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Résumé

L’identification des diatomées est une étape clé dans l’utilisation de ces microorganismes comme
bioindicateurs de la qualité de l’eau. Le diagnostic morphologique est une tâche difficile en raison du nombre
considérable d’espèces et de leur dimension microscopique. Il est possible de surmonter cette difficulté en
utilisant des techniques moléculaires pour compléter le diagnostic. L’objectif principal de ce travail était
d’obtenir le code-barre de l’ADN des diatomées épilithiques équatoriennes ayant une large distribution
géographique, une niche écologique bien définie et des caractéristiques leur permettant d’être des espèces
indicatrices fiables. Des cultures de diatomées unialgales ont été obtenues à partir d’échantillons
environnementaux de cours d’eau des Andes équatoriennes. La caractérisation morphologique des cultures a
été réalisée sous microscopie MEB. Pour la caractérisation moléculaire, les codes-barres 18SV4 et rbcL ont
été séquencés à partir de chaque souche et comparés à la base de données GenBank. Pour chaque code-
barres, un arbre phylogénétique a été construit à partir de la méthode ML comprenant des séquences de
souches des espèces étudiées, provenant de différents lieux géographiques. Les résultats ayant montré que les
cinq espèces suivantes étaient appropriées comme bioindicateurs, elles ont été isolées. Sellaphora seminulum
(souche JA01b, c), Nitzschia fonticola (souche SP02a) et N. palea (souche CA01a) sont tolérantes à
l’eutrophisation ; Eolimna minima (souche CH02a) est un bioindicateur d’eau mésotrophe, et Achnanthidium
minutissimum (souche JA01a) est un bioindicateur d’eau oligotrophe. La comparaison avec la base de
données GenBank des régions de code-barres a supporté leurs identifications morphologiques. Les séquences
de code-barres des souches ont montré un pourcentage élevé d’identité génétique avec les séquences
signalées dans les bases de données de l’INSDC pour la même espèce. La topologie des arbres
phylogénétiques démontre que les diatomées épilithiques de l’Équateur sont étroitement liées à celles des
mêmes espèces isolées d’autres régions géographiques. Cette étude est une première tentative d’établir une
bibliothèque de référence morphologique et taxonomique moléculaire pour les diatomées néotropicales.
Cette étude démontre qu’il serait possible d’utiliser les données de code-barres existantes pour les diatomées
afin de développer des instruments moléculaires pour la bioévaluation des écosystèmes aquatiques dans la
région andine équatorienne.

1. Introduction

Les diatomées sont un énorme groupe de microalgues contenant plus de 100 000 espèces vivantes [ 1 , 2 ].
Beaucoup de travail a été fait pour documenter la diversité et les relations au sein du groupe. En
conséquence, la taxonomie au niveau des espèces est devenue adéquate pour soutenir l'utilisation extensive et
réussie des diatomées dans la biosurveillance en fonction de leur réponse spécifique aux espèces à leurs
changements environnementaux, en particulier la pollution organique et l'eutrophisation, avec un large
spectre de tolérance, de conditions oligotrophes à des conditions eutrophes [ 3 , 4 , 5 ].



La taxonomie des diatomées est basée presque exclusivement sur les caractéristiques morphologiques des
frustules de silice [ 6 ] et, même après une formation et une longue expérience, les diatomistes ont souvent
du mal à s'entendre sur les identifications. De plus, le traitement morphologique est un processus long et
coûteux. En revanche, l'identification basée sur l'ADN a été proposée comme une méthode alternative pour
compléter ou même remplacer les méthodes traditionnelles d'identification des espèces [ 7 ]. Le code-barres
ADN est basé sur des séquences d'ADN liées à des spécimens morphologiquement identifiés. Elle est
considérée comme une approche plus rapide et universellement applicable et a également le potentiel pour
des analyses affinées [ 8 , 9]. Par conséquent, le code-barres ADN mérite un examen attentif comme moyen
d'améliorer la fiabilité des identifications et de découvrir des espèces et également d'augmenter la qualité et
la quantité d'autres informations taxonomiques. Des méthodes basées sur l'ADN sont utilisées pour évaluer la
biodiversité dans des échantillons environnementaux, le soi-disant métabarcodage ADN [ 10 ], qui permet de
déterminer la présence et l'abondance d'une espèce à partir d'échantillons en vrac de sol, d'eau ou d'air [ 11 ].
Plusieurs études ont démontré que le métabarcodage peut être un outil applicable pour la surveillance
écologique basée sur les diatomées épilithiques [ 12 , 13 , 14 , 15 , 16]. Les marqueurs de code à barres
préférés dans ces études étaient l'ARNr 18S et le rbcL (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase / oxygénase).

