forman dos clados hermanos bien diferenciados, con un alto valor de bootstrap (>90;
Logares et al. 2007; Accattatis et al. 2020).

En el arbol construido, puede observarse que la familia Tovelliaceae es la primera en divergir del
clado principal de Gonyaulacales y forma un clado monofilético, un patrén que también se ha reportado en
otras filogenias, donde las especies de esta familia no se clasificaron dentro de este orden (Pandeirada et al.
2019; Chacén & Gottschling 2020; Tillmann et al. 2021).

Los dos clados con mayor nimero de secuencias corresponden a los géneros Alexandrium y
Gambierdiscus. Este ultimo, forma un clado monofilético estrechamente relacionado al género Fukuyoa,
que fue separado de Gambierdiscus en 2015 y ahora incluye tres especies (Gémez et al. 2015), entre ellas
Fukuyoa yasumotoi, presente en el drbol filogenético construido. Ambos géneros permanecen
estrechamente relacionados formando grupos hermanos, lo cual también se observé en filogenias anteriores
(Leung et al. 2018; Hoppenrath et al. 2019; Gottschling et al. 2020).

Por otro lado, el género Alexandrium forma un clado de 179 secuencias compuesto también por
otros dos géneros marinos: Ostreopsis y Coolia, que al pertenecer a la familia Ostreopsidaceae, en la
mayoria de las filogenias forman un clado monofilético (Accoroni et al. 2016; Boisnoir et al. 2022). Las
especies de Alexandrium quedan divididas en tres clados: el mds grande, compuesto mayormente por las
especies A. tamarense y A. catenella; otro formado por las secuencias de la familia Ostreopsidaceae junto
con otras ocho especies de Alexandrium; y por ultimo un clado formado principalmente por las especies A.
ostenfeldii y A. minutum.

A partir de este arbol y de su alineamiento de referencia, se asignaron taxondémicamente dos
conjuntos de datos basados en secuencias de la base de datos EukBank pertenecientes al grupo
Gonyaulacales utilizando los mismos métodos de clasificaciéon que para Dinophyceae. En este caso, la
mayoria de secuencias se asignaron a la familia Pyrocystaceae, especificamente al género Alexandrium.
Este género incluye una gran diversidad de especies que se distribuyen en ambientes marinos a nivel global
(Hallegraeff et al. 1993; Anderson et al. 2012) y actualmente 32 especies diferentes son aceptadas
taxondmicamente (Mertens et al. 2020). La principal diferencia entre la clasificacion de la totalidad de las
secuencias descargadas de EukBank y la realizada tras la reasignacién filogenética radic en el ndmero de
secuencias asignadas a niveles taxonémicos mds bajos, como género y especie. Por ejemplo, en el caso de
USEARCH, el nimero de secuencias query clasificadas a nivel de especie aumenté casi el doble al utilizar
las secuencias reasignadas, siendo este el método que logré la mayor proporcién de asignaciones a nivel de
especie, con un 61% del total clasificado. En cambio, con el método de posicionamiento filogenético se
obtuvieron resultados muy similares para ambos conjuntos de datos, clasificindose en aproximadamente
los mismos porcentajes dentro de cada nivel taxondmico, cerca de la mitad del total en el nivel de especie.

El paquete de R DECIPHER no resulté adecuado para clasificar este tipo de secuencias ya que en su
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mayoria se ubicaron como Unclassified_Root, tanto las secuencias originales descargadas de EukBank
como las reasignadas por filogenia. Esto significa que dichas secuencias fueron asignadas en la "raiz" del
arbol taxondmico, el nivel mds alto posible en el arbol filogenético, lo que impidié su asignacién a un taxén
especifico en la base de datos de referencia utilizada para la clasificacion. Algo similar ocurrié con BLAST,
donde las secuencias clasificadas inicamente como Eukaryota o Dinophyceae presentaron porcentajes de
identidad muy altos (entre el 70-100%) con secuencias de referencia que también estaban asignadas a esos
mismos niveles taxondmicos. La mayoria de las secuencias de EukBank sin reasignar, se clasificaron en
diferentes géneros y/o especies; mientras que las secuencias reasignadas filogenéticamente repitieron el
patrén del grupo Dinophyceae, asigndndose la mitad a una tnica secuencia de referencia de Alexandrium
margalefii; igualmente coincidente al resto de los métodos que clasificaron un gran porcentaje de
secuencias en este género.

En definitiva, para la clasificacion de secuencias ambientales, se observd que los métodos de
posicionamiento filogenético son los mds eficientes ya que permiten comparar de manera mds integral,
tomando en cuenta la historia evolutiva, y analizan en simultdneo las relaciones filogenéticas de todas las
secuencias de referencia. Los métodos para clasificar secuencias ambientales basados en su composicién
nucleotidica dependen de la similitud entre las secuencias desconocidas y las de referencia, por lo que
requieren bases de datos altamente representativas de todos los clados del grupo en estudio. En el caso de
las secuencias de Gonyaulacales, USEARCH mostr6 una alta eficiencia en la asignacion taxonémica en
comparaciéon con BLAST y DECIPHER. Esta diferencia podria estar relacionada con caracteristicas
particulares del algoritmo, que le permite identificar patrones taxondmicos especificos dentro de las
secuencias, asi como su sensibilidad a la variabilidad genética entre ellas.

Desde un punto de vista evolutivo, la eficiencia de los métodos mas sensibles a la variabilidad
genética sugiere que las secuencias de Gonyaulacales presentan un alto grado de divergencia, lo cual esté
posiblemente reflejando una historia evolutiva con eventos recientes de diversificacién. La necesidad de
métodos que consideren la historia filogenética resalta también la existencia de linajes bien diferenciados,
con patrones de conservacion y variabilidad que no siempre se reflejan en la similitud nucleotidica. Sumado
a esto, el gen ribosomal 18S podria tener ciertas limitaciones para evaluar eventos eco-evolutivos. En este
sentido, este marcador no reflejaria con precision la evolucién funcional del clado, ya que no permite
discriminar especies con nichos ecoldgicos distintos, como los marinos y los de agua dulce.

El presente Capitulo presentd los primeros arboles filogenéticos de referencia para los grupos
Dinophyceae y Gonyaulacales, construidos a partir de una recopilacién exhaustiva de secuencias y la
conformacidn de una base de datos robusta, sometidas a multiples etapas de filtrado y curado. Ademads, se

exploraron diversas metodologias de clasificacion taxonémica de secuencias con el fin de comparar su
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eficiencia, tanto en Dinophyceae como en Gonyaulacales, utilizando dos conjuntos de datos diferentes para

este ultimo grupo.
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Capitulo 2

b

Ceratium y analisis de sus

preferencias ambientales



Este Capitulo forma parte de la publicacion: Accattatis, V., Milano, M., da Silva, R. D., Huber, P., Metz,
S., Calado, A., Craveiro, S., Forastier, M., Piccini, C., de Souza Cardoso, L., Devercelli, M. (2024).
Mapping the global distribution and predicting the potential expansion of Ceratium (Dinophyceae):
development of an interactive platform. La misma se encuentra en proceso de revision en la revista

Biological Invasions.

INTRODUCCION

Durante las dltimas décadas, la globalizacién ha incrementado la conectividad entre regiones de todo
el mundo, disminuyendo la importancia de las distancias y las barreras geograficas. Una consecuencia
significativa de este aumento en la conectividad es el mayor transporte de especies, ya sea de manera
intencional o accidental, hacia nuevos ambientes donde pueden volverse invasoras (Meyerson & Mooney,
2007; Keller et al. 2011). En las 4areas introducidas, algunas de estas especies encuentran nichos con
condiciones similares a las de su drea nativa, pero carecen de depredadores, pardsitos o competidores
naturales (Sakai et al. 2001; Torchin et al. 2003), lo que favorece su supervivencia y proliferacién. La
introduccién de estos organismos impone diferentes impactos en los ecosistemas (Pejchar & Mooney 2009;
Pysek et al. 2020) y, en ciertas ocasiones, conduce a la pérdida de biodiversidad, lo que es una de las
mayores preocupaciones respecto a las invasiones bioldgicas (Mollot et al. 2017). Se necesita un
conocimiento integrado, confiable y, en la medida de lo posible, actualizado de las distribuciones
geograficas de las especies invasoras para predecir su potencial de propagacién y proporcionar informacion
para el desarrollo de estrategias de manejo (Ricciardi et al. 2000).

En este sentido, los conjuntos de datos relativos a la introduccién de especies a lo largo de periodos
prolongados ofrecen valiosas perspectivas sobre patrones histéricos y prospectivos, lo que ayuda a tomar
decisiones informadas para la gestién de la conservacion (van Kleunen et al. 2015; Seebens et al. 2017).
Estas bases de datos no sélo proporcionan informacién valiosa para mejorar los enfoques de control y
gestion de las especies invasoras (Molnar et al. 2008), sino que también permiten la identificacién oportuna
de los cambios en su distribucién, esencial para la aplicacién de medidas proactivas.

En lo que respecta a los ambientes acuaticos, existe gran cantidad de informacién sobre peces,
moluscos y crustdceos invasores (Thomsen et al. 2014; Jones et al. 2021). Sin embargo, en el caso de los
microorganismos, la gran mayoria de los estudios se han desarrollado en ambientes marinos, y su
introduccién en sistemas de agua dulce, como el caso de Ceratium y otras especies, ha atraido maés
recientemente la atencién tanto de ec6logos como de la sociedad (Bothwell & Taylor 2014; Abelando et al.

2020).
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Dentro del género Ceratium, las dos especies de agua dulce mds registradas a nivel mundial,
Ceratium furcoides y Ceratium hirundinella constituyen organismos conspicuos, faciles de identificar,
aunque presentan una considerable variabilidad morfolégica (Calado & Larsen 1997). Esto a menudo ha
llevado a identificaciones erréneas, e incluso a confundir una especie con la otra. C. hirundinella se
identifica tipicamente por la base en forma de campana de la epiteca, mientras que la epiteca de C. furcoides
es predominantemente céncava. En caso de duda, se recomienda examinar las placas del cuerno apical; la
placa 4' de C. hirundinella se extiende hasta la placa poral en la punta del cuerno, mientras que C. furcoides
tiene la placa 4' corta y triangular (Figura 1; Moestrup & Calado 2018). Sin embargo, esto no siempre es
facil de identificar bajo el microscopio Optico, y es necesario procesar la muestra para poder corroborarlo

bajo el microscopio electrénico.

Figura 1. Diferencias morfoldgiacas entre especies de Ceratium: (a-b) Ceratium furcoides y (e) de C. hirundinella
tomadas con microscopio optico. Imdgenes de microscopio electronico de barrido para observar en detalle la 4°
placa de (c-d) C. furcoides y de (f-g) C. hirundinella. Barras de escala: (c, f-g) 10 um y (a-b, d-e) 20 um. Figura

adaptada de Cavalcante et al. (2013).
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En cuanto a las preferencias ecoldgicas, ambas especies toleran una amplia gama de condiciones
ambientales, pero prefieren una alta disponibilidad de nutrientes, entornos con baja turbulencia,
temperaturas entre 15 y 25 °C y un pH superior a 8 (Lindstrom 1992; Cavalcante et al. 2016). Aunque se
han registrado algunas especies del género en ambientes oligotréficos (Malashenkov et al. 2021; Rodriguez-
Loépez et al. 2021; Correa et al. 2022), generalmente se encuentran en sistemas eutrdficos (Cassie 1978;
Rott et al. 2008; Oterino & Martinez 2016; Munawar et al. 2017; Haroon et al. 2020; Bustamante Gil et al.
2021), a menudo co-ocurriendo con cianobacterias (Silva et al. 2019; Kruk et al. 2021).

A fin de sistematizar la informacidn recopilada, se desarroll una plataforma web interactiva que
permite visualizar la distribucién mundial de las especies de Ceratium. Esta plataforma es colaborativa y
cuenta con un formulario para la adicién continua de registros de Ceratium. De este modo, la base de datos
se enriquece y actualiza progresivamente, llenando potenciales vacios en el mapa y proporcionando
informacién mds detallada sobre las condiciones ambientales en las que aparece este género invasor.

El objetivo principal de este Capitulo fue explorar la distribucién mundial de las especies de
Ceratium y las principales caracteristicas de los ambientes en los que se desarrollan. Esto se realizd
mediante la recopilacion de los registros bibliograficos existentes de las especies de Ceratium a nivel global
junto con registros inéditos obtenidos a partir de muestreos de campo. Con ellos, se construyé una base de
datos que incluy6 las coordenadas geograficas e informacién ambiental asociada, y se analizé la

distribucién de las distintas especies y sus preferencias ambientales.

MATERIALES Y METODOS

1. Construccién de la base de datos

Se realiz6 una extensa bisqueda bibliogréfica de registros globales de Ceratium publicados hasta el

afio 2023. Esta revision se llevd a cabo utilizando Scopus (https://www.scopus.com) y Google Scholar

(https://scholar.google.com), chequeando también los estudios citados en las publicaciones obtenidas. Se

emple6 una variedad de palabras clave especificas: Dinophyceae, Dinoflagellates, Dinoflagelados (en
espaiiol y portugués), Gonyaulacales, Ceratium, Ceratium furcoides y Ceratium hirundinella. Una vez
finalizada la bisqueda en la bibliografia y literatura, se incorporaron a la base de datos registros inéditos de
Ceratium aportados por diferentes grupos de investigacion (Tabla A2).

Ademads de los registros, se sumaron otros datos asociados como: coordenadas de los lugares donde
se encontrd Ceratium, pais, fecha de ocurrencia, referencia bibliogréfica o colector/a, nombre de la especie
encontrada, nombre y tipo de ambiente, y variables ambientales (drea, altitud, profundidad, origen, estado
tréfico, temperatura, transparencia, clorofila-a, fésforo total, nitrato, conductividad y pH. Por tltimo, se

incluyeron observaciones relevantes sobre las caracteristicas morfoldgicas y ecoldgicas de las especies,
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como el nimero de espinas, densidad, etc. En los casos donde no estaba disponible un valor especifico de
alguna variable, se coloc6 "NA".

Para abordar el problema de la identificacién errénea de especies de Ceratium, se afiadié una
columna a la base de datos llamada "Identificacion de la especie" con las opciones "confirmada" y "no
confirmada" para los casos en los que existian dudas sobre la identificacion correcta a nivel de especie. El
criterio de clasificacion en alguna de las dos categorias se basé en la presencia de fotografias, descripciones
taxondmicas o la participacién de coautores expertos en el campo de estudio. Esto brindé evidencia

contundente en el estudio detallado de la especie que confirmé su asignacién taxonémica.

2. Andlisis de distribucion global

La base de datos se utiliz para recuperar los registros temporales y la distribucién geografica de
Ceratium de acuerdo con los registros bibliograficos. Las preferencias ecoldgicas se analizaron segun las
variables ambientales asociadas a cada registro. Se excluyeron las publicaciones que no informaban datos
ambientales. Los andlisis se realizaron a nivel de género y de especie. Solo se utilizaron los registros
confirmados de ambas especies. Los graficos y figuras se construyeron en RStudio utilizando el paquete

ggplot2 (Wickham 2016).

3. Desarrollo de la plataforma web

Se desarroll6 una plataforma web denominada “Ceratium Tracker” (Ceratium Tracker), para
visualizar en un mapa mundial los registros de especies de Ceratium junto con la informacién ambiental
asociada disponible. Este sitio web permite la actualizacion constante por parte de los usuarios, quienes
pueden agregar nuevos registros a través de un formulario en linea. El proceso incluye una validacién de
datos para prevenir duplicaciones y errores (Figura 2). La plataforma integra la base de datos previamente
descrita, que contiene informacion sobre los registros de Ceratium, su localizacidn geogréfica y variables
ambientales. Los datos pueden ser filtrados y visualizados segtn el tipo de ambiente, estado tréfico, afios
de ocurrencia de Ceratium y especies identificadas. Ademads, una pestaia adicional permite acceder a la
tabla con los datos en bruto para facilitar andlisis mds detallados.

Se utiliz6 Shiny app para la creacién de la plataforma, utilizando el paquete Shiny (Chang et al.
2015) en el lenguaje de programacion R. Con este paquete, es posible crear interfaces de usuario interactivas
que responden a la entrada del usuario y generan resultados dinidmicos basados en los datos, ademds de
realizar analisis en el entorno de desarrollo integrado RStudio (Rstudio Team 2022).

Se utilizé KoboToolbox para crear un formulario a través del cual se pueden afiadir nuevos registros
de Ceratium a la plataforma. Estos nuevos registros pueden ser datos inéditos o publicados que atin no se

han incorporado en la base de datos. KoboToolbox es una plataforma de c6digo abierto utilizada para la
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recopilacién, gestién y andlisis de datos en el campo. Permite a los usuarios disefiar formularios
personalizados de recoleccion de datos, que se almacenan de forma segura en la nube.

Para evitar la carga de datos erréneos, los nuevos registros pasan por una etapa de aprobacién o
desaprobacién supervisada. Los datos nuevos que se cargan son visibles en la plataforma web en una capa
independiente, hasta su aprobacion. El formulario de KoboToolbox se encuentra disponible a través del

enlace Formulario registros. Para actualizar la plataforma con nuevos registros, un cédigo escrito en el

lenguaje R interactia con la API de KoboToolbox para recuperar los datos cargados a través del formulario.
Los datos recuperados se someten a un proceso ETC (Extraccién, Transformacién y Carga) donde se
limpian, normalizan y eliminan duplicados mediante la comparacion de los valores de las variables “Cita”,
“Sitio de estudio” y “Registro de Ceratium”.

Los scripts de R utilizados para la creacion de la plataforma web y posteriores anélisis se encuentran

disponibles en GitHub: scripts github
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Figura 2. Diagrama ilustrando la construccién de la base de datos, la creacién de la plataforma web y el

procesamiento para la incorporacion de nuevos registros de Ceratium.
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RESULTADOS

Un total de 245 articulos, libros y tesis (Tabla A2) fueron recopilados, los cuales permitieron reportar
a Ceratium en 60 paises diferentes alrededor del mundo, sumando un total de 677 registros. También se
incluyeron 42 nuevos registros de Argentina, Portugal y China. Como resultado, la base de datos quedé
conformada por 719 registros de seis continentes en diferentes proporciones (Figura 3a). Sudamérica y
Europa presentaron el mayor nimero de registros, con 308 (42,8%) y 249 (34,6%), respectivamente.
Ademds, se encontraron 86 (12%) registros en Asia, 31 (4,3%) en Oceania, 23 (3,2%) en Africa y22(3,1%)
en América del Norte (Figura 3b).

En cuanto a la distribucién global de cada especie, C. furcoides predominé en Sudamérica,
especialmente en Brasil, constituyendo el 66,2% de todos los registros del continente. Esta especie también
mostrd una amplia distribucién en Europa, junto con C. hirundinella, con el 34,9% y el 77,1% del total de
registros respectivamente. C. hirundinella también tuvo una amplia distribucién en Africa y Oceania, y
registros concentrados mayormente en el suroeste de Sudamérica. Los registros de C. cornutum se limitaron
a Europa y el sur de Argentina, mientras que el Unico registro confirmado de C. brachyceros provino de

Tanzania (Figura 3a).
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Desde 1881 hasta el afio 2000, se encontré aproximadamente un registro de Ceratium por aio, y
luego del cambio de siglo, el nimero de registros aumentd notablemente (Figura 4). En este sentido, el
primer registro confirmado de Ceratium hirundinella fue en Dinamarca en el afio 1880 (Bergh 1881);
mientras que el de Ceratium furcoides data de 1912 en el lago Telaga Warna, Indonesia (Woloszynska
1912) (Figura 5a). El primer registro encontrado para Africa fue del afio 1904, pero el mayor niimero de
registros de C. hirundinella en este continente comenzaron a aparecer a partir de 1990. En Sudamérica, en
cambio, el registro mds antiguo se encontrd en los lagos patagénicos de Argentina, identificando a Ceratium
cornutum y C. hirundinella (Thomasson 1963). Finalmente, los registros de América del Norte se
concentraron principalmente en el periodo 1992-2008 (Figura 5a). Sin embargo, el registro mds antiguo se
remonta a 1946 en el embalse de Conowingo, Estados Unidos, donde se encontrd la especie C. hirundinella

(Thompson 1947).
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Figura 4. Numero de trabajos publicados entre 1880 y 2023 con registros de especies de Ceratium.

La plataforma web “Ceratium tracker” presenta seis pestaifias principales (Figura 5b). La primera
incluye una introduccién sobre su funcionamiento; la segunda muestra un mapa interactivo con los
registros, que pueden visualizarse completos o filtrarse por especie, tipo de ambiente, estado tréfico,
confirmacién del registro o afios de ocurrencia. La pestafia “Data explorer” contiene la base de datos
completa con informacién detallada de cada registro. En la cuarta pestafia se ofrece un formulario para
incorporar nuevos registros, acompafiado de una guia explicativa. Finalmente, la dltima pestafia presenta

mapas de distribucion potencial de C. furcoides y C. hirundinella en Sudamérica.
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Figura 5. (a) Registros globales de especies del género Ceratium entre 1880 y 2023 en todo el mundo. El tamafio de
las burbujas representa la cantidad total de registros publicados por afio, mientras que los colores indican diferentes
especies. Los registros provienen de todos los continentes: América del Norte (N.A), América del Sur (S.A.), Africa,
Europa, Oceania (O.), Asia. (b) Visualizacion de la plataforma web " Ceratium tracker" (CeratiumTracker) al filtrar
la informacién por especies (C. furcoides y C. hirundinella), tipo de ambiente (lagunas) e identicacién taxonémica

(confirmada).
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Del total de registros, el 88,37% con identificacidon taxondmica confirmada correspondieron a las
especies Ceratium furcoides y C. hirundinella (Figura 6). En general, estas especies emergieron como las
representantes exclusivas del género en sus respectivos ambientes, excepto en algunos casos donde
coexisten en el mismo ambiente o aparecen junto a C. cornutum. Esta dltima especie se encontré en seis
instancias mds y C. brachyceros aparecid en solo una ocasion con identificacién taxonémica confirmada.
Se encontraron registros de especies no clasificadas de Ceratium, sumando un total de 51. Estos podrian

corresponder a las especies mencionadas anteriormente u otras diferentes.

Ceratium cornutum Ceratium brachyceros

Ceratium hirundinella

138

Figura 6. Numero de sitios donde se registraron especies de Ceratium (total de sitios: 320). Los valores de
interseccién corresponden al nimero de sitios donde coexisten especies, utilizando solo registros con identificacién

taxonOmica confirmada.

Las especies de Ceratium fueron halladas en una gran variedad de ambientes, incluidos estuarios,
lagos, estanques, embalses y rios (Figura 7a). A nivel global, las especies mas frecuentes se encontraron
predominantemente en lagos (C. hirundinella) y embalses (C. furcoides). Los registros en rios se
distribuyeron en cinco de los seis continentes, con Sudamérica teniendo el mayor nimero. En Europa y
Asia, la gran mayoria de las observaciones de estas especies se realizaron en lagunas. Solo se registraron
cinco ocurrencias de Ceratium en estuarios de Tailandia y Rusia.

Con respecto al estado trdfico, las especies del género Ceratium se registraron en ambientes que
variaron desde ultraoligotréficos hasta hipereutréficos (Figura 7b), predonminando en ambientes
eutréficos. C. furcoides y C. hirundinella se encontraron principalmente en ambientes eutréficos y
mesotroficos, mientras que C. cornutum se limité a ambientes oligotr6ficos y a un dnico registro en un
ambiente mesoeutrofico.

Se observo una clara diferencia en la distribucién de Ceratium entre continentes segtin el estado

tréfico. Tanto en Sudamérica como en Europa hubo registros en todos los estados tréficos estudiados,
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mientras que en América del Norte y Africa solo se presentaron en ambientes eutréficos e hipereutrdficos.

En Oceania, se encontraron registros en ambientes oligotréficos, eutrdficos e hipereutrdficos.
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Figura 7. (a) Abundancia relativa de registros de Ceratium en distintos tipos de ambientes acudticos, donde cada
barra representa el nimero total de registros por continente (América del Norte: n=19, América del Sur: n=167,
Africa: n=13, Europa: n=174, Oceania: n=23, Asia: n=57); y grifico de torta con los registros de Ceratium segiin el
tipo de ambiente a nivel global. (b) Abundancia relativa de registros de Ceratium en diferentes estados tréficos,
donde cada barra representa el nimero total de registros por continente (América del Norte: n=4, América del Sur:
n=115, Africa: n=9, Europa: n=77, Oceania: n=4, Asia: n=18); y gréfico de torta con los registros de Ceratium

segun el estado tréfico a nivel global.

