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Resumen

En las costas mexicanas, no existe un programa formalmente establecido de
monitoreo de eventos de Floraciones Algales Nocivas (FAN). El objetivo de este estudio
fue el desarrollar métodos moleculares basados en marcadores ribosomales para la rapida
identificacion de especies FAN con la finalidad de mejorar las actividades de monitoreo en
las costas de México.

Para el andlisis de comunidades, se probaron las técnicas CE-SSCP y HRM. En el caso de
CE-SSCP, el fragmento 28S LSU D7 presentd la mejor resoluciéon para separar nueve
especies de dinoflagelados. Sin embargo, para discriminar especies del género
Prorocentrum se observod una baja resolucién a nivel de especie con HMR, encontrandose
el agrupamiento de las especies del género Unicamente con en base a los habitos que
comparten, es decir: especies bentdnicas y planctdnicas. Los resultados obtenidos en este
trabajo sugieren que los métodos CE-SSCP y HRM pueden ser utilizados como una primera
aproximacion para conocer la composicidon de dinoflagelados en muestras ambientales, no
obstante, se recomienda realizar pruebas de especificidad adicionales.

Para la identificacidon especifica de especies del género Prorocentrum, se utilizaron dos
aproximaciones: métodos de hibridacién en los formatos de microarreglo y células
completas (WC-FISH) y PCR. Desafortunadamente, después de una detallada
estandarizacion de estas metodologias, no se obtuvo la suficiente resolucién para
discriminar entre especies del género Prorocentrum cercanamente relacionadas.

Finalmente, se evaluaron los limites de las especies mediante la integracién de analisis
morfolégico y molecular para las especies P. belizeanum y P. hoffmannianum. Las sutiles
diferencias morfoldgicas encontradas, nos permiten concluir que P. hoffmannianum vy P.
belizeanum son conespecificas. Los datos moleculares no separan a estos organismos
como dos morfoespecies, por lo tanto pueden ser consideradas como el complejo de
especies Prorocentrum hoffmannianum, los cuales se encuentran filogenéticamente
separados en clados en base a su origen geografico.

Palabras clave: FAN, métodos moleculares, ARNr, CE-SSCP, HRM, WC-FISH, Prorocentrales
bentdnicos.



Abstract

In Mexican waters, there is no formal and well-established monitoring program for
Harmful Algal Bloom (HAB) events. The aim of this study was to develop molecular
methods based on ribosomal markers for the rapid identification of HAB species to
improve monitoring activities along Mexican coasts.

The molecular methods tested were CE-SSCP and HRM for the community composition
analysis. For CE-SSCP the LSU D7 region provided the best resolution to separate and
identify nine species of harmful dinoflagellates. However the HRM analysis using the LSU
D7 fragment had low resolution to discriminate between species of the genus
Prorocentrum, so it was only possible to identify two groups; grouping is mainly the joint
habitats they share (benthic and planktonic Prorocentrum species). The results obtained in
our work suggest that CE-SSCP and HRM could be a promising approach to obtain a rapid
overview of the dinoflagellate composition in environmental samples. However, further
specificity tests should be carried.

For the specific identification of Prorocentrum species, two methodologies were tested:
hybridization methods testing WC-FISH and microarray formats, and PCR Unfortunately
after a careful standardization, it was not possible to discriminate between closely related
Prorocentrum species using hybridization and PCR methods.

Finally, we evaluated species boundaries of the species P. belizeanum and P.
hoffmannianu. Based on the morphological data lead us to conclude that P. belizeanum
and P. hoffmannianum might be conespecific. The molecular sequence data do not
separate them as two morphospecies and thus they can be considered as the
Prorocentrum hoffmannianum species complex, which is separated into phylogenetic
clades by their geographic origin.

Keywords: HAB, molecular methods, rRNA genes.
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1. INTRODUCCION

La relevancia del estudio de los Florecimientos Algales Nocivos (FAN) deriva del
aumento registrado en el numero y frecuencia de dichos eventos en las diferentes zonas
costeras del océano mundial. Hallegraeff (2004) presenta cuatro posibles explicaciones
para este aparente incremento de eventos FAN: i) El incremento que la comunidad
cientifica les ha presentado a esta problematica como respuesta a la problematica que se
asocia a estos eventos en diversos sectores como: acuicultura, pesca, turismo y salud; ii) El
incremento en la utilizacién de zonas costeras para acuacultura; iii) La estimulacién de
florecimientos algales por el incremento de la eutrofizaciéon en zonas costeras, generados
a partir de residuos domésticos, agricolas e industriales; y/o condiciones climatoldgicas
inusuales; y iv) transporte de quistes de dinoflagelados mediante agua de lastre o
asociados a la traslocacion de moluscos bivalvos de una zona a otra, favoreciendo el

desarrollo de especies invasoras.

En este contexto, se han enfocado esfuerzos para el establecimiento de sistemas de
monitoreo ambiental y bioldgico en diferentes paises, tanto para estudiar las relaciones
entre variabilidad ambiental-presencia-peligrosidad de eventos, como para desarrollar
capacidad predicativa que permita la toma oportuna de medidas preventivas y correctivas

(Herrera, 2008).

A lo largo de la linea costera, los programas de monitoreo incluyen en su mayoria
dos aspectos principales: 1) la observacion bioldgica, mediante la cual se lleva a cabo la
identificacion y cuantificacion de especies de algas potencialmente tdxicas, asi como el
monitoreo del contenido de toxinas en moluscos, y 2) la medicién de parametros fisico-
quimicos, temperatura del agua, salinidad, nutrientes, clorofila, estratificacion del agua,
corrientes, entre otros; todo esto con el propdsito de adquirir capacidad predictiva de los
eventos FAN (Andersen et al. 2004). Sin embargo, el establecimiento real de los

programas de monitoreo presenta una fuerte problematica, relacionada con la



insuficiencia de equipo y personal capacitado, lo que puede conllevar a un inadecuado

monitoreo de los parametros ambientales y biolédgicos.

Empleando el método tradicional (colecta, fijacién, sedimentacion y andlisis por
microscopia Optica, y en su caso, electrénica), no es facil ni expedito identificar especies
formadoras de FAN en muestras del medio natural, ya que se requiere de taxénomos
expertos. Esto, conlleva un elevado consumo de tiempo y, desafortunadamente, no
presenta suficiente resolucién para la identificacién de todos los organismos formadores

de FAN a nivel especie (Miller y Scholin, 1998).

