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Resumen:

Antecedentes y Objetivos: Pyrodinium es un género monotipico con dos variedades, var. bahamense en el Atlantico, no toxica, y var. compressum
en el Indo-Pacifico y tdxica. Hallazgos recientes de toxicidad por envenenamiento paralitico por mariscos (PSP), en poblaciones de P. bahamense var.
bahamense, debilitaron el interés por aceptarlas como independientes, e incluso investigar la posibilidad de cripticismo. En los pocos estudios que
han incorporado evidencia molecular en el tratamiento de las variedades, su independencia taxondmica sigue siendo negada, a pesar de la evidente
y consistente separacion genética presentada en todos los analisis. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue reconocer, desde la evidencia genética,
la independencia taxondmica de las dos variedades de Pyrodinium: P. bahamense var. compressum y var. bahamense.

Métodos: A partir de tres marcadores moleculares (Lcf, LSU, SSU) de secuencias disponibles en el GenBank, se construyeron redes de parsimonia
estadistica y un analisis filogenético concatenado.

Resultados clave: En todos los analisis, se obtuvo de manera consistente una estructura genética para P. bahamense var. bahamense y otra para P.
bahamense var. compressum. Ademads, la correspondencia de haplotipos y ribotipos resultantes fue siempre la misma, tanto en redes como en la
filogenia; es decir, las muestras del Océano Pacifico siempre se colocaron en un grupo distinto al de las secuencias del Océano Atlantico.
Conclusiones: La evidencia proporcionada en este estudio demostré que existe un aislamiento reproductivo entre ambas variedades, e incluso la
posible presencia de una tercera variedad aun no descrita, por lo cual proponemos la validez e independencia taxonémica de P. bahamense var. com-
pressumy P. bahamense var. bahamense.

Palabras clave: Lcf, LSU, red de parsimonia estadistica, SSU, variacion genética.

Abstract:

Background and Aims: Pyrodinium is a monotypic genus with two varieties, var. bahamense in the Atlantic, non-toxic, and var. compressum in the
Indo-Pacific and toxic. Recent findings of Paralytic Shellfish Poisoning (PSP) toxicity in populations of P bahamense var. bahamense weakened the
interest in accepting both varieties as independent, and even investigating the possibility of crypticism between them. In the few studies that have
involved molecular evidence in the treatment of varieties, their taxonomic independence continues to be denied, despite the evident and consistent
genetic separation shown in all analyses. Therefore, the aim of this study was to recognize, based on genetic evidence, the taxonomic independence
of the two varieties of Pyrodinium: P. bahamense var. compressum and var. bahamense.

Methods: Based on three molecular markers (Lcf, LSU, SSU) of sequences available in GenBank, statistical parsimony networks and a concatenated
phylogenetic analysis were constructed.

Key results: In all analyses, a genetic structure was consistently obtained for P. bahamense var. bahamense and another one for P. bahamense var.
compressum. Furthermore, the correspondence of the resulting haplotypes and ribotypes was always the same in both networks and phylogeny, i.e.,
the samples from the Pacific Ocean were always placed in a different group than those from the Atlantic Ocean.

Conclusions: The evidence provided in this study demonstrated the reproductive isolation between both varieties, and even the possible presence of
a not yet described third variety, as a consequence of which we propose the validity and taxonomic independence of P. bahamense var. compressum
and P. bahamense var. bahamense.

Key words: genetic variation, Lcf, LSU, statistical parsimony network, SSU.
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Introduccion