El 60% de los registros encontrados presentaba datos de temperatura asociados, constituyendo la
variable cuantitativa mas completa dentro de la base de datos (Tabla 1). Los valores promedio de
temperatura del agua durante la ocurrencia de especies de Ceratium tuvieron un rango amplio, desde 6°C
hasta 34°C, con un valor promedio de 21°C. Para las especies més frecuentes, C. furcoides presentd un

rango global de 9°C a 29.9°C (Figura 8a), encontrandose a temperaturas mds altas en Sudamérica (Figura
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8b). Por otro lado, C. hirundinella presentd un rango de 6°C a 33°C (Figura 8a), encontrandose en todo el

mundo en un rango de temperaturas mds amplio que C. furcoides y a una temperatura promedio mds baja
de 18.4°C.
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Figura 8. Temperaturas del agua en las que se encontraron registros de Ceratium furcoides (n=183)y C.
hirundinella (n=102) (a) a nivel global y (b) por continente. Solo se utilizaron registros con identificacién

taxondmica confirmada.

Los valores de conductividad a nivel mundial variaron desde un minimo de 10 puS cm™ hasta un
méximo de 19605 pS cm™ (Tabla 1). Sin embargo, la mayoria de los ambientes donde se encontrd Ceratium
presentaron valores de conductividad entre 50 y 1000 pS cm™. Mas especificamente, C. furcoides se
encontré mayormente en ambientes con niveles de conductividad mas bajos, con un promedio de 282,8 uS
cm™', mientras que C. hirundinella se registré en ambientes con niveles de conductividad més altos, con un
promedio de 418.3 uS cm™.

En términos de nutrientes, Ceratium se encontré predominantemente en ambientes caracterizados
por valores de fosforo total que variaron de 0,5 a 1403 pg I™' y concentraciones de nitrato inferiores a 800
pg 1! (Tabla 1).

De los 713 registros totales, inicamente 246 presentaron asociados datos de clorofila-a. La mayoria
de los ambientes donde estuvo presente Ceratium mostraron valores de clorofila-a por debajo de los 100
pg It (Tabla 1). También se encontraron numerosos registros con valores de clorofila-a més altos,
alcanzando un valor maximo de 4,24x10° ug 1! en un ambiente de Sudafrica, como resultado de una

floracidon de Ceratium.
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Table 1. Estadisticas de las variables ambientales (media, maximo, minimo, desviacion estdndar: DE) asociadas al
género Ceratium en su conjunto (n=498), y en particular para C. furcoides (n=307), y C. hirundinella (n=245),
derivadas de la base de datos construida. Para C. furcoides y C. hirundinella sélo se utilizaron registros con
identificacién taxonémica confirmada. Temp media del agua: temperatura media del agua, Secchi: profundidad del
disco Secchi, Chl-a: clorofila-a, FT: fésforo total, Cond: conductividad. Estos valores se calcularon a partir de la
informaciéon ambiental disponible en la pestafia “Data Explorer” de la plataforma web “Ceratium Tracker”

(Ceratium_Tracker).

Temp media | Secchi Chl-a FT Nitrato pH Cond

del agua (°C) (m) [ (ugIhH | (uglh (nglh (uS cm™)

Media 21,4 23 22x10%| 1,1 x104 517,6 7.8 3523

g § Max 34,3 16| 42x10%| 2,2x 108 9800 10,4 1,9 x 104

g § Min 6,2 0,1 3x 10 2,5 0,5 5.8 10

DE 5.3 2,8 2,7x105 | 1,4x10° 1073 0,75 1223,68

Media 21,9 1,8 2785 105,4 498,7 7,6 285,8

§ § Max 29,9 16 123195 1080 6470 10,4 1,9 x 10

§ § Min 9 0,1 0,6 4,7 0,5 5.8 10
O F ’ ’ ’ ’ ’

DE 39 22 13700 163,4 854.8 0.8 15443

S Media 18,4 2,8 1014 79,7 381 8,1 418,3

§ E Max 33 10,8 37215 676,8 9800 9.4 5380

§ § Min 6,2 0,2 3x 10 2,5 0,5 7 55

= DE 5,2 24 5992,7 114,7 12474 0,5 642,3

DISCUSION

En este Capitulo se realiz6 por primera vez un mapeo de la distribucién global del género de agua
dulce Ceratium, integrando esta informacién con variables ambientales y con caracteristicas morfoldgicas
de los individuos y ecoldgicas para cada registro. Esta informacion en conjunto permite analizar patrones
espaciales y ecoldgicos relevantes que contribuyen a una mejor compresién del comportamiento invasor
del género y sus potenicales impactos. Como aporte singular de este trabajo, se construyd ademads la primera
plataforma web interactiva dedicada exclusivamente a sistematizar dicha distribucién geografica. La
plataforma integra registros publicados e inéditos, abarcando aproximadamente 140 afios, desde 1880 hasta
2023, y ofrece la posibilidad de ser actualizada mediante la incorporaciéon de nuevos datos o registros

faltantes. Aunque la base de datos compilada proporciona un volimen significativo de informacién sobre
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Ceratium, ain quedan numerosos registros por incluir. El género fue descrito por primera vez por Franz
von Paula Schrank en 1798 (Schrank 1798), lo que evidencia documentacion previa sobre su existencia.
Ademds, Ceratium hirundinella tiene como basénimo Bursaria hirundinella, descrito por O.F. Miiller en
1773, lo que sugiere que su historia taxondmica podria remontarse ain mds atrds en el pasado. Este hecho
refleja los numerosos cambios de nomenclatura que las especies de este género han experimentado a lo
largo del tiempo antes de llegar a los nombres taxondmicamente aceptados en la actualidad (Calado y
Larsen 1997).

Determinar el origen exacto de Ceratium sigue siendo un desafio. Los primeros registros histéricos
conocidos, correspondientes a Bursaria hirundinella, fueron observados en Dinamarca (Miiller 1773), y
posteriormente, el género Ceratium fue descrito en ambientes de Baviera, Alemania. Por ello, se ha
planteado la creencia comiin de que su origen es europeo (Macedo et al. 2021a); sin embargo, atin no existen
evidencias concluyentes al respecto. En el presente Capitulo, se identificé que el primer registro de C.
hirundinella corresponde justamente a Dinamarca en el afio 1880, mientras que el de C. furcoides se
remonta a Indonesia en 1912. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de revisar criticamente las
suposiciones sobre su origen y dispersion histérica. No obstante, también es posible que C. furcoides no
haya sido reconocido como tal en registros mas antiguos, y que se lo haya confundido con C. hirundinella
debido a su similitud morfolégica, lo cual podria haber enmascarado su presencia temprana en Europa. En
la actualidad, Ceratium ha experimentado una expansion significativa, extendiéndose a zonas mds alld de
su supuesta area de distribucién nativa y evidenciando un cambio de nicho. Por este motivo, puede
encontrarse en diferentes regiones de todo el mundo donde se la considera una especie invasora (ver citas
en Rojas-Castillo et al. 2023).

En las dltimas décadas, el interés por las invasiones biolégicas ha crecido considerablemente debido
al impacto de estas especies en los ecosistemas y a los costos sociales y econémicos asociados (Simberloff
et al. 2013; Diagne et al. 2021; IPBES 2023; Peller & Altermatt 2024). En este contexto, las bases de datos
de especies invasoras se han consolidado como recursos valiosos para comprender los complejos patrones
y procesos asociados a estas invasiones y sus efectos en los ecosistemas. Ademads, desempefian un papel
fundamental al captar patrones locales de especies exdticas y proporcionar informacién clave sobre la
distribucién de organismos invasores (Fuentes et al. 2013). En los dltimos afios, se han desarrollado listas
de control (Pagad et al. 2018) y bases de datos internacionales (por ejemplo, [IUCN GISD) que recopilan
especies exoticas invasoras de diferentes paises del mundo. Sin embargo, para algunos grupos importantes
de organismos, en particular muchos invertebrados y microorganismos, los datos sobre la distribucién de
especies invasoras ain son muy limitados (Havel et al. 2015; Thakur et al. 2019), y también existen sesgos
regionales en términos de disponibilidad de datos asociados con el nivel socioeconémico y el desarrollo

(Pysek et al. 2008; Nufiez & Pauchard 2010). Los resultados sobre la distribucion global de Ceratium,
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obtenidos a partir de la base de datos desarrollada en esta tesis, son especialmente relevantes dado que la
mayoria de las bases de datos internacionales sobre especies exéticas invasoras no incluyen organismos
unicelulares de agua dulce o presentan escasos registros de estos grupos. Este vacio de informacidn resulta
especialmente significativo si se considera la creciente evidencia sobre el rol ecoldgico y la capacidad
invasora de los microorganismos acuaticos, como ya fue seialado por Litchman (2010) hace mds de una
década. A esto se suma que las bases existentes, cuando incluyen registros de microorganismos, rara vez
contemplan de manera integrada la complejidad de variables ambientales, morfoldgicas y ecoldgicas
asociadas a las especies, como en este estudio para el caso de Ceratium. En este contexto, la plataforma
Ceratium Tracker representa una herramienta innovadora y necesaria, ya que permite sistematizar y
actualizar continuamente los registros de este género a escala global por parte de los usuarios. Su carécter
dindmico y colaborativo evita que se torne obsoleta y contribuye activamente al monitoreo y gestién de la
expansion de estas especies invasoras en ecosistemas dulceacuicolas.

Actualmente, las especies de Ceratium presentan una distribuciéon global. Algunos autores han
relacionado la rapida expansion de Ceratium furcoides con su capacidad para adaptar rdpidamente su nicho
climatico natural tras ser introducido en nuevas areas (Macedo et al. 2021b). En la base de datos creada
para este Capitulo, se registra un gran nimero de lagunas naturales dentro de la presunta distribucidn nativa
de Ceratium. Sin embargo, la notable plasticidad de estos organismos para adaptarse a nuevos ambientes,
junto con sus diversas estrategias adaptativas, ha resultado en su elevada frecuencia y densas poblaciones
en multiples ambientes y regiones donde son considerados exdticos. Numerosos estudios han demostrado
el alto potencial de dispersion de las especies de Ceratium (Meichtry et al. 2016; Silva et al. 2024). Por
ejemplo, Severiano et al. (2022) documentaron 30 nuevas apariciones en un periodo de cuatro afios en el
noreste de Brasil. La dispersion de estos dinoflagelados también puede estar favorecida por el transporte de
sus quistes de resistencia a través de aves, insectos acudticos o el agua de lastre del transporte maritimo
(Pollingher et al. 1993; Kristiansen 1996; Mac Donagh et al. 2005). Estas estrategias les permiten colonizar
nuevos habitats y expandir sus dreas de distribucion.

A nivel mundial, Sudamérica ha sido la regién con el mayor aumento en los registros publicados de
Ceratium en las Ultimas décadas, y una de las regiones donde estas especies se consideran invasoras. El
primer registro de C. hirundinella data del afio 1954 en el sur de Argentina (Thomasson 1963), mientras
que el establecimiento de C. furcoides ocurri6 mas recientemente, inicialmente invadiendo 4reas
desocupadas y, posteriormente, reemplazando a C. hirundinella (Boltovskoy et al. 2013; Salusso & Moraiia
2014).

Los resultados revelaron que la mayoria de los registros de Ceratium a nivel mundial provienen de
embalses y lagunas, una preferencia ampliamente documentada en estudios previos (Wu & Chou 1998;

Daga et al. 2017; Sendra et al. 2022; Rojas Castillo et al. 2023). Particularmente, los embalses no sélo
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actian como fuentes cercanas de propagulos para cuerpos de agua no invadidos, sino que también
modifican el habitat, incrementando su vulnerabilidad a las invasiones (Havel et al. 2015). Por otro lado,
las lagunas registradas en esta base de datos presentan caracteristicas climdticas, morfométricas,
hidroldgicas y tréficas diversas, lo que sugiere la existencia de diferentes ecotipos dentro de las especies de
Ceratium. En contraste, se observd que los registros en rios son considerablemente menores. Las
condiciones propias de estos ambientes, como el flujo constante, la turbulencia y su menor profundidad,
resultan menos favorables para el establecimiento de especies de Ceratium, que prefieren hédbitats mds
estables y térmicamente estratificados (Olrik 1994).

En cuanto al estado tréfico, se observé que la presencia de C. furcoides generalmente se asocia a
ambientes eutrdficos e hipereutrdéficos (Matsumura-Tundisi et al. 2010; Teneva et al. 2014; Lemke et al.
2017), mientras que C. hirundinella también se ha registrado en numerosos ambientes oligotréficos
(Thomasson 1963; Hansen & Flaim 2007; Rodriguez-Loépez et al. 2021), y se ha documentado previamente
que esta especie puede sobrevivir con concentraciones mds bajas de nutrientes (Reynolds 1984). Sin
embargo, C. hirundinella se ha encontrado en ambientes de todos los niveles tréficos, lo que sugiere que
este género exhibe una considerable plasticidad, posiblemente fuera de los limites de su nicho fundamental
en su hébitat nativo (Macedo et al. 2021b). En este sentido, se observé que tanto C. hirundinella como C.
furcoides fueron registrados en ambientes con concentraciones medias de nitrato y fésforo total muy
similares, con valores ligeramente mads altos para C. furcoides.

Para las especies de Ceratium, la temperatura desempefia un papel fundamental en su distribucién y
crecimiento. Estudios previos han sefialado que las altas temperaturas son significativas para el inicio de
una floracién, pero no esenciales para su mantenimiento (Cavalcante et al. 2016; Meichtry de Zaburlin et
al. 2016), y que incluso las bajas temperaturas no impedirian su persistencia (Pacheco et al. 2021). Como
se observo en los resultados de toda la base de datos, las especies de Ceratium se encontraron en mayor
densidad dentro del rango de 15 a 30°C (Harris et al. 1979; Van Ginkel et al. 2001; Butterwick et al. 2005;
Silva et al. 2018). Esto también puede estar relacionado con la temperatura 6ptima para la divisién celular,
que estd limitada tanto por temperaturas muy altas como muy bajas (Meichtry de Zaburlin et al. 2016). En
cuanto a las dos especies mds frecuentes, nuestros resultados mostraron que la temperatura media asociada
a la presencia de C. furcoides era superior a la de C. hirundinella, como se ha sefialado en otras
comparaciones (Celekli & Ozpinar 2021). Sin embargo, este patrén puede invertirse en determinados
continentes, como Europa o América del Norte, donde C. hirundinella mostré una mayor tolerancia térmica
que C. furcoides (6 a 33°C y 9 a 30°C, respectivamente).

Finalmente, con respecto a la conductividad, se ha reportado previamente que estas especies toleran

un amplio rango de conductividad y contenido de nutrientes (Cavalcante et al. 2016). En este caso, la visién
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general de la base de datos indica que C. furcoides se encuentra en un rango mas amplio en comparacion
con C. hirundinella (Noges et al. 2011).

La notable capacidad invasora de las especies de Ceratium, que habitan desde sistemas oligotréficos
hasta altamente eutrdficos, y su presencia en ambientes que van desde aguas frias hasta calidas tropicales,
permite que estos dinoflagelados se distribuyan por una gran diversidad de ambientes a nivel global. En
este contexto, contar con herramientas como la plataforma web desarrollada en este Capitulo resulta
fundamental, ya que permite un monitoreo continuo y actualizado de la distribucién y expansién de estas
especies invasoras. Ademds, facilita el andlisis de tendencias a largo plazo, ayudando a identificar patrones
en la aparicion y dispersién de estos organismos. En el caso particular de Ceratium, es necesario realizar
mds estudios para documentarlo en una mayor diversidad de ambientes, asi como completar con
informacion faltante, con el fin de completar los vacios geograficos. Esto permitird una mejor comprension
del origen, la ecologia y las preferencias ambientales de estas especies.

Toda la informacién recabada en este Capitulo, junto con los datos que se incorporen en el futuro
para llenar los vacios de conocimiento, proporciona una base sélida para la gestion y el control de especies
invasoras. La identificacion de patrones de distribucion y expansion de Ceratium no solo contribuye a
comprender su dindmica ecoldgica, sino que también permite anticipar su impacto en diferentes
ecosistemas. Estos datos resultan esenciales para el desarrollo de estrategias de manejo basadas en
evidencia, como la implementacién de programas de monitoreo temprano, la regulacién del transporte de
agua de lastre y la mitigacion de condiciones ambientales que favorecen su proliferacion. En este sentido,
la integracién de herramientas como modelos de distribucion potencial y bases de datos actualizadas facilita
la toma de decisiones, lo que constituye un factor clave para la conservacién de la biodiversidad local y la

proteccién de los ecosistemas frente a los efectos negativos de estas especies invasoras.
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Capitulo 3

Filogenia y diversidad de las
poblaciones de Ceratium a

nivel global




INTRODUCCION

Tal como se detallé en el Capitulo 1 de esta tesis, el género Ceratium forma parte del complejo
grupo de los dinoflagelados (Hackett et al. 2004; Lin 2011), el cual se destaca por ser evolutivamente
diverso y monofilético, con un extenso registro fdsil que se remonta a varios cientos de millones de afios
(Graham & Wilcox 2000). Pertenece al orden Gonyaulacales junto con otros géneros ampliamente
distribuidos como Alexandrium, Gonyaulax o Fragilidium (Moestrup & Calado 2018), y estd incluido en
la familia Ceratiaceae junto con el género Tripos.

La informacién filogenética disponible sobre Ceratium es limitada. El tnico antecedente acerca de
estudios filogenéticos especificos de este género fue desarrollado por este grupo de (Accattatis et al. 2020).
En el resto de la bibliografia, Ceratium solo ha sido incluido en filogenias generales dentro del grupo
Dinophyceae, como uno de los representantes mis conocidos del orden Gonyaulacales y la familia
Ceratiaceae (Saldarriaga et al. 2004; Zhang et al. 2005; Gottschling et al. 2019).

En cuanto a su diversidad, tanto las especies dulceacuicolas de Ceratium como su contraparte marina
Tripos, presentan una notable variabilidad genética y morfoldgica. Entre las caracteristicas morfolégicas,
la forma y el ndmero de sus prolongaciones celulares o "cuernos”, muestra especialmente una amplia
variabilidad fenotipica, probablemente influenciada por factores ambientales (Gémez 2021; Pradhan et al.
2023). Este hecho dificulta la delimitacién de especies Unicamente basdndose en la morfologia. Por ello, su
identificacién taxondémica idealmente debe complementarse con estudios moleculares y enfoques
integrales, como ya se ha observado en otros grupos de microorganismos (Das et al. 2014; Sinniger et al.
2016).

En un estudio previo se ha documentado la presencia de variantes no idénticas del gen 18S ARNr
en organismos del género Ceratium provenientes de ambientes hidroldgicamente conectados, lo que sugiere
un grado de estructuracion genética no esperado a escalas locales (Accattatis et al. 2020). En este trabajo,
las diferencias observadas entre secuencias podrian ser indicativas de una elevada diversidad nucleotidica
dentro de poblaciones locales, aunque éste no haya sido un aspecto considerado en esa investigacion. Este
tipo de diferenciacién genética ha sido respaldada por investigaciones en otros géneros de dinoflagelados
(Chen et al. 2019; Lee & Park 2020). Sin embargo, los estudios moleculares centrados especificamente en
Ceratium siguen siendo escasos. Hasta el momento, solo se ha publicado un trabajo realizado por el grupo
de investigacién de esta tesis, en el que se reportd la primera secuencia del género proveniente de
Sudamérica (MK567886), correspondiente a un fragmento de aproximadamente 500 pb del gen 18S ARNT.
A este registro se sumaron dos secuencias mds cortas del mismo gen, obtenidas mediante secuenciacién
Ilumina MiSeq: una del cauce principal del rio Parand y otra de una laguna de su llanura aluvial. A
diferencia de Ceratium, el género marino Tripos cuenta con estudios genéticos recientes que han

comenzado a explorar su diversidad molecular (Huang et al. 2024; Li & Chen 2025).
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Ademds, estudios en Tripos han revelado altos niveles de variabilidad genética, con multiples
secuencias distintas en un mismo individuo correspondientes a la regiéon V4 del gen 18S ARN, conocidas
como haplotipos. En estos casos, se ha observado que cada célula presenta un haplotipo dominante
acompaiado de varios haplotipos menores, y que incluso diferentes especies de Tripos pueden compartir
haplotipos (Huang et al. 2024). En comparacién con otros protistas, los dinoflagelados tienden a poseer un
alto nimero de copias de este gen, una caracteristica que varia considerablemente entre especies y que estd
influenciada por factores como el tamafio celular (Hou 2008; Martin et al. 2022). Esto podria explicarse por
la tendencia de los dinoflagelados a duplicar numerosos genes e incluso regiones genémicas completas (Lin
2011).

Los andlisis de agrupamiento basados en la similitud nucleotidica como los andlisis de redes se han
convertido en herramientas valiosas para interpretar distancias entre variantes genéticas dentro de un mismo
organismo o entre organismos diferentes. Estos andlisis permiten visualizar relaciones filogenéticas y
realizar inferencias sobre la biogeografia y la historia evolutiva de las poblaciones (Leigh & Bryant 2015).
En el caso de los dinoflagelados marinos, se han llevado a cabo estudios en géneros como Ostreopsis, donde
se han utilizado redes para esquematizar haplotipos junto con sus origenes geograficos (Penna et al. 2014;
Teschima et al. 2019; Lee & Park 2020).

El objetivo de este Capitulo fue analizar la diversidad de secuencias del gen 18S de poblaciones de
Ceratium en ecosistemas de Sudamérica y del mundo mediante herramientas genéticas. Para ello se
construyé un arbol de referencia del género Ceratium utilizando dos métodos filogenéticos: méaxima
verosimilitud e inferencia bayesiana, a partir de secuencias correspondientes a la region V4 del gen 18S
ARNr. Ademds, se construyeron redes para visualizar las similitudes y diferencias entre las secuencias del
gen 18S recopiladas en este Capitulo. De esta forma, se aplicé la metodologia de redes de haplotipos TCS

para examinar el agrupamiento de las secuencias de diferentes origenes geograficos.

MATERIALES Y METODOS

1. Filogenia de Ceratium

Construccion de base de datos
La base de datos estuvo integrada por secuencias de distintas fuentes: GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), “European Nucleotide Archive” (ENA;

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home), la plataforma Mgnify

(https://www.ebi.ac.uk/metagenomics/about) y del repositorio de metabarcodes EukBank, que forma parte

de la iniciativa UniEuk (https://unieuk.net/project/).
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A partir de la base de datos GenBank se descargaron todas las secuencias disponibles del género
Ceratium pertenecientes al gen 18S ARNr, sumando un total de 15 secuencias. Ademads, se incluyeron
cuatro secuencias para conformar el grupo externo: Tripos furca (AJ276699), Tripos longipes (DQ388462),
Tripos paradoxides (F1402965) y Tripos kofoidii (F1402963).

Se realizé una extensa busqueda bibliografica de proyectos de secuenciacién masiva enfocados en
protistas acudticos de agua dulce realizados con la plataforma Illumina MiSeq. En una primera instancia,
se identificaron 11 trabajos que cumplian con estas condiciones. A partir de los identificadores de
bioproyecto asociados a estos trabajos, se descargaron las secuencias crudas en la base de datos ENA de
cada uno. De los 11 proyectos iniciales, uno proveniente de Corea del Sur no disponia de informacién
publica para su descarga, lo que redujo el nimero final de proyectos analizados a 10. Se analizaron las
secuencias de cada proyecto por separado a partir de un pipeline que consiste de los siguientes pasos:

- Eliminacién de primers a partir del software cutadapt v4.9 (Martin 2011).

- Chequeo de calidad de las secuencias con DADA?2 (Callahan et al. 2016).

- Cortado y filtrado de secuencias por calidad con DADA?2.

- Eliminacién de quimeras con DADA?2.

- Asignacién taxonémica de las secuencias a partir de la base de datos PR? (Protist Ribosomal

Reference; Guillou et al. 2012) a partir del software BLAST (Camacho et al. 2009).

Luego de correr el pipeline de DADAZ2, se obtuvieron las tablas de taxonomia y se analizaron para
extraer las secuencias de Ceratium presentes. Aquellos proyectos que no contaban con secuencias de este
género, fueron descartados para su inclusion en la base de datos (Tabla 1). Ademads, para garantizar la
calidad y consistencia de los datos, se establecié como criterio incluir Gnicamente secuencias mayores a
400 pb en la base de datos en desarrollo.

Posteriormente, se analizaron las secuencias de los cinco proyectos restantes, y se eliminaron los
trabajos de Lentendu et al. (2019) y Cruaud et al. (2019), ya que sus secuencias eran cortas (200 pb)
comparado con el resto de las secuencias. Las secuencias de Ceratium de los tres proyectos finales fueron
incorporadas a la base de datos.