La base d'une identification fiable avec des méthodes moléculaires est une bibliothèque de référence
complète où les données moléculaires et morphologiques sont liées avec un nom taxonomique. Cependant, la
cohérence taxinomique des informations de séquence dans ces bases de données est très faible pour les
diatomées [ 17 ]. Rimet et coll. [ 18 ] a développé la bibliothèque de codes-barres R-syst :: diatom en libre
accès ( http://www.rsyst.inra.fr/) qui comprend les codes-barres des souches de microalgues de la collection
de cultures conservée à l'INRA (Institut National de la Recherche Agronomique, France). Une autre limite
aux approches d'identification basées sur l'ADN est la divergence intraspécifique naturelle du marqueur de
code-barres dans les spécimens d'origines géographiques différentes. À ce jour, aucune information sur les
séquences de codes à barres n'a été rapportée pour les espèces de diatomées de l'Équateur. Ceci constitue une
contrainte à l'application de ces méthodes dans les études de diversité des eaux douces et en biosurveillance.

Dans ce contexte, cette recherche visait à obtenir les codes barres des diatomées épilithiques équatoriennes
avec une large distribution géographique, une gamme écologique bien définie et des caractéristiques qui leur
permettent d'être des espèces indicatrices fiables [ 19 , 20 , 21 ]. Cette étude est un humble premier pas vers
le couplage des données morphologiques et moléculaires des diatomées benthiques en Equateur. Nous avons
donc étudié la morphologie en tant que caractéristique diagnostique de chaque souche de diatomée unialgal
par microscopie électronique optique et à balayage et avons également déterminé le code-barres ADN
18SV4 rRNA [ 9 , 22 ] ainsi que rbcL [ 23 , 24]] afin de jeter les bases d'une bibliothèque de référence. Les
souches originales sont conservées en vie dans la collection de diatomées épilithiques de l'Universidad de las
Américas. En publiant ces données en ligne, nous contribuons à une bibliothèque de référence taxonomique
morphologique et moléculaire pour les diatomées néotropicales, les rendant disponibles pour des études
comparatives. Nous prévoyons donc que ce sera une étape clé dans le développement d'un indice de qualité
trophique de l'eau basé sur une analyse de biologie moléculaire des diatomées épilithiques en Équateur.

2. Matériels et méthodes

2.1. Collecte d'échantillons

Les échantillons ont été collectés dans le cadre de l'autorisation MAE-DNB-CM-2018-093 concédée par le
ministère de l'Environnement de l'Équateur. Des échantillons de diatomées épilithiques ont été collectés dans
quatre cours d'eau douce de la région andine de l'Équateur (Figure 1 ; Tableau 1 ). Trois d'entre eux sont
caractérisés comme des paysages de páramo (région sauvage des hautes terres) au volcan Iliniza (SP), au
volcan Chimborazo (CH) et au parc national de Cajas (CA). Le quatrième est situé au ruisseau Jambelí, dans
la paroisse de Machachi, entouré de mosaïques d'élevage agricole (Tableau 1). Les données de localisation
ont été prises avec un navigateur GPS (WGS 84 UTM Zone 17 avec 5 mètres de précision). Le plan
d'échantillonnage visait à capturer les espèces indicatrices de cours d'eau vierges (SP, CH et CA) et d'un
cours d'eau eutrophique (JA) de la région andine équatorienne (Figure 1 ).