Pyrodinium bahamense Plate es un dinoflagelado teca-
do, bioluminiscente, perteneciente al orden Gonyaulaca-
les, erigido a partir de organismos colectados por Plate
en 1906 en las Bahamas (New Providence Island). Afios
mas tarde, B6hm (1931) encontré ejemplares similares
en el Golfo Pérsico, aunque formando cadenas de células
comprimidas anteroposteriormente, a los que denomi-
noé Pyrodinium bahamense f. compressa Bohm (Pbc). Dos
afios después en el Mar Rojo, Matzenahuer (1933) descri-
bid una especie semejante: Gonyaulax schilleri Matzena-
huer, la cual después fue transferida por Schiller (1937) al
género Pyrodinum Plate, sefialando que P. bahamense f.
compressa era su sindnimo. En 1972, en el sureste de Asia
en Port Moresby, Papuia Nueva Guinea, ocurrio el primer
florecimiento algal nocivo (FAN) de Pbc, produciendo en-
venenamiento paralitico por mariscos (PSP, por sus siglas
en inglés) (MaclLean, 1989). Desde ese momento, varios
otros episodios ocurrieron en esa region del Pacifico occi-
dental y a partir de 1987 también en el Pacifico oriental,
pues de julio a octubre ocurrié un FAN de Pbc en las cos-
tas de Guatemala, causando la muerte de 26 personas y
la intoxicacion de 186 (Rosales-Loessener, 1989a; Cortes-
Altamirano et al., 1993). Dado que todos estos eventos t6-
xicos fueron causados por Pbc, los taxdnomos enfatizaron
aln mas la existencia de las dos variedades; reconocién-
dose la forma comprimida (compressa) como la toxica y
la f. bahamense como la inocua (Hallegraeff y Maclean,
1989). Steidinger et al. (1980), valorando al menos seis
diferencias constantes tanto morfoldgicas como fisioldgi-
cas, estas ultimas referente a su toxicidad, consideraron
qgue la variedad compressa era realmente conespecifica
con Pyrodinium bahamense, pero le dieron valor a la ca-
tegoria de variedad. Mds tarde el nombre de compressa
fue corregido a compressum por Balech (1985). De esta
manera, ambas variedades fueron aceptadas por la ma-
yoria de los taxdnomos, agregando a las diferencias mor-
foldgicas y fisioldégicas su distinta distribucién geografica,
con excepcion de Mertens et al. (2015), quienes desco-
nocen el peso de estos caracteres en el reconocimiento
de estas variedades y recomiendan tratarlas como un solo
taxdn. Asi, la var. bahamense ocurre en latitudes tropica-
les y subtropicales, principalmente en el Atlantico y Mar
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Caribe (Gémez-Aguirre y Licea, 1998; Usup et al., 2012),
aunque Martinez-Lépez et al. (2007), Morquecho (2008),
y Garate-Lizarraga y Gonzalez-Armas (2011) la reportan
en areas costeras del Pacifico mexicano. Por otro lado, la
var. compressum esta distribuida practicamente en todo
el Océano Pacifico (tanto en la porcién occidental como
en la oriental) y en el Océano indico (Alonso-Rodriguez et
al., 2008; Garate-Lizarraga y Gonzdlez-Armas, 2011; Mor-
guecho, 2019). Ambas variedades han sido reportadas en
coocurrencia en la costa occidental de México (Meave-
del Castillo et al., 2019) y en Costa Rica (Vargas-Monte-
ro y Freer, 2003). A estas diferencias se pueden sumar
las ambientales: Phlips et al. (2006) sefialan que la var.
bahamense se desarrolla en sitios tranquilos y someros,
con cambios de salinidad importantes, donde la columna
de agua es estable y el tiempo de residencia largo, mien-
tras que la var. compressum ocurre en zonas costeras mas
dindmicas e incluso en el océano abierto, en sitios con
tiempos de residencia cortos y temperatura y salinidad
estables.

Recientemente, se encontrd toxicidad PSP y saxito-
xina en una poblacién identificada como var. bahamense
(Landsberg et al., 2006; Lewitus et al., 2014), lo que ha lle-
vado a sugerir que P. bahamense es un complejo de espe-
cies y que el término “variedades” ya no estd justificado
(Mertens et al., 2015), a pesar de toda la evidencia adicio-
nal anteriormente presentada por otros autores (Steidinger
et al., 1980; Hallegraeff y Maclean, 1989), generando asi la
problematica actual.

En estudios de filogenia y diversidad genética en gru-
pos de fitoplancton marino, que presentan una baja varia-
cién morfoldgica, como el caso de Pyrodinium (Kamikawa
et al., 2009; Kuno et al., 2010; Miranda et al., 2012; Cusick
et al., 2016; Rhodes et al., 2017; Hernandez-Rosas et al.,
2018), diferentes marcadores moleculares, como ITS (espa-
ciador transcrito interno), LSU (subunidad grande del ribo-
soma), SSU (subunidad pequeiia del ribosoma), Lcf (gen de
la luciferasa) y cox1 (citocromo oxidasa subunidad 1), han
sido empleados con éxito en el aporte de evidencia para la
delimitacién de especies. Adicionalmente, dichos marcado-
res han permitido comprender la estructura y la conectivi-
dad de las poblaciones, con poca o nula diferenciacion en-
tre ellas, lo que ha contribuido a un mejor entendimiento




de sus relaciones filogenéticas e historia evolutiva (Scholin
et al., 1994; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009; Uwe
et al., 2014).

Aunque las poblaciones de Pyrodinium con distri-
bucidn en los océanos Indo-Pacifico y Atlantico Occidental
han sido estudiadas con multiples marcadores (LSU, SSU,
Lcf) y con todos ellos se ha evidenciado, de manera consis-
tente, la estructura genética entre las dos variedades, los
autores han mantenido una posicion neutral en cuanto al
reconocimiento de la independencia genética entre ellas
(Leaw et al., 2005; Usup et al., 2012; Mertens et al., 2015;
Cusick et al., 2016). Por tanto, nuestro objetivo fue reco-
nocer, desde la evidencia genética, la independencia taxo-
ndémica de las dos variedades de Pyrodinium: Pyrodinium
bahamense var. compressumy Pyrodinium bahamense var.
bahamense.