También se incorporaron las secuencias de Ceratium disponibles en Mgnify, una plataforma que
analiza la diversidad y el potencial funcional del microbioma a partir de muestras ambientales. Se
seleccionaron Unicamente proyectos con organismos eucariotas de agua dulce, secuenciados mediante
Illumina Miseq. Este filtro inicial arrojé 20 proyectos, de los cuales se descartaron 12 tras consultar con la
base de datos ENA vy verificar, a partir de la descripcién del estudio, que no estaban orientados a la
secuenciaciéon de eucariotas y/o protistas. Se generd una lista con los identificadores (IDs) de cada proyecto
seleccionado y, mediante una linea de comando (ver Anexo secciéon A3), se descargd la informacién

correspondiente utilizando el paquete mg-toolkit (v.0.10.4) de Python. Este procedimiento se llevé a cabo
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en el claster Pirayd, donde se almacend la informacion descargada para su posterior andlisis. Para extraer
exclusivamente las secuencias de Ceratium de cada uno de los 8 proyectos restantes, se concatenaron en un
unico archivo las secuencias de todas las muestras disponibles, y luego se realizé la asignacién taxondémica
con BLAST utilizando la base de datos de PR? que presenta secuencias del gen 18S ARNr

La base de datos qued6 conformada uUnicamente por proyectos que aportaban secuencias de
eucariotas de la regién V4 del gen 18S ARNr. Fueron eliminados todos aquellos que no cumplian con estas
condiciones, incluyendo los que contenian secuencias de otras regiones del gen 18S. De los cuatro proyectos
restantes, uno contenfa secuencias de eucariotas correspondientes a la regién V6 a V8 del gen 18S ARNT,
lo que también llevé a su exclusién, ya que el andlisis se limité a secuencias de la regién V4. Finalmente,
se seleccionaron los tres proyectos restantes (Tabla 1) para su inclusién en la base de datos de Ceratium.

Ademis de las secuencias recuperadas de la bibligrafia y de la plataforma Mgnify, se incorporaron
a la base de datos en contruccion 6 secuencias de EukBank clasificadas como Ceratium.

Finalmente, se incorporaron secuencias inéditas provenientes de Brasil y Colombia, lo que permitié
ampliar significativamente la representacién geografica en la base de datos y los andlisis filogenéticos.
Entre ellas, se destacan 2 secuencias de C. furcoides de Colombia, con una longitud aproximada de 1100
pb, obtenidas en el embalse La Regadera, ubicado a mas de 3000 m s.n.m. en Bogota. Estas secuencias
aportaron informacion valiosa sobre poblaciones presentes en ambientes de alta montafia, hasta ahora
subrepresentados en estudios previos. Por otra parte, las secuencias de Brasil se dividieron en dos grupos:
249 secuencias del embalse Broa de C. furcoides 'y C. hirundinella; y 46 secuencias originarias de diferentes
lagunas y otros embalses dentro del Estado de Sao Paulo, pertenecientes a las especies: C. furcoides, C.

hirundinella y a especies de Ceratium sin identificar (Ceratium sp.).
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Tabla 1. Informacién sobre los proyectos seleccionados de la plataforma MGnify y de la bibliografia que fueron

analizados con el pipeline de DADA?2. Seqs: secuencias; BD: base de datos.

Bioproyecto ID Ambiente Pais Referencia Largo Nimero de | Inclusion
promedio de seqs de en la BD
seqs (pb) Ceratium
PRJEB26716 Lagunas  de | Brasil Lentendu et al. 200 4 Si
llanura aluvial 2019
PRIEB23471 Rio Parana Argentina Arroyo et al. - 0 No
2018
PRINA422037 Rio Araguaia | Brasil Machado et al. - 0 No
2019a
PRINA486319 Rio Saint- | Canadd Cruaud et al. 200 2 Si
Charles 2019
PRJEB34585 Bavarian lakes | Alemania Gottschling et 200 29 Si
al. 2020
PRIEB24415 Lago Baikal Rusia Annenkova et - 0 No
al. 2020
PRINA434596 Natural Tunnel | Estados Cahoon et al. 480 1 Si
State Park Unidos 2018
PRJEB2409 Parque Espana Velasco- - 0 No
Nacional Gonziélez et al.
Sierra de 2019
Guadarrama
PRJEB36925 Lago Garda Italia Salmaso et al. 480 7 Si
2020
PRINA657482 Lago Baikal Rusia David et al. - 0 No
2021
PRINA386242 Rio Dongjiang | China Mgnify 417 1116 Si
PRINA343068 Sedimento de | India y Mgnify 155 5 Si
isla Phra | Tailandia
Thong y 1la
costa de
Cuddalore
PRINA306428 Sedimento de | Argentina Mgnify 270 2 Si

una mina de
oro en San
Luis
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Clustering de secuencias cortas

Para evitar secuencias repetidas, se realizé un clustering al 100% de identidad sobre las secuencias
cortas correspondientes a la regiéon V4 del gen 18S ARNTr, utilizando la opcién -cluster_fast del software
USEARCH v.11 (Edgar 2010) (lineas de comando en Anexo seccién A3). En una primera etapa, el
clustering se aplicd de manera individual sobre cada proyecto seleccionado de la bibliografia, conservando
unicamente las secuencias Unicas de cada uno. Posteriormente, todas las secuencias obtenidas —
provenientes de la bibliografia, de la base de datos MGnify y de material inédito aportado por distintos
grupos de investigacion— fueron integradas en un Unico archivo y sometidas a un clustering general,

garantizando asf la eliminacién de redundancias en la base de datos final.

Alineamiento de secuencias

La totalidad de las secuencias de la base de datos de Ceratium se dividieron en dos grupos:

- Un conjunto de 22 secuencias largas del gen 18S ARNr (> 1100 pb), compuesto porl5Ssecuencias
de Ceratiumy 4 de Tripos obtenidas de GenBank, ademds de 2 secuencias inéditas de Colombia;

- Un total de 666 secuencias cortas corrsepondientes a la regién V4 del gen 18S ARNr (400-500 pb),
recuperadas de la plataforma Mgnify, publicaciones cientificas, el proyecto internacional EukBank,
y otras secuencias inéditas de Brasil.

En primer lugar, se alinearon las secuencias largas del gen 18S ARNr de Ceratium junto con las de
Tripos, estas ultimas seleccionadas como grupo externo. El alineamiento se realizé con el software MAFFT
utilizando el algoritmo G-INS-i, que aplica el enfoque global de Needleman-Wunsch para alinear la regién
completa, y se incluyeron los parametros --reorder y --maxiterate 1000.

Posteriormente, se incorporaron las secuencias cortas correspondientes a la region V4 al
alineamiento previamente construido, utilizando la opcién --addfragm del software MAFFT junto con los
pardmetros --thread 20 y --keeplength. La opcién --addfragm permite afadir fragmentos de secuencias a
un alineamiento existente sin modificar su estructura general. De esta forma, se obtuvo un alineamiento
compuesto por todas las secuencias incluidas en la base de datos de Ceratium.

A continuacion, se realizé un nuevo filtrado utilizando el software Geneious. Durante esta etapa se
eliminaron las secuencias que: (i) correspondian a regiones distintas de la V4 del gen 18S ARNr (por
ejemplo, V1 o V2); (ii) presentaban una longitud inferior a 400 pb; (iii) contenian regiones con baja
coincidencia de bases en relacion con el resto del alineamiento; o (iv) incluian gaps excesivamente largos.

Como resultado, el alineamiento final qued6 conformado por un total de 349 secuencias.
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Reconstruccion de la filogenia

A partir del alineamiento final obtenido en la seccién anterior, se procedié a la construccién del
arbol filogenético. Se utilizé el método de méaxima verosimilitud implementado en el software RAxML-ng
v.1.2.0 (Kozlov et al. 2019) con el modelo evolutivo GTR+G+I, previamente seleccionado en el programa

modeltest-ng v0.1.5 (https://github.com/ddarriba/modeltest), y con los pardmetros: --all --seed 4321 --bs-

trees 1000. Este arbol mostré la presencia de ramas largas dentro de los clados, por lo que se realizé una
inspeccién manual y se eliminaron tanto estas ramas como los clados con bajo soporte estadistico. Se
generaron multiples arboles utilizando el método de maxima verosimilitud implementado en RAxML-ng
v.1.2.0, empleando los mismos pardmetros utilizados previamente. Durante este proceso, se observé que la
mayoria de los clados principales se manteiann consistentes entre las diferentes versiones. En funcién de
estos resultados, se seleccionaron todas las secuencias completas del gen 18S ARNr disponibles en
GenBank, junto con aquellas pertenecientes a clados internos bien soportados (altos valores de bootstrap)
cuya inclusién no alteraba la topologia general del arbol. En total, se seleccionaron 56 secuencias, con las
cuales se construy6 el arbol de referencia que permitié delimitar los clados con mayor precision.
Adicionalmente, se gener6 un segundo arbol filogenético de referencia a partir del mismo alineamiento,
utilizando la opcién -abayes del software IQ-TREE2 (Minh et al. 2020) y el modelo evolutivo GTR+G.
Esta opcién corresponde al test de soporte bayesiano aproximado, que no constituye un analisis bayesiano
completo, pero ofrece una estimacién rapida del soporte de los nodos basada en una aproximacion
bayesiana. A diferencia de los métodos tradicionales de Monte Carlo via cadenas de Markov (MCMC), esta
técnica calcula los valores de soporte bayesiano de forma eficiente, sin la necesidad de realizar un analisis
exhaustivo.

Los arboles resultantes fueron visualizados y editados en la pagina Interactive Tree of Life

(http://itol.embl.de).

2. Calculo de estadisticos por clado

Para caracterizar y comparar los clados del arbol filogenético de Ceratium (excluyendo el grupo
externo), se calcularon diversos estadisticos. Esto permitié un andlisis detallado de cada clado y facilit6 su
comparacion. Utilizando el software Geneious v.2025.0.2, se obtuvieron los valores promedio
correspondientes a cada clado:

- Largo de secuencias: a partir del nimero de pares de bases (pb) de las secuencias;
- Porcentaje de similitud de secuencias: similitud nucleotidica entre dos secuencias especificas
dentro de un alineamiento. La comparacién es de a pares y el estadistico identifica qué clados o

poblaciones tienen mayor o menor variabilidad genética;
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- Porcentaje de posiciones idénticas (PI): mide el porcentaje de posiciones en el alineamiento
donde todas las secuencias tienen el mismo nucleétido;

- Porcentaje de Guanina-Citosina (GC): se refiere a la proporcion de bases guanina (G) y citosina
(C) en una secuencia de ADN con respecto al total de nucleétidos. Debido a que las bases Gy C
forman tres enlaces de hidrégeno, mientras que la adenina y timina forman solo dos, un contenido
G-C més alto puede conferir mayor estabilidad térmica al ADN.

Por otra parte, se calcularon las distancias genéticas intra-clado a partir del paquete “ape” en Rstudio.
Se excluyeron las regiones no comunes del alineamiento final para comparar todas las secuencias con el
mismo largo.

Las distancias filogenéticas entre todas las secuencias se calcularon mediante comparaciones por
pares, utilizando como base el 4rbol filogenético final. Para ello, se generd una matriz de distancias
filogenéticas empleando la funcion cophenetic.phylo del paquete “ape” en RStudio. Posteriormente, se
extrajeron submatrices especificas para cada clado a partir de la matriz completa, las cuales fueron
guardadas como matrices independientes. A partir de estas submatrices, se obtuvo la diagonal superior para
calcular el promedio de distancias filogenéticas intra-clado. Finalmente, con los paquetes “ggplot2” y
“oridExtra” en RStudio, se generaron diagramas de caja por clado, los cuales se combinaron en un unico

gréfico para facilitar las comparaciones entre clados.

3. Diversidad genética del gen 18S de las especies de Ceratium

Para analizar la estructura poblacional del género Ceratium, se utilizaron 212 secuencias de C.
furcoides y 133 de C. hirundinella, también utilizadas para construir el arbol filogenético y la red de
haplotipos (Tabla A3, Anexo seccién A3). La diversidad genética de cada especie se evalué mediante el
nimero de secuencias (N), los sitios segregantes (S) y la diversidad nucleotidica (r), utilizando el software
DnaSP versién 6 (Rozas et al. 2017). Los sitios segregantes (S) corresponden a posiciones en el
alineamiento donde se observan diferencias entre secuencias; y la diversidad nucleotidica () indica el
promedio de diferencias por sitio entre todas las secuencias analizadas. También se realizé el andlisis de
varianza molecular (AMOVA) para examinar la estructura genética jerdrquica de las poblaciones,
agrupando las secuencias de Ceratium por clado mediante el software Arlequin versién 3.5, con 10.000
permutaciones. Este andlisis permite evaluar el grado de diferenciacién genética entre las poblaciones: a
mayor diferencia genética entre ellas, mayor serd el porcentaje de variacién explicado a nivel poblacional
y menor la variabilidad genética entre los individuos dentro de cada poblacién. La diferenciacion genética
entre las poblaciones de C. furcoides y C. hirundinella se estimé utilizando el indice Fst de pares

poblacionales calculado mediante el uso de Arlequin version 3.5 (Excoffer & Lischer 2010), y sus
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significancias se calcularon realizando 10.000 permutaciones. Para inferir procesos demogrificos, se

realizaron las pruebas de Tajima D y Fu Fs con DnaSP version 6 (Rozas et al. 2017).

4. Distribucién de secuencias del gen 18S de Ceratium

A partir del alineamiento de las secuencias de Ceratium, se aplicé la metodologia de red de
haplotipos para el andlisis de las secuencias del gen 18S. Esta herramienta permite visualizar las relaciones
genealdgicas a distintos niveles y realizar inferencias generales sobre la biogeografia y la historia evolutiva
de las poblaciones. En este caso, se construyeron mediante el algoritmo de Templeton, Crandall y Sing
(TCS) (Clement et al. 2000) implementado en el software PopART v1.754 (Leigh & Bryant 2015). El
método TCS estima las relaciones filogenéticas entre secuencias con base en una probabilidad estadistica
de parsimonia, es decir, asume que las mutaciones méas frecuentes y las conexiones mds cortas son mas
probables. Se seleccion6 la red TCS ya que contempla relaciones evolutivas recientes y presenta un alto
nivel de confianza en las conexiones.

Se utilizé el alineamiento final en formato Nexus con todas las secuencias, excluyendo aquellas
correspondientes al grupo externo. Posteriormente, se recortd el alineamiento para eliminar la mayor

cantidad posible de gaps y asegurar que todas las secuencias tuvieran aproximadamente la misma longitud.

RESULTADOS

1. Filogenia de Ceratium

Base de datos de secuencias del gen 185 ARNr del género Ceratium

La base de datos quedé conformada por un total de 1478 secuencias pertenecientes a distintas
especies del género Ceratium. De este total, 17 correspondieron a secuencias largas del gen 18S ARNr
(>1100 pb), de las cuales 15 fueron descargadas de la base de datos GenBank y 2 fueron inéditas, obtenidas
en el embalse La Regadera (Colombia). Las 1461 secuencias restantes correspondieron a fragmentos cortos
(= 400 pb) de la region V4 del mismo gen, recuperados de diversas fuentes: 43 provenientes de proyectos
de secuenciacién masiva disponibles en la bibliograffa, 1123 descargadas desde la plataforma Mgnify, y

295 inéditas enviadas por grupos de investigacién de Brasil y Colombia.

Clustering de secuencias cortas

El clustering al 100% de las 1116 secuencias de Ceratium pertenecientes al proyecto PRINA386242
dio como resultado 522 secuencias unicas.

El archivo final con todas las secuencias cortas de la region V4 del gen 18S ARNr conté con 695

secuencias y luego del proceso final de clustering al 100%, se obtuvieron 666 secuencias. Cabe destacar
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que no se incluyeron en este proceso las secuencias cortas de los proyectos que ya habian sido procesadas

como ASVs.

Alineamiento de secuencias
Luego de las distintas etapas y metodologias de filtrado, el alineamiento final quedé conformado
por un total de 349 secuencias, a partir del cual se construyo el 4rbol filogenético. El alineamiento completo

abarcé una longitud total de 1862 posiciones.

Reconstruccion de la filogenia

A partir del alineamiento final, que incluyé 349 secuencias, se construyé un drbol filogenético
utilizando el método de méaxima verosimilitud (Figura 1), con el objetivo principal de caracterizar
ecoldgicamente las secuencias analizadas. Ele arbol completo puede visualizarse en mayor detalle en el

siguiente enlace: https://itol.embl.de/export/19012224019762791733141880). En términos generales, se

identificaron nueve clados, estructurados principalmente segin el origen geografico y/o la especie. Los
clados mads basales incluyeron secuencias provenientes de Europa (Cer-3) y América del Norte (Cer-1 y
Cer-2), particularmente de Estados Unidos. Especificamente, en el clado Cer-2 también se ubicaron las
dos secuencias de Colombia, lo que sugiere una mayor similitud genética con las secuencias europeas que
con las sudamericanas. Por otro lado, el clado Cer-7, que abarcé casi la totalidad de las secuencias de
China, mostré una elevada diversidad y se encontrd estrechamente relacionado con el clado Cer-6,
compuesto por secuencias de Brasil y Argentina.

Las secuencias de origen sudamericano fueron las que presentaron mayor diversificacion,
distribuyéndose en cinco clados diferentes. No se observd una segregacién geografica clara entre las
secuencias provenientes de ambientes de Argentina y Brasil, ya que en la mayoria de los clados éstas
aparecieron mezcladas. En cuanto a las especies, de los cinco clados sudamericanos, dos estuvieron
conformados exclusivamente por secuencias de C. hirundinella (Cer-4 y Cer-5), uno agrup6 tnicamente
secuencias de C. furcoides (Cer-6), y otro (Cer-9) incluy6 secuencias de ambas especies, todas originarias
de Brasil.

En su mayoria, las secuencias de C. furcoides se ubicaron en clados mds derivados, con excepcion
de las secuencias provenientes de Colombia, que se agruparon en un clado basal (Cer-2). Por otro lado,
las de C. hirundinella se concentraron principalmente en los clados basales (Cer-1 a Cer-5). No obstante,
varias secuencias de esta especie originarias del embalse Broa (Brasil) se agruparon en el clado Cer-9,

junto con secuencias de C. furcoides provenientes del mismo ambiente.

83



Tree scale: 0.1 +———

Origen geografico

Bl Norteamérica (EEUU)
[ Norteamérica (Canada)
B Europa (Austria)

B Europa (Espafia)

[ Europa (Alemania)

[ Asia (China)

[ sudamérica (Brasil)
[] sudamérica (Colombia)
[l sudamérica (Argentina)
[ oceania (Australia)

e \\\\
H ,.,.un\‘”‘\\\"\\\QX\\
ST Y
"-““\\\\\\\\\\\‘ pr

Figura 1. Arbol filogenético del género Ceratium inferido mediante maxima verosimilitud, basado en un
alineamiento combinado de secuencias completas del gen 18S ARNr y secuencias parciales correspondientes a la
region V4. Cada secuencia estd coloreada segun el clado al que pertenece, identificado en el anillo mds interno y

coincidente con los colores utilizados en las Figuras 1 y 2. Las secuencias en blanco no pertenecen a ninguno de los
clados presentes. Los tridngulos amarillos indican secuencias largas, mientras que los circulos rojos seflalan nodos
con valores de bootstrap superiores a 60. El anillo més externo representa el origen geografico de cada secuencia,
codificado segun la leyenda de la derecha. El arbol puede visualizarse con mayor detalle en

https://itol.embl.de/export/19012224019762791733141880

En base al arbol filogenético previamente construido, se seleccionaron secuencias representativas
de cada uno de los 9 clados, priorizando aquellas que formaban subclados con alto soporte estadistico
(>70). Ademds, se incorporaron las secuencias del grupo externo, y se construyé un arbol filogenético de
referencia para el género Ceratium utilizando el método de mixima verosimilitud, con un total de 56
secuencias (Figura 2). La topologia y la estructuracién de los clados fueron consistentes con las del arbol
original (Figura 1). Los clados Cer-1 y Cer-2 incluyeron secuencias de C. hirundinella provenientes de
Norteamérica, junto con dos secuencias de C. furcoides de Colombia. En tanto, el clado Cer-3 estuvo
compuesto exclusivamente por secuencias europeas de C. hirundinella. Las secuencias asidticas de C.

Jfurcoides se agruparon completamente en el clado Cer-7, que también incluyé una secuencia de referencia
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proveniente de un arroyo del tramo medio del rio Parand, Argentina (MK567886). Esta secuencia mostré
un 100% de identidad con las secuencias asidticas de referencia JQ639758 y JQ639757, lo que podria
explicar su ubicacion filogenética.

En cuanto a las secuencias sudamericanas, estas se distribuyeron entre los clados Cer-4, Cer-5, Cer-
6, Cer-8 y Cer-9. Dentro de estos, las secuencias brasilefias de C. hirundinella se concentraron en los
clados Cer-4 y Cer-5, mientras que las de C. furcoides formaron los clados Cer-6, Cer-8 y Cer-9. En
particular, el clado Cer-6 incluyé dos secuencias provenientes del rio Parand (Argentina): una del cauce
principal y otra de una laguna cercana ubicada en la llanura aluvial, mientras que el resto correspondi6 a
muestras del embalse Broa (Brasil). Por su parte, los clados Cer-8 y Cer-9 estuvieron compuestos
exclusivamente por secuencias provenientes de Brasil, mayoritariamente de C. furcoides. No obstante, en
el arbol expandido, el clado Cer-9 también incluyé algunas secuencias de C. hirundinella; sin embargo,
estas no fueron incorporadas en el 4rbol reducido debido al bajo soporte estadistico obtenido para dichas
secuencias.

En términos generales, los valores de soporte estadistico (bootstrap) obtenidos para el arbol
filogenético de referencia no fueron elevados (Figura 2). No obstante, la estructura de los clados se
mantuvo consistente en todas las versiones del arbol construidas, lo que respalda la robustez y solidez de

la clasificacion obtenida.
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Figura 2. Arbol filogenético del género Ceratium inferido mediante el método de méxima verosimilitud a partir de

un alineamiento formado por secuencias completas del gen 18S ARNr y secuencias cortas correspondientes a la

region V4 del mismo gen (1862 posiciones). El andlisis se realiz6 en el software RAXML con 1000 repeticiones de

bootstrap. Los valores en los nodos internos indican el soporte estadistico (bootstrap). Los colores de las ramas

corresponden a los clados definidos, tal como se indica en la barra lateral derecha. La barra mds externa representa

el origen geografico de cada secuencia, codificado segin la leyenda. La secuencia en blanco corresponde a un

cultivo. El clado del grupo externo estd colapsado y se indica en color gris.

Paralelamente, el segundo 4rbol de referencia construido utilizando inferencia bayesiana con las

mismas secuencias (Figura 3), mostré una topologia muy similar a la del arbol construido con RAXML,

86



logrando delimitar los mismos nueve clados. No obstante, se observaron algunas diferencias en los clados
menos basales: Cer-6, Cer-7, Cer-8 y Cer-9.

En el arbol elaborado mediante el andlisis de mdxima verosimilitud, los clados Cer-6 y Cer-7
formaron un mismo clado, mientras que Cer-8 y Cer-9 se agruparon en un clado independiente. En cambio,
en el drbol obtenido por inferencia bayesiana, Cer-6 se posicioné como un clado separado, y Cer-7, Cer-
8 y Cer-9 se agruparon en un unico clado. Ademads, las secuencias de referencia de China (JQ639758 y
JQ639757), que en el 4rbol obtenido por médxima verosimilitud se ubicaron dentro de Cer-7, en el arbol
resultante de la inferencia bayesiana se agruparon junto con clado Cer-6, formando un clado propio. Una
notable mejora de este dltimo arbol (Figura 3) fue el incremento considerable de los valores de soporte

estadistico, lo que aporté mayor confianza a las relaciones filogenéticas observadas.
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Figura 3. Arbol filogenético del género Ceratium inferido a partir de un alineamiento de 1862 posiciones que
combina secuencias completas del gen 18S ARNr y secuencias parciales de su region V4. El drbol fue construido en
el software IQTREE?2 utilizando una aproximacién bayesiana. Los valores en los nodos internos indican
probabilidades posteriores. Los colores de las secuencias representan los distintos clados identificados, segtin lo
indicado en la barra lateral derecha. La barra més externa indica el origen geografico de cada secuencia, codificado
seglin la leyenda correspondiente. La secuencia en blanco corresponde a un cultivo. El clado del grupo externo fue

colapsado y estd representado en color gris.