Figure 1. Localisation des sites d'échantillonnage le long des Andes équatoriennes. JA: Rivière
Jambeli dans la province de Pichincha. SP: Rivière San Pedro à la réserve écologique d'Illiniza.
CH: ruisseau à la réserve écologique du Chimborazo. CA: ruisseau au parc national de Cajas.

Tableau 1. Localisation des cours d'eau échantillonnés dans la région andine centrale de
l'Équateur avec coordonnées géographiques, altitude (masl) et code attribué aux échantillons
prélevés dans chaque cours d'eau

Les variables physiques et chimiques analysées étaient la température de l'eau, le pH, la turbidité, l'oxygène
dissous (OD) et la conductivité, mesurés sur le terrain avec un analyseur multiparamétrique, et le nitrate et le
phosphate, mesurés en laboratoire. Des échantillons de diatomées ont été frottés sur la surface supérieure de
trois à cinq pierres immergées, de 10 à 20 cm de diamètre, à l'aide d'une brosse à dents [ 25 ]. Les
échantillons de diatomées et d'eau ont été conservés au froid jusqu'à ce qu'ils soient transférés au laboratoire.

2.2. Isolement et culture

Les échantillons environnementaux ont été cultivés sur des plaques de gélose BBM [ 26 ] supplémentées
avec du silicate de sodium (10 mM) à 15–18°C, une intensité lumineuse de 50 μEm-2s-1 et un régime clair /
sombre de 12/12 h. Des colonies macroscopiques individualisées sur des plaques de gélose ont été inoculées
dans des milieux liquides et cultivées jusqu'à ce qu'elles deviennent brunes. Ce processus a été répété jusqu'à
l'obtention de cultures unialgales. La réalisation des cultures unialgales a été vérifiée par microscopie optique
à l'aide d'un microscope Olympus BX51. Les souches de diatomées ont été maintenues sur des plaques d'agar
et du milieu liquide.

2.3. Analyse basée sur la morphologie



Une fraction de chaque culture unialgal a été utilisée pour l'analyse morphologique. Les cellules vivantes
ainsi que les frustules nettoyées ont été examinées et photographiées par microscopie optique. Pour éliminer
la matière organique, les cellules ont été oxydées avec de l'acide nitrique à 50% à 80°C pendant une heure et
rincées plusieurs fois avec H 2 O [ 27 ]. Lames permanentes ont été montées avec le montage indice de
réfraction élevé moyen Naphrax ® . Pour la numérisation au microscope électronique, quelques gouttes ont
été séchées sur des talons et enduites par pulvérisation d'or à l'aide d'un Quorum Tech Q150RES. Les images
MEB ont été prises à l'aide d'un microscope électronique à balayage à émission de champ analytique (FE)
ultra-haute résolution Tescan MIRA3, fonctionnant à 10 kV.

L'identification des espèces a été réalisée à l'aide d'un microscope Olympus BX-40 selon les références
taxonomiques suivantes [ 4 , 28 , 29 , 30 ].

Tableau 2. Identité de séquence du parent le plus proche de chaque souche isolée trouvée dans
GenBank en utilisant BLASTn