Materiales y Métodos

Secuencias de P. bahamense var. bahamense y var.
compressum de los océanos Atlantico occidental e Indo-
Pacifico se obtuvieron de la base de datos (GenBank, 2020)
del National Center for Biotechnology Information (NCBI),
para los marcadores Lcf, LSU y SSU (Apéndice 1), ya que
estos marcadores tenfan un mayor niumero de secuencias
disponibles. Las secuencias se alinearon utilizando el pro-
grama Bioedit v. 7.0.5 (Hall, 1999). Se analizaron los con-
juntos de datos de Lcf, LSU y SSU, por separado. Algunas de
estas secuencias se incluyeron, junto con otras secuencias
del orden Gonyaulacales (Apéndice 2), en un conjunto de
datos combinado de Lcf, LSU y SSU. Para los conjuntos de
datos de Lcf, LSU y SSU, se generaron redes de parsimo-
nia estadistica utilizando el programa TCS v. 1.21 (Clement
et al., 2000). Para el conjunto de datos combinados de Lcf,
LSU y SSU, los taxones para los que no estaba disponible
una secuencia de algin marcador se trataron como datos
faltantes. Se incluyé como grupo externo a Hematodinium
perezii Chatton & Poisson; esta especie fue seleccionada
por pertenecer a un orden diferente y distante de Gonyau-
lacales. A partir de este conjunto de datos, se realizaron
analisis filogenéticos utilizando maxima verosimilitud (ML)
e inferencia bayesiana (IB), dividiendo por separado los da-
tos en posiciones de codones. El modelo evolutivo selec-
cionado fue Jukes-Cantor (JC) determinado con base a la
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prueba de razéon de mdxima verosimilitud implementada
por el software TOPALIi v. 2 (Milne et al., 2009). El andlisis
de ML se realizo utilizando el software RAXML v. 8 (Stamata-
kis, 2006). El soporte para cada rama se obtuvo a partir de
1000 réplicas de bootstrap. Para el analisis de Bl se utilizd
MrBayes v. 3.2.2 (Ronquist et al., 2012). Se utilizaron cuatro
cadenas de la cadena de Markov Monte Carlo, comenzando
con un arbol aleatorio y muestreando los datos cada 500
generaciones durante 5 x 106. El 25% de los arboles se des-
cartaron como burn-in.

Resultados

Las redes de parsimonia estadistica y andlisis filogenéti-
co mostraron que existe variacion genética y aislamien-
to reproductivo entre secuencias de P. bahamense var.
bahamense y var. compressum (Figs. 1A, B).

Variacién genética

Set de datos del marcador Lcf

La comparacion de 42 secuencias (365 pares de bases (pb))
reveld 38 sitios polimdrficos en muestras de Pyrodinium de
los océanos Atlantico occidental e Indo-Pacifico (Apéndice
1). La red de parsimonia estadistica (Fig. 2) mostré 13 ha-
plotipos, A1-A13 (Apéndices 1, 2) dispuestos en tres redes
separadas (Figs. 2A-C). El haplotipo A1l tuvo el mayor nime-
ro de muestras (n=14), seguido del haplotipo A9 (n=11). La
primera red estuvo formada por los haplotipos A1-A7 (de
River Lagoon, Florida), separados de Al por un solo paso
mutacional, el haplotipo A6 separado por tres pasos muta-
cionales y el haplotipo A7 separado por cuatro pasos mu-
tacionales (Fig. 2A). La segunda red estuvo formada por los
haplotipos A8-A12 (de River Lagoon, Florida), todos ellos
separados entre si por un solo paso mutacional (Fig. 2B). La
tercera red estaba formada por un solo haplotipo (A13) (de
Malasia) con tres secuencias (Fig. 2C).

Set de datos del marcador LSU

La comparacion de 15 secuencias (647 pb) reveld siete si-
tios polimdrficos (Cuadro 1). La red de parsimonia estadis-
tica (Fig. 3) mostro tres ribotipos interconectados, B1-B3
(Cuadro 1, Apéndice 2). El ribotipo B3 (de Florida y Jamaica)
se encontrd en nueve secuencias (n=9) y estuvo claramente




Zamudio Resendiz et al.: Dos variedades de Pyrodinium bahamense

Figura 1: Pyrodinium bahamense Plate (microscopio dptico). A. célula solitaria de Pyrodinium bahamense var. bahamense Plate; B. cadena de dos
células de Pyrodinium bahamense var. compressum (Bohm) Steidinger, Tester & Taylor. Un estudio detallado de la morfologia de ambas variedades
se puede consultar en Meave del Castillo et al. (2019). Barra de escala: A=20 um; B=30 um.

Figura 2: Red de parsimonia estadistica para el marcador Lcf de secuencias de Pyrodinium bahamense Plate. Los haplotipos del Océano Atlantico
occidental (P. bahamense var. bahamense Plate) se indican en negro, mientras que los haplotipos del Océano Indo-Pacifico (P. bahamense var.

compressum (Bohm) Steidinger, Tester & Taylor) se indican en blanco. A, By C indican cada una de las diferentes redes. Las lineas representan un
paso mutacional; los pequefios circulos negros indican la ausencia de haplotipos. n=nimero de muestras con secuencia idéntica. No se indica el

tamafio de la muestra en los haplotipos con una sola muestra.
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Cuadro 1: Posiciones variables en secuencias de ARN alineadas de la
LSU de Pyrodinium bahamense Plate. Ribotipos de P. bahamense var.
compressum (Bohm) Steidinger, Tester & Taylor se indican en negritas;
de manera contraria, se indica el ribotipo de P. bahamense var.
bahamense Plate (ver Fig. 3 para la red de haplotipos).