2. Analisis por clados

Se observé una amplia variabilidad en los valores de los estadisticos calculados por clado (Tabla 3).
En primer lugar, se evidencié una marcada diferencia en el nimero de secuencias que componian cada
clado, con valores que oscilaron desde 3 secuencias en los clados Cer-1 y Cer-5, hasta 108 secuencias en el
clado mas grande proveniente de China, Cer-7. Esta diferencia también se reflej6 en el largo promedio de
las secuencias. Los clados Cer-1 y Cer-2 presentaron las secuencias mds largas del 4rbol, ya que en ellos se
concentraron la mayoria de las secuencias de referencia descargadas de GenBank. Por otro lado, el clado
Cer-3 tuvo el menor largo promedio de secuencias, compuesto por secuencias del proyecto PRIEB34585
pertenecientes a diferentes lagunas de Alemania, con una longitud aproximada de 300 pb. Los clados
restantes estuvieron conformados casi exclusivamente por secuencias cortas de la regién V4, y mostraron

un largo promedio de entre 400 y 500 pb.
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Tabla 3. Valores de los estadisticos calculados para cada clado dentro del arbol filogenético del género Ceratium.

GC: Porcentaje de guanina-citosina.

Clado | Numero Proporcion de Largo Similitud Sitios idénticos GC Distancia
de especies promedio entre (%) (%) filogenética
secuenci (pb) secuencias
as (%)
Cer-1 3 C. hirundinella (100%) 1533 92,7 90,1 45,5 0,113
Cer-2 9 C. hirundinella (45%); 1400 99 96,2 44 0,013
C. sp. 33%);
C. furcoides (22%)
Cer-3 14 C. hirundinella (100%) 293 94 69,5 39,6 0,128
Cer-4 50 C. hirundinella (100%) 412 96,2 75,5 42,6 0,108
Cer-5 3 C. hirundinella (100%) 419 99,7 99,5 42,7 0,008
Cer-6 17 C. furcoides (100%) 412 98,1 95,5 434 0,048
Cer-7 108 C. furcoides (99%); 467 98,3 89,3 433 0,047
C. hirundinella (1%)
Cer-8 53 C. furcoides (98%); 411 95,4 62,9 432 0,098
C. hirundinella (2%)
Cer-9 83 C. hirundinella (61%); 415 96,5 71,4 43 0,10
C. sp. 2%);
C. furcoides (37%)

Los valores promedio de similitud entre secuencias dentro de cada clado oscilaron entre 92,7% y
99,7%. El clado Cer-1 present6 la menor similitud (92,7%), a pesar de estar compuesto tnicamente por
secuencias de C. hirundinella provenientes de un mismo sitio (Mirror Lake, Estados Unidos) y de incluir
tres secuencias largas de referencia. En contraste, el clado Cer-2 mostré una alta similitud promedio del
99%, aun cuando incluy6 secuencias de C. furcoides provenientes de Colombia y de C. hirundinella
originarias de distintos ambientes de Norteamérica, reflejando una baja divergencia genética a pesar de la
amplia distancia geogréfica. Por otro lado, clados como Cer-8 y Cer-9, integrados casi exclusivamente por
secuencias de Brasil y con presencia de ambas especies, registraron similitudes relativamente bajas (95,4%
y 96,5%, respectivamente). En conjunto, estos resultados evidencian la notable variabilidad genética dentro
del género Ceratium, independientemente de que los clados estén integrados por una sola especie o por una
mezcla de ambas.

Los clados Cer-2 (96,2%), Cer-5 (99,5%) y Cer-6 (95,5%) presentaron porcentajes de sitios
idénticos (SI) notablemente altos, lo que sugiere un posible origen evolutivo comiin reciente o un bajo nivel
de diversificacion genética. De estos tres clados, unicamente Cer-2 estuvo compuesto por diferentes
especies de Ceratium. En particular, el clado Cer-5, integrado por solo tres secuencias de C. hirundinella,
registro el valor mas elevado, lo que refuerza la hipétesis de un linaje altamente conservado genéticamente.
Por otro lado, los clados Cer-1 (90,1%) y Cer-7 (89,3%) mostraron valores intermedios de SI, lo que refleja

una mayor variacién genética en comparacion con los clados previamente mencionados. Cabe destacar que
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Cer-1 estd compuesto exclusivamente por secuencias de C. hirundinella, mientras que Cer-7 incluye
mayoritaruamente secuencias de C. furcoides. En el caso del clado Cer-4, el porcentaje de SI fue de 75,5%,
junto con un elevado nimero de secuencias de C. hirundinella (n=50), lo que indica una diversidad genética
considerable dentro del grupo. Por su parte, el clado Cer-7, ademds de tener un porcentaje relativamente
alto (89,3%) de SI, contiene un nimero elevado de secuencias (n=108), lo que podria indicar una variacién
genética moderada en regiones especificas. Finalmente, los clados Cer-3 (69,5%), Cer-8 (62,9%) y Cer-9
(71,4%) registraron los valores mas bajos de SI, evidenciando una mayor variabilidad genética. En el caso
de Cer-9, esta diversidad podria explicarse por la coexistencia de ambas especies de Ceratium en Brasil.
Sin embargo, Cer-3 estd compuesto tnicamente por secuencias de C. hirundinella, y Cer-8 por una mayoria
de secuencias de C. furcoides (98%), 1o que sugiere la posible existencia de subpoblaciones genéticamente
diferenciadas dentro de cada clado.

Los valores mads altos del porcentaje de Guanina-Citosina (GC) se registraron en los clados Cer-1 y
Cer-2, lo cual coincidié con su posicidn basal en el drbol filogenético y con la naturaleza mds conservada
de sus secuencias. Sin embargo, este resultado también estd influenciado por el largo de las secuencias, ya
que las mas largas tienden a incrementar este porcentaje. Por otro lado, entre los clados con secuencias de
longitudes similares, desde el Cer-4 hasta el Cer-9, los valores de porcentaje de GC oscilaron entre 42,6%
y 43,4%, lo que indic6é una composicion nucleotidica de GC similar entre estos grupos.

Los valores de las distancias filogenéticas fueron muy variables entre los diferentes clados
analizados (Figura 4). El valor promedio mads alto (0,128) se registr6 en el clado europeo Cer-3, formado
por 14 secuencias de C. hirundinella provenientes de distintas lagunas de Alemania. En cambio, valor
promedio mds bajo (0,008) correspondié al clado Cer-5, compuesto por tres secuencias de C. hirundinella
del embalse Broa, en Brasil. En contraste, los clados Cer-4, Cer-7, Cer-8, y Cer-9 presentaron una mayor
dispersion en los valores de distancia filogenética, con medianas mas elevadas y rangos intercuartiles mas
amplios. Esta mayor variabilidad sugiere una diversidad genética interna mds alta, posiblemente asociada
a una historia evolutiva mas compleja o a la presencia de subgrupos genéticamente diferenciados. Tal es el
caso del clado Cer-9, integrado por secuencias de ambas especies de Ceratium. Los clados Cer-7 y Cer-8
estdn compuestos casi en su totalidad (98-99%) por secuencias de C. furcoides: Cer-7 incluye, en su
mayoria, secuencias provenientes del rio Dongjiang (China), mientras que Cer-8 estd formado mayormente
por secuencias del embalse Broa (Brasil). Finalmente, se observaorn valores atipicos en varios clados,
especialmente en Cer-7, Cer-8, y Cer-9, lo que indica la existencia de secuencias que se desvian
significativamente del promedio del grupo. Estos valores atipicos podrian reflejar eventos de divergencia
genética, aunque también podrian deberse a la inclusién de secuencias anémalas o a posibles errores en el

proceso de secuenciacion.
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Figura 4. Distribucién de la distancia filogenética para los diferentes clados que conforman el arbol filogenético de

Ceratium (Cer-1 a Cer-9). Los puntos representan valores atipicos que exceden este rango.

3. Diversidad genética de las especies de Ceratium

A partir de las 345 secuencias parciales del gen 18S ARNr se calcularon diferentes estadisticos para
evaluar la diversidad genética del género Ceratium (Tabla 4). En particular, C. hirundinella mostré una
mayor diversidad nucleotidica (r = 0,03871) en comparacion con C. furcoides (n =0,01884), lo que sugiere
una distribucién mds equilibrada de las mutaciones dentro de su poblacién. En cambio, la menor diversidad
nucleotidica observada en C. furcoides indica que las mutaciones son poco frecuentes y de baja frecuencia.
Por otro lado, C. furcoides mostré un mayor nimero de sitios segregantes (S = 138) que C. hirundinella (S
=74), lo que sugiere una mayor diferenciacion entre sus secuencias.

Con respecto a los estadisticos que se utilizan para analizar la diversidad de poblaciones y la
deteccion de eventos demograficos histéricos, se observé que C. furcoides presentd valores negativos para
ambos estadisticos. Esto indicarfa un exceso de polimorfismos de baja frecuencia en comparacién con lo
esperado bajo equilibrio neutro (Tajima’s D = -2,67) y un exceso de haplotipos o secuencias raras (Fu’s Fs
=-112,643), lo cual es una sefial fuerte de expansién poblacional reciente. Para C. hirundinella, los valores

negativos de Tajima’s D (-2,28) y Fu’s Fs (-15,63) indican un patrén similar al de C. furcoides, pero con
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una intensidad menor. Los resultados sugieren que la poblacion de C. hirundinella también ha

experimentado una expansion reciente, aunque menos pronunciada que la de C. furcoides.

Tabla 4. Resumen de estadisticos de diversidad genética y demogréficos de las especies de Ceratium. N: Numero de

secuencias, 7t: diversidad de nucleétidos, S: nimero de sitios segregantes, D: D de Tajima, Fs: Fs de Fu.

Especie N T S D Fs

C. furcoides 212 0,01884 138 -2,6687 -112,643
C. hirundinella 133 0,03871 74 -2,27865 -15,633
Total 345 0,04435 65 -2,358 -75,063

4. Distribucién de secuencias de Ceratium

La red construida estuvo constituida por 345 secuencias del género Ceratium, con un largo total de
450 posiciones. Se evidencié una alta variabilidad dentro del género Ceratium (Figura 5), como ya se habia
observado previamente en el drbol filogenético. Ademds, se identificaron posibles secuencias intermedias
no muestreadas, representadas en la Figura 5 como puntos negros. Sumado a esto, se observé la misma
tendencia previamente descrita en los drboles filogenéticos: las secuencias de las dos especies, C.
hirundinella y C. furcoides, se agruparon entre si, ocupando regiones claramente separadas dentro de la
red. Se identificaron tres nodos centrales bien definidos que agrupan secuencias de diferentes origenes
geograficos: dos de C. hirundinella (H9 y H30) y uno de C. furcoides (H75), este ultimo conformado con
el mayor nimero de secuencias (Figura 5). En C. hirundinella, uno de los nodos presenté secuencias
predominantemente de Europa (Austria y Alemania) y de Canada, y a su vez, se encuentr6 relacionado con
nodos periféricos mayormente originarios de Alemania. El otro nodo de C. hirundinella agrupa secuencias
mayoritariamente de Brasil pero también de otros paises como Colombia, Estados Unidos y Canada. En el
caso de C. furcoides, se observo un tnico nodo central, compuesto principalmente por secuencias asidticas
y sudamericanas, relacionado a su vez con secuencias o grupos de secuencias provenientes del embalse
Broa (Brasil) o del rio Dongjiang (China).

De los 75 nodos identificados en la red, 12 se encontraron conformados exclusivamente por
secuencias de C. hirundinella provenientesde Europa. 27 nodos agruparon secuencias de C. furcoides de
China, y de estos, s6lo dos (H31 y H75) también presentaron secuencias de Brasil, Argentina y Australia.
A su vez, las secuencias de Brasil se dividieron en 33 nodos diferentes, y dentro de ellos 16 agruparon

secuencias de C. hirundinella y 17 de C. furcoides.
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Figura 5. Red de haplotipos TCS (Templeton, Crandall y Sing; Clement et al. 2000) generada con secuencias del
gen 18S ARNr del género Ceratium. Los circulos representan una secuencia o agrupamientos de secuencias, su
tamafio es proporcional al nimero de secuencias que agrupan. Las lineas conectan nodos que difieren por un paso
mutacional, mientras que las marcas transversales en las lineas indican pasos mutacionales adicionales entre nodos

de secuencias. Los puntos negros indican posibles secuencias no muestreadas en este analisis.
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5. Diferencias entre clados del arbol filogenético

Al considerar los clados que conforman el arbol filogenético de Ceratium (Figura 3), los andlisis
jerdrquicos de AMOV A basados en un fragmento de la regién nuclear 18S revelaron que la mayor parte de
la variacién (57,87%) se debe a diferencias entre clados, mientras que la variaciéon dentro de un mismo
clado) fue menor (42,13%; Tabla 5).

Los valores de Fst entre pares de clados oscilaron entre 0,04 y 0,813, considerando Unicamente
aquellos con un valor de p < 0,05 (Figura 6). La mayor diferenciacién se observé entre el clado Cer-7,
compuesto casi exclusivamente por secuencias de C. furcoides originarias de China, y Cer-5, formado por
tres secuencias de C. hirundinella del embalse Broa en Brasil. Ademads, Cer-7 present6 los valores de F'st
m4s altos en comparacion con los demds clados, con un rango de 0,617 a 0,813, lo que indica que es el
clado mas diferenciado. Por otra parte, los clados Cer-4 y Cer-8, a pesar de estar distantes en el arbol
filogenético y estar compuestos por secuencias de C. hirundinella y C. furcoides respectivamente,

presentaron el menor valor de Fst. Ambos clados presentan secuencias de embalses de Brasil.

Tabla 5. Resultados del andlisis de la variaciéon molecular (AMOVA) entre los clados presentes en el arbol
filogenético de Ceratium en funcién del porcentaje de divergencia de secuencias. g.l.: grados de libertad, SC: suma

de cuadrados.

Fuente de gl SC Componentes de la | % de variacion Indice de fijacién
variacion varianza Fst

Entre clados 8 15908,678 59,40645 57,87 0,57871*

Dentro de los 325 14054918 43,2459 42,13

clados

Total 333 29963,596 102,2459

*p <0,05
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Figura 6. Estimaciones pareadas del indice de fijacion (Fst) entre los diferentes clados de Ceratium definidos en el
arbol de referencia (Figura 3). Valores de Fst cercanos a 0 indican una baja diferenciacion genética entre clados,
mientras que valores cercanos a 1 reflejan una alta diferenciacion genética. Los valores marcados con asterisco (*)

representan diferencias significativas (p < 0,05).

DISCUSION

En esta tesis, se presenta por primera vez un arbol de referencia del género Ceratium con
representacién amplia y diversa, en el que se distinguen nueve clados claramente diferenciados, asi como
la distribucion global de diferentes secuencias parciales de C. furcoides y C. hirundinella obtenidas por
andlisis bioinformaticos. Esta informacién adquiere particular relevancia debido al uso de secuencias
provenientes de diferentes regiones a nivel mundial, combinando datos de la bibliografia, bases de datos
publicas y secuencias inéditas aportadas por grupos de investigacion en distintos paises de Sudamérica.
Hasta el momento, solo se habia documentado un arbol de referencia del género, basado en un nimero
limitado de secuencias y dreas geograficas (Accattatis et al. 2020). En este contexto, los resultados de este
Capitulo constituyen un avance significativo y un primer acercamiento a la comprensién de la diversidad

genética y la estructura filogenética del género Ceratium a nivel global.
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Diversos estudios han demostrado que Ceratium forma un clado monofilético dentro del orden
Gonyaulacales, independientemente del marcador genético empleado para la reconstruccion filogenética
(Saldarriaga et al. 2004; Gottschling et al. 2019; Accattatis et al. 2020). EI linaje de agua dulce aparece
claramente separado del grupo externo formado por el género marino 7ripos, con un alto soporte estadistico
(Saldarriaga et al. 2004; Gémez et al. 2010; Gottschling et al. 2020). Esta evidencia sugiere que la transicién
hacia ambientes dulceacuicolas podria no haber sido un evento reciente (Logares et al. 2007). A esta
hipétesis se suman diferencias morfolégicas y biolégicas, como la presencia de seis placas en el cingulo en
especies dulceacuicolas frente a cinco en las marinas, y la capacidad exclusiva de las primeras para formar
quistes de resistencia. Ademds, datos fésiles refuerzan la posibilidad de una colonizacién temprana de
ambientes de agua dulce, dado que las especies actuales comparten rasgos con fésiles marinos del Cretacico
(Wall & Evitt 1975).

En la filogenia de Ceratium reconstruida en este Capitulo (Figura 3), los clados muestran una clara
estructuracién segin su origen geografico. Sin embargo, existen excepciones, como la secuencia de C.
furcoides proveniente de una laguna en la llanura aluvial del rio Parand (MK567886), que se encuentra
estrechamente relacionada con un clado de origen asiatico. Esta misma relacion ya habia sido reportada por
Accattatis et al. (2020), aunque en un arbol filogenético basado en un nimero mads limitado de secuencias.
Una posible explicacion para este patrdn es que las poblaciones de C. furcoides que habitan actualmente en
la llanura del tramo medio del rio Parand hayan sido introducidas previamente a través del agua de lastre
de embarcaciones provenientes de Asia, un mecanismo ya documentado para otras especies invasoras como
Limnoperna fortunei (Pastorino et al. 1993; Oliveira et al. 2015; Zhang et al. 2022). En el caso de la tnica
secuencia procendente de Oceania (EukBank_5), que se agrupa dentro del clado Cer-9 junto con secuencias
de Brasil, la relacién es menos clara, dado que no ha sido observada en filogenias previas y no se dispone
de otras secuencias provenientes de este continente. Este hallazgo también pone de manifiesto los vacios
existentes en la informacién genética de Ceratium en varias regiones del mundo.

Las especies de Ceratium se distribuyen de forma diferenciada entre los nueve clados identificados
en el arbol filogenético. No obstante, de manera general, las secuencias de C. hirundinella se agrupan en
los clados Cer-1 a Cer-5, mientras que C. furcoides predomina en los clados restantes. Algunos clados estdn
compuestos exclusivamente por una de las dos especies, como Cer-3 (C. hirundinella) y Cer-6 (C.
furcoides); sin embargo, en otros clados ambas especies aparecen juntas en distintas proporciones. Tal es
el caso de Cer-9, compuesto en un 61% por C. hirundinella y en un 37% por C. furcoides, todas
provenientes de ambientes de Brasil, en su mayoria del embalse Broa. Esta coexistencia podria explicarse
por procesos de hibridacién entre ambas especies en ambientes compartidos, o bien por una divergencia
evolutiva reciente, lo que implicaria la presencia de haplotipos ancestrales no segregados completamente

entre los linajes.
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Por otro lado, existen continentes que no se encuentran representados o estan subrepresentados en
las bases de datos, como es el caso de Africa, region para la cual no se han encontrado secuencias de
Ceratium en la bibliografia ni en los repositorios publicos. Esta falta de representatividad plantea un desafio
para realizar especulaciones mds concluyentes. Contar con una representacion mas equilibrada de todas las
regiones del mundo permitirfa dilucidar con mayor precision las relaciones filogenéticas entre las distintas
areas geogréficas.

La filogenia y los andlisis de diversidad genética evidencian una alta variabilidad dentro del género
Ceratium. Se observa una marcada heterogeneidad genética entre los distintos clados, lo que sugiere que,
mientras algunos presentan una estructura genética relativamente conservada, otros exhiben una mayor
diversidad y complejidad evolutiva. La notable variabilidad genética en este género de dinoflagelados ya
ha sido reportada previamente y podria estar relacionada con la capacidad de las especies de Ceratium para
habitar ambientes con caracteristicas climéaticas, morfométricas, geoldgicas, hidroldgicas y tréficas muy
diversas (Cavalcante et al. 2016). Esta amplitud ecoldgica favoreceria no solo la diferenciacién genética y
la estructuracién de poblaciones a lo largo de gradientes ambientales y geogréaficos, sino que también podria
reflejar la existencia de ecotipos adaptados a diversas condiciones ambientales, los cuales exhiben una alta
variabilidad morfoldgica tanto intra como interpoblacional (Salmaso 2003). La presencia de multiples
variantes o ecotipos dentro de una especie ya ha sido propuesta para otras especies invasoras (Piccini et al.
2011), como una posible consecuencia de su capacidad para tolerar amplios rangos de temperatura y otras
condiciones ambientales, tal como ocurre en géneros como Ceratium. Ademads, se ha sugerido que copias
del ARN mensajero podrian reinsertarse en el genoma, contribuyendo atiin mas a esta variabilidad genética
(Slamovits & Keeling 2008; Hou & Lin 2009; Van Dolah et al. 2009). En el caso de Ceratium, atin no se
ha documentado la presencia de miltiples ASVs dentro de una misma célula, lo que si se observo en su
contraparte marina, el género Tripos (Huang et al. 2024). No obstante, la presencia de multiples secuencias
del mismo gen en muestras individuales, y los indices de diversidad genética obtenidos en este Capitulo,
podrian sugerir una estructuracién genética similar.

En este Capitulo se obtuvieron resultados que evidencian un alto grado de variabilidad tanto
intraespecifica e interespecifica dentro del género Ceratium. No obstante, ain persisten interrogantes
respecto a la posible existencia de procesos de especiacion criptica y a la amplitud real de su variabilidad
morfolégica (Gottschling et al. 2020), lo que resalta la necesidad de continuar investigando en profundidad
la diversidad genética y fenotipica de este grupo.

El andlisis de la red de haplotipos utilizada para observar los agrupamientos de las diferentes
secuencias de Ceratium, evidenci6 una clara diferenciacién entre C. furcoides y C. hirundinella. En ambos
casos, los nodos centrales agrupan secuencias de numerosos paises, lo que sugiere posibles patrones de

conectividad entre las regiones donde fueron detectadas. A pesar de su amplia distribucién mundial, C.
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furcoides present6 una menor diversidad nucleotidica en comparacién a C. hirundinella. En este sentido,
las secuencias de C. furcoides se agruparon en un nodo central conectado con varios nodos menores
mediante pocos pasos mutacionales, lo que indicaria una expansién demogréafica reciente desde un grupo
de secuencias ancestrales. La expansion de esta especie pareceria estar impulsada por secuencias
provenientes de China, Argentina y Brasil, probablemente reflejando el intenso intercambio comercial entre
estos paises (Abelando et al. 2020; Fernandes et al. 2021). Este comercio incluye el transporte maritimo y
fluvial, una via reconocida de dispersion bioldgica, ya que las especies de microorganismos pueden ser
transportadas a grandes distancias en el agua de lastre de los barcos. A pesar de que existe una
reglamentacion nacional (Ley N.° 27.011) que establece los procedimientos para la gestién y el control del
agua de lastre de los buques, si ésta no es tratada adecuadamente mediante sistemas reglamentados (fisicos,
quimicos o bioldgicos), si el tratamiento es deficiente, o si el intercambio se realiza demasiado cerca del
curso fluvial, los microorganismos exoéticos pueden sobrevivir y ser liberados en los puertos de destino. En
tales condiciones, especies como Ceratium tienen el potencial de colonizar nuevos ambientes si las
condiciones ecoldgicas son favorables. Esta misma via de dispersién también podria explicar la estrecha
relacién observada entre las secuencias de Argentina y China, un patrén que también se evidencia en el
arbol filogenético construido. En contraste, C. hirundinella mostr6 una mayor diversidad nucleotidica,
compatible con una poblacién mas diversa o fragmentada y sin sefales claras de expansion reciente. En su
caso, se observé una mayor dispersion de los nodos presentes en la red, lo que sugiere una estructura
poblacional mds compleja. En Europa, las secuencias mas ancestrales provendrian de Austria, Alemania y
Canada (nodo H9), mientras que en Sudamérica la dispersion geografica pareceria partir del nodo H30. A
su vez, se observé que un mismo nodo puede estar compuesto por secuencias pertenecientes a clados
distantes en el arbol. Por ejemplo, el nodo H25 agrupa secuencias de los clados Cer-4 y Cer-9, aunque todas
corresponden a C. hirundinella del embalse Broa en Brasil. Ademds, el valor de Fst entre estos clados es
significativamente bajo, lo que indica una escasa diferenciacién genética entre ellos. Estos dos clados
comparten numerosos nodos, como el H20, H23, H28, entre otros.

En conclusion, la estructura radial observada en la seccién de la red de C. furcoides podria ser
indicativa de un evento de expansion reciente, en el que un grupo de secuencias dio origen a mdltiples
secuencias derivadas. Por otro lado, la porcién de la red correspondiente a C. hirundinella mostré una
estructura mas compleja y menos radial, lo que sugiere poblaciones histéricamente més aisladas o una
diversificacién mds antigua. Este patrén coincide con el origen de muchas de las secuencias de esta especie
presentes en la red, provenientes de Europa, regién que se considera parte de la distribucion nativa de este
género (Macedo et al. 2021). Ambas especies estdn experimentando actualmente un proceso de expansion,
aunque los resultados indican que este proceso es menos pronunciado en la poblacion de C. hirundinella.