2.4. Analyse moléculaire

Une seconde fraction de chaque culture unialgal a été utilisée pour extraire l'ADN génomique total. Les
cellules ont été mises en culot par centrifugation de 1 ml de milieu de culture à 8000 g pendant 2 min et
dissociées en utilisant des billes de céramique par vortex. La méthode d'extraction a ensuite été réalisée selon
Edwards et al. [ 31 ]. Les régions d'ARNr rbcL et 18SV4 ont été soumises à une amplification par PCR en
utilisant GoTaq ® Green Master Mix de Promega avec 0,2 μM de chaque amorce. La région V4 de l'ARNr
18S a été amplifiée avec la paire d'amorces DIV4for / DIV4rev3 [ 13 , 32 ]. Les amorces utilisées pour le
fragment rbcL étaient Diat_rbcL_708F [ 33 ] et l'amorce inverse R3 [ 34]. Les paires d'amorces sélectionnées
amplifient un fragment d'environ 300 pb et ont été utilisées précédemment pour l'analyse de métabarcodage
d'ADN [ 12 , 14 , 24 ]. Le régime de PCR comprenait une dénaturation initiale à 95°C pendant 2 min, puis 35
cycles de dénaturation à 95°C pendant 45 s, un recuit à 50°C pendant 45 s, un allongement à 72°C pendant
30 s et un allongement final à 72°C pendant 2 min. Les réactions de séquence ont été réalisées avec un
analyseur génétique Applied Biosystems ® 3130. Les séquences ont été éditées avec le logiciel MEGA 7 [
35] et critiqué la base de données GenBank du NCBI (National Center for Biotechnology Information). Des
séquences de souches des espèces étudiées provenant de différents emplacements géographiques ont été
téléchargées à partir de GenBank (Tableaux supplémentaires S1 et S2) et alignées avec des séquences de
codes-barres de souches équatoriennes en utilisant l'algorithme musculaire [ 36 ]. Bolidomonas pacifica a été
utilisé comme taxon externe, en raison de sa proximité génétique avec les diatomées [ 37 ]. Les extrémités
des alignements ont été coupées pour minimiser les caractères manquants. Les topologies d'arbre et les
longueurs de branche ont été calculées séparément pour les deux marqueurs avec la méthode du maximum
de vraisemblance (ML) en utilisant la distance Tamura-Nei [ 38] avec des taux distribués gamma entre les
sites suivi d'un test statistique des topologies arborescentes avec 500 réplications bootstrap.

3. Résultats

Cinq espèces de bio-indicateurs appropriées ont été échantillonnées dans la région andine équatorienne
(tableau 1 ): Sellaphora séminulum (Grunow) D. G. Mann (souche JA01b, c), Nitzschia fonticola (Grunow)
Grunow (souche SP02a) et N. palea (Kützing) W. Smith (souche CA01a) sont tolérantes à l'eutrophisation;
Eolimna minima (Grunow) Lange-Bertalot (souche CH02a) est un bioindicateur mésotrophe de l'eau et



Achnanthidium minutissimum (Kützing) Czarnecki (souche JA01a) est un bioindicateur oligotrophique de
l'eau. La comparaison avec la base de données GenBank des régions de codes-barres obtenues a soutenu
l'identification morphologique. Les résultats de dynamitage contre NCBI sont présentés dans le tableau 2 .N.
palea a eu le plus de succès (37 séquences pour 18SV4; 104 pour rbcL) suivis de A. minutissimum (24
séquences pour 18SV4; 15 pour rbcL). Les numéros d'accès GenBank pour les séquences d'ARNr et de rbcL
18SV4 de cette étude sont respectivement MN589666-MN589670 et MN603956-MN603960.