Ribotipos/sitios 2 67 106 108 182 208 575
B1 A T G T C T
B2 - - - A - A
B3 C C A T T

Figura 3: Red de parsimonia estadistica para el marcador LSU de
secuencias de Pyrodinium bahamense. Los ribotipos del Océano
Atlantico occidental (P. bahamense var. bahamense) se indican en negro,
mientras que los ribotipos del Océano Indo-Pacifico (P. bahamense
var. compressum) se indican en blanco. Las lineas representan un paso
mutacional; los pequefios circulos negros indican la falta de ribotipos.
n=numero de muestras con secuencia idéntica. No se indica el tamafio
de la muestra en ribotipos con una sola muestra.

separado por los ribotipos B2 (de Filipinas) y B3 (de Ma-
lasia, Filipinas y Japdn) por cinco pasos mutacionales. Los
ribotipos B1 y B2, a su vez, se separaron entre si mediante
un Unico paso mutacional (Fig. 3).
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Set de datos del marcador SSU

La comparacion de 38 secuencias (593 pb) reveld 288 si-
tios polimérficos (el cuadro no se muestra debido al gran
numero de sitios polimdrficos). La red de parsimonia es-
tadistica mostré 15 ribotipos (Apéndice 2, Fig. 4), C1-C15
dispuestos en dos redes separadas (Figs. 4A, B). El ribotipo
C1 tuvo el mayor nimero de muestras (n=15), seguido del
ribotipo C12 (n=7). La primera red estuvo formada por los
ribotipos C1-C11 (de Florida), los ribotipos C1-C6 separados
de C1 por un solo paso mutacional, el ribotipo C7 separado
por dos pasos mutacionales, los ribotipos C8-C10 separa-
dos por tres pasos mutacionales y el ribotipo C11 separado
por cinco pasos mutacionales. (Fig. 4A). La segunda red la
formaron los ribotipos C12-C15 de Florida (Fig. 4B), todos
separados de C12 por un paso mutacional.

Andlisis filogenético

La combinacion de Lcf, LSU y SSU constd de 26 secuencias y
1605 pb de longitud. La topologia resultante mostré que las
secuencias de Pyrodinium bahamense formaron un grupo
monofilético, con el maximo soporte filogenético, diferen-
ciado a su vez en dos grupos hermanos (Fig. 5). El grupo
del Atlantico occidental estuvo integrado por secuencias de
la var. bahamense, mientras que el grupo Indo-Pacifico por
secuencias de la var. compressum. Una secuencia de la var.
bahamense, de Florida, mostrd una relacidon estrecha con
secuencias de la var. compressum de Malasia y se resolvid
como su grupo hermano. Estos dos grupos formaron un cla-
do mayor, también con el maximo apoyo, con secuencias
de especies del género Alexandrium Halim, como su grupo
hermano (Fig. 5).

Discusion

A pesar de que se han establecido diferencias morfoldgicas,
fisioldgicas, ecoldgicas, genéticas y biogeograficas entre P.
bahamense var. bahamense y var. compressum, hoy en dia
se sugiere que ambas variedades se tratan de la misma es-
pecie (Mertens et al., 2015). Balech (1985) fue el primero en
hacer esta propuesta con base en un estudio detallado de
la teca de ejemplares de la var. bahamense (de Puerto Rico
y Jamaica) y de la var. compressum (procedentes de Nueva

Guinea y Filipinas) y no encontré diferencias consistentes,
aunque si ciertas tendencias diferenciales entre la morfolo-




Figure 4: Red de parsimonia estadistica para el marcador SSU de secuencias de Pyrodinium bahamense Plate. Los ribotipos del Océano Atlantico
occidental (P. bahamense var. bahamense Plate) se indican en negro, mientras que los ribotipos del Océano Indo-Pacifico (P. bahamense var.
compressum (Bohm) Steidinger, Tester & Taylor) se indican en blanco. A, B y C indican cada una de las diferentes redes. Las lineas representan un
paso mutacional; los pequefios circulos negros indican la falta de ribotipos. n=nimero de muestras con secuencia idéntica. No se indica el tamafio

de la muestra en ribotipos con una sola muestra.

gia de ambas variedades a las que no se les dio peso taxo-
némico y, aunque propuso que las diferencias de toxicidad
encontradas entre ambos taxa podrian deberse a la ocu-
rrencia de una evolucidn criptica, en la que la diferenciacion
Unicamente era fisioldgica, considerd que las diferencias en
toxicidad podian deberse a agentes externos, incluyendo
las bacterias simbidticas (Balech, 1985; Usup et al., 2012).
De esta manera, Balech (1985) sefialé que Pyrodinium con-
tiene un solo taxdn, sinonimizando las siguientes especies
con Pyrodinium bahamense: P. bahamense f. compressum
(“compressa”), Gonyaulax schilleri, P. schilleri (Matzenauer)
Schiller, P. bahamense var. compressum (“compressa”)
(Bohm) Steidinger, Tester & Taylor, asi como sus quistes fo-
siles Polysphaeridium zoharyi (Rossignol) Davey & Williams
y Hemicystodinium zoharyi (Rossigniol) Wall. Adicionalmen-
te, la concepcion de validar a las variedades, e incluso pen-
sar en que ambos taxa podrian ser especies cripticas, dejé
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de considerarse cuando Landsberg et al. (2006) y Lewitus
et al. (2014) registraron toxicidad tipo PSP y saxitoxinas en
una poblacién de P. bahamense var. bahamense de Indian
River Lagoon, Florida.