La baja resolucién de este método se debe a que muchas caracteristicas taxondmicas de
los organismos solamente pueden ser reveladas mediante microscopia electrénica, como
el tamano y la forma de la célula, el arreglo de las placas y los complejos de poros apicales.
Aunado a esto, existe una gran similitud morfoldgica entre especies tdxicas y no toxicas,
especies cripticas y complejos de especies (Hallegraeff, 1993). Tal es el caso de la
diatomea Pseudo-nitzschia pungens que se presenta en dos variedades, una tdxica y otra
no téxica: ambas no pueden distinguirse entre si mediante microscopia de luz (Smith et al.
1990). La misma situacién sucede con las variedades tdxicas y no téxicas del dinoflagelado
Alexandrium tamarense (John et al. 2003), y con las especies morfoldgicamente similares

de A. tamarense y Alexandrium catenella (Yentsch et al. 1978; Yeung et al. 1996).

En caso de eventos FAN, el tiempo de identificacion de las especies presentes en una
muestra es un factor critico para minimizar el impacto potencial en la salud publica. Por
ello, como una alternativa para reducir el tiempo de analisis, y para generar informacion
complementaria al trabajo taxondmico convencional, en los ultimos 10 afios se han
aplicado diferentes estrategias metodoldgicas para realizar los programas de monitoreo,
en las que se utilizan herramientas moleculares para el analisis de comunidades
plancténicas a diferentes escalas (picoplancton, nanoplancton, microfitoplancton), asi

como la identificacidn a nivel de especies. Hernandez-Saavedra y Herrera-Sepulveda (en



preparacion), presentan una revisién detallada de los progresos en la tecnologia dirigidos

a la identificacidén de especies FAN asi como los principios tedricos de tales metodologias.

La seleccion del marcador genético mas apropiado depende de la aplicacidn especifica, el
nivel de polimorfismo esperado, la disponibilidad de facilidades técnicas, el “know-how”,
las restricciones de tiempo y las limitaciones de presupuesto (Spooner et al. 2005). Por
ejemplo, para estudiar la relacién entre organismos de especies estrechamente
relacionadas, el uso de ADNr nuclear [v. gr. SSU (Small subunit), LSU (large subunit) y/o
5.8S) puede ser problematico, mientras que genes mitocondriales como citocromo b
(cytb), citocromo oxidasas | y Il (cox1, cox2), NADH-deshidrogenasas 1 y/o 2 (nd1, nd2), asi
como espaciadores del ADNr nuclear como espaciadores intergénicos (IGS) o espaciadores
de transcritos internos (ITS) presentan pocos problemas. En cambio, para niveles
profundos de divergencia los genes que codifican las proteinas estan saturados a nivel de
aminodcidos, por lo que las regiones conservadas del ADNr son muy utiles (Hwang y Kim,

1999).

A continuacidn se presenta la situacidn actual del desarrollo de los métodos moleculares
empleados como herramientas para el monitoreo de fitoplancton potencialmente

peligroso en ambientes marinos.

1.2 Aproximaciones metodoldgicas para el estudio de especies FAN

Las metodologias existentes para llevar a cabo la identificaciéon de especies FAN, se

pueden clasificar en dos grupos:

1) Analisis de comunidades, que incluye estimacion de la diversidad y

composicion de las comunidades;



2) Identificacion de especie, la cual permite obtener una aproximacién

semi-cuantitativa de la abundancia de grupos y/o especies particulares.

Para el analisis de comunidades se hara énfasis en las metodologias: i) CE-SSCP (Capillary
Electrophoresis  Single Strand Conformation Polymorphism) o polimorfismo
conformacional de cadena sencilla acoplado a electroforesis capilar, y ii) HRM (High

Resolution Melt) o analisis de disociasién de alta resolucién.

Por otra parte, para la identificacién especie-especifica el enfoque es sobre técnicas que
involucran amplificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase
Chain Reaction o PCR) y sondas de hibridacién, cuyo principio fundamental es la

identificacion de secuencias especificas (blanco) de un- grupo o especie de interés.

1.1.1 Andlisis de comunidades o estudios de diversidad (fingerprinting).

1.1.1.1 Polimorfismo Conformacional acoplado a Electroforesis Capilar (Capillary

Electrophoresis-Single Strand Conformation Polymorphism CE-SSCP). Al aplicar la técnica

SSCP se puede detectar polimorfismo en pequeiios fragmentos de ADN, producidos
mediante la digestién de ADN gendmico y/o amplificacion de segmentos especificos por
PCR. El método consiste en la separacién electroforética de cadenas sencillas de los acidos
nucleicos, basado en la diferencia de bases en su secuencia, cuyo efecto es una diferencia
en estructura secundaria detectable en su movilidad en el gel; la resolucion de este
método es tan alta que el cambio en una sola base en la secuencia puede afectar la
estructura secundaria y por lo tanto la movilidad del fragmento en el gel (Orita, 1989).
Recientemente, el método SSCP se ha adaptado a un sistema de electroforesis capilar
resultando la técnica CE-SSCP, el cual acoplado a un sistema de deteccion fluorescente ha

sido utilizado para separar y localizar las diferentes conformaciones.



El uso de CE-SSCP presenta varias ventajas: 1) no es necesario aislar la cadena sencilla de
ADN, 2) se evita el uso de reactivos peligrosos, 3) es una metodologia con alta sensibilidad
y resolucion, 4) es compatible con experimentos realizados en forma secuencial y, 5) el
uso de CE-SSCP y analisis de resultados mediante métodos computaciones, resuelve el
problema de la comparacion gel a gel, lo cual permite obtener una alta reproducibilidad y
comparacion de los patrones de un numero infinito de muestras, ya que se utiliza un
estandar de tamano interno con una marca fluorescente diferente, el cual se agrega a
cada una de las muestras a analizar (Lee et al. 1996; Zumstein et al. 2000; Zinger et al.
2007). El formato CE-SSCP ha sido utilizado para estudiar la composicion microbiana en
muestras ambientales, particularmente a la fraccidon de bacterioplancton (Ghiglione et al.
2005 y 2007; Rodriguez et. al. 2009;) y la diversidad microbiana en suelo (King et al. 2005;

Zinger et al. 2007), entre otros.