La souche JA01b présente des valves linéaires avec des sommets arrondis. La zone axiale est étroite, linéaire.
La zone centrale est large, rectangulaire. Le raphé est filiforme avec les fissures terminales incurvées du
même côté de la valve avec des pores centraux distincts. Les stries sont rayonnées, multisériées et plus
éloignées et courbées près de la zone centrale, avec 2 ou 3 stries plus courtes. Les aréoles sont arrondies.
Dimensions de la vanne: Longueur: 9–12 μ m; Largeur: 3–3,5 m, 20–22 stries sur 10 μm (Figure 2 i – l). Ce
résultat est conforme à la description de S. séminulum [ 39 ]. La description morphologique de la souche
JA01c correspond également à S. séminulum bien que sa longueur varie de 6 à 10 μm et la largeur atteint
jusqu'à 4,5 µm (figure 2 m – p). Ainsi, la déformation JA01c présente une forme de valve elliptique tandis
que JA01b a des valves linéaires. Malgré les différences morphologiques, les deux souches ont une identité
de 100% pour les séquences 18SV4 et rbcL. Le nombre de séquences 18S et rbcL pour le séminulum de
Sellaphora dans la base de données GenBank est rare. Il existe des souches du bassin genevois [ 32 ] de
Séoul et de la Réunion [ 40 ] avec une homologie de 98% avec 18SV4 et rbcL. Evans et coll. [ 41 ] et
Kermarrec et al. [ 24 ] ont décrit deux souches de S. séminulumdu Royaume-Uni et de l'île de Mayotte dans
l'archipel de Komora, avec une homologie inférieure à 95%. Il existe un troisième cas dans la GenBank pour
une souche de Berlin qui présente 100% d'identité avec rbcl, mais moins de 95% avec 18SV4 [ 17 ].

Figure 2. Diatomées isolées sous SEM: a – d: souche CA01a ( N. palea (Kützing) W. Smith); e –
h: souche SP02 ( Nitzschia fonticola (Grunow) Grunow); a, i – l: souche JA01b ( Sellaphora
Seminulum (Grunow) D. G. Mann); m – p: JA01c ( Séminulum Sellaphora (Grunow) D. G.
Mann); q – t, u: JA01a ( Séminulum de Sellaphora (Grunow) D. G. Mann); v – y: CH02a (
Eolimna minima (Grunow) Lange-Bertalot). Barre d'échelle = 1 μm .

Les traits morphologiques de la souche SP02 correspondent à l'espèce Nitzschia fonticola [ 42 ]: valves
linéaires-lancéolées, apex fortement arrondis, excentrique, raphé marginal, stries unisériées sur la face



valvaire et biseriate dans le canal du raphé, fibules pratiquement équidistantes, sauf en la zone centrale qui
présente deux fibules plus éloignées les unes des autres. Dimensions de la vanne: Longueur: 15–18 μm ;
largeur: 2,5–3 μm; 10–14 fibules sur 10 μm (Figure 2 e – h). Les séquences obtenues à partir de cette souche
ont une identité plus élevée avec les séquences rbcL (99–100%) qu'avec les séquences 18SV4 (90–98%)
téléchargées sur la GenBank. Il n'y a pas de souche décrite comme N. fonticolaavec les deux codes-barres
rbcL et 18SV4 signalés. Les séquences correspondant à rbcL appartiennent à des souches collectées au
Royaume-Uni, en Espagne et à la Réunion [ 17 , 40 ] tandis que 18SV4 correspond à une seule séquence (de
France, données non publiées) avec plus de 98% de similitude. Il existe deux autres séquences pour 18SV4
avec moins de 90% de similitude à partir de micro-organismes isolés de biofilms karstiques en Allemagne
(données non publiées).

La souche CA01a, décrite comme Nitzschia palea [ 43 ], présente des valves linéaires-lancéolées, des apex
rostraux, du raphé excentrique, des stries unisériées marginales très fines, des fibules équidistantes incluant
la paire centrale. Dimensions de la vanne: Longueur: 25–27 μm; largeur: 2,8–3 μm; 16 fibules sur 10 μm
(Figure 2 a – d). Il existe de nombreuses séquences pour N. palea [ 32 , 37 , 44 ] dans la GenBank de partout
dans le monde, la plupart avec plus de 99% d'identité avec la souche CA01a pour les codes à barres rbcL et
18SV4.