Con respecto a la toxicidad, se han encontrado dis-
tintos perfiles de saxitoxinas en diferentes regiones del
planeta, e incluso dentro de poblaciones de la misma va-
riedad, como puede apreciarse en el Cuadro 2. Sin em-
bargo, las toxinas no estdn relacionadas con variaciones
genéticas al interior de organismos de la misma especie,
sino mas bien con una respuesta fisioldgica a ciertas con-
diciones ambientales particulares que generan un tipo de
estrés, por lo que existen especies potencialmente tdxicas
qgue no en todos los ambientes expresan toxicidad. Usup et
al. (1994) encontraron que el contenido y composicion de
PSP se afecta por los factores que estan relacionados con la
tasa de crecimiento de la especie, como es la luz. La mayor




Hematodinium perezii l Grupo externo

P. bahamense var. bahamense

* [% r -
1 B behamense var, bahemenss Atlantico
occidental
e P. bahamense var. bahamense
P. bahamense var. bahamense
P. bahamense var. compressum
*197
7 P. bahamense var. compressum Indo-Pacifico
P. bahamense var. compressum
A r Alexandrium taylorii
*/*
— A. hiranoi
0.92/93] A, pseudogonyaulax
A. margalefii
*/96
*/94 A. andersonii
388 70 A. minutum
A. ostenfeldii
*/90 A. insuetum
0.94/80
e A. tamarense
A. catenella
I A. affine
099/87 A. cohorticula

*I* L_ A. tamiyavanichii

|— Protoceratium reticulatum

T I— Ceratocorys horrida

/88 Tripos fusus
0.93/70 e Gonyaulax polygramma
0.1 S.P.S. G. elongata

Figura 5: Topologia bayesiana basada en datos de secuencias combinadas de los marcadores Lcf, LSU y SSU de Pyrodinium bahamense Plate. I1B
(izquierda) seguido de los valores de soporte de ML (derecha) en las ramas. Los asteriscos indican soporte total (1.00% IB, 100% ML). El grupo
Atlantico occidental indica secuencias de P. bahamense var. bahamense Plate y el grupo Indo-Pacifico indica secuencias de P. bahamense var.
compressum (Bohm) Steidinger, Tester & Taylor (ver resultados). S.P.S.=sustituciones por sitio. Los nUmeros de acceso de GenBank (2020) para las
secuencias utilizadas en este analisis se proporcionan en el Apéndice 3.
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Cuadro 2: Perfil de toxinas de envenenamiento por consumo de mariscos (PSP) de distintas poblaciones de Pyrodinium bahamense var. compressum
(Bohm) Steidinger, Tester & Taylor (Pbc) y Pyrodinium bahamense var. bahamense Plate (Pbb). Abreviaturas: dc-STX=decarbamoil saxitoxina,
STX=Saxitoxina (grupo carbamoil), NeoSTX=Neosaxitoxina (grupo carbamoil), GTX1, GTX4 Gonyautoxina 1, Gonyautoxina 4 (grupo carbamoil), GTX5,
GTX6=Gonyautoxina5, Gonyautoxina 6 (grupo N-sulfodecarbamoil), C1-C4 (grupo N-sulfcarbamoil). Las toxinas marcadas con * son las mas potentes.
Los simbolos indican: (-) Ausencia de toxina, (+) Bajo porcentaje de toxina >50% y (++) Alto porcentaje de toxina <50%.

* i
Toxinas PSP/var.-procedencia-referencia E * E N o & % © Er.’
N % © X X X X X X =

t 6 206 6 6 6 6 6 °
Pbc
Malasia + o+ o+ - - - - + o+ -
Usup et al. (1994)
Indopacific populations + o+ o+ - - - - + o+ -
Hummert et al. (1997), Montojo et al. (2006), Gedaria et al. (2007).
Guatemala (Rosales-Loessener, 1989b) + o+ - + o+ o+ - - -
México (Acapulco) + o+ - -+ + o+ o+
Garate-Lizarraga et al. (2012)
Pbb
Florida Indian River Lagoon (Landsberg et al., 2006) -

concentracion de toxinas ocurre en la fase de crecimiento
exponencial de la poblacién. En cultivos de Pyrodinium, el
contenido de toxina aumenté al disminuir la temperatura
(de 8 a 22 °C) y la salinidad (de 24 a 20 g/kg), y disminuyd
considerablemente al disminuir la intensidad luminosa de
90 a 15 puE m? s. Dado lo anterior, sugerimos realizar es-
tudios mas profundos que permitan explicar como puede
ser que poblaciones de P. bahamense var. bahamense, que
no solian expresar toxicidad en su ambiente, lo hagan de
manera espontdnea. Dichos estudios proporcionarian evi-
dencia solida para determinar las condiciones bajo las cua-
les se expresa la toxicidad en las poblaciones de una u otra
variedad, sin que esto represente un criterio decisivo en
el reconocimiento de su independencia taxondmica. Al ser
individuos de la misma especie, ambas serian potencial-
mente tdéxicas, aunque no siempre lo expresaran, segun el
ambiente, como el caso de P. bahamense var. bahamense
en el Atlantico.

Todas las secuencias utilizadas en la presente contri-
bucién ya han sido publicadas en los trabajos de Mertens
et al. (2015) y Cusick et al. (2016); en sus analisis filogenéti-
cos claramente se observa una diferenciacidon genética en-
tre las variedades bahamense y compressum. Sin embargo,
dichos autores desconocen la validez taxondmica de estas
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variedades, pues discuten que existe solo una ligera varia-
cion genética entre ellas.