Esto podria deberse a diferencias en su capacidad de dispersion, en las condiciones ambientales de los sitios
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muestreados o en la historia invasiva de cada especie. Ademads, la presencia de secuencias no muestreadas,
especialmente en C. furcoides, sugiere que la diversidad genética podria estar subestimada, o bien que se
requeririan metodologias complementarias o la utilizacién de otros genes para evaluar con mayor precision
la diversidad. La aparicién de numerosas secuencias no muetreadas, podria indicar secuencias presentes en
regiones grograficas no incluidas en este estudio, o porque pudieron haber existido en el pasado y haberse
extinguido, dejando Unicamente las secuencias derivadas al extremo de la red (Lukoschek et al. 2011).
Los resultados obtenidos en este Capitulo no concuerdan con la perspectiva planteada en ciertos
estudios (Finlay 2002; Finlay & Fenchel 2004) que sostienen que los microorganismos eucariotas carecen
de biogeografia. Por el contrario, cada vez mds investigaciones evidencian que las especies de
microeucariotas podrian estar limitadas por barreras geogréficas y, en consecuencia, presentar una notable
diversidad genética (Penna et al. 2008; Leaw et al. 2016; Reimer et al. 2017). En este contexto, el género
Ceratium constituye un claro ejemplo. Los anélisis filogeograficos sugieren que su diversidad genética estd
influenciada por barreras geograficas y adaptaciones locales, lo que ha llevado a divergencias significativas
entre linajes. Ademas, su capacidad para habitar una amplia variedad de ambientes, desde hdbitats marinos
hasta aguas dulces, refleja una notable plasticidad ecolégica. En conjunto, estos hallazgos refuerzan la idea
de que los microorganismos eucariotas no estin ampliamente distribuidos sin restricciones, sino que su

evolucién y diversificacién pueden estar moldeadas por procesos biogeograficos.
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Este Capitulo forma parte de la publicacion: Kruk, C., Piccini, C., Devercelli, M., Nogueira, L.,
Accattatis, V., Sampognaro, L., Segura, A. M. (2021). A trait-based approach predicting community

assembly and dominance of microbial invasive species. Oikos, 130(4), 571-586.

INTRODUCCION

La comunidad fitoplancténica constituye la base de las redes tréficas acudticas, desempeiando un
rol central en la produccién primaria y en el ciclo de nutrientes. Su composiciéon y dindmica estdn
fuertemente influenciadas por las caracteristicas del ecosistema que habitan (Reynolds 2006). En ambientes
naturales como las lagunas de la llanura aluvial, los pulsos de inundacién y la conectividad hidrolégica
promueven una alta heterogeneidad espacial y temporal, favoreciendo la coexistencia de multiples especies.
En contraste, los embalses artificiales presentan condiciones mds estables y previsibles, con menores
fluctuaciones hidrolégicas y una menor diversidad estructural, lo que puede derivar en ensambles
fitoplancténicos menos diversos y mas dominados por unas pocas especies oportunistas.

En el marco de la problemadtica que ocasionan las especies invasoras, resulta relevante comprender
los mecanismos subyacentes al ensamblaje de comunidades, la susceptibilidad de una comunidad biolégica
a las invasiones y los efectos sobre la comunidad residente (Arim et al. 2006; Mac Dougall et al. 2009). En
términos generales, los procesos estabilizadores basados en nichos, el papel de las diferencias en el fitness,
los procesos de dispersion y la estocasticidad resultan claves para entender la organizacion y dindmica de
las comunidades (Leibold & McPeek 2006; HilleRisLambers et al. 2012).

Los procesos estabilizadores de nicho hacen referencia a las diferencias ecolégicas que favorecen la
coexistencia de especies disminuyendo la competencia, por ejemplo, a través de la particion de recursos
(Hutchinson & MacArthur 1959; HilleRisLambers et al. 2012). El fitness (o aptitud, en espafiol) es la
contribucién de un grupo de organismos a la siguiente generacion que resulta de la capacidad de sobrevivir,
crecer y reproducirse en condiciones ambientales particulares (McGill et al. 2006; Litchman & Klausmeier
2008). Las diferencias en el fitness relativo son utiles para predecir el resultado de la competencia en
ausencia de procesos estabilizadores de nicho y determinar el éxito y efecto de las invasiones (Mac Dougall
et al. 2009).

Por otro lado, la teoria neutral enfatiza el rol de la dispersion y asume que las diferencias en el fitness
relativo son menos relevantes (Hubbell 2001). Sin embargo, la estructura de la comunidad puede reflejar
tanto diferencias de nicho como similitud en el fitness (Tilman 2004; Adler et al. 2007). La hipétesis de
neutralidad emergente propone que pueden formarse agrupaciones autoorganizadas de organismos

similares debido a la competencia, basindose en dos formas alternativas de coexistencia: ser lo
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suficientemente diferentes o ser lo suficientemente similares (Scheffer & van Ness 2006; Vergnon et al.
2009; Segura et al. 2011).

Por lo tanto, la estimacion del nicho y del fitness permitiria avanzar en la comprension del
ensamblaje comunitario y de los mecanismos que facilitan las invasiones, lo cual requiere de tener algunas
consideraciones para su calculo. Un indicador del fitness es la capacidad de reducir la disponibilidad de
recursos la cual es posible medir con la R de Tilman (R*, Tilman et al. 1982). Existen antecedentes en el
uso de R* para predecir el resultado de invasiones de especies en condiciones homogéneas cuando un solo
nutriente es limitante (Tilman et al. 1986; Huisman et al. 1999). También se ha ampliado el uso de esta
métrica a comunidades naturales multiespecies basdndose en un enfoque de rasgos funcionales (Segura et
al. 2012; Dutkiewicz et al. 2020). La ventaja que posee la agrupacién de especies en base a sus rasgos
funcionales reside en que permite resumir las respuestas de especies y predecir su distribucién y abundancia
(Reynolds et al. 2002).

Los rasgos funcionales son caracteristicas fisiolgicas, morfolégicas y conductuales medibles de los
organismos que pueden ser utilizadas para predecir el nicho de especies y estimar el fitness (Naecem &
Wright 2003; Violle et al. 2007). Son ttiles cuando se aplican para evaluar especies invasoras que
interactian con una comunidad compuesta por muchas especies residentes (McGill et al. 2006). Algunos
rasgos morfolégicos resultan faciles de medir y son capaces de reflejar el fitness de los organismos y su
respuesta a las condiciones ambientales, resumiendo informacién fisioldgica y demogrifica (Reynolds
2006; Litchman & Klausmeier 2008; Padisdk et al. 2009). Esto permite medir pardmetros para elaborar
modelos al asumir una respuesta coherente de los miembros de un grupo funcional (Mutshinda et al. 2016).
No obstante, dentro de los grupos funcionales existe una variabilidad interna en la fisiologia y ecologia de
las especies. Analizar el efecto de tal variabilidad intra-grupo puede ayudar a entender los procesos de
invasion.

Kruk et al. (2010) desarroll6 una propuesta de grupos funcionales basados en morfologia (GFBM)
del fitoplancton, en la que las especies se agrupan en uno de siete GFBM segiin sus rasgos morfolégicos.
Los GFBM presentan especies que se agrupan teniendo en cuenta su fisiologia, ecologia, susceptibilidad al
pastoreo, respuestas térmicas, dindmica a lo largo de la sucesién y dominancia y que habitan en condiciones
ambientales especificas similares (Kruk et al. 2010; Kruk & Segura 2012; Reynolds et al. 2014; Segura et
al. 2018; Machado et al. 2019b; Pineda et al. 2022; Vanderley et al. 2022; Stela et al. 2024). Los GFBM
corresponden en realidad a grupos autoorganizados de especies similares, cada uno de ellos con un nicho
definido. Dentro del nicho de cada GFBM, las diferencias intra-grupo en fisiologia y ecologia fueron
instrumentales para explicar la estructura de la comunidad (Segura et al. 2011). El enfoque de GFBM
resume las respuestas ecoldgicas de los organismos ayudando a definir el nicho y estimar la aptitud tanto

de las especies invasoras como de las residentes (Kruk et al. 2011; Reynolds et al. 2014).
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Ceratium forma parte del GFBM V. Este grupo funcional comprende dinoflagelados unicelulares
de tamafio mediano a grande que suelen ser abundantes en ecosistemas de agua dulce meso-eutrdficos
templados (Reynolds et al. 2002; Kruk et al. 2010). Como ya se menciond previamente, Ceratium es capaz
de producir floraciones que ademds alternan con cianobacterias también formadoras de floraciones,
particularmente Microcystis spp. que se clasifica en el GFBM VIL Esta alternancia entre Ceratium y
Microcystis ocurre principalmente en climas cédlidos y templados cuando los ambientes presentan
condiciones eutréficas (Rangel et al. 2016).

El objetivo de este Capitulo fue analizar los procesos que intervienen en la dominancia de Ceratium
furcoides dentro del ensamblaje comunitario, a partir de paradigmas de neutralidad y nicho. Para ello, se
analizaron las condiciones que posibilitan la dominancia de la especie invasora C. furcoides, utilizando
enfoques basados en rasgos y bajo el supuesto de que cada grupo funcional agrupa especies con nichos
similares. Se compararon los rasgos y el fitness de C. furcoides con especies del mismo GFBM (V, con
nicho similar) con las que se encontraba conviviendo, y con especies de un GFBM diferente pertenecientes
al complejo de cianobacterias Microcystis aeruginosa (VII, con nicho diferente). Se empled la informacién
de muestreos de campo de dos ecosistemas acuaticos contrastantes. También se exploraron los cambios en
los rasgos y el fitness a lo largo de gradientes ambientales y los efectos sobre la riqueza de la comunidad

de fitoplancton.

MATERIALES Y METODOS

1. Area de estudio

Se evaluaron las comunidades del fitoplancton del embalse de Salto Grande y de una laguna de
llanura de inundacidén, la laguna Mini (Figura 1, Tabla 1). Salto Grande es un embalse de agua dulce
eutréfico en el rio Uruguay. El embalse tiene un tiempo de residencia del agua entre 10 y 30 dias, y un drea
de 783 ha (O’Farrell et al. 2012; Kruk et al. 2017; Martinez de la Escalera et al. 2017). Las muestras se
tomaron bimensualmente en seis ocasiones (enero 2013—marzo 2014), incluyendo sitios litorales y de aguas
abiertas (n = 12). La laguna Minf es parte de la llanura de inundacién del rio Parand, estd permanentemente
conectada al rio con un tiempo de residencia del agua entre 1 y 10 dfas, y modulada por pulsos hidroldgicos
y sedimentoldgicos del sistema fluvial (Mayora et al. 2013, 2016). Los muestreos se realizaron
aproximadamente cada quince dias desde noviembre de 2009 hasta diciembre de 2010, y de enero a

diciembre de 2012 (n = 38).
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Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo y los ecosistemas estudiados: Embalse de Salto Grande en el rio

Uruguay y la laguna Mini en la llanura aluvial del rio Paran.

En cada muestreo, se midi6 la temperatura (°C), la profundidad (m) y la conductividad (uS/cm). La
transparencia del agua se estimé con disco de Secchi (SD; m). Se tomaron muestras cualitativas para el
andlisis de fitoplancton con una red de plancton de malla de 25 pum y se fijaron con formaldehido de
carbonato al 4%. Las muestras de fitoplancton para conteo se tomaron con botellas y se fijaron con lugol
acidificado (1%). Las muestras de agua superficial filtradas (filtro de fibra de vidrio GF/F Millipore) y no
filtradas se congelaron (—20 °C) para anélisis de nutrientes.

Dado que el zooplancton ejerce una presion de pastoreo sobre el fitoplancton, se tomaron muestras
de la comunidad zooplancténica con el objetivo de evaluar su contribucion a las pérdidas por depredacion.
Para ello, se filtraron entre 10 y 20 litros de agua para el embalse y entre 60 y 100 litros para la laguna,
utilizando una red de malla de 50 pm. El conteo se realiz6 segtn el protocolo descrito por Paggi & José de
Paggi (1974). En el caso de la laguna Mini, parte de los conteos de fitoplancton fueron realizados por Matias

Barreda (2015) y los conteos de zooplancton fueron realizados por Florencia Rojas Molina.
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Tabla 1. Caracteristicas de los ambientes estudiados en el presente Capitulo. GFBM: Grupos funcionales basados en

la morfologia.

Embalse Salto Grande

Laguna Mini

Coordenadas geogréficas

31°12' S, 57°59' O

31°38'S, 60°42' O

Area (km?)

783

186

Profundidad (m)

10,6 (7-14)

2,3 (0,5-5,7)

Temperatura (°C)

22,2 (14,2-33,6)

21.5 (11,1-29,5)

Secchi (m)

0,55 (0,4-0,9)

0,5 (0,09-1,5)

Fésforo total (ug 1)

52,4 (29,4-71.9)

77,1 (7,2-250,3)

Nitrégeno total (ug 1"

910 (510-1380)

384.,8 (31,3-1007)

Biovolumen total de fitoplancton (mm? 1)

350 (0,16-2173)

1,10 (0,052-11,5)

Biovolumen de Ceratium furcoides (mm? 1)

16 (0-102)

0,63 (0-10,9)

Biovolumen de otros miembros del GFBM
V (mm? ')

0,01 (0,22-1,25)

0,23 (0,0057-0,97)

Porcentaje del biovolumen de Ceratium

71,1 (0-99,9)

27,4 (0-99.1)

furcoides en GFBM V (%)

2. Mediciones v clasificacion de organismos del fitoplancton en GFBM

Las especies de zooplancton fueron clasificadas en rotiferos, cladéceros y copépodos. FEl
fitoplancton (organismos/ml) fue cuantificado utilizando camaras de sedimentacién (Utermohl 1958), a
varias magnificaciones (10—1000 x) hasta alcanzar al menos 100 organismos de las especies mas frecuentes
(Lund et al. 1958). Se midieron las siguientes dimensiones de los organismos: longitud del eje apical y
transapical, didmetro total, longitud de los cuernos y dimension lineal maxima (DLM, um). El volumen
individual (V, um?) y el drea superficial (S, um™ ') fueron calculados de acuerdo a Hillebrand et al. (1999).
La presencia de flagelos, aerétopos y mucilago fue registrada para cada organismo. Basado en sus rasgos
morfolégicos individuales, cada organismo fue clasificado en uno de siete grupos funcionales basados en
la morfologia (GFBM: I-VII) (Kruk et al. 2010; Kruk & Segura 2012).

Las morfoespecies de Microcystis fueron combinadas en un solo complejo de Microcystis
aeruginosa (MAC) de acuerdo a Harke et al. (2016) y clasificadas como GFBM VII. El biovolumen (mm?/1)
fue utilizado como una métrica de biomasa y fue calculado multiplicando el volumen individual de cada
organismo por su abundancia; se calcul6 el biovolumen total de fitoplancton y el de cada uno de los GFBM.
La riqueza de especies fue estimada en cada muestra después de identificar todos los organismos hasta el

nivel de especie, cuando fue posible. Para evaluar la relacion entre el biovolumen de Ceratium furcoides y
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la riqueza total de fitoplancton, se utilizé la correlacién de Spearman (p), prueba no paramétrica que no

requiere distribucién normal de los datos.

3. Calculo de curvas de rendimiento térmico y estimacién del fitness

Los cdlculos de las curvas de rendimiento y la estimacién del fitness fueron realizados por Carla
Kruk y Angel Segura. Para ello, se utilizé informacién bibliografica de experimentos controlados disefiados
para cuantificar las tasas de crecimiento poblacional de C. furcoides (n = 13, Butterwick et al. 2005) y
representantes del GFBM V como funcién de la temperatura (n = 89) (Kruk et al. 2021, material
suplementario: oik13129-sup-0001-AppendixS1.xls). La curva de rendimiento térmico (CRT) para la tasa
de crecimiento (Umax) de los representantes del GFBM VII fue obtenida de Kruk et al. (2017). Para C.
furcoides y representantes de GFBM V, se ajusté una CRT para pmax utilizando la ecuacion de Sharpe—

Schoolfield (Schoolfield et al. 1981):

“nmx: E’/{,[L_l]
E\Th T

donde k es la constante de Boltzmann (8,6 x 10~* eV K™), T es la temperatura en Kelvin, Ea es la
energia de activacion y Eh es la energia de desactivacion a altas temperaturas. Th representa la temperatura
a la cual la mitad de las enzimas estan activas y la otra mitad se encuentra inhibida por altas temperaturas,
y Tc es una temperatura de estandarizaciéon (7c = 15°C). La funcién en RStudio se obtuvo de

https://github.com/padpadpadpad/TeamPhytoplankton/blob/master/R/schoolfield.high.R. Para comparar la

distribucién de temperaturas éptimas de GFBM V con el valor 6ptimo estimado para Ceratium furcoides,
se utilizé una prueba ¢ unilateral.

Se utilizé como indicador del fitness la capacidad de captar recursos del entorno como un proxy de
la competencia interespecifica (R*, Tilman et al. 1982, Segura et al. 2012) para lo cual se asumi6 un modelo
de quimiostato (Anexo seccion A4). Se utilizé la ecuacién de Monod (modelo matemadtico empirico para
estimar el crecimiento de microorganismos) para obtener los valores de crecimiento y se estimo el indicador

del fitness, R*:
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Hinax (T) —m

donde k es la constante de media saturacién del crecimiento, m es la mortalidad, pmax es la tasa de

R *

crecimiento mixima a una temperatura 7 (Anexo Seccién A4).

El indicador del fitness (R*), se estimé para C. furcoides, para GFBM V excluyendo las especies de
Ceratium y para las especies del complejo Microcystis aeruginosa (MAC) dentro de GFBM VIIL. Se
analizaron los cambios en R* bajo: 1) condiciones ambientales locales para C. furcoides y GFBM V, y 2)
gradientes ambientales mas amplios de temperatura, presién de pastoreo y tiempo de residencia, con el
objetivo de comprender el fitness relativo en diferentes ambientes, incluyendo GFBM VII representado por
MAC.

En definitiva, para la estimacién de R* se combinaron respuestas fisioldgicas y ecoldgicas de los
organismos (umax, k, s) junto con caracteristicas de los ambientes: profundidad del ecosistema (z), las
pérdidas por depredacion (CCR; célculo detallado en Anexos seccion A4) y la tasa de recambio del agua (f,
flushing). Los pardmetros fisiolégicos se obtuvieron de una revisién de literatura (es decir, curva de
rendimiento térmico: TPC, para la tasa de crecimiento maxima Segura et al. 2018, material suplementario),
y condiciones ambientales medidas en los sitios muestreados (Tabla 1). Mas detalles sobre estos calculos
pueden encontrarse en el Anexo Seccién A4.

Para comparar las variables morfoldgicas (volumen individual, dimensién lineal mdxima, relacién
superficie/volumen), fisiolégicas (tasas de crecimiento, fitness) y ecoldgicas (biovolumen, riqueza total de
fitoplancton) entre Ceratium furcoides y otras especies o a lo largo del tiempo, se utilizaron pruebas de
razén de verosimilitud (Likelihood Ratio Tests, LRT). Esta prueba compara la bondad de ajuste de dos
modelos (Kruk et al. 2017). Las pérdidas de C. furcoides y los organismos del complejo MAC debido a la
depredacién o el hundimiento se consideraron despreciables y se fijaron en cero (Tabla A4.1). C. furcoides
puede nadar activamente en la columna de agua, mientras que los organismos del complejo MAC son

flotantes y su gran tamaiio les permite evitar la depredacién (referencias en Tabla A4.1).

RESULTADOS

1. Ceratium furcoides y otras especies flageladas del fitoplancton

Ceratium furcoides fue registrado en 32 de las 50 muestras totales. Siempre se encontré cohabitando
con especies de GFBM V incluyendo Cryptophyta (es decir, Cryptomonas erosa), Dinoflagellata (es decir,
Peridinium sp.), Euglenophyta (es decir, Euglena sp.), Chlorophyta (Tetraselmis sp.) y Chrysophyta

(Synura uvella). Salto Grande se caracterizé por alta biomasa total de fitoplancton y baja riqueza. Present6
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14 especies de GFBM V y un maximo de 7 de ellas co-ocurrieron en una muestra. En la dindmica temporal
de Salto Grande, C. furcoides pas6é de dominancia total a ausencia con una contribucién relativa promedio
del 36% al biovolumen total de fitoplancton. La laguna Mini tuvo menor biomasa total y mayor riqueza.
Aqui, C. furcoides co-ocurrié con varias especies de GFBM V (nimero total = 52) y su contribucién a
GFBM V tuvo valores promedio mds bajos que en Salto Grande. Sin embargo, no se encontraron diferencias
en la riqueza total de fitoplancton asociadas a la presencia o ausencia de C. furcoides (Salto Grande: LRT
(razén de verosimilitud) promedio = 1,34, p = 0,25, Mini: LRT promedio = 1,11, p=0,29). Por el contrario,
se observé una relacién negativa entre el biovolumen de C. furcoides y la riqueza total de fitoplancton en

Salto Grande (correlacién de Spearman p = — 0,59, p <0,05) (Figura 2).
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Figura 2. Relacion entre la riqueza de la comunidad fitoplanctdnica y el biovolumen de Ceratium furcoides (CF), en

(a) el embalse de Salto Grande y (b) la laguna Mini.

2. Rasgos funcionales de especies dentro del mismo grupo: C. furcoides y otras especies de GFBM
\4

Ceratium furcoides presentd diferencias significativas en términos de morfologia, tasas de
crecimiento y curvas de respuesta térmica cuando se compard con otros representantes de GFBM V. Las
otras especies que se clasificaron dentro del grupo GFBM V fueron: Chlamydomonas alpina,
Chlamydomonas globosa, Chlamydomonas intermedia, Chlamydomonas subcaudata, Chroomonas baltica,

Cryptomonas erosa, Cryptomonas marssonii, Cryptomonas ovata, Euglena gracilis, Glaseria mira y

Peridinium cinctum.
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C. furcoides tuvo un mayor volumen individual (Salto Grande: LRT = 145,6, p < 0.001; Mini: LRT
=21,99, p <0,001) y una dimensién lineal maxima (LRT = 665,2, p < 0,001), junto con una menor relacién
superficie/volumen (LRT = 467,7, p < 0,001) que las otras especies observadas de GFBM V (Figura 3). C.
furcoides alcanz6 tasas de crecimiento maximas mas bajas que otras especies de GFBM V (LRT = 38,78,
p <0,001), con un valor promedio de 0,11 dia— 1 y un maximo de 0,26 dia — 1, mientras que otras especies
de GFBM V tuvieron un promedio de 0.68 dia — 1 y un méximo de 3,3 dia — 1 (Figura A4.1). De manera
similar, C. furcoides y los individuos de GFBM V presentaron diferentes curvas de respuesta térmica y
diferentes temperaturas Optimas para el crecimiento (Figura 4). La prueba t unilateral mostré que la
distribucién de temperaturas éptimas de GFBM V fue menor que el valor estimado para C. furcoides (t = —

1,94; p < 0,05, df = 8) con temperaturas 6ptimas significativamente mds bajas para los representantes de
GFBM V.
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Figura 3. Gréificas de densidad que muestran la distribucién del volumen individual (V; um3) de Ceratium
furcoides (linea roja) y otras especies de GFBM V excluyendo C. furcoides (linea negra); registrado para todas las

muestras (a) del embalse de Salto Grande, y aquellas de (b) la laguna Mini.
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Figura 4. Curvas de respuesta térmica de la tasa mdxima de crecimiento para las especies de GFBM V, (a)
excluyendo Ceratium spp. (n =9 especies), y (b) para Ceratium furcoides solo (CF). Se incluyen los rangos de

temperatura del agua del Embalse de Salto Grande (ESG) y la laguna Mini (LM) para fines comparativos.

3. Fitness de especies dentro del mismo grupo: C. furcoides y otras especies del GFBM V

Los valores de R* de Ceratium furcoides variaron a lo largo del afio, con un R* mds bajo (LRT =
191,40, p < 0,0001) y un biovolumen mds alto (LRT = 26,42, p < 0,0001) durante el verano y lo opuesto
en invierno. Considerando todas las muestras. Se estimaron proporciones R*cr/ R*grgmv mas bajas cuando
C. furcoides fue dominante, mientras que se obtuvieron valores mds altos de esta proporcion cuando otras
especies de GFBM V fueron dominantes (Figura 5a). La presion de pastoreo difirié entre las muestras

dominadas por C. furcoides y aquellas dominadas por otros representantes de GFBM V (Figura 5b).
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Figura 5. Diagrama de cajas (medias, rangos y valores atipicos) que muestra la razén entre los valores de R* (mmol
PO.) de Ceratium furcoides (CF) y otras especies del MBFG V, (a) como un indicador de la probabilidad de
dominancia de C. furcoides (un R* mds bajo predice mayor abundancia o biovolumen en campo), y (b) la presién de
pastoreo observada. En todos los casos, las estimaciones corresponden a los 12 sitios muestreados en el embalse de
Salto Grande, clasificados segtin si estaban dominados por Ceratium furcoides (CF) o por otras especies del MBFG

V (Otros).