La souche CH02a montre des valves elliptiques avec des apex arrondis. La zone axiale est étroite, linéaire.
La zone centrale est peu étendue, légèrement rectangulaire, limitée par la taille irrégulière des stries
médianes. Le raphé est filiforme, droit, avec des extrémités proximales légèrement fléchies. Les pores
centraux sont petits. Les stries sont rayonnées, unisériées, de tailles irrégulières près de la zone centrale,
composées d'aréoles arrondies (Figure 2 v – y). Dimensions de la vanne: Longueur: 6–10 μ m; Largeur: 3–4
μm; 25–26 vergetures à 10 μm . Ceci est cohérent avec la description morphologique d' E. Minima [ 45 ]. La
correspondance la plus proche avec les deux codes-barres appartient à l' Eolimnagenres, mais il n’est pas
identifié au niveau de l’espèce [ 17 ]. Il existe d'autres souches rapportées avec une correspondance d'identité
de 99% pour 18SV4 décrites comme Eolimna, Sellaphora et Navicula minima , qui sont des synonymes
homotypiques. La séquence rbcL obtenue a montré une similitude de 96% avec une souche identifiée comme
E. minima d'Allemagne [ 17 ].

Les traits morphologiques de JA01a sont cohérents avec Achnantidium minutissimum [ 46 ]. Il montre des
valves linéaires-lancéolées, des extrémités arrondies et rostrées, une zone axiale étroite, linéaire, s'élargissant
vers le centre, un raphé droit, des fissures terminales filiformes et courbes, des stries rayonnantes, plus
largement espacées dans la zone centrale de la valve. Dimensions de la vanne: Longueur: 6–7 m; Largeur: 2–
3 m; 30–32 stries sur 10 m. (Figure 2 q – u). Les résultats d'explosion pour les deux codes-barres montrent
une identité de 98 à 100% avec A. minutissimum d'Europe, d'Asie et d'Amérique du Nord [ 9 , 32 , 37 , 40].
Il existe quelques souches du Japon et de l'île de la Réunion qui ont moins de 96% d'identité pour 18SV4
(données non publiées).

Les arbres phylogénétiques ont été construits sur la base des régions 18SV4 et rbcL séparément en raison du
manque de souches avec les deux séquences de codes à barres déposées dans les bases de données INSDC.
Les analyses phylogénétiques comprennent des séquences représentatives de chaque espèce provenant de
différents emplacements géographiques rapportés précédemment. Dans la phylogénie, les deux séquences de
codes à barres de la même espèce se sont regroupées en un seul clade (figures 3 et 4 ). Les clades au niveau
de l'espèce sont bien supportés statistiquement. De courtes branches dans les clades d'espèces signifient une
faible divergence entre les souches équatoriennes et leurs souches homologues. Dans l'arbre phylogénétique
basé sur la région 18SV4 (figure 3 ), les séquences de N. fonticola sont dans le même clade que E. minima
etS. séminulum mais séparé de N. palea . Cependant, les bifurcations représentant la relation entre les
espèces ne sont pas bien supportées par les valeurs bootstrap. Néanmoins, dans la phylogénie de rbcL (figure
4 ), les séquences appartenant aux genres Nitzschia se sont regroupées. E. minima et S. séminulum sont
regroupés dans le même clade dans les deux analyses phylogénétiques.



Figure 3. Phylogramme construit à l'aide de séquences d'ARNr 18SV4. Le phylogramme a été
construit en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance avec le protocole Tamura-Nei.
Les valeurs numériques aux nœuds des branches indiquent des valeurs de bootstrap supérieures
à 50%. Le numéro d'accession et l'origine géographique sont indiqués pour chaque séquence
(tableau supplémentaire S1).



Figure 4. Phylogramme construit à l'aide de séquences rbcL. Le phylogramme a été construit en
utilisant la méthode du maximum de vraisemblance avec le protocole Tamura-Nei. Les valeurs
numériques aux nœuds des branches indiquent des valeurs de bootstrap supérieures à 50%. Le
numéro d'accession et l'origine géographique sont indiqués pour chaque séquence (tableau
supplémentaire S2).