En los resultados que mostraron nuestras redes de
parsimonia estadistica, utilizando los tres marcadores (Lcf,
LSU y SSU), fue siempre consistente y evidente una es-
tructuracion genética completa entre las dos variedades.
Las secuencias de P. bahamense var. bahamense siempre
se agruparon en una red, o incluso en dos redes indepen-
dientes con el marcador Lcf; mientras que las secuencias
de la var. compressum, siempre formaron otra red, igual-
mente independiente. Asimismo, la correspondencia de los
haplotipos vy ribotipos resultantes con los tres marcadores
fue siempre la misma. Es decir que, en las tres redes es-
tadisticas, las muestras del Océano Indo-Pacifico siempre
se colocaron en un grupo diferente al de las del Atlantico
occidental; no hubo interconexién. Particularmente, la dife-
rencia de bases entre ambas variedades fue muy superior a
lo esperado con SSU, lo cual se suma al hecho de que tradi-
cionalmente los marcadores nucleares suelen ser altamen-
te polimérficos y no permiten realizar hipdtesis filogenéti-
cas certeras (Saunders, 2005). Contrariamente el marcador
LSU, a pesar de ser nuclear, resulté ser muy poco polimérfi-
co y conservado para este género. No obstante, aunque los
dos grupos de variedades estuvieron interconectados en la




red, se observé una distancia genética notable entre ellos
(cinco pasos mutacionales), lo que sugiere también un ais-
lamiento reproductivo. Para Lcf, la red de parsimonia esta-
distica mostro tres estructuras genéticas representadas en
tres redes o clados independientes: dos correspondientes
a las poblaciones del Atlantico occidental y una correspon-
diente con las del Indo-Pacifico. Este resultado igualmente
sugiere que al interior de las poblaciones del Atlantico oc-
cidental, particularmente en las de River Lagoon, Florida,
podria haber una tercera variedad involucrada dentro del
espectro morfoldgico atribuido a la variedad P. bahamense
var. bahamense, aln subestimada.

Los analisis filogenéticos, en concordancia, también
mostraron la misma estructura que las redes de parsimonia,
donde las secuencias del Indo-Pacifico formaron un grupo
monofilético, independiente del clado conformado por las
secuencias del Atlantico occidental, lo que implica una dife-
rencia biogeografica importante entre las variedades. Dado
que se realizd un analisis concatenado con los tres marca-
dores utilizados en nuestro andlisis, la filogenia también
evidencié una tercera estructura genética al interior de las
poblaciones de P. bahamense, hasta ahora no detectada
con los marcadores SSU y LSU en estudios anteriores; sino
que fue expuesta hasta los analisis filogenéticos realizados
con Lcf (Cusick et al., 2016). Esto responde en gran parte al
hecho de que los marcadores moleculares utilizados has-
ta ahora en la construccion de hipodtesis filogenéticas, con
SSU y LSU, no son especificos para dinoflagelados, sino que
son universales para estudios con eucariontes en general
(Scholin et al., 1994; Matsuoka et al., 2006). Por esta razon,
las distancias genéticas detectadas a nivel interespecifico
entre diversos géneros de dinoflagelados es tan corta que,
en muchos casos, no resuelve concretamente las relaciones
filogenéticas entre especies. Sin embargo, marcadores mas
especificos y menos conservados o degenerados, como
Lcf, permitirdn detectar cambios evolutivos mas recientes,
lo que a su vez resolveria de manera mas robusta la filo-
genia. Particularmente para P. bahamense, el conjunto de
analisis que presentamos, concretamente la presencia de
esta tercera estructura con Lcf, deja en claro la ausencia de
flujo genético entre las dos variedades, por lo que al estar
aisladas reproductivamente se sustenta su independencia
y validez taxondmica. Incluso la diferencia genética entre
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ellas, en cuanto al nimero de sitos polimdrficos o variables,
mostrada con los marcadores Lcf (38 bp) y SSU (288 bp),
sugiere que esta estructura puede corresponder a especies
distintas dentro del género Pyrodinium. Esta posibilidad re-
vela la necesidad de realizar un estudio morfoldgico, mole-
culary ecolégico mas amplio, en el que se incluyan ademds
secuencias de poblaciones del Pacifico tropical mexicanoy
Centro América, y del Golfo de México y el resto del Ca-
ribe ya que, hasta ahora, los estudios moleculares involu-
cran solo organismos de Florida, Puerto Rico, Jamaica y del
Indo-Pacifico. Si bien no existen caracteres morfoldgicos
gue permitan discriminar entre la var. compressumy la var.
bahamense, los limites de distribucidn de las entidades ge-
néticas reconocidas y, en consecuencia, los factores ecolo-
gicos asociados a esta distribucion, si las discriminan. Por lo
tanto, rechazamos la existencia de un complejo ente ambas
variedades. Es importante hacer énfasis en que, si existiera
un complejo, este estaria al interior de las poblaciones de
P. bahamense var. bahamense, que comparten distribucion
y condiciones ambientales en el Atlantico. Sin embargo, las
poblaciones de P. bahamense var. compressum se encuen-
tran claramente fuera de dicho complejo ya que, aunque fi-
logenéticamente estén emparentadas (porque son varieda-
des de una especie o posiblemente de tres especies de un
mismo género), no estan interconectadas genéticamente.
Consecuentemente, es importante describir a fondo esta
tercera estructura genética en un estudio posterior, debido
a que de momento no contamos con mas informacién que
las tres secuencias moleculares disponibles en GenBank
(2020), por lo que no podemos describirla o establecerla
como tercera variedad o especie de Pyrodinium.