1.1.1.2 Disociacion de alta resolucion (High Resolution Melt — HRM). Esta técnica permite

evaluar la secuencia de nucledtidos de los acidos nucléicos con base a su perfil de
disociacion. La amplificacién por PCR de un fragmento especifico se realiza en presencia
de un colorante fluorescente (SyberGreen, EvaGreen, por mencionar algunos), y
subsecuentemente los productos son sujetos al analisis de disociacién. El comportamiento
de disociacion dependera directamente de la composicién y tamafio del fragmento
analizado, por lo que el cambio en una sola base podrd detectarse en base a su perfil de
disociacion. Kubista (2008) propone usar esta técnica en busqueda de polimorfismo de
un solo nucledtido (single-nucleotide polymorphism o SNP), mapeo de ADN, busqueda de
mutaciones, andlisis de microsatelites, identificacion de especies/taxonomia, entre otras.
Con referencia a su uso en taxonomia de organismos fitoplanctdnicos, esta técnica se ha
empleado para identificar y diferenciar algunas especies toxicas del género Pseudo-
nitzschia en muestras ambientales en las costas de Cataluna (Andree et al. 2010).
Alkandari et al. (2010) empled esta metodologia para determinar si Karenia mikimotoi

distribuida en Europa es una especie introducida del Océano Pacifico, en tanto que



Granados-Cifuentes y Rodriguez-Lanetty (2010) utilizaron esta metodologia para el rdpido

y preciso genotipado de poblaciones monotipicas de Symbiodinium.
1.1.2 Identificacidn especie-especifica

1.1.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction (PCR). Es una

técnica basica que permite amplificar selectivamente regiones especificas del ADN. Este
método consiste en replicacidon del material genético in vitro, obteniendo al final multiples
copias del fragmento deseado (blanco). La amplificacion por PCR es fundamental para la
identificacion y caracterizacién de microorganismos, principalmente aquellos cuya
identificacion morfoldgica y/o posibilidad de cultivo son complicadas; esta técnica se
utiliza ampliamente en varias areas del conocimiento por su facil aplicacién y bajo costo

(Pennay Galluzi, 2008).

En las dltimas décadas, las técnicas basadas en PCR han sido exitosamente empleadas
para llevar a cabo la caracterizacién de varias especies nocivas del fitoplancton marino
(Savin et al. 2004; Patil et al. 2005; Bolch y Salas, 2007; Penna et al. 2007). La
identificacion se realiza utilizando diferentes marcadores moleculares, siendo empleados
por excelencia los genes ribosomales (ADNr). La técnica de PCR cualitativo es altamente
sensible y especifica (ademas de bajo costo), lo que la hace una de las alternativas mas
factibles de desarrollo e implementacion en paises con limitados recursos econémicos y
de espacio, ya que el equipo necesario es el que cominmente se encuentra en un

laboratorio de biologia molecular.

1.1.2.2 Andlisis de secuencia de ADN. Desde el punto de vista molecular, el limite de una

especie se define con base en la divergencia molecular o la acumulacion de mutaciones en
regiones especificas del genoma (conservadas o no conservadas) entre individuos o grupo
de individuos (Palumbi, 1992; 1994). El uso de la taxonomia molecular, basado
principalmente en la identificacion mediante las secuencias genéticas, ha aumentado
considerablemente debido a los avances tecnoldgicos que permiten que cada vez sea mas

facil obtener las secuencias de nucledtidos, que son excelentes herramientas para resolver



problemas taxondémicos complejos (Janson y Hayes, 2006). En el caso de los
dinoflagelados, actualmente hay alrededor de 1069484 secuencias de nucledtidos
(parciales o completas) depositadas en el GenBank (Febrero de 2014); no obstante, aun

existen especies que no han sido estudiadas dada la dificultad que implica su cultivo.

1.1.2.3 Sondas moleculares. Son fragmentos de ADN producidos sintéticamente, que se

unen selectivamente (hibridan) a secuencias especificas complementarias del ADN o ARN
de un organismo en particular (especie) o un grupo de especies (Anderson, 1995). Estos
fragmentos de ADN pueden marcarse por medios radioactivos, fluorescentes, quimicos
y/o colorimétricos. Las sondas de ADN por lo general tienen una longitud de 18 a 25 pb, es
necesario probar su especificidad para evitar falsos positivos (Diercks et al. 2008). Para
fines de esta investigacion, el ensayo de hibridacién fluorescente in situ de células
completas (whole-cell fluorescent in situ hybridization o WC-FISH) es la metodologia
propuesta para llevar a cabo la identificacion especie-especifica. En este formato se
utilizan células completas inmovilizadas en un portaobjeto (procesamiento de muestras a
través de filtracion) o en suspension. La sonda de ADN penetra en la célula y se une
selectivamente a la secuencia blanco; se elimina el exceso de sonda mediante lavados y el
complejo formado por la hibridacidon especifica se detecta mediante microscopia de
fluorescencia. En este formato se han usado sondas dirigidas a fragmentos especificos de
la subunidad grande del acido ribonucleico ribosomal (LSU-rRNA) para identificar y
enumerar especies de los géneros Alexandrium y Pseudo-nitzschia, tanto de cultivos puros
como de poblaciones silvestres (Scholin et al. 1994; Miller y Scholin, 1998; Scholin et al.

1997 y 1999).

Por mencionar algunos ejemplos, Not et al. (2004) disefiaron y probaron sondas
especificas para picoplancton eucaridtico (Prasinophyceae), mientras que para la
identificacion de Alexandrium tamarense y Alexandrium catenella, Hosoi-Tanabe y Sako
(2006) reportaron un método rdpido, preciso y cuantitativo utilizando sondas de

hibridacidn, capaces de detectar estas especies en solo 30 minutos. De manera similar,



Chen et al. (2008) desarrollaron un procedimiento de WC-FISH para detectar a
Heterosigma akashiwo (Raphidiophyceae, ictiotoxica) en menos de 1 hora. Las sondas de
hibridacidn, tienen la ventaja de que pueden adaptarse y utilizarse en microarreglos,
consiguiendo asi ser una excelente opcion para llevar a cabo un eficiente programa de

monitoreo (Medlin, 2009).



2. ANTECEDENTES

En México, en la mayoria de los casos, los organismos causantes de FAN han sido
escasamente estudiados (Cortés-Altamirano, 1998). En la figura 1, se muestran algunos de
los puntos del litoral mexicano que han sido fuerte y frecuentemente afectados por
eventos FAN. Band et al. (2011) presenta una revisidon de las principales especies de

microalgas que han provocado FAN en las costas de México, en el periodo comprendido

de 1991 -2011. v T L ' \
[ ( ~ 3
‘\y (o S .
La Comision Federal Para la C?"?"")'\‘\\“\}\( S e et “
. . . wd” Ui !
Proteccion contra Riesgos Sanitarios - e\fs; \
C!I\lorl\n \ x&* Ls
(COFEPRIS), presenta de manera [ “E\ :ﬁ\ Gulof Mexioo
&’,
detallada un registro de los eventos Pasifo Oosan W\

FAN ocurridos en territorio

mexicano desde el ano 2003 a la

fecha (http://www.cofepris.gob.mx .

/marea Roja), siendo un total de 91 Flgura 1 Mapa de Iocallzacmn de Estados de la
Republica Mexicana afectados por eventos FAN

eventos, de los cuales 33 (tomado de Ochoa et al., 2002).

correspondieron a envenenamiento

paralizante por marisco (paralytic shellfish poisoning o PSP), 17 a envenenamiento
diarreico por mariscos (diarrheic shellfish poisoning DSP), 12 a envenenamiento amnésico
por mariscos (amnesic shellfish poisoning ASP), 22 ictiotdéxicos y 25 no toxicos.
Adicionalmente, se observd que en ocasiones estos eventos se presentaron mas de un
tipo de envenenamiento, siendo la combinacién mas recurrente DSP y PSP. Ante de estos
eventos, como medida de mitigacion se establecié veda sanitaria y monitoreo de

fitoplancton y especies susceptibles al dafio en 45 ocasiones.