4. Discussion

À notre connaissance, cette étude est la première tentative d'établir une bibliothèque de référence de codes à
barres pour les diatomées épilithiques des cours d'eau andins de l'Équateur. Cinq souches considérées comme
des bio-indicateurs de la qualité de l'eau ont été cultivées et séquencées pour les codes-barres rbcL et 18SV4.
N. palea, N. fonticola et S. séminulum sont tolérants à la pollution organique et à l'eutrophisation. N. palea se
trouve régulièrement en aval des stations d'épuration des eaux usées [ 47 ]. E. minima est abondant dans les
eaux mésotrophes. A. Le séminulum est une petite diatomée monoraphidé des rivières oligo / mésosaprobie [
47]. Ces espèces sont très importantes d'un point de vue écologique, car elles font souvent partie des espèces
benthiques les plus abondantes dans les systèmes d'eau douce. De plus, N. palea, A. minutissimum et E.
minima ont été utilisés pour évaluer la sensibilité aux herbicides [ 37 , 48 ] et aux métaux [ 49 ].

L'occurrence et / ou l'abondance de diatomées épilithiques pour définir l'état écologique à travers des
caractéristiques morphologiques présente certaines limites [ 7 ]. L'utilisation de séquences d'ADN pourrait



potentiellement atténuer ces limitations [ 50 ]. Les séquences de codes-barres des souches présentées ici ont
un pourcentage élevé d'identité avec les séquences rapportées dans les bases de données INSDC pour la
même espèce. Par conséquent, le code-barres ADN, basé sur 18SV4 et rbcL, apparaît comme un outil utile
pour l'identification des espèces de diatomées dans les cours d'eau andins. Néanmoins, nous avons constaté
qu'il existe des séquences signalées pour la même espèce avec une divergence d'au moins 5%. Cela pourrait
être dû à une identification inexacte, car il y a de mauvaises circonscriptions et un manque d'informations
fiables sur les minima des épithètes»et« séminulum »même s'ils sont apparemment bien établis et souvent
mentionnés dans la littérature écologique et taxonomique [ 51 , 52 , 53 ]. Par exemple, E. minima peut à
peine être identifié en utilisant la microscopie optique (LM) et le manque d'illustrations d'un microscope
électronique à balayage (MEB) est un obstacle majeur [ 7 ]. De plus, il existe des problèmes d'identification
dérivés de l'isolement et de la culture, qui sont nécessaires pour obtenir des codes-barres, étant donné que
certaines espèces subissent une réduction de la taille des cellules en culture [ 54 ]. Cela pourrait être le cas
pour S. Seminulumsouches, JA01b et c, de tailles différentes mais identiques pour les séquences rbcL et
18SV4. Cela confirme la nécessité de bibliothèques de références de codes à barres qui couplent des données
morphologiques et moléculaires pour des analyses comparatives [ 12 , 17 ].

L'utilité des codes-barres 18SV4 et rbcL pour évaluer les relations phylogénétiques dans les diatomées a été
largement prouvée [ 6 , 17 , 18 , 55 , 56 ]. La topologie des arbres phylogénétiques démontre que les
diatomées épilithiques de l'Équateur présentent une parenté étroite avec celles des mêmes espèces isolées
d'autres régions géographiques. Cela pourrait signifier une faible variabilité phylogéographique des
diatomées. Cependant, le clade E. minima présente les divergences les plus élevées, mais cela pourrait être
dû à des problèmes d'identification liés à cette espèce. Les genres clades sont congruents avec l'analyse
précédente où Sellaphora appartient à un groupe avec Eolimna [ 17] et ceux-ci sont séparés de Nitzschia et
Achnantidium [ 18 ].

Cette recherche met en évidence les aspects complémentaires de la taxonomie classique et du code-barres
ADN. Toutes les séquences de référence présentées ici sont liées à des images morphologiques détaillées afin
d'initier une bibliothèque de référence complète de codes à barres pour les diatomées dans la région
néotropicale. En outre, cette étude démontre qu'il serait possible d'utiliser les données de codes à barres
existantes pour les diatomées pour développer des outils moléculaires pour la bio-évaluation des écosystèmes
aquatiques dans la région andine équatorienne.
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