La respuesta modelada de R* a los gradientes ambientales mostré que, a bajas tasas de renovacion
del agua (0,020,007 dia™!), cuando el tiempo de residencia del agua supera los 50 dias, C. furcoides supera
en desempefio a sus homoélogos del GFBM V (Figura 6). Cuando la tasa de renovacién del agua es
intermedia (~0,02 dia '), se produce un cambio en la jerarquia competitiva entre C. furcoides y GFBM V.
Mientras que C. furcoides no es afectado por la depredaciéon por pastoreo, GFBM V es altamente
susceptible, incapaz de lidiar con mortalidades por pastoreo de zooplancton superiores a ~0,4 dia'. El
aumento en el tiempo de residencia (disminucién en las tasas de renovacién de agua) y en la presion de
pastoreo del zooplancton lleva a C. furcoides a superar a los representantes de GFBM V, lo que predice su

dominio en ambientes lénticos sujetos a una presion de pastoreo del zooplancton moderada a alta.
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Figura 6. Curvas de respuesta de R* (fitness) para Ceratium furcoides (CF, linea roja) y para GFBM V
excluyendo especies de Ceratium (linea negra), (a) a lo largo de gradientes de tiempo de residencia del agua (con
una presion de pastoreo del zooplancton fija de 0,1 para GFBM V y 0 para CF) y (b) de presion de pastoreo del
zooplancton (tiempo de residencian del agua = 50 dias, tasa de renovacion = 0,02 dia™), con temperatura = 20 °C y
profundidad = 10 m. Se incluyen los rangos de tiempo de residencia del agua y de presién de pastoreo del

zooplancton del embalse de Salto Grande (ESG) y de la laguna Mini (LM) para fines comparativos.

4. Fimess de especies de diferente grupo: GFBM V y VII

Se observo una alternancia en la dominancia de especies de GFBM V y VII en el embalse de Salto
Grande, siendo las formas coloniales del complejo Microcystis aeruginosa (MAC) el principal
representante de GFBM VIL

Se observaron diferentes respuestas en términos de R* en ambientes que diferian en tasas de
renovacion del agua y pastoreo del zooplancton. La respuesta del fitness a la variacion de temperatura no
fue lineal (Figura 7). A una alta tasa de renovacion del agua (similar a un rio, 0,07 dia '), los miembros de
GFBM V siempre superaron (menor R*) a C. furcoides y MAC. A tasas de descarga intermedias (0,05
dia™") y bajas (0,01 dia™'), los grupos mds exitosos cambiaron con la temperatura: GFBM V a baja, C.
furcoides a intermedia y MAC a temperaturas superiores a 30 °C. En ecosistemas con bajas tasas de
renovacion del agua (ambientes 1énticos), C. furcoides presentd el mayor fitness (baja R*) y fue el mejor
competidor a temperaturas intermedias (15 a ~20 °C). A baja presién de zooplancton (0,01 dia™'), los
representantes de GFBM V siempre fueron los mejores competidores. A una presiéon de zooplancton
intermedia (0,2 dia!), el GFBM V mostré un mayor fitness por debajo de los 15 °C, a temperaturas

intermedias (15-30 °C) C. furcoides tuvo un R* mds bajo y, finalmente, a temperaturas superiores a 30 °C,
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el MAC fue un mejor competidor. A la presién de zooplancton simulada mds alta (0,6 dia '), el MAC y C.
furcoides fueron los grupos con mayor fitness, alternando su dominio competitivo en funciéon de la
temperatura. A temperaturas mas bajas (< 12 °C) y mds altas (> 27 °C), el MAC tuvo mayor fitness, mientras

que a una temperatura intermedia (15-27 °C) C. furcoides superé a todos los grupos.
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Figura 7. Curvas de respuesta térmica del fitness para GFBM V excluyendo especies de Ceratium (linea gris),
Ceratium furcoides (CF, linea roja) y el complejo Microcystis aeruginosa (MAC, linea verde, GFBM VII) a lo largo
de gradientes de tiempo de renovacién del agua ((a) 1/15 dia™, (b) 1/20 dia™, (c) 1/100 dia™) y de presién de
pastoreo del zooplancton ((d) 0,01 dia™, (e) 0,2 dia™*, (f) 0,6 dia™'). GFBM VIl y C. furcoides no presentaron
pérdidas por accion del zooplancton. El aumento del tiempo de residencia del agua (menor tasas de renovacion del
agua) y el incremento de la presion de pastoreo del zooplancton favorecen la capacidad competitiva de C. furcoides
y MAC sobre GFBM V, prediciendo la dominancia de MAC a temperaturas mds altas y de CF a temperaturas
intermedias. La profundidad fue de 10 m, el pastoreo del zooplancton fue de 0,2 dia™* en el gradiente de renovacioén
y la tasa de renovacion fue de 1/50 dia™ en el gradiente de pastoreo. Se incluyen los rangos de tiempo de residencia
y presion de pastoreo del zooplancton del embalse de Salto Grande (ESG) y en la laguna Mini (LM) para fines

comparativos.
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DISCUSION

En el presente Capitulo se evaluaron los mecanismos que impulsan la competencia y dominancia de
la especie invasora Ceratium furcoides a lo largo de un rango de condiciones ambientales, utilizando un
enfoque basado en rasgos funcionales para clasificar las especies en grupos funcionales basados en la
morfologia (GFBM). Los resultados obtenidos en este Capitulo representan un aporte relevante para la
comprension de la dindmica de C. furcoides en sistemas acudticos no nativos y su interaccién con otras
especies fitoplanctdnicas, en especial con otros representantes del GFBM V y con el complejo Microcystis
aeruginosa. A diferencia de estudios, este trabajo abordd de manera integrada variables morfoldgicas,
fisioldgicas y ecoldgicas, asi como las interacciones entre especies bajo diferentes condiciones ambientales.
Esta aproximacién permiti6 interpretar con mayor profundidad los factores que favorecen el éxito invasor
de C. furcoides, y comprender cdmo su presencia puede modificar la estructura y funcionamiento de la
comunidad fitoplancténica. Estudios previos también han abordado la coexistencia entre Ceratium y
Microcystis (Bordet et al. 2017; Grigorszky et al. 2019; da Silva et al. 2025), sin embargo, este Capitulo
presenta un enfoque novedoso utilizando rasgos funcionales para hacer un andlisis de la invasién en dos
tipos de ambientes contrastantes.

El GFBM V estd compuesto por flagelados fotosintéticos unicelulares de tamafio mediano a grande,
con pérdidas moderadas por hundimiento, tolerancia a condiciones de nutrientes y luz de bajas a moderadas,
y una susceptibilidad variable al pastoreo (Kruk et al. 2010). La variabilidad interna del grupo funcional al
que pertenece Ceratium refleja la tolerancia de este organismo a un rango amplio de condiciones, aunque
con distinta capacidad competitiva.

Dentro del grupo, C. furcoides mostré una combinacion particular de rasgos, presentando el mayor
volumen, la mdxima dimension lineal y la menor relacién superficie/volumen. La combinacién distintiva
de rasgos de Ceratium, en ecosistemas eutréficos con altos tiempos de residencia, temperaturas intermedias
(entre 20 y 30°C) y presion de pastoreo moderada, se traduce en un mayor fitness relativo (R*) y
dominancia. En contraste, en condiciones de menor tiempo de residencia del agua, su capacidad competitiva
se ve limitada. Esta compensacién entre susceptibilidad al pastoreo, tasa de crecimiento y respuesta térmica
proporciona un marco formal para modelar la invasién de C. furcoides, lo que resulta congruente también
con resultados de campo (Santos Wisniewski et al. 2007; Matsumura-Tundisi et al. 2010; Silva et al. 2012;
Sommer et al. 2012; Cavalcante et al. 2016; Bordet et al. 2017).

El gran volumen celular de C. furcoides esta asociado a tasas de crecimiento lentas, como se ha
observado en otras especies de fitoplancton (Edwards et al. 2012). Esto implica una mayor sensibilidad a
la pérdida de biomasa causada por la renovacién del agua, ya que las pérdidas por hundimiento o pastoreo
no son relevantes. En consecuencia, el aumento del flujo de agua redujo el fitness de C. furcoides,

impidiendo su dominancia tras la invasidon y desplazando la composicion de la comunidad hacia otras
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especies del GFBM V. En este caso, los quistes de resistencia de C. furcoides no fueron evaluados, pero
seria oportuno tener en consideracion esta estrategia de dormancia ya que podria representar un proceso
relevante de pérdida de la columna de agua, como asi también para el proceso de invasion.

Los organismos fitoplancténicos de gran tamafio como Ceratium son afectados en menor medida
por el pastoreo del zooplancton (Hart & Wragg 2009; Marafién 2015). En Ceratium furcoides, la presencia
de estructuras orgdnicas externas (placas de celulosa), cuernos y una alta plasticidad morfolégica actian
como mecanismos protectores frente al pastoreo (Pollingher 1988; Bertolo et al. 2010). Bajo presién de
pastoreo media a alta, C. furcoides superd competitivamente a otras especies del GFBM V, mds susceptibles
al consumo por zooplancton (Colina et al. 2015). Finalmente, su gran tamafio, relacién superficie-volumen
intermedia y la presencia de flagelos le confieren un elevado grado de movilidad vertical en la columna de
agua, evitando asf las pérdidas por hundimiento (Whittington et al. 2000; Clegg et al. 2004; Tabla A4.1).
Este conjunto de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y ecoldgicas podria estar asociado, al menos en
parte, con lo que predice la Enemy Release Hypothesis (Keane & Crawley 2002), segin la cual las especies
invasoras pueden prosperar en nuevos ambientes al escapar del control de sus reguladores bioldgicos
naturales (depredadores, pardsitos y parasitoides). En este contexto, la baja susceptibilidad de C. furcoides
al pastoreo en ecosistemas invadidos podria deberse tanto a su morfologia como al hecho de que los
depredadores locales no estin adaptados a consumirlo eficientemente, lo que le confiere una ventaja
competitiva frente al fitoplancton nativo.

El 6ptimo térmico de C. furcoides resulté superior al de los demds representantes del GFBM V, lo
que sugiere que su capacidad de invasién podria incrementarse frente a representantes de este grupo en
situaciones de aumento de la temperatura media del agua como los que podria inducir el cambio climatico,
especialmente en embalses artificiales, como ya fue observado en estudios de campo (Bustamante Gil et al.
2012; Crossetti et al. 2019). La combinacién de rasgos de C. furcoides resulté en valores positivos de R*
en todas las condiciones muestreadas en Salto Grande, con un flujo de agua variable y un amplio rango de
temperaturas que oscil6 entre 14,2 y 28,7°C. Sin embargo, C. furcoides no siempre fue dominante: su
contribucién relativa respecto al GFBM V varié a lo largo del periodo de estudio de manera no lineal, pero
predecible, lo que sugiere que las condiciones ambientales de algunas regiones podrian favorecer la
coexistencia, mientras que las de otras podrian promover o dificultar la invasion de esta especie (Figura 7).

La relacién entre valores mas bajos de R* y la dominancia de C. furcoides en comparacion con otros
representantes del GFBM V respalda las predicciones tedricas. Sin embargo, no se obtuvieron relaciones
continuas claras entre la abundancia o el biovolumen y el fitness relativo de C. furcoides basada en R*.

Cuando una especie invasora presenta un nicho similar al de las especies residentes como ocurre
con las que pertenecen al mismo grupo funcional, pero su fitness es mayor, su presencia puede tener un

impacto negativo en la comunidad local, excluyendo a aquellas especies con menor fitness (Mac Dougall
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et al. 2009). En este Capitulo, observamos que C. furcoides coexistié con otras especies de su grupo
funcional (mismo nicho) y tuvo un leve efecto negativo sobre la riqueza total de fitoplancton. El efecto
negativo de C. furcoides sobre el GFBM V fue mds evidente en el embalse de Salto Grande durante el
verano, bajo condiciones de alta residencia del agua y temperaturas elevadas, donde las diferencias en el
fitness favorecieron ampliamente a C. furcoides. Estos resultados coinciden con estudios previos que
indican efectos negativos de la abundancia de C. furcoides sobre la diversidad fitoplancténica (Almanza et
al. 2016; Crossetti et al. 2019).

Por otro lado, no se observé un efecto marcado de C. furcoides sobre la comunidad fitoplancténica
en la laguna Mini, sometida a tasas de renovacion relativas mds altas que las del embalse de Salto Grande,
donde el fitness de C. furcoides fue menor y los mecanismos de dispersion podrian ser importantes. Los
individuos de C. furcoides observados en la laguna Mini podrian provenir de grandes embalses artificiales
del rio Parand ubicados aguas arriba. Las altas tasas de renovacién de agua en la laguna Mini limitan el
crecimiento local de C. furcoides e impiden que ejerza un impacto negativo sobre la comunidad nativa.
Asimismo, el elevado grado de interaccidon entre las especies nativas actia como un mecanismo de
resistencia, atenuando los efectos de la invasion (Howeth 2017) y favoreciendo un aumento en la riqueza
total de fitoplancton (Devercelli et al. 2014; Mayora et al. 2016). El andlisis de los procesos de invasién
incluyendo explicitamente los efectos de las interacciones permitiria determinar la contribucion relativa de
la dispersion frente a los efectos locales. Esto podria ser incorporado a un modelo espacial explicito de
dispersion mediante la incorporacién de un término de migracidon lo cual no fue realizado en esta ocasion.

Los resultados obtenidos indican que, una vez que C. furcoides llega a un ecosistema, probablemente
logre dominar exitosamente en condiciones de bajas tasas de renovacion y temperaturas del agua moderadas
(entre 20 y 30 °C). En el caso de los embalses, cuando este tipo de ambientes artificiales se establecen
representan nichos vacios adecuados para especies invasoras como C. furcoides (Johnson et al. 2008, Bates
etal. 2013, Havel et al. 2015). En los embalses, C. furcoides podria acumular biomasa, excluir a las especies
residentes, formar “bancos de quistes™ y luego dispersarse aguas abajo, como se ha observado previamente
(Mertens et al. 2012, Acosta et al. 2015, Kinnunen et al. 2016). Se deduce que esto es lo que podria ocurrir
en la Cuenca del Plata, a partir de los resultados obtenidos en este Capitulo. Por ejemplo, en un escenario
de aumento de la temperatura en embalses del rio Parand, es posible que Ceratium se vuelva dominante
frente a otras especies del grupo GFBM V, debido a su alta tolerancia térmica, que alcanza los
30 °C.Ceratium furcoides y las especies del complejo Microcystis aeruginosa (MAC) que pertenecen a
diferentes GFBM (V y VII, respectivamente), se espera que sus nichos se diferencien. Sin embargo, C.
furcoides y MAC tienen numerosos rasgos en comtun, incluyendo: gran tamaiio, baja tasa de crecimiento,
resistencia al pastoreo y migracion vertical (Reynolds 2006). Ambos GFBM coexistieron en el embalse de

Salto Grande, produciendo floraciones. Las diferencias en las curvas de respuesta térmica surgieron como
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el principal factor que determiné su desempeiio, evidenciando un rango de temperaturas (25-30 °C) en el
que un fitness relativo similar favorecié la coexistencia, y otros rangos donde se esperaria exclusion
competitiva (con MAC dominando a temperaturas mas altas y C. furcoides a temperaturas mas bajas). La
sucesion estacional de MAC y especies de Ceratium ha sido documentada en lagos templados profundos
del hemisferio norte (Reynolds et al. 2002; Hu & Xiao 2012), mientras que en lagos subtropicales la
temperatura suele mantenerse en un rango donde las diferencias de fitness relativo son menores. En estos
ambientes, la coexistencia entre grupos del GFBM se estabiliza mediante la particién espacial del nicho,
basada en el uso vertical de la columna de agua. En este contexto, las poblaciones de MAC forman
floraciones que se acumulan en la superficie del agua, limitando la penetracién de la luz y la disponibilidad
de nutrientes (Reynolds 1976); mientras que los organismos de Ceratium controlan su posicion en el agua,
con abundancia mdximas en aguas profundas (Bordet et al. 2017). Ademads, las adaptaciones de Ceratium:
alimentacién mixotréfica y fagotréfica, capacidad de almacenar nutrientes en exceso y constantes de
semisaturacion relativamente bajas para fosfato (Cembella et al. 1984; Hansen & Calado 1999; Baek et al.
2008), le permiten crecer en condiciones de escasos nutrientes y luz (Taylor 1982; Droop 1983). Esto pone
en evidencia que el modelo GFBM refleja adecuadamente la particion de nicho entre grupos, basada en
rasgos morfoldgicos.

El marco conceptual presentado en este Capitulo permitié formular predicciones formales sobre la
competencia en comunidades naturales con alta diversidad. El fitness (R*) de las especies dentro de cada
grupo funcional fue estimada en base a rasgos individuales, aplicando enfoques de campo y de modelado,
y fue utilizada para evaluar los mecanismos que impulsan el ensamblaje comunitario. La variabilidad de
rasgos del grupo funcional V resulté en la dominancia de C. furcoides dentro de un cierto rango de
condiciones ambientales. Se espera que C. furcoides se desarrolle exitosamente y cause efectos
potencialmente negativos en ambientes eutr6ficos con bajo recambio de agua, presiéon de pastoreo
moderada a alta y temperaturas entre 20 y 30°C, condiciones tipicas de embalses eutréficos durante el
verano en latitudes subtropicales. Temperaturas més altas resultarian en la dominancia de cianobacterias
del GFBM VII, mientras que temperaturas mds bajas y mayores tasas de recambio favorecerian a otros
miembros del GFBM V. El andlisis de los procesos de invasion incorporando explicitamente los efectos de
dispersion en red, junto con el andlisis de rasgos fenotipicos contempordneos y patrones filogenéticos
(Martiny et al. 2015, Tromas et al. 2018) utilizando el presente marco conceptual, podria ayudar a
comprender mejor las presiones selectivas e incrementar la capacidad predictiva futura.

En conjunto, los resultados también constituyen herramientas valiosas para el manejo y la gestion
de ecosistemas acudticos. La identificacién de los rasgos funcionales asociados al éxito invasor, junto con
el marco predictivo construido en base a condiciones ambientales clave, permite anticipar escenarios de

dominancia de determinadas especies, asi como evaluar el riesgo ecoldgico asociado a su expansién. En
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este sentido, la aplicacién de este enfoque integrador en sistemas como rios regulados, lagunas urbanas o
embalses eutréficos podria contribuir al desarrollo de estrategias de alerta temprana y planificacién de
acciones de mitigacion. Esto resulta especialmente relevante en el contexto actual de calentamiento global,
donde el aumento de la temperatura y la intensificacién de fenémenos climaticos extremos tienden a
favorecer condiciones ambientales que amplifican el riesgo de floraciones nocivas y la propagacién de

especies invasoras en cuerpos de agua dulce.
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Este Capitulo forma parte de la publicacion: Accattatis, V., Milano, M., da Silva, R. D., Huber, P., Metz,
S., Calado, A., Craveiro, S., Forastier, M., Piccini, C., de Souza Cardoso, L., Devercelli, M. (2024).
Mapping the global distribution and predicting the potential expansion of Ceratium (Dinophyceae):
development of an interactive platform. La misma se encuentra en revision en la revista Biological

Invasions.

INTRODUCCION

El conocimiento de la distribucion de especies invasoras puede ofrecer informacién valiosa para
predecir patrones y tendencias futuras. Los modelos de distribucién de especies (SDMs, por sus siglas en
inglés) se utilizan ampliamente en ecologia, biogeografia y biologia de la conservacién para estimar las
relaciones entre las variables ambientales y los datos de ocurrencia de especies y hacer predicciones de
como varian sus distribuciones en el espacio y el tiempo (Ryo et al. 2021). Estos modelos ayudan a
identificar las dreas geograficas susceptibles a la invasion o sitios potencialmente adecuados tanto en su
rango nativo como en nuevas dreas, y en diferentes escalas temporales (Macédo et al. 2021b). La
flexibilidad de los enfoques SDM permite una amplia gama de aplicaciones, incluidas evaluaciones sobre
los impactos ecoldgicos del cambio climético y el uso del suelo en las invasiones biolégicas (Xin et al.
2024).

En el dambito de la biologia de invasiones, los modelos de distribucién de especies se han vuelto
herramientas clave, aplicindose cada vez mas para prever el riesgo de invasién (Bradley et al. 2010;
Jiménez-Valverde 2012; Kramer et al. 2017) y optimizar estrategias de control (Giljohann et al. 2011;
Tulloch et al. 2014). La aplicacién de estos modelos en organismos invasores como Ceratium es
especialmente ttil, ya que la prevencién de su establecimiento y propagacion depende en gran medida de
una deteccion temprana (Macedo et al. 2021).

Desde las primeras aplicaciones de estos modelos a inicios de la década de 1980 (Box 1981; Booth
et al. 2014; Booth 2018), los SDMs han evolucionado significativamente, pasando de enfoques estadisticos
basicos, como las regresiones logisticas, a metodologias mds sofisticadas que incorporan principios y
algoritmos de aprendizaje automatico (Phillips et al. 2006; Elith & Leathwick 2009). Paralelamente, se ha
trabajado en mejorar la accesibilidad de estos modelos, optimizando los procesos de construccién y andlisis
mediante diversas herramientas de software. Entre estas mejoras destacan las interfaces graficas de usuario
(Phillips et al. 2006; de Souza Muiioz et al. 2011; Kass et al. 2018) y plataformas de programacién (Angelov

2019). Gracias a estos avances, los SDM se han consolidado como una herramienta clave en el modelado
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ecoldgico (Aragjo et al. 2019).

Los SDMs pueden generar predicciones a partir de distintos conjuntos de datos de entrada; sin
embargo, esto implica el riesgo de una confianza excesiva en la idoneidad resultante de los mapas, por lo
que es fundamental tener en consideracioén diversas estrategias como buenas précticas para su ejecucion.
Guisan et al. (2017) sugirieron un protocolo de cinco pasos para minimizar problemas metodolégicos
(conceptualizacidn, preparacion de datos, calibracion del modelo, evaluacién y prediccién), mientras que
Zurell et al. (2020) desarrollaron el esquema “ODMAP” (overview, data, model, assessment and prediction)
para garantizar la transparencia y reproducibilidad.

Tras la construccién de la base de datos presentada en el Capitulo 2 de esta tesis, se observé que
Sudamérica ha registrado el mayor nimero de ocurrencias en los dltimos afios, lo que evidencia una rdpida
expansion de Ceratium en la regién. En funcién de esta tendencia, se emplearon los datos de Sudamérica
junto con los registros moleculares del Capitulo 3 para desarrollar modelos de distribucién potencial de la
especie. Los andlisis se centraron en C. furcoides y C. hirundinella, las especies mds reportadas en el
continente y con patrones de expansién temporal diferenciados. Estudios previos han utilizado modelos de
distribucién de especies para C. furcoides; por ejemplo, Meichtry de Zaburlin et al. (2016) aplicaron estos
modelos para identificar dreas susceptibles a su invasion en Sudamérica con registros hasta el afio 2015, y
en Macédo et al. (2021b) los emplearon para predecir su posible expansion a nivel global. Sin embargo,
aun se desconoce cémo es la distribucién potencial conjunta de ambas especies en el continente, lo que
representa una brecha importante en el conocimiento sobre la expansion de dinoflagelados invasores en
ecosistemas de agua dulce. Ademas, los registros compilados en esta tesis abarcan un rango temporal mas
amplio y actualizado que los utilizados en estudios anteriores, lo que permite mejorar la precision de los
modelos. La incorporacién de C. hirundinella y el uso combinado de datos espaciales y temporales
constituyen una contribucién original y relevante para anticipar areas de riesgo de invasién en Sudamérica.

Por todo lo mencionado anteriormente, el objetivo de este Capitulo fue predecir la distribucién
potencial de C. furcoides y C. hirundinella en ambientes dulceacuicolas de Sudamérica mediante la

aplicacién de modelos de distribucién de especies (SDMs).