Especificamente, en la regidn Noroeste de México, particularmente en la Costa

Occidental de la peninsula de B.C.S. y Golfo de California (GC), ocurren casi todos los tipos
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de toxinas marinas producidas por los eventos FAN (PSP, DSP y ASP), las cuales impactan
seriamente la salud humana y ambiental asi como importantes actividades econdmicas.
En estas dreas, las especies reportadas con mayor frecuencia son: Gymnodinium
catenatum, Akashiwo sanguinea, Noctiluca scintillans, Lingulodinium polyedrum,
Porocentrum minimum vy Pseudo-nitzschia australis (Cortés-Altamirano et al. 1996).
Herrera (2008) presenta una revisiéon mas extensa de los eventos ocurridos en el periodo

1998-2004.

Sierra et al. (2007) presentd un informe en el Programa Regional de Algas Nocivas en el
Caribe de la Comision Oceanografica Intergubernamental de la UNESCO (ANCA-IOCARIBE)
sobre los eventos FAN ocurridos en el litoral mexicano en el periodo 2003-2007.
Especificamente para la region del GC y costas del Pacifico Noroeste, reportd que en julio
del 2005 ocurrid el primer evento de alto impacto para B.C.S., resultando en una veda
relacionada con el incremento en las concentraciones de ASP en moluscos de importancia
comercial ocasionado por el incremento en las poblaciones de diatomeas del género
Pseudo-nitzschia. En ese mismo afio, en la zona del litoral del Pacifico (Bahia de Todos
Santos) L. polyedrum domind el ambiente durante seis meses (desde abril hasta
septiembre). Se determind, que en algunas ocasiones, el evento contenia concentraciones
elevadas de Prorocentrum micans y Ceratium furca, y durante junio se observd la
presencia de Pseudo-nitzschia spp, y en mayo del 2006, en esta misma zona se observé a
Chattonella marina. En junio de 2006, las concentraciones de Pseudo-nitzschia spp.
alcanzaron niveles nunca antes vistos en la Bahia de |la Paz, ocasionando la declaraciéon de
veda vy el cierre de actividades de colecta de moluscos. En marzo de 2007, G. catenatum
ocasiono un evento de acumulacién de toxinas PSP en los moluscos bivalvos en la Bahia de

La Paz, obligando a la veda por un periodo de 3 a 4 semanas.

Un claro ejemplo del impacto ecoldgico, social y econdmico de los eventos FAN,
ocurrié en Punta Abreojos B. C. S. durante agosto-septiembre del 2007. Este evento tuvo

un impacto significativo en los principales recursos pesqueros y acuicolas de importancia
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comercial de la regién, entre ellos: abuldn,
langosta, caracol, almeja pismo y ostién de
cultivo, ademas de una gran variedad de
especies de escama (Fig. 2). Los estudios
realizados en septiembre del 2007 por el

Instituto Nacional de la Pesca (INAPESCA) a

través del Centro Regional de Investigacion

Pesquera en La Paz (CRIP La Paz) y el Centro  Figura 2. Impacto de evento FAN en Punt

de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste Abreojos ~ (2007), ocasionado  por el

dinoflagelado Akashiwo sanguinea (Sierra et

S.C. (CIBNOR), demostraron una g/, 2007).

disminucion del 40% en la abundancia de

abuldn respecto al promedio de los ultimos tres afos (2004-2006), y hasta un 80% en el
caso del caracol. En el recurso langosta, se observd una disminucion cercana al 65% de la
abundancia relativa, sugiriendo una posible disminucidon de mas del 50% de la captura en
la temporada 2007-2008, y en ostidén cultivado se observdo un 95% de mortalidad. Todo
esto resultd en considerables pérdidas econdmicas, debido a que Punta Abreojos es una
de las principales regiones productoras pesqueras del noroeste Mexicano, ademas de la

consecuente contaminacién ambiental debido a la acumulacion, en playas y fondos

marinos, de una gran cantidad de materia organica en descomposicion.

Aun cuando la frecuencia de los FAN en aguas mexicanas va en aumento, la mayor
parte de los programas y actividades de investigacidn esta basado en muestreos puntuales
y programas de investigacion a corto plazo, los cuales involucran en al analisis de muestras
naturales para la identificacién de los organismos presentes, enfocandose a pocas
especies FAN, mientras que otras lineas de investigacion han sido aboradadas
pobremente (Herndndez-Becerril et al. 2007; Band et al. 2011), tal es el caso de la escasa
existencia de estudios referentes a la generacion de herramientas moleculares que

podrian ser utiles en el mejoramiento de los programas de monitoreo de organismos FAN.
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Con referencia a lo anterior, en México se han realizado pocos estudios
relacionados con la identificacion o discriminacion de dinoflagelados basado en el uso de
métodos moleculares. En el 2003, Band et al. (2003) identificaron a Alexandrium
margalefii y Alexandrium affine aisladas de Bahia Concepcidon (México) mediante la
secuenciacion del dominio 285 LSU D1-D2 y PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length
polymorphism) del LSU-rDNA. En el 2008 Band et al. (2008) reportaron polimorfismo en
una base de secuencias nucleotidicas del dominio 285 LSU D1-D2 en G. catenatum aislada
de Bahia Concepcion, con lo que sugieren que la poblacidn del oeste del Pacifico puede
ser la poblacién ancestral de la especie. Mientras que Hernadndez-Becerril et al. (2012)
utilizaron sondas de hibridacién en el formato FISH, para explorar la diversidad del
picoplancton y ver como responde en diferentes ambientes, identificando una alta
abundancia de Micromonas pusilla (Prasinophyceae), revelando su potencial en la

ecologia del fitoplancton.

Como resultado de investigaciones realizadas en los ultimos cinco afios, en el
laboratorio de Genética Molecular del CIBNOR se han disefiado métodos para la
identificacion de especies formadoras de FAN y para el estudio de comunidades de
fitoplancton basados en la caracterizacion de diversas regiones del ADNr de 12 especies
de dinoflagelados que se distribuyen en la regién noroeste de México (Herrera, 2008). Se
obtuvieron 54 secuencias nucleotidicas de dinoflagelados aislados de las costas de B.C.S. y
Golfo de California. Basados en estas secuencias, se diseflaron 5 parejas de cebadores:
tres para la generacion de sondas de hibridacion (identificacion especie-especifica), y dos
aplicables en la metodologia de SSCP, para llevar a cabo el andlisis de comunidades
fitoplancténicas. Se realizaron pruebas preliminares de hibridacion, evidenciando la
necesidad de llevar a cabo una adecuada estandarizacion de los métodos involucrados. Sin

embrago, los alcances de este trabajo son aun limitados, ya que se requiere de optimizar,
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evaluar en muestras de campo y mejorar el formato de presentacién, en vias de la

generacion de uno o varios kits para su aplicacion en actividades de monitoreo.