En conclusion, tanto las redes haplotipicas como los
analisis filogenéticos mostraron la ausencia de flujo genéti-
co entre las dos variedades de Pyrodinium (var. bahamense
y var. compressum), por lo que, al estar aisladas reproduc-
tivamente, se sustenta su validez taxonémica, cumpliendo
con el concepto bioldgico de especie (Mayr, 1942). A pesar
de que se ha reportado la coocurrencia de ambas, como
hemos discutido anteriormente, no existe evidencia de que
la variedad todxica que se reportd en Florida corresponda
morfolégicamente con var. compressum o var. bahamen-
se, ya que ademas se ha reportado traslape de caracteres
morfoldgicos diagndsticos entre ambas (Meave del Castillo
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et al., 2019). Por otro lado, nuestros resultados genéticos
proporcionan evidencia sobre la posibilidad de que, al inte-
rior de Pyrodinium (género monoespecifico), existan al me-
nos dos especies, en vez de variedades. Dado lo anterior,
proponemos la validez e independencia taxondmica de P.
bahamense var. compressum y var. bahamense, cuyo sus-
tento no solo es genético, sino ecoldgico y biogeografico,
aunque no morfoldgico. Adicionalmente, no solo es nece-
sario realizar estudios mas integrales entre todos los enfo-
ques bioldgicos (ecoldgico, biogeografico, taxonémico, evo-
lutivo vy fisioldgico), que permitan encontrar caracteres mas
robustos que delimiten a estas variedades u otras especies
en conflicto, sino también aceptar la evidencia proporcio-
nada por los genes, aunque esta no empate con la mor-
fologia. En la actualidad, el criterio morfoldgico prevalece,
erroneamente, sobre la evidencia molecular en la toma de
decisiones taxondmicas, lo que se ve plasmado en un sis-
tema de clasificacion artificial e inestable, que hasta ahora
no refleja la historia evolutiva ni las relaciones filogenéticas
entre las especies de fitoplancton. Tal es el caso del género
Alexandrium, que en todos las filogenias no es monofiléti-
co (Scholin et al., 1994; Cusick et al., 2016), por lo que la
sistematica de todo este grupo debe ser reevaluada. En la
toma de decisiones taxondmicas, lo que se ve plasmado en
un sistema de clasificacion artificial e inestable, que hasta
ahora no refleja la historia evolutiva ni las relaciones filoge-
néticas entre las especies.
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Apéndice 1: Posiciones variables en secuencias de ADN alineadas del marcador Lcf en Pyrodinium bahamense Plate. El haplotipo de P. bahamense var. compressum (Béhm) Steidinger, Tester & Taylor se indica en negritas; de manera contraria,
se indican los haplotipos de P. bahamense var. bahamense Plate (ver Fig. 2 para la red de haplotipos).
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Apéndice 2: Datos de las secuencias de Pyrodinium bahamense Plate utilizadas en el presente estudio, separadas por marcador molecular, con datos de recoleccidon y nimeros de acceso de
GenBank (2020). Junto a cada numero de acceso, se especifica el haplotipo o ribotipo al que pertenecié cada secuencia para cada marcador molecular. * indica que para esa secuencia no hubo

datos de colecta disponibles.

Region

Datos de colecta (localidad; fecha de colecta)

Lef

LSU

SSU

Atlantico oeste

EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUVA:
EUA:
EUA:
EUA:

Florida, River Lagoon, VI11.2012; Banana River, VII1.2012.

Florida, River Lagoon, VIII.2012; Indian River VII1.2012; Banana River, VI.2012
Florida, Banana River, IX.2012; Indian River VIII.2012; Banana River, VI.2012.
Florida, Banana River, 1X.2012; Banana River VI.2012; Jamaica, Oyster Bay, XI1.2014.
Florida, Banana River, XI1.2012; Banana River, XI1.2012; Jamaica: Oyster Bay, XI11.2014.
Florida, Banana River, 1X.2012; Banana River, VI.2012; Jamaica: Oyster Bay, X11.2014.
Florida, Banana River, 1X.2012; Indian River, VIII.2012; Jamaica: Oyster Bay, XI1.2014.
Florida, Banana River, 1X.2012; Banana River, IX2012; Jamaica: Oyster Bay, XI1.2014.

Florida, Mosquito Bay, X1.2012; Mosquito Bay, XI.2012; Jamaica: Oyster Bay, X11.2014.

Florida, Mosquito Bay, X11.2012.

Florida, Mosquito Bay, X11.2012.

Florida, Mosquito Bay, X11.2012.

Florida, River Lagoon, VIII,2012; Mosquito Bay, X11.2012.
Forida, River Lagoon, VII1.2013; Mosquito Bay, XI1.2012.
Florida, Mosquito Bay, X1.2012; Mosquito Bay, XI1.2012.
Florida, River Lagoon, VII1.2012.