MATERIALES Y METODOS

Modelos de distribucidn potencial

Los modelos de distribucién de especies se desarrollaron utilizando un algoritmo de maxima
entropia disponible en el software MaxEnt version 3.4.3 (Phillips et al. 2006, 2017; Phillips & Dudik 2008),

realizando un modelo para C. furcoides y otro para C. hirundinella. Este algoritmo modela las especies
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analizando la relacidn entre las ocurrencias de su presencia confirmada y las caracteristicas ambientales de
esa region, para luego extrapolar a dreas con condiciones ambientales similares (Vogler et al. 2013;
Beltramino et al. 2015). Se utilizaron como datos de presencia los registros de C. furcoides (n = 234) y C.
hirundinella (n = 80) en Sudamérica que incluyeron informacién de observaciones con microscopio y

registro de datos moleculares, recopilados en los Capitulos 2 y 3 (Figura 1).
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Figura 1. Mapa con los registros de Ceratium furcoides y C. hirundinella utilizados como datos de presencia para

algoritmo de maxima entropia.

Los datos ambientales se obtuvieron de WorldClim (http://www.worldclim.org) con una resolucién
espacial de 30 segundos de arco (~1 km?). WorldClim proporciona datos climéticos basados en estaciones
meteoroldgicas que abarcan el periodo 1950-2000 (Fick & Hijmans 2017). En total, WorldClim
proporciond 19 variables bioclimaticas (Tabla 1). Para evitar posibles correlaciones entre las variables que
pudieran afectar la precision de las predicciones, se evalué la multicolinealidad utilizando el factor de

inflacion de la varianza (VIF), calculado en RStudio con el paquete usdm (Naimi 2015). Se seleccionaron
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las variables con un valor de VIF inferior a 10, lo que resulté en la retencidn de un total de diez variables

para predecir la distribucidn potencial de las especies de Ceratium en Sudamérica (Tabla 1). Con el paquete

ENMeval (Muscarella et al. 2014; Kass et al. 2021) en RStudio, se calcularon los puntos de fondo

(background points) a partir del nimero de ocurrencias. Dado que el nimero de registros de ocurrencia era

superior a 100 en ambas especies, se generaron modelos en MaxEnt para cada una con la configuracién

predeterminada para el multiplicador de regularizacién (rm = 1), los puntos de fondo (n = 10.000) y las

clases de entidad (Morales et al. 2017).

Tabla 1. Cédigos y nombres de las variables ambientales utilizadas para los modelos de distribucién de Ceratium

descargadas de la plataforma WorldClim (http://www.worldclim.org). Las variables retenidas para la realizacién de

los modelos, después de ejecutar el factor de inflacion de la varianza (VIF), se encuentran marcadas con asterisco (¥).

Codigo
BIOI
BIO2*
BIO3*
BIO4
BIO5*
BIO6
BIO7
BIO8*
BIO9*
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13*
BIO14*
BIO15*
BIO16
BIO17
BIO18*

BIO19*

Variables bioclimaticas
Temperatura media anual (°C)

Rango diurno medio de temperatura (°C)
Isotermalidad (BIO2/BIO7) (x100)
Estacionalidad de la temperatura
Temperatura maxima del mes mas célido (°C)
Temperatura minima del mes mds frio (°C)
Rango anual de temperatura (°C)
Temperatura media del trimestre mds himedo (°C)
Temperatura media del trimestre mas seco (°C)
Temperatura media del cuarto mas célido (°C)
Temperatura media del cuarto més frio (°C)
Precipitacién anual (mm)
Precipitacién del mes mds lluvioso (mm)
Precipitacion del mes mds seco (mm)
Estacionalidad de las precipitaciones
Precipitacion del trimestre mds himedo (mm)
Precipitacién del trimestre mas seco (mm)
Precipitacion del trimestre mas calido (mm)

Precipitacion del trimestre més frio (mm)
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El 70% de las ocurrencias de cada especie se seleccionaron aleatoriamente y se utilizaron en el
modelo de entrenamiento, mientras que el 30% restante se empled en el modelo de prueba. Se eligi6 la
salida logistica, la cual devuelve valores continuos con una probabilidad estimada de presencia entre O (sin
probabilidad de presencia de la especie) y 1 (alta probabilidad de presencia). Para evaluar el modelo
resultante, se utilizé el area bajo la curva (AUC) de la caracteristica operativa del receptor (anélisis de
curvas ROC; Fielding & Bell 1997). El AUC es una medida independiente del umbral que varia entre 0.5
(sin capacidad predictiva) y 1 (prediccion perfecta) (Sweets 1988), considerdndose que valores superiores
a 0.8 suelen indicar un buen desempeio (Loo et al. 2007; Meichtry de Zaburlin et al. 2016).

La contribucién relativa de las variables y su importancia en el desarrollo de los modelos se
evaluaron mediante la prueba de Jackknife y a través de las curvas de respuesta obtenidas en MaxEnt. Se
generaron tres tipos de modelos: modelos con todas las variables excepto una, modelos que incluyen solo
una variable y un modelo con todas las variables. Las variables consideradas mds importantes para el
desarrollo del modelo fueron aquellas cuya exclusion redujo la ganancia de entrenamiento, mientras que
las variables que mostraron ganancia fueron aquellas en las que el modelo se desarrollé con una dnica
variable. Los modelos fueron procesados en el software QGIS, versién 3.34.5 (QGIS Development Team

2024).

RESULTADOS

El AUC de prueba promedio, utilizado para evaluar el resultado de los modelos, fue de 0,9 (+ 0,025)
para C. hirundinella y de 0,903 (+ 0,013) para C. furcoides; lo que corrobora un poder de prediccion de
ambos modelos por su cercania a 1. Las dreas mds susceptibles de ser habitadas por C. hirundinella se
concentraron principalmente en el centro-norte de Argentina, el sur de Chile, el centro-este de Brasil, la
costa sur de Pert y las Islas Galdpagos (Fig. 2a). En contraste, las regiones mds susceptibles a la invasion
de C. furcoides se ubicaron predominantemente en la region costera de Brasil, mayormente en el sur;
Uruguay, el centro-este de Argentina, el noroeste de Chile, la costa de Ecuador y el norte de Colombia (Fig.
2b).
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a)

Figura 2. Distribucién potencial de (a) Ceratium hirundinella y (b) C. furcoides en América del Sur segtin el
algoritmo de maxima entropia. Las 4reas azules indican regiones de baja susceptibilidad, mientras que las dreas

coloreadas entre el rosa y el rojo indican regiones con una susceptibilidad creciente a la invasién de Ceratium.

La variable que méds contribuy¢ al desarrollo de los modelos MaxEnt (indicada por la contribucién
porcentual, la importancia de la permutacién y la prueba jackknife) para C. furcoides fue la temperatura
media del trimestre mds seco (36,2%), seguida de la temperatura diurna media (27%). En contraste, los
modelos de C. hirundinella fueron influenciados principalmente por la temperatura media del trimestre més
seco (49,6%) (Tabla 2). La variable que mds redujo la ganancia del modelo cuando se omiti6, segin la
prueba Jackknife, fueron la temperatura diurna media tanto para C. furcoides y como para C. hirundinella

(Figura 3).
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Tabla 2. Contribucién porcentual e importancia de la permutacion de cada variable ambiental en el desarrollo de

modelos MaxEnt para C. furcoides 'y C. hirundinella.

Ceratium furcoides Ceratium hirundinella
Variable Percent contribution Permutation Percent contribution Permutation
importance importance

BIO_2 27 25,8 16,3 26
BIO_3 3,1 1,1 2,7 0
BIO_5 4,7 0,6 42 19,1
BIO_8 10,6 11,2 0,2 0,3
BIO_9 36,2 36,1 49,6 0
BIO_13 9,7 6 2,6 19,5
BIO_14 0,5 3,8 2,1 8,7
BIO_15 0,7 5,1 6,6 16,1
BIO_18 2,3 2,8 9,5 10,3
BIO_19 5,2 7,5 6,3 0

A partir de las curvas de respuesta resultantes (Figura 4), se observé que los rangos de temperatura
optimos para C. furcoides tuvieron lugar entre los 7 a 10 °C para BIO2, a ~25 °C para BIOS y alrededor de
18 °C para BIOS; mientras que para C. hirundinella ocurrieron a ~12 °C para BIO2, a 24 °C para BIO5 y
alrededor de 15 °C para BIO8. En el caso de las precipitaciones, los rangos optimos para C. furcoides
estuvieron entre 200 mm para BIO13 y ~800 mm para BIO18; mientras que para C. hirundinella estos
valores oscilaron entre 175 mm para BIO13 y entre 250-500 mm para BIO18.

La variable que mostré la mayor disminucién en la ganancia del modelo cuando se omiti6é del
andlisis fue el rango diurno medio de temperatura (BIO2) en ambas especies, lo que indica que esta variable

tiene un alto poder explicativo en la distribucién potencial de C. furcoides y C. hirundinella en Sudamérica.
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Figura 3. Pruebas Jackknife para evaluar la importancia relativa de las variables ambientales utilizando la ganancia

de entrenamiento regularizada para (a) Ceratium hirundinella 'y (b) C. furcoides. Para los c6digos, consultar Tabla 1.
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Figura 4. Curvas de respuesta de las variables ambientales utilizadas para predecir la distribucién de Ceratium

furcoides y C. hirundinella.

DISCUSION

En este Capitulo se utilizaron las coordenadas geograficas de los registros de Ceratium recopilados
de la bibliografia y registros propios (Capitulo 2), junto con otros obtenidos durante la construccién de la
base de datos de secuencias (Capitulo 3), para modelar la distribucién potencial de C. furcoides y C.
hirundinella en Sudamérica. Los mapas resultantes indican que las dreas mds susceptibles a la invasién de
estas especies se localizan principalmente en Argentina, Uruguay, Paraguay, Bolivia y Brasil. Si bien ambos
modelos muestran patrones de expansion en distintas direcciones, también se observan zonas de
solapamiento de ambas especies. Ceratium hirundinella podria expandirse potencialmente hacia el sur,
centro y norte de Argentina, el sur de Chile, la costa de Uruguay y de Pert, el centro de Paraguay y Bolivia,
el centro-este de Brasil, y algunas regiones de Colombia y Venezuela. Por su parte, Ceratium furcoides
podria expandirse hacia el centro-este de Argentina, el centro-oeste de Chile, parte de Uruguay, la costa sur
y el centro-este de Brasil, asi como también hacia la costa de Ecuador y Venezuela.

En estudios previos, las proyecciones futuras a partir del algoritmo de maxima entropia realizados a
nivel mundial, revelaron que Sudamérica es una de las regiones mas susceptibles a la invasion de C.
furcoides (Macédo et al. 2021a). Esta vulnerabilidad es particularmente evidente en el sureste de Brasil y
el noreste de Argentina (Meichtry de Zaburlin et al. 2016; Silva et al. 2024), tal como se observé en los
resultados de este Capitulo. Sin embargo, es posible que este patrén pueda deberse al aumento de los
esfuerzos de muestreo o al mayor nimero de estudios realizados en estas areas, reforzando los problemas

causados por Ceratium. Para poder aclarar si esto refleja un sesgo o si estas regiones son realmente mas
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susceptibles a la invasién de Ceratium, se necesitaria poder realizar andlisis con una base de datos
equilibrada en la que haya muestreos que abarquen la mayor cantidad de cuencas y ambientes acuéticos
posibles de Sudamérica.

En cuanto a las variables ambientales las proyecciones de los modelos de distribucion potencial para
Sudamérica revelaron que la temperatura jugé un papel clave en la determinacion de la distribucidon de las
especies de Ceratium, como se evidencid previamente en el andlisis de la base de datos del Capitulo 2. Se
ha observado que el calentamiento global y las alteraciones del régimen hidrolégico son factores de estrés
primarios impulsados por el cambio climdtico (Reid et al. 2019; Rogers et al. 2020), lo que provoca
aumentos exponenciales del déficit de presién de vapor y a evapotranspiracion, factores estrechamente
asociados a las condiciones de sequia (McVicar et al. 2012; Grossiord et al. 2020). Se prevé que las sequias
favorezcan a los organismos mixotréficos facultativos (Costa et al. 2016; 2019) al reducir el volumen de
agua y la transparencia, lo que limita la disponibilidad de luz para la fotosintesis. La disminucién de los
niveles de agua también puede provocar eutrofizacién y mayores concentraciones de nutrientes (Reid et al.
2019), condiciones que con frecuencia promueven la proliferacion de especies de Ceratium (Silva et al.
2024).

Por otra parte, trabajos previos han demostrado que la dispersién de especies invasoras, incluidas
las del género Ceratium, suele seguir un patrén de dos fases: primero, la especie invade nuevos ambientes
mediante “dispersion por saltos”, expandiendo su presencia a través de grandes distancias geograficas. En
segundo lugar, su expansion tiende a estabilizarse, atravesando un drea menor, probablemente colonizando
internamente, a través de “anillos concéntricos”, donde las especies invasoras se propagan a través de
cuencas geograficamente cercanas aumentando drasticamente su densidad (Wilson et al. 2009; Moreira et
al. 2015; Silva et al. 2018; Pacheco et al. 2021; Severiano et al. 2022; Silva et al. 2024a). Estos hallazgos
se alinean con los de Cavalcante et al. (2013), quienes propusieron una dispersion radial como el patrén de
distribucién primario para C. furcoides en América del Sur. La tendencia a aumentar rdpidamente su rango
al principio de su expansién es consistente con estudios en otros lugares que han demostrado el
comportamiento “agresivo” de Ceratium (Cavalcante et al. 2016; Rojas-Castillo et al. 2023).
Probablemente la etapa de expansién en estos organismos ocurra entre las regiones mds australes de
América del Sur o en nuevas dreas y paises donde no se han realizado investigaciones. Hasta la fecha, solo
se han realizado unos pocos estudios relacionados con los patrones de dispersion de este género, como los
del noreste y sur de Brasil (Severiano et al. 2022; Silva et al. 2024a).

Dado que la expansién de las especies de Ceratium ain se encuentra en un proceso dindmico, la
comprension de los patrones de dispersion de estas especies en América del Sur sigue siendo limitada. Los
modelos de distribucién pueden predecir la distribucién potencial de las especies invasoras al evaluar la

idoneidad ambiental mas alld de su rango actual. Esta informacién ayuda a identificar dreas en riesgo de
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invasion y priorizar los recursos para los esfuerzos de monitoreo y gestion. Sin embargo, la aplicacién de
los modelos de distribucién de especies a organismos invasores, requiere de ciertas precauciones. Lo mds
importante es que los SDM deben imaginarse como modelos dindmicos para abordar la aparente
contradiccion entre el equilibrio nicho-ambiente y la naturaleza dindmica de las invasiones (Hui &
Richardson 2017). Como se detalla en Hui (2023), este enfoque de SDM dindmico puede utilizar los
mismos tipos de datos de entrada (puntos de ocurrencia y predictores ambientales), pero requiere una
comprensién profunda de la biologia, la ecologia y los sesgos de observacion regional de las especies

invasoras.
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CONCLUSIONES FINALES

Motivada por la creciente expansion del dinoflagelado invasor Ceratium en ambientes
dulceacuicolas y la falta de estudios integrales sobre su diversidad y ecologia, en la presente tesis se propuso
aportar conocimiento clave sobre este género de microorganismos. Para ello, se abordaron de manera
conjunta distintos aspectos relacionados con su expansién geogrifica tanto en Sudamérica como a nivel
global. Se emplearon herramientas moleculares, filogenéticas, ecoldgicas y de modelizacion para analizar
los principales factores que intervienen en la expansién de Ceratium en la region.

Esta tesis contribuy6 de manera significativa a la construccion de una filogenia de referencia para el
grupo Dinophyceae, en la cual estuvieron representados todos sus érdenes principales. Ademas, a partir de
este drbol, se elabord la primera filogenia disponible para el orden Gonyaulacales. La construccién de
arboles filogenéticos de referencia a partir de genes concatenados y secuencias cortas permitié evaluar con
mayor precision las relaciones evolutivas, y fue fundamental para validar y comparar distintos métodos de
clasificacién de secuencias ambientales. Una de las principales dificultades que surgieron luego de la
construccién de los drboles fue la clasificacién taxondmica de las secuencias. Esto se debe a la gran
controversia en la bibliografia respecto a la divisién y el nimero de 6rdenes y familias, asi como al
posicionamiento de las especies dentro de ellos. Incluso, existen especies, géneros o familias que atn no
han sido asignados a ningtin nivel taxondmico superior. Por este motivo, resulta necesario reconstruir otras
filogenias dentro de este grupo, utilizando diferentes marcadores moleculares y genomas completos, con el
fin de dilucidar con mayor precision las relaciones evolutivas entre los distintos organismos.

Con respecto a los métodos bioinforméaticos para la clasificacion de secuencias desconocidas, el de
posicionamiento filogenético mostré el mejor desempefio cuando se utilizé el arbol de Dinophyceae. En el
caso especifico de Gonyaulacales, cuyo arbol fue enriquecido con una gran cantidad de secuencias cortas
de este grupo, todos los métodos (excepto por BLAST) fueron eficientes, logrando clasificar mas del 60%
de las secuencias ambientales a nivel de género y/o especie.

Por otra parte, la construcciéon de una base de datos global de registros de Ceratium y su
visualizacién en una plataforma web permitié, por primera vez, un andlisis integral y actualizado de la
distribucién mundial conocida de las especies de este género. Actualmente se cuenta con registros en todos
los continentes, aunque existe un cierto desbalance, siendo Sudamérica y Europa las regiones maés
representadas. Para el estudio de invasiones biol6gicas a nivel global, resulta ideal contar con informacién
geograficamente equilibrada de la presencia/ausencia que incluya tanto regiones nativas como dareas
invadidas. Sin embargo, en el caso de Ceratium, ain persisten importantes vacios de informacién en
regiones como Africa, Oceania y Norteamérica. Al tratarse de una herramienta de acceso abierto y

actualizable, la plataforma permitird llenar progresivamente dichos vacios mediante la incorporacién de
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nuevos datos por parte de otros grupos de investigacion o instituciones. Esto facilitard futuras
investigaciones y contribuird al monitoreo de la expansion de este género en diferentes regiones del mundo.

La reconstruccién de la filogenia del género Ceratium, a partir de secuencias del gen 18S de bases
de datos publicas y de secuencias cortas inéditas, resulté en un 4rbol filogenético con nueve clados bien
definidos que exhiben patrones geogréaficos. Sin embargo, para dilucidar con mayor precisién la
filogeografia y la variabilidad dentro del género Ceratium (el cual, al pertenecer al grupo de los
dinoflagelados, presenta numerosas copias del gen 18S) seria conveniente complementar estos andlisis con
filogenias basadas en otros genes o, idealmente, mediante la secuenciacién de genomas completos. Una
alternativa prometedora es el uso de la tecnologia Nanopore, que permite la obtencién de secuencias largas
de ADN en tiempo real.

Se observd que la variabilidad dentro del género Ceratium fue considerablemente alta, respaldada
tanto por la filogenia construida como por los estadisticos calculados, los cuales resaltaron la
heterogeneidad entre los diferentes clados, independientemente del nimero de secuencias que los
conforman. También se analiz6 la distribucién de las secuencias del gen 18S en las diferentes regiones del
mundo, destacdndose una clara diferenciacion entre las dos especies de Ceratium: mientras que C.
hirundinella presenté una poblacién mas fragmentada y sin sefiales evidentes de expansion reciente, C.
furcoides mostrd, a partir de la estructura de la red generada con el algoritmo TCS, una expansion
demografica reciente desde un grupo de secuencias ancestrales. Ademas de la secuenciacién de genomas,
como se menciond anteriormente, el aislamiento de células individuales de Ceratium y la posterior
secuenciacion del gen 18S, permitirfan obtener una estimacién mas precisa de la diversidad existente, al
identificar las diferentes copias de este gen presentes en un mismo organismo. De esta forma, seria posible
construir redes de haplotipos para cada célula aislada, e incluso una red comtin que permita identificar los
haplotipos compartidos entre distintos organismos y/o especies.

La introduccién de microorganismos acudticos invasores, como las especies del género Ceratium,
puede alterar profundamente las comunidades locales de fitoplancton. Estos organismos, al establecerse en
nuevos ambientes, compiten con las especies nativas por recursos como la luz, los nutrientes y el espacio,
modificando las redes tréficas y la estructura de la comunidad. Los resultados obtenidos en la presente tesis
permitieron analizar las consecuencias de la invasion de Ceratium furcoides y predecir tanto su dominancia
como su alternancia con especies de cianobacterias productoras de floraciones. Este dinoflagelado invasor,
al prosperar en ambientes eutréficos caracterizados por bajo recambio de agua, presiéon de pastoreo
moderada a alta y temperaturas entre 20 y 30 °C (condiciones tipicas de embalses eutrdficos durante el
verano en latitudes subtropicales), puede desplazar a especies nativas, reducir la biodiversidad y favorecer
la aparicién de eventos de floraciones nocivas. Por otro lado, temperaturas mas elevadas favorecerian la

dominancia de cianobacterias que ocupan un nicho diferente al de C. furcoides, mientras que temperaturas
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mas bajas y menor tiempo de residencia del agua beneficiarfan a otras especies con nicho similar al de
Ceratium.

Para el estudio de las invasiones bioldgicas los modelos de distribucién de especies permiten
identificar 4reas vulnerables a la invasién, predecir rutas de expansion y evaluar el riesgo de invasion bajo
diferentes escenarios ambientales presentes y futuros. Al integrar datos de presencia con informacion
climética, edafica o hidrolégica, estos modelos ayudan a entender los factores que limitan o facilitan la
dispersion de estas especies. En base a estos modelos, se han logrado identificar las regiones con mayor
susceptibilidad a la invasién de C. hirundinella 'y C. furcoides. Los resultados sugieren que C. hirundinella:
tenderia a expandirse hacia el centro-norte y sur de Argentina, asi como hacia sectores de la costa brasileia,
mientras que C. furcoides mostraria una mayor probabilidad de colonizacién en la costa de Uruguay y el
sureste de Brasil. Las predicciones obtenidas, junto con la plataforma de distribucién actual de especies,
constituyen herramientas clave para orientar estrategias de monitoreo y manejo temprano en las dreas mas
vulnerables, con el objetivo de mitigar los impactos ecoldgicos y proteger la biodiversidad de los
ecosistemas nativos. Ademds, resultaria particularmente interesante repetir estos andlisis considerando
escenarios futuros de cambio climatico, ya que las modificaciones en las variables ambientales como
temperatura y disponibilidad de agua podrian repercutir significativamente en la expansion de las especies
de Ceratium, alterando su distribucidn potencial y aumentando su capacidad de colonizar nuevos ambientes.

En conjunto, esta tesis aporta al conocimiento de la filogenia, distribucién y ecologia de Ceratium
y de los dinoflagelados de agua dulce, un grupo atin poco explorado en comparacién con sus contrapartes
marinas. A través de un enfoque integrador que combina herramientas filogenéticas y bioinformaticas,
bases de datos georreferenciadas, andlisis ecol6gicos y modelos de distribucién de especies, este trabajo
busca contribuir a la comprension de los procesos que moldean la diversidad y la expansién de estas
especies, en un contexto de creciente preocupacion por su rol como invasores y su impacto en los
ecosistemas acudticos continentales.

En tiempos marcados por transformaciones ambientales aceleradas y crecientes presiones antrépicas
sobre los ecosistemas, el papel de la ciencia y las investigaciones adquiere una relevancia ain méas central.
Esta tesis no solo abordd preguntas especificas, sino que también aportd herramientas utiles para anticipar
escenarios futuros y actuar con responsabilidad sobre el presente. En este contexto, los resultados obtenidos
invitan a reflexionar sobre la necesidad de implementar acciones coordinadas entre distintas jurisdicciones,
tanto a nivel pronvicial como entre paises limitrofes, ya que se trata de especies microscépicas que no
reconocen fronteras politicas y pueden dispersarse facilmente a través de cuerpos de agua conectados o
rutas de navegacion. Para avanzar en un manejo efectivo y en estrategias de alerta temprana, resulta
fundamental articular el conocimiento generado con las autoridades de gestion, promoviendo instancias de

vinculacién concretas como convenios con organismos gubernamentales, capacitaciones técnicas, talleres
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participativos y el fortalecimiento de herramientas ya desarrolladas, como la plataforma web Ceratium
tracker. Estas acciones permitirian no solo mitigar la problematica asociada a su expansion, sino también
consolidar un puente entre ciencia, ciudadania y toma de decisiones.

La generacién y el andlisis de datos en contextos de incertidumbre, la apertura de plataformas
colaborativas y la integracion de diversas escalas de observacion, desde la genética hasta la geografica,

muestran como la investigacion puede aportar y sumar sus capacidades frente a los desafios ambientales.