2.1 Género Prorocentrum

Los dinoflagelados del género Prorocentrum Ehrenberg conforman uno de los
grupos mas diversos y ampliamente distribuidos en ambientes tropicales marinos. Este
género incluye alrededor de 56 especies marinas (Gomez, 2005) con habitos bentdnicos,
plancténicos o epibentdnicos (Hernandez-Becerril et al. 2000); algunos de los miembros
del género Prorocentrum se encuentran asociados a eventos FAN (Faust y Gulledge, 2002;
Cohen-Fernandez et al. 2006). En la lista de referencia taxondmica de microalgas nocivas
de la Comisidn Oceanografica Intergubernamental de la UNESCO (IOC, por sus siglas en
inglés) figuran 13 especies del género Prorocentrum: Prorocentrum arabianum, P.
arenarium, P. belizeanum, P. borbonicum, P. cassubicum, P. concavum, P. emarginatum, P.
faustiae, P. hoffmanianum, P. lima, P. maculosum, P. minimum vy P. rhathymum

(Hoppenrath y Elbraechter, 2014).

En las costas de México, las especies mds representativas de Prorocentrum son:
1) P. lima, 2) P. minimum, 3) P. rhathymum, 4) P. triestinum, 5) P. dentatum, 6) P. micans
7) P. gracile, 8) P. maculosum, 9) P. belizeanum, 10) P. concavum y 11) P. emarginatum,
(Cortez-Altamirano y Sierra-Beltran, 2003; Hernadndez-Becerril et al. 2000, 2007; Cohen et
al. 2010). Especificamente, en las costas del Pacifico Mexicano, los dinoflagelados mas

conspicuos incluyen a 20 especies de este género (Okolodkov y Garate-Lizarraga, 2006).
2.1.1 Caracteristicas generales del género Prorocentrum

El género Prorocentrum se caracteriza por la insercion de dos flagelos en la zona apical
(desmocontes) y la ausencia de cingulum vy sulcus (Fig. 3). Las células son comprimidas

lateralmente y sus tecas consisten en dos grandes valvas unidas en sus extremos
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marginales (suturas); y un conjunto de pequefas placas apicales que rodean el area
periflagelar; aparentemente estas placas pueden ir desde ocho hasta doce, y su arreglo
presenta cierta estabilidad. Regularmente la valva derecha presenta una excavacion o
indentacion y para algunas especies esta placa se prolonga en una espina. La superficie
de las valvas puede estar perforada por poros, generalmente oblicuos, a veces densos y
con frecuencia dispuestos en hileras; aunque puede ser lisa, también es posible la
presencia de poroides densos de poca profundidad o espinas muy pequeiias (Dodge y

Bibby, 1973; Fensome, 1993; Hallegraeff, 2004).
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Figura 3. Dibujo esquematico de una célula hipotética de Prorocentrum. A) Tipo de
tabulacién de la célula, ornamentacion y nombres de los caracteres morfolégicos. B)
Flagelos tipo desmocontes.

Al igual que con el resto de especies de microalgas nocivas, la identificacion a nivel especie
dentro de este género es complicada y se basa principalmente en la forma del cuerpo, el
tamafio, la relacién largo: ancho, la forma y posicidn de la espina apical, la ornamentacion

y la densidad de los poros en las principales valvas; sin embargo algunos caracteres
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Unicamente pueden evaluarse haciendo uso de microscopia electrénica de barrido, por
ejemplo: forma, niumero y posicion de los poros en las valvas y la arquitectura de las
placas del poro apical (o area periflagellar), considerando a este ultimo como el caracter

taxondmico mas estable a nivel de especie (Hoppenrath et al. 2013).
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3. JUSTIFICACION

En las costas de México la relevancia del seguimiento de los eventos FAN radica en
las afectaciones recurrentes por este tipo de episodios, que dependiendo de su ubicacidn,
intensidad y composicidn pueden ser un riesgo para la salud publica y vida marina,
incluso, provocando grandes pérdidas econdmicas en el sector pesquero y acuicola. Por lo
anterior, es necesario el desarrollo de técnicas modernas para una rapida identificacion y
enumeracion de las especies causantes de los eventos FAN, siendo los métodos
moleculares de las principales opciones viables que contribuirian a solventar esta

problematica.

Un programa de monitoreo de organismos causantes de FAN basado en métodos
moleculares, permitird el analisis de un mayor nimero de muestras en un periodo de
tiempo corto, sin la apremiante necesidad de contar con personal altamente calificado en
taxonomia de organismos fitoplancténicos. Esta estrategia permitira llevar a cabo un
anadlisis mas cercano al tiempo real del ecosistema (logrando profundizar en el
entendimiento de la ecologia de las diferentes especies presentes en eventos FAN) con lo
que seria factible ofrecer y/o generar un sistema de alerta temprana para las costas de

México, permitiendo la posibilidad de establecer estrategias de mitigacidon de impactos.
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4. HIPOTESIS

Las caracteristicas genéticas intrinsecas de los genes ribosomales de los dinoflagelados,
permitiran que el uso de métodos moleculares como CE-SSCP, HRM, sondas de
hibridacidn y/o PCR, generen la suficiente especificidad, resolucion y reproducibilidad para
llevar a cabo la identificacidn especie especifica de dinoflagelados tdxicos y nocivos, por lo
que dichos métodos integrados con identificacion morfoldgica, podran ser utilizados como
herramientas para optimizar las actividades de monitoreo de fitoplancton en las costas de

México.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar métodos moleculares basados en marcadores moleculares ribosomales vy
mitocondriales para la identificacion de dinoflagelados téxicos y nocivos, como propuesta

para la deteccidon temprana y el monitoreo de microalgas nocivas en las costas de México.

5.2 Objetivos particulares

0 Analizar la resolucién de diferentes fragmentos de genes ribosomales, mediante el uso
de las técnicas de CE-SSCP y HRM, para llevar a cabo el estudio de comunidades de

fitoplancton.

O Disefiar y optimizar sondas moleculares para la deteccion e identificacién de
dinoflagelados toxicos y nocivos del genero Prorocentrum, aplicable al formato de WC-

FISH.

0 Disefiar y optimizar cebadores especie-especificos para la deteccion e identificacion de
dinoflagelados tdxicos y nocivos del genero Prorocentrum aplicables al formato de

PCR.