Florida, River Lagoon, VIII.2012; Banana River, VI.2012
Florida, River Lagoon, VII11.202; Banana River, VI.2012.
Florida, Indian River, VII1.2013; Banana River, VI1.2008.
Florida, Indian River, VIII.2013; Banana River, VI11.2008.
Florida, Indian River, VII1.2013; Banana River VI.2012.
Florida, River Lagoon, VIII, 2013; Banana River, VI1.2008.
Florida, Mosquito Bay, X1.2012; Mosquito Bay, X11.2012.
Florida, River Lagoon, VII.2012; Indian River, VI11.2012.
Florida, River Lagoon, VI11.2012; Banana River, VI.2012.
Florida, River Lagoon, VIII.2012; Banana River, VI.2012.
Florida, River Lagoon, VI.2012.

Florida, River Lagoon, VI.2012.

Florida, River Lagoon, VI.2012.

Florida, River Lagoon, VI.2012.

Florida, River Lagoon, VII1.2012.

Florida, River Lagoon, VII1.2012.

KX377142-A1
KX377143-A1
KX377148-A1
KX377149-A1
KX377151-A1
KX377152-A1
KX377153-A1
KX377154-A1
KX377157-A1
KX377159-A1
KX377160-A1
KX377161-A1
KX377165-A1
KX377168-A1
KX377156-A2
KX377141-A3
KX377146-A4
KX377146-A4
KX377169-A4
KX377171-A4
KX377170-A5
KX377166-A6
KX377155-A7
KX377133-A8
KX377135-A9
KX377136-A9
KX377137-A9
KX377138-A9
KX377139-A9
KX377140-A9
KX377144-A9
KX377145-A9

AB970713-B3
AB970714-B3
AB970715-B3
AB970716-B3
AB970717-B3
AB970718-B3
AB970719-B3
AB970720-B3
AB970721-B3

KX377182-C1
KX377184-C1
KX377185-C1
KX377188-C1
KX377190-C1
KX377192-C1
KX377193-C1
KX377195-C1
KX377196-C1
KX377197-C1
KX377198-C1
KX377199-C1
KX377200-C1
KX377201-C1
KX377202-C1
KX377180-C2
KX377189-C3
KX377183-C4
KX377178-C5
KX377181-C6
KX377186-C7
KX377179-C8
KX377203-C9
KX377194-C10
KX377187-C11
KX377191-C12
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Apéndice 2: Continuacion.

Indo-Pacifico

EUA:
EUA:
EUVA:
EUA:
EUA:
EUA:
EUA:

Florida, Mosquito Bay, X11.2012.
Florida, River Lagoon, VIII.2013.
Florida, River Lagoon, VII1.2013.
Florida, River Lagoon; VII.2012.

Florida, Banana River, 1X.2012.

Florida, Mosquito Bay, X11.2012.

Florida, River Lagoon, VIII.2012.

Malasia: Sabah, Kinarut, Kota, Kinabalu, VI11.2006.

Filipinas: Masinloc Bay, 111.1996; Malasia: Sabah, Kota Belud, Kota Kinabalu, VI11.2006.
Filipinas: Palawan, 111.2001; Malasia: Sabah, Gaya Bay, VI11.2006.

Malasia: Sabah, Gaya Bay, VI11.2006.
Malasia: Sabah, Gaya Bay, VIII.2006.
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Apéndice 3: Secuencias obtenidas de la base de datos de GenBank (2020), utilizadas en los andlisis filogenéticos de los genes Lcf, LSU y SSU. El guion
(-) indica que no hubo secuencia disponible para la especie.

Taxa Lef LSU SSuU
Alexandrium affine (H. Inoue & Y. Fukuyo) Balech AY766382 JF521618 DQ171879
A. andersonii Balech - KF034857  KF925334
A. catenella (Whedon & Kofoid) Balech - KJ127898  KF908796
A. cohorticula (Balech) Balech - AF174614  AF113935
A. hiranoi Kita & Fukuyo - AY438018  LC056070
A. insuetum Balech - JF521630  JF521630
A. margalefii Balech - AF033531 U27498
A. minutum Halim - AY962851  AY883006
A. ostenfeldii (Paulsen) Balech & Tangen - AB753842 U27500
A. pseudogonyaulax (Biecheler) Horiguchi ex K. Yuki & Y. Fukuyo - JF521638 JF521638
A. tamarense (Lebour) Balech AY766383 KF018283  AY883004
A. tamiyavanichii Balech - AB607261  JQ692035
A. taylorii Balech - AY438018  AJ535385
Ceratocorys horrida Stein JN995230 - AF022154
Gonyaulax elongata (Reid) Ellegaard, Daugbjerg, Rochon, J. Lewis & Harding - AY154964  KU358950
G. polygramma F. Stein - DQ162802 AY775287
Hematodinium perezi Chatton & Poisson JN641989  EF065717
Protoceratium reticulatum (Claparéde & Lachmann) Biitschli AY766386 FJ155820  AB727655
Pyrodinium bahamense L. Plate KX377142 AB970713  KX377182
KX377143 AB970714  KX377184
KX377148 AB970716  KX377192
KX377137 - KX377191
Pyrodinium bahamense var. compressum (B6hm) Steidinger, Tester & F.J.R. Taylor YGOYLCRO1ICHNN6W  AY566191 DQ500119

YGOYLCRO1BOJTU AY566192 DQ500120
- AB936754 DQ500121
Tripos fusus (Ehrenberg) F. Gdmez - AF260390 AF022153
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