Desafios y perspectivas futuras

A lo largo del desarrollo de esta tesis, se presentaron multiples desafios que, en diversas etapas,
llevaron a replantear el rumbo del trabajo y, en algunos casos, incluso a reformular la manera de alcanzar
los objetivos propuestos. Estos obstdculos no se limitaron tnicamente a cuestiones metodoldgicas (como
las dificultades de trabajar con Ceratium a nivel molecular, dadas su complejidad celular y la escasa
informacién disponible en la bibliografia), sino que también incluyeron dificultades logisticas. Ademads, se
atravesaron momentos de incertidumbre personal que pusieron a prueba la capacidad de resiliencia y
adaptacioén. Sin embargo, cada uno de estos desafios resulté ser también una oportunidad de aprendizaje,
fortaleciendo no solo el proceso de investigacion, sino también de crecimiento profesional y humano de
quien llevé adelante esta tesis.

Uno de los mas significativos fue el contexto de la pandemia por COVID-19, que interrumpid
cronogramas, dificulté el acceso a laboratorios e instalaciones de investigacion, y limité la posibilidad de
trabajo presencial con colegas y equipos de investigacion. Sin embargo, también impulsé nuevas formas de
colaboracion remota y revalorizé la importancia de las redes cientificas.

El objeto de estudio elegido también present desafios significativos para el desarrollo de esta tesis.
Los dinoflagelados de agua dulce, y en particular el género Ceratium, conforman un grupo
taxonémicamente complejo, poco explorado en ambientes continentales y con importantes vacios en las
bases de datos moleculares. De hecho, desde el inicio del presente trabajo (incluso desde la tesina de grado)
no se han incorporado nuevas secuencias de este género en la base de datos NCBI, lo que pone en evidencia
la escasa atencién que ha recibido o las dificultades metodolégicas que implica su estudio. Lejos de
convertirse en un obstdculo, esta limitacion fue un motor que impulsé la exploraciéon de enfoques
alternativos y estrategias complementarias.

A pesar de estas dificultades, el desarrollo de esta tesis se vio profundamente enriquecido por

numerosas experiencias de intercambio académico y por los vinculos generados a lo largo del camino de

134



esta carrera doctoral. El trabajo propicié la colaboracién con diversos grupos de investigacion, tanto
nacionales como internacionales, y la participacion en estancias y viajes que ampliaron los horizontes
cientificos y personales involucrados. Estos espacios de formacidn, didlogo y trabajo conjunto fueron clave
para construir una mirada critica y enriquecida sobre los problemas abordados.

Luego de finalizar esta tesis, se abren diversas perspectivas futuras que podrian seguir aportando al
conocimiento del género Ceratium. Una de ellas (atin pendiente) es el cultivo de organismos de este género,
lo cual representaria un avance significativo. Contar con cultivos permitiria, entre otras cosas, disponer de
un ndmero suficiente de células para la extracciéon de ADN y la aplicacién de técnicas moleculares, evitando
el aislamiento de células bajo microscopio y reduciendo considerablemente el riesgo de contaminacién. Por
otra parte, una linea de trabajo igualmente prometedora seria la secuenciacién de transcriptomas, con el
objetivo de identificar qué genes se encuentran activos bajo determinadas condiciones ambientales. Este
enfoque permitirfa explorar aspectos funcionales atin poco conocidos de Ceratium, como la posible
presencia de genes asociados a la produccién de toxinas que no necesariamente se expresan en todas las
circunstancias. Esta es una pregunta que alin permanece sin respuesta y cuya resolucién podria aportar
informacion clave tanto para la ecologia de este grupo como para la evaluacion de sus posibles impactos en
los ecosistemas donde se establece. Lo cierto es que todavia hay muchos aspectos por investigar: desde su
reproduccidn, la formacion de quistes de resistencia y su fisiologia, hasta aspectos de la dindmica ecoldgica
de sus especies. Ceratium continta siendo un grupo fascinante e intrigante que plantea numerosos desafios
y oportunidades para la investigacion futura.

El trabajo desarrollado a lo largo de estos afios no culmina con la presente tesis; por el contrario,
constituye un punto de partida para futuras investigaciones, colaboraciones y la construcciéon de
conocimientos situados y comprometidos con su contexto. La experiencia adquirida permitié comprender
que la produccién cientifica no se construye de manera individual, sino mediante el didlogo constante con
otras personas, miradas y trayectorias que enriquecen el proceso y le otorgan mayor profundidad y

significado.
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ANEXOS

Seccion Al

Script para concatenar alineamientos

install.packages("ape")

library(ape)

#Primero busco el directorio donde estdn todos los archivos (Set as working directory...)
#en cada “ex” pongo los alineamientos

#En este caso, el 1 es del gen 18S, el 2 el alineam ITS y el 3 el de 28S

exl <- read.dna("align_18S_Gottsch_EDIT_trim.fasta", format="fasta")

ex2 <- read.dna("align_ITS_Gottsch_trim", format="fasta")

ex3 <- read.dna("align_28S_Gottsch_EDIT trim.fasta", format="fasta")

output <- cbind(exl, ex2, ex3, fill.with.gaps=TRUE) #se completa con gaps las secuencias que

solo tienen 18S o cualquiera de los otros dos genes
write.dna(output, “align_Gottsch_ concatenado.fasta", format="fasta")
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DINOPHYCEAE Método filogenético

627 secuencias

Alineamiento: MAFFT v.7.4

Posicionamiento
filogenético con EPA-ng

e

Construccion  Filogenia: IQTREE v.3.0 s 25
de arboles de Secuencias a clasificar Assgnacaor;ilsﬁzneuca oo
referencia 3844 secuencias de Dinophyceae descargadas
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BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool)

577 secuencias

Alineamiento: MAFFT v.7.4
Eilogenia: RAXML-ng v.1.2 !
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2 conjuntos de datos:

« 1475 Secuencias descargadas de EukBank
« 836 secuencias reasignadas por filogenia

R studio
Paquete “Decipher”

USEARCH v.11
Algoritmo SINTAX

Figura A1l. Diagrama sintetizando los procedimientos realizados en la metodologia del Capitulo 1.

Tabla Al. Clasificacion taxonémica de todos los géneros presentes en el drbol de referencia construido para el grupo Dinophyceae (Figura 1) segtin Adl. et al.
2012.
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Seccion A2

Tabla A2. Referencias bibliograficas utilizadas para construir la base de datos global de Ceratium.

Cita bibliografica

Afo de
publicacion

doi/URI/link

Bergh R. Der Organismus der Cilioflagellaten. Eine
phylogenetische Studie. Morphologisches Jahrbuch 7:
177-288.

1881

Blanc H. Note on Ceratium hirundinella (OF Miiller), its
variability and mode of reproduction. Journal of Nat
Hist, 16 444-453,

1885

Apstein C. Das Siisswasserplankton. Methode und
Resultate der quantitativen Untersuchung. Verlag von
Lipsius & Tscher, Kiel und Leipzig.
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Lemmermann E. 1899. Das Phytoplankton sédchsischer
Teiche. Forschungsberichte aus der Biologischen Station
zu Plon 7: 96-135.

1899
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1900

Lemmermann E. Beitridge zur Kenntnis der
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Zeitschrift 54: 124-128.
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seiner Weltreise gesammelten Siisswasseralgen. Abh.
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West W, West G. A further contribution to the freshwater
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West W, West G. A comparative study of the plankton of
some Irish lakes. Transactions of the Royal Irish
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Seccién A3

Lineas de comando utilizadas para:

Descargar la informacion de cada proyecto de Mgnify al cluster Pirayt:

for MGYS in MGYS@0001990 MGYS00002157 MGYS00002183 MGYS00001720 MGYSO00O5530 MGYS00002298
MGYS00002282 MGYS00004238 MGYSO00O5115 MGYSO0002543 MGYSO0005582 MGYSO0005250 MGYS00004312
MGYS00004312 MGYSP0004467 MGYSO0004475 MGYSO0004449 MGYSO0004401 MGYS00004531 MGYS00001658; do
curl -X GET https://www.ebi.ac.uk/metagenomics/api/vl/studies/$MGYS > $MGYS.json; done

Unificar archivos .json en uno solo:

jg -rc < *.json '.' | paste -d $'\n' MGYS* > final.json

El clustering de secuencias cortas:

/usearchll -cluster_fast ceratium_seqs_V4_sorted.fasta -id 1.0 -centroids

output_centroids_seqs_V4.fasta -uc output_clusters_seqs_V4.uc
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Tabla A3. Informacién sobre las secuencias del género Ceratium incluidas en los andlisis filogenéticos y el cdlculo de estadisticos por clado. EEUU: Estados

Unidos.
Tipo de Fecha de

Secuencia_ID Clado Nombre ambiente ambiente | Pais Latitud Longitud muestreo

GU647183|Ceratium_hirundinella Cer-1 Mirror Laguna EEUU 41.806964 -72.247211 1/6/2007
GU647187|Ceratium_hirundinella Cer-1 Mirror Laguna EEUU 41.806964 | -72.247211 1/6/2007
GU647179|Ceratium_hirundinella Cer-1 Mirror Laguna EEUU 41.806964 | -72.247211 1/6/2007
GU647172|Ceratium_hirundinella Cer-2 Long Island Sound Estuario EEUU 41.065959 -73.446089 31/5/2007
PQ323381|Ceratium_furcoides Cer-2 Regadera Embalse Colombia 4.398815 | -74.141703 03/2017
DQ487192|Ceratium_hirundinella Cer-2 Garden Estanque EEUU 41.18082 | -81.654073 19/6/2005
AY460574|Ceratium_sp Cer-2 Mirror Laguna EEUU 41.806964 | -72.247211 1/6/2007
MK350558|Ceratium_sp Cer-2 Thoropa taophora anfibio Brasil -23.733774 | -45.738253 15/2/2015
GU647181|Ceratium_hirundinella Cer-2 Mirror Laguna EEUU 41.806964 -72.247211 1/6/2007
GU647188|Ceratium_hirundinella Cer-2 Mirror Laguna EEUU 41.806964 -72.247211 1/6/2007
PQ323382|Ceratium_furcoides Cer-2 Regadera Embalse Colombia 4.398815 -74.141703 03/2017
AY443014|Ceratium_hirundinella Cer-2 Cultivo Cultivo NA NA NA NA
MW 139960|Ceratium_sp NA Superior Lago EEUU 47.380334 | -90.258173 NA
PRJEB34585_530|Ceratium_hirundinella Cer-3 Worth Lago Alemania 48.069098 11.194344 04/2017
PRJEB34585_530|Ceratium_hirundinella Cer-3 Ammersee (Diessen) | Lago Alemania 47.953598 11.113119 04/2017
PRJEB34585_530|Ceratium_hirundinella Cer-3 Starnberger See Lago Alemania 47.986118 11.343263 04/2017
PRJEB36925_3789|Ceratium_hirundinella Cer-3 Garda Lago Italia 45.593523 10.624365 NA
PRJEB34585_380|Ceratium_hirundinella Cer-3 Worth Lago Alemania 48.069098 11.194344 04/2017
PRJEB34585_1204|Ceratium_hirundinella Cer-3 Worth Lago Alemania 48.069098 11.194344 04/2017
PRJEB34585_1529|Ceratium_hirundinella Cer-3 Worth Lago Alemania 48.069098 11.194344 04/2017
PRJEB34585_1363|Ceratium_hirundinella Cer-3 Ammersee (Diessen) | Lago Alemania 47.953598 11.113119 04/2017
PRJEB34585_344|Ceratium_hirundinella Cer-3 Worth Lago Alemania 48.069098 11.194344 04/2017
PRJEB34585_344|Ceratium_hirundinella Cer-3 Ammersee (Diessen) | Lago Alemania 47.953598 11.113119 04/2017
PRJEB34585_344|Ceratium_hirundinella Cer-3 Starnberger See Lago Alemania 47.986118 11.343263 04/2017
PRJEB34585_580|Ceratium_hirundinella Cer-3 Ammersee (Diessen) | Lago Alemania 47.953598 11.113119 04/2017
PRJEB34585_1545|Ceratium_hirundinella Cer-3 Starnberger See Lago Alemania 47.986118 11.343263 04/2017
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EU025021|Ceratium_hirundinella Cer-3 Wallersee Lago Austria 47.913686 13.172589 NA
PRJEB34585_1016|Ceratium_hirundinella Cer-3 Worth Lago Alemania 48.069098 11.194344 04/2017
PRJEB34585_1016|Ceratium_hirundinella Cer-3 Ammersee (Diessen) | Lago Alemania 47.953598 11.113119 04/2017
PRJEB34585_1016|Ceratium_hirundinella Cer-3 Starnberger See Lago Alemania 47.986118 11.343263 04/2017
PRJEB34585_1272|Ceratium_hirundinella Cer-3 Ammersee (Diessen) | Lago Alemania 47.953598 11.113119 04/2017
PRJEB34585_1272|Ceratium_hirundinella Cer-3 Starnberger See Lago Alemania 47.986118 11.343263 04/2017
PRJEB34585_1179|Ceratium_hirundinella Cer-3 Ammersee (Diessen) | Lago Alemania 47.953598 11.113119 04/2017
PRJEB34585_1179|Ceratium_hirundinella Cer-3 Starnberger See Lago Alemania 47.986118 11.343263 04/2017
PRJEB34585_1633|Ceratium_hirundinella Cer-3 Worth Lago Alemania 48.069098 11.194344 04/2017
Br_24|Ceratium_hirundinella NA s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Broa_07599|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_05673|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_07892|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_08702|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13271|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13941|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_09261|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
PRINA486319_22987|Ceratium_hirundinella Cer-4 Saint-Charles Rio Canada 46.862514 -71.368861 26/7/2016
Broa_14569|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12518|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11487|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13088|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13440|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13435|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13948|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13943|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13938|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11169|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_09260|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13764|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
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Broa_14133|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14344|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13947|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_44|Ceratium_hirundinella Cer-4 s/n Laguna Brasil -22.38179 -49.46218
Br_46|Ceratium_hirundinella Cer-4 s/n Laguna Brasil -22.38179 -49.46218
Broa_06324|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_28|Ceratium_hirundinella Cer-4 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Broa_09707|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13771|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13265|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11711|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_05962|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14343|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10755|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13260|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10644|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10849|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_05621|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10754|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_22|Ceratium_hirundinella Cer-4 s/n Laguna Brasil -21.322692 -49.511829
Broa_10946|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_29|Ceratium_hirundinella Cer-4 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Br_45|Ceratium_hirundinella Cer-4 s/n Laguna Brasil -22.38179 -49.46218
Broa_01447|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10346|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_07994|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10850|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_08946|Ceratium_hirundinella Cer-4 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
EukBank_2|Ceratium_hirundinella Cer-4 Sanabria Lago Espana 42.1205472 -6.72531667
Br_14|Ceratium_hirundinella Cer-4 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
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Broa_13269|Ceratium_hirundinella Cer-5 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14568|Ceratium_hirundinella Cer-5 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14341|Ceratium_hirundinella Cer-5 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00136|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00096|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Parque Ecolégico
Br_30|Ceratium_furcoides Cer-6 Eugenio Walter Laguna Brasil -23.293106 -47.655348
EukBank_6|Ceratium_furcoides Cer-6 Parana Rio Argentina -60.55011 -31.68562
Parana_2996|Ceratium_furcoides Cer-6 Parana Rio Argentina -60.55011 -31.68562
Broa_11968|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12093|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12389|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13272|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13266|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13949|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14571|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13775|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14313|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14108|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14308|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14819|Ceratium_furcoides Cer-6 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
JQ639759|Ceratium_hirundinella NA s/n s/n China 30.546045 | 114.356045
Br_4|Ceratium_furcoides NA s/n Laguna Brasil -21.322692 | -49.511829
JQ639758|Ceratium_furcoides Cer-7 s/n s/n China 30.546045 | 114.356045
JQ639757|Ceratium_furcoides Cer-7 s/n s/n China 30.546045 | 114.356045
Colastinecito de las
MK567886|Ceratium_furcoides Cer-7 cruces Arroyo Argentina -60.52753 -31.65214
PRINA386242_4098|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_38631|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 | 18/3/2016
PRINA386242_3037|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 | 11/4/2016

199



PRINA386242_21591|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 | 22/7/2015
PRINA386242_15620|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_20925|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 23/3/2016
PRINA386242_4606|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_18467|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_21752|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_30629|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_28509|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_17386|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_12031|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_12385|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_33495|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_612|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_25895|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_24419|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_26589|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_22709|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_20079|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_3534|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_17249|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_28186|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_17761|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_16461|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_26437|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_152|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_33762|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_9788|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_28360|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_9981|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_19480|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
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PRINA386242_22157|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_38947|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
Br_6|Ceratium_hirundinella Cer-7 s/n Embalse Brasil -21.891453 -51.817265 -
PRINA386242_30422|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_1683|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 18/3/2016
PRINA386242_9536|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_3504|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_20819|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_2851|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_27556|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_30645|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_7929|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_39523|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_982|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 24/3/2016
PRINA386242_34153|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_30893|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_24004|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_18153b|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 18/3/2016
PRINA386242_18049|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_32608|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_15833|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_28290|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_19460|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_22954|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_167|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_8351|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 18/3/2016
PRINA386242_31592|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_8158|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_39941|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_28232|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016

201



PRINA386242_35100|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_10127|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 10/4/2016
Br_34|Ceratium_furcoides Cer-7 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456 -
Br_15|Ceratium_furcoides Cer-7 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456 -
PRINA386242_6408|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_21319|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_14239|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_32583|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_38515|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_9646|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_15489|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_15789|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_27997|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_40041|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_37213|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_17278|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_1337|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_23|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_32529|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_24354a|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_38870|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_19208|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_32917|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_7849|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_30608|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_10968|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_25277|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_36075|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_32467|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_1275|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
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PRINA386242_20023|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_9007|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_5139|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_11013|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_10073|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_10859|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_21756|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_10845|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242_26416|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_38635|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
PRINA386242_25013|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 | 11/4/2016
PRINA386242 5470|Ceratium_furcoides Cer-7 Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002 11/4/2016
Broa_00090|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_07051|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_08947|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_10347|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_07410|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_09262|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_08518|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Br_19|Ceratium_furcoides Cer-8 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456 -
Broa_10547|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_09622|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_14342|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_13087|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_13946|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_13944|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_15150|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_14847|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_13604|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
Broa_00109|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931 -
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Br_37|Ceratium_furcoides Cer-8 s/n Laguna Brasil -21.322692 -49.511829
Br_27|Ceratium_furcoides Cer-8 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Broa_06407|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_8|Ceratium_furcoides Cer-8 s/n Embalse Brasil -21.891453 -51.817265
Broa_00030|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00786|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00601|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_25|Ceratium_furcoides Cer-8 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Parana_4869|Ceratium_furcoides Cer-8 Parana Rio Argentina -60.55011 -31.68562
Broa_09257|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_15153|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14863|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11374|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_09435|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10459|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11375|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12233|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14339|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13079|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13089|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13776|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12660|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14851|Ceratium_hirundinella Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13261|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13772|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14338|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13769|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11969|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12656|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13437|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
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Broa_13766|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10643|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12236|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11580|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11967|Ceratium_furcoides Cer-8 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
PRINA386242_23638|Ceratium_furcoides NA Dongjiang Rio China 24.284109 | 115.223002
Broa_00154|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00208|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00086|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00148|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_17|Ceratium_sp Cer-9 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Broa_14132|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14853|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14567|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14850|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00102|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00170|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00252|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00129|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00204|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_01117|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12519|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13264|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12234|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12659|Ceratium_sp Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
EukBank_5|Ceratium_furcoides Cer-9 Congwong Bahia Australia -33.992034  151.232282
Br_11|Ceratium_furcoides Cer-9 s/n Laguna Brasil -21.322692 -49.511829
Br_26|Ceratium_furcoides Cer-9 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Broa_11061|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_00802|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
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Broa_12095|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13602|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13263|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14135|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13939|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14347|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_15149|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14139|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14846|Ceratium_furcoides Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_04906|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_04706|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_04011|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_03390|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11489|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_40|Ceratium_hirundinella Cer-9 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Broa_14542|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14305|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14137|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13185|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13699|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13768|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_08879|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13085|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13770|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11709|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14345|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13945|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14337|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_14340|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13080|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
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Broa_13267|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12517|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11712|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_07086|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_08334|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_06207|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_07292|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_06169|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_11063|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12392|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10460|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10851|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_06363|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_05369|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Br_20|Ceratium_hirundinella Cer-9 s/n Laguna Brasil -23.931225 -47.057456
Broa_04727|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13765|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12520|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13259|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13436|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13081|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10326|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_10620|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_09849|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13270|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_08866|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12658|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_13083|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
Broa_12776|Ceratium_hirundinella Cer-9 BroaMO Embalse Brasil -22.192449 -47.88931
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Seccién A4

Estimacion del fitness

La capacidad de extraer recursos del ambiente es un indicador indirecto de la competencia a largo plazo y
una medida del fitness (R* segin Tilman et al. 1982, Segura et al. 2012). Suponiendo un modelo de
quimiostato que describe la interaccion entre el fitoplancton (7 mm?® ml™) y los recursos (R; concentracion

de fosfato en mg PO4*~ mm™3):

i
j: pl R)P—mf
i
df
dr 1 M= P ()

Rk

donde u (R) es 1a funcién de crecimiento dependiente de recursos, m es la mortalidad del fitoplancton (dia™),
Ro es la concentracion de recursos (fosfato: mg PO+*” mm™3) en el agua entrante. La tasa de renovacién del
agua (f, dia™!) del ecosistema es el inverso del tiempo de residencia y Q es la cuota de recursos para cada
célula (5.05 x 10 mg PO+* mm 2 célula™'; Segura et al. 2012). La funcidn para caracterizar el crecimiento

fue la ecuacién de Monod:

donde pqx €5 la tasa de crecimiento dependiente de la temperatura (7) mdxima, y k es la constante de media

saturacion para el crecimiento.

En dichas ecuaciones se realizaron las sustituciones correspondientes para realizar los cdlculos y poder

estimar R* segin la férmula:

femn
Mmax (T) —m

R %

Se asumié que la mortalidad (m) es una funcién de la tasa de sedimentacion (s) y de la profundidad del

ecosistema (z), las pérdidas por depredacion (CCR) y la tasa de recambio del agua (f).

Célculo del CCR: la biomasa removida por el zooplancton (CCR, dia™") fue calculada considerando

la abundancia de zooplancton en la fecha de muestreo correspondiente: rotiferos (0-0.360 ind.
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I-1), cladoceros (0-0.030 ind. I"%) y copépodos calanoides (0.020-0.240 ind. |I7) Esto se calculo
multiplicando la tasa de claramiento de cada grupo de zooplancton (ml/ind. dia™") por especie o
grupo de especies por la abundancia de cada grupo de zooplancton en cada fecha de muestreo
(Colina et al. 2015). Agregando los efectos de los tres grupos de zooplancton, y asumiendo una
relacion de abundancia depredador/presa de 1:100 (Agusti et al. 1987, Hansen et al. 1994), se estim6
la tasa de depredacion por parte de la comunidad de zooplancton (CCR, dia = 1) para MBFG V

excluyendo las especies de Ceratium.

Tabla A4.1. Rasgos fisiolégicos y morfolégicos utilizados en la estimacion del fitness (R*). TPC: curva de desempefio
térmico (tasa maxima de crecimiento en funcion de la temperatura, dia™), k: constante de media saturacién para

el crecimiento, m: mortalidad, CCR: pérdida por mortalidad debido a la depredacion.

Especies o grupo | TPC k (MM PO4 ) Velocidades de Mortalidad por
de especies hundimiento (m dia™) pastoreo CCR
(dia™)
Ceratium furcoides | Butterwick | Ceratium fusus, C. furca: | 0 0
et al. 2005 0,03-0,14 uM (Qasim et | Pollingher 1988; Pollingher 1988;
al. 1973; Baek et al. Whittington et al. 2000; Olrik 1994; Santer
2008) Clegg et al. 2004 1996; Reynolds
2006; Bertolo et
al. 2010; Colina et
al. 2015
GFBM V pm(7) = Promedio: 0,0153 m Promedio: 0,254 m dia™! CCR: 1,966 dias™
excluyendo 0,5120:0547 dia™ Cryptomonas marsonii, C. | (0,329-3,973)
Ceratium spp. T R2 =0,30 | Paviova lutheri, erosa, Dunaliella
Dunaliella salin (Laws et | tertiolecta, Monochrysis
al. 2011; Grant et al. lutheri, Rhodomonas
2013) minuta (Eppley et al. 1967;
Burns & Rosa 1980)
GFBM VII 0,11T0083 0,56 uM (20-23°C) 0 0
Complejo 6,31T0:065 (Tilman et al. 1982; Walsby & Reynolds 1980; | Rolland & Hans
Microcystis bp 27,5°C Reynolds 1984) Harke et al. 2016; Kruk et | 1987; Reynolds et
aeruginosa (MAC) | (Kruk et al. al. 2017 al. 2014; Colina et
2017) al. 2015
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