0 Caracterizacion morfoldgica y molecular de las especies Prorocentrum belizeanum
Faust (1993) y Prorocentrum hoffmannianum Faust (1990), mediante microscopia de
luz, microscopia electrénica de barrido asi como contruccién de arboles filogenéticos a
partir de marcadores ribosomales 18S SSU, ITS1-5.85-1TS2, 28S LSU vy del gen

mitocondrial CytB.
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O Integrar los resultados de caractetizacion morfoldgica y molecular para Prorocentrum
belizeanum Faust y Prorocentrum hoffmannianum Faust, como herramientas Utiles

para la discriminacion de especies filogenéticamente relacionadas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivos y mantenimiento de organismos

En la Tabla | se presentan las caracteristicas generales, condiciones de cultivo y
mantenimiento de las especies y cepas utilizadas para el desarrollo de este estudio, las
cuales se obtuvieron de la Coleccion de Dinoflagelados Marinos del CIBNOR (CODIMAR,
http://www.cibnor.mx/es/investigacion/colecciones-biologicas/codimar) y de la
Provasoli-Guillard National Center for Marine Algae and Microbiota (NCMA,

https://ncma.bigelow.org/).

6.2 Extraccion de ADN gendmico

6.2.1 Cosecha de células

De cada cultivo en fase exponencial media se tomd 10 mL. Las células se colectaron
en tubos conicos estériles de 50 mL mediante centrifugacion (10 min, 1 000 x g, 4 °C); el
sobrenadante se decantd y el paquete’elular se resuspendid en el medio remanente en el

tubo para la posterior extraccion de los acidos nucleicos.
6.2.2 Extraccion de ADN gendmico

El ADN total se obtuvo de acuerdo al procedimiento descrito por Stoeck et. al.
(2007) modificado. Brevemente, el paquete celular se resuspendié en 500 pL de buffer de
extraccién salino [100 mM Tris—HCI (pH 8), 100 mM Na,EDTA (pH 8), 100 mM buffer
fosfato de sodio (pH 8), 1.5 M NaCl, 1% CTAB], y se afiadieron 200 pL de perlas de vidrio
antes de lisar las células y se agitaron por 40 s en un Mini Bead-beater (Biospec Products
Inc.). Las muestras se incubaron a 55 °C por 1 h, con intervalos de agitacidon cada 20 min.
Posteriormente, se afadid a cada muestra Proteinasa K (10 mg/mL, concentracion final);

los tubos se incubaron a 55 °C por 1 h, con agitacién cada 30 min. Seguido, se anadieron
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80 L de buffer de extraccidon hexadeciltrimetil bromuro de amonio (CTAB) pre-calentado
[10% CTAB (p/v) en 0.7 M NaCl]; las muestras se incubaron a 65 °C durante 10 min.
Después, se agregd un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25: 24: 1) y la
fase acuosa se recuperd por centrifugacion (5 min, 4 °C, 16 000 x g). Para precipitar el
ADN, se agregaron dos voliumenes de etanol absoluto, y la mezcla se incubé a -20 °C
durante toda la noche. Las muestras se centrifugaron durante 20 min a 4 °C (18000 x g), el
botdn de acidos nucleicos se lavd con 500 plL etanol pre-enfriado (70%) y se disolvid en
100 pL de Buffer TE 1X pH 8.0 [1M Tris (pH 8.0), 0.5M EDTA (pH 8.0)]. Las muestras se
trataron con 1 pL ARNasa (100 mg/mL), incubando a 45 min a 37 °C en bafio maria.
Finalmente, se realizaron varios pasos de extraccion afiadiendo el mismo volumen de TE
1X y fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25: 24: 1). La integridad del ADN total se analizd
mediante electroforesis horizontal (Wide Mini-Sub Cell GT System Cat. 170-4485; BioRad)
en geles de TBE-agarosa (1%), mientras que la concentraciéon se determind
espectrofotométricamente en un Nanodrop (ND-1000 UV-Vis; Nanodrop Technologies,

Wilmington, DE, USA).

6.3 Amplificacion de fragmentos discretos mediante PCR

Se amplificaron regiones especificas del ADNr (185 SSU, ITS 1y 2, 5.85y 28S LSU)
(Fig. 4) y del gen mitocondrial citocromo b (Cytb) de las especies presentadas en la Tabla l,
haciendo énfasis en el genero Prorocentrum. Los cebadores utilizados se presentan en el
anexo 1. Se amplificaron segmentos especificos de estos genes, para identificar una region
Optima para el adecuado disefio de cebadores aplicables en las metodologias de WC-FISH

y PCR, para la deteccidn de especies endémicas de la regién de B.C.S.

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: para cada reaccién de 10
uL, se emplearon 0.5 pM de cebadores (anexo 1), 10 ng de ADN gendmico, PCR Buffer 1 X,
0.2 mM dNTP’s, 1.5 mM MgCl,, 1% DMSO y 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen). Los

diferentes programas de amplificacién, de acuerdo a cada par de cebadores, se presentan
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en el anexo 2. La integridad de los amplicones se verific6 mediante electroforesis
horizontal en geles de TBE-agarosa (1%) pretefiidos con bromuro de etidio (45 min, 70V a
temperatura ambiente [TA]). Los geles se observaron bajo luz UV y se documentaron
fotograficamente mediante el sistema UVIDoc (UVP, England). La secuencia de
nucledtidos de los amplicones se determind en ambas cadenas, usando los cebadores F y
R correspondientes a cada combinacién. El servicio de purificacidon y secuenciacién de
amplicones fue realizado por la compafila Macrogen (Seoul, Korea;

http://www.macrogen.com).

6.3.1 Andlisis de secuencias de ADN

El analisis de la calidad de las secuencias obtenidas asi como su edicién fue llevada
a cabo con el software (SeqManPro, Lasergene). Para confirmar la identidad, se realizaron
busquedas de similitud con aquellas reportadas en el banco de datos del Nacional Center
for Biotechnology Information, usando el algoritmo Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

6.4 Métodos de andlisis y caracterizacion genética

6.4.1 Andlisis de comunidades mediante CE-SSCP

El andlisis de CE-SSCP se llevd a cabo empleando la metodologia descrita por
Ghiglione et al. (2005) incluyendo a las especies Akashiwo sanguinea, Alexandrium
margalefii, Cochlodinium polykrikoides, Ceratium balechii, Coolia monotis, Gymnodinum
catenatum, Gonyaulax spinifera, Lingulodinium polyedrum, Prorocentrum rhathymum y
Prorocentrum minimum (Tabla 1). Se amplificaron las regiones hipervariables 185 SSU V4;
28S LSU D2 y D7 (Fig. 3). Todos los cebadores con sentido F, fueron marcados en el

extremo 5’ con TET (tetrachlorofluorescein) (Thermo Scientific Biopolymers).

6.4.1.1 Disefio de cebadores. Como se menciond en la seccidn 6.3, la region variable 28S

LSU D1-D2 fue amplificada de acuerdo al procedimiento reportado por Herrera (2008). Sin
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embargo, para amplificar la regién 28S LSU D2 se disefié un nuevo cebador considerando
tanto las secuencias disponibles en el GenBank, asi como las generadas previamente en
nuestro laboratorio (Herrera, 2008). Un cebador interno D1/D2 dinos F (5'-
ATCGAGACCGATAGCA-3) fue disefiado utilizando el software ARB (del Latin arbor, arbol)
(Ludwig et. al., 2004).

6.4.1.2 Amplificacion de fragmentos especificos mediante PCR. EIl ADN gendmico fue

empleado como templado para la amplificacion de fragmentos especificos
correspondientes las regiones ribosomales 185 SSU V4, 28S LSU D2 y 28S LSU D7. La
mezcla de reaccion contenia buffer PFU 1X, 0.8 mM dNTPS, 0.3 uM cebadores, 1 U PFU
ADNpol; el volumen de reaccidn se ajustd a 10 plL con agua ultra-pura estéril (mili-Q). Las
condiciones de amplificacion se presentan en el anexo 2. Los productos de PCR se
analizaron en geles de agarosa (1%) y la concentracidn se estimd por comparacion con el

marcador de bases (Smart Ladder, Promega).

6.4.1.3 CE-SSCP. Los productos de PCR fueron diluidos en agua grado biologia molecular

de 2 a 40 veces. Se mezcld 1 L de cada dilucion con 18.8 plL de formamida deionizada (Hi-
Di Formamide, Applied Biosystems) y 0.2 uL de estdndar de tamafo interno GeneScan
(400HD ROX para la regién D7, y 500 ROX para las regiones D2 y V4; Applied Biosystem).
Las muestras se desnaturalizaron a 94 °C por 5 min y se colocaron inmediatamente en
hielo por 10 min (West et. al., 2008). Los fragmentos se separaron mediante electroforesis
capilar (CE-SSCP) siguiendo las indicaciones de Delbes et. al., (2000) utilizando un ABI 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystem); las condiciones de electroforesis fueron 2 kV y 30

°C por 30 min por muestra.

6.4.1.4 Andlisis de datos. Los electroferogramas fueron analizados con el software

Genescan (Applied Biosystem), utilizando el método de minimos cuadrados de segundo
orden para normalizar la movilidad entre las diferentes corridas. El procedimiento de CE-
SSCP fue realizado por duplicado para cada muestra para corroborar la reproducibilidad

de los electroferogramas.
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6.4.2 Andlisis de comunidades mediante HRM

El analisis de HRM se llevo a cabo utilizando la metodologia descrita por Alkandari
et al. (2010). Para las especies Akashiwo sanguinea, Alexandrium margalefii,
Cochlodinium polykrikoides, Ceratium balechii, Coolia monotis, Gymnodinum catenatum,
Gonyaulax spinifera, Lingulodinium polyedrum, P. rhathymum, P.belizeanum, P.
maculosum, P. lima y Prorocentrum minimum, se amplificé la regidn correspondiente al
dominio 185 SSU V4; 28S LSU D2, D5 y D7 asi como las regiones intertranscritas ITS 1 e ITS

2 (Tabla I, Fig. 3) utilizando los cebadores presentados en el anexo 1.

Para amplificar los fragmentos 185 SSU V4 y 28S LSU D2 se empled una mezcla de reaccién
que contenia GoTaq® Flexi buffer 1X, 10 mM dNTPs, 10 uM cebadores, 1 U GoTaq®
DNApol (Promega) y 1 pL de EvaGreen® (intercalante); el volumen de reaccion se ajusto a
25 pL con agua mili-Q. Por otra parte, para la amplificacién de los fragmentos D2, D7, ITS1
e ITS2 se llevaron a cabo pruebas de estandarizacién para determinar la composicion de la
mezcla de reaccién de PCR. La composicidn final de la mezcla de reaccion fue: 20 ng/ uL de
ADN templado (dilucion de amplicones D5-D8 LSU e ITS/SSU respectivamente), PCR Buffer
1 X, DMSO 1%, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP’s, 0.5 pM cebadores, EvaGreen®, 0.08 U
Platinum Taq polimerasa, ajustando el volumen de reaccién a 10 pL con agua milli-Q. El
PCR fue llevado a cabo utilizando un Rotor-Gene 3000 (RG-3000, Corbett Life Science); las

condiciones de amplificacion se presentan en el anexo 2.

Los analisis de disociacion de los productos de PCR se llevaron a cabo en un rango de 80 °C
— 90 °Cy de 75 °C - 90 °C para las regiones 285 LSU D1-D2 y para 18S SSU V4
(respectivamente), con un rango de incrementos de 0.5 °C, manteniéndose durante 30 s
en el primer paso y 2 s en los siguientes pasos, acumulando la fluorescencia detectada en
cada temperatura. Finalmente, para los fragmentos 285 LSU D5, 285 LSU D7, ITS1 e ITS 2
se utilizaron rampas 70-90 °C mantenidas durante 30 s en el primer pasoy 2 s en los

siguientes pasos.
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6.4.3 Deteccion especie-especifica mediante métodos de hibridacion

6.4.3.1 Disefio de sondas de hibridacion. Mediante el alineamiento de las secuencias

generadas en este estudio y las secuencias correspondientes a los genes 18S y 28S
disponibles en el GenBank y en la Base de datos del projecto ribosomal (RDP), utilizando el
programa ARB (Ludwig et. al., 2004) se disefiaron dos grupos de sondas de hibridacion. El
primer grupo se disefid para la identificacion especie-especifica de tres miembros del
género Prorocentrum: P. rhathymum, P. maculosum y P. belizeanum, asi como otras
sondas basadas en los habitos de estos organismo (Prorocentrales bentdnicos y
Prorocentrales plancténicos). Un segundo grupo de sondas se diseiid utilizando el
procedimiento descrito anteriormente, especificamente dirigido a las especies P.

maculosum y P. belizeanum.

La especificidad del primer grupo de sondas se probd en formato de microarreglo
(proyecto internacional MIDTAL, http://www.midtal.com/), mientras que del segundo lote
Unicamente se probd la sonda especifica para P. maculosum en formato de WC-FISH (en

filtros de policarbonato) (Tobe et al. 2010).

6.4.3.2 Hibridacion en microarreglo. Para llevar a cabo el método de hibridacidn se siguio

el protocolo descrito por el MIDTAL Project. Previamente, las sondas fueron impresas
manualmente en el lado izquierdo sin interferir con la impresién del resto de las sondas

incluidas en el microarreglo.

Marcaje del RNA. El marcado del ARN se realizo el kit Kreatech Platinium Bright 647, de

acuerdo a las instrucciones del fabricante, partiendo de 1 pg de ARN cuantificado en

Nanodrop.

Fragmentacion. Posteriormente al marcado, el ARN se fragmenté utilizando un 1/10 de

volumen de buffer de fragmentacion (100 mM ZnCl, en 100 mM Tris-HCI pH 7). Las
muestras se incubaron a 70 °C por 15 min.; para detener la reaccion se adicioné un 1/10

de volumen de buffer stop (0.5 M EDTA pH 8).
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Pre-Hibridacion. Los chips se incubaron con 20 mL de buffer de pre-hibridacién (BSA 10

ug/uL; Buffer 2X STT [NaCl 5 M; Tris-HCI 1 M, pH 8; Tritdn 100X 10%]) por 1 h a 45 °C.
Posteriormente, los chips se lavaron con agua deionizada y se secaron por centrifugacion

a 1000 x g por 10 min a TA.

Hibridacion. En cada chip se colocaron 25 pL de la reaccién de hibridacion (buffer de
hibridaciéon 2X STT [1 M NaCl, 10 mM Tris [pH 8], 0.005% de Tritén 100 X y 1 mg/mL
seroalbumina bovina]; 30 ng/uL de RNA; formamida deionizada 20%; control 100 ng de
TBP [Fragmento de 250 pb del gen de la proteina de unién a la caja TATA (Tata binding
protein TBP) de la levadura Saccharomyces cerevisiae]. Previo a la hibridacién, las
muestras se incubaron a 80 - 85 °C por 10 min. A continuacion, la hibridacién se llevé a
cabo a 45 °C por 1 h en una cdmara humeda, posteriormente el chip se lavd 3 veces con
40 mL de buffer de lavado 1 [2X SSC (0.30 M Citrato de Sodio, 0.030 M NaCl pH 7.0); 10
mM EDTA y 0.05% SDS] por 10 min a TA, seguido del buffer de lavado 2 (0.5 X SSC; 10 mM
EDTA) por 10 min a TA. Finalmente, se utilizé el buffer de lavado 3 (0.2 X SSC; 10 mM
EDTA) por 10 min, utilizando un gradiente de temperatura de 45 a 60 °C por 10 min; los

chips se secaron por centrifugacion a 1000 x g por 10 min a TA.

Andlisis de datos. Los chips se leyeron en un GenePix® 4000b Microarray Reader y los

datos fueron analizados mediante el uso del software GenePix pro 6.0.

6.4.3.3 Hibridacidn de células completas (Whole Cell Fluorescent in situ Hybridization WC-

FISH) en filtros de policarbonato. Siguiendo la metodologia descrita por Tobe et al. (2010)

se llevd a cabo la estandarizacion de la sonda (PmacuSSU) especifica para P. maculosum.
Como metodologia base, se tomaron 5 mL de cultivo en fase media exponencial y se
filtraron a través de filtros de policarbonato (poro de 0.2 um, presiéon < 200 mm Hg para
prevenir la lisis de las células). Posteriormente, se agregaron 5 mL de solucién salina de
fijado [22 vol. EtOH 95%; 3 vol. 25 X SET (3.75 M NaCl; 25 mM EDTA; 0.5 M Tris/HCI,
pH7.8)]; 5 vol. agua ultra-pura estéril [mili-Q]) y se incubaron por 2 h a TA. Las muestras se

filtraron y se les anadié 1 mL de buffer de pre-hibridacién (5 X SET, 0.1% IGEPAL-CA630;
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32% Formamida ultra pura; 30 ug ac. poliadenilico) y se incubaron a TA durante 5 min. El
buffer se removio por filtrado posteriormente, los filtros se secaron en papel Whatman y
se cortaron en 6 piezas. Las piezas de filtro se transfirieron a cajas de cultivo y se
colocaron sobre papel filtro. Posteriormente, se agregaron 54 ulL de buffer de hibridacion
(buffer de pre-hibridacién mds la sonda a una concentracién final de 10 mM) y se incubé a
en un gradiente de temperatura de 50 a 75 °C en una cdmara himeda, durante 1 h en
oscuridad, para minimizar la degradacién del fluorocromo (las condiciones de hibridacion
se adaptaron de acuerdo a las caracteristicas de la sonda utilizada). Posteriormente, los
filtros se secaron en papel Whatman. Una vez secos, estos se colocaron en una cdmara de
lavado y se agregaron 500 pL de soluciéon de lavado (1 X SET pre-calentado a la
temperatura de hibridacion), y se incubd durante 10 min a la temperatura de hibridacion.
Este procedimiento se repitié dos veces. Finalmente los filtros se secaron en papel
Whatman y se montaron en portaobjetos. Se agregaron 25 puL de SlowFade Light
(Molecular Probes) sobre el filtro y se coloco el cubreobjetos; las muestras se analizaron
con un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axioplan 2, microscopio equipado con set de
filtros Zeiss #10 para FITC (Fluorescein) excitacién: BP 450-490, beam splitter: FT 510,
emision: 515-565 vy filtro #02 para DAPI excitacion G 365, beam splitter: FT 395, emision:

LP 420. Las imagenes fueron captadas mediante la cdmara digital Axiocam.

Dentro de los parametros que se probaron para estandarizar la eficiencia y

especificidad de la sonda PmacuSSU destacan:

e Meétodo de fijacidon (solucidn etanol-salina o formaldehido-metanol)

e Tipo de filtro para el microscopio (long pass o band pass) (John et. al., 2005)

e Tipo de filtros (blancos o negros)

e Gradiente de formamida (0%-42%)

e Gradiente de temperatura (50 °C— 75 °C)

e Tratamiento enzimatico (Proteinasa K [1 mg/mL], Lisozima [1 mg/mL], combinacién

1:1 de ambas, incubando a 37 °C durante 30 min)
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e Tratamientos fisicoquimicos (etanol a 80 °C por 20 min) (Yokouchia et. al., 2003).
e Pruebas cruzadas, con especies del género Prorocentrum (P. hoffmannianum, P.

lima, P. minimum, P. micansy P. belizeanum).

6.4.4 Deteccion especie-especifica mediante PCR

Como se menciond en la seccion 6.3, se amplificaron fragmentos discretos del
ADNTr (Fig. 4) y ADNmt para identificar regiones especie-especificas para P. maculosumy P.
belizeanum. Por lo tanto, con las secuencias generadas en este estudio (Tabla Il) asi como
las secuencias disponibles en el GenBank, se llevd a cabo un analisis de alineamiento
multiple para las regiones ribosomales 185 SSU, ITS 1 -5.85- ITS 2, 28S LSU D1-D2 y Cytb
empleando el software Clustal X versiéon 2.0.11. Los alineamientos fueron editados
manualmente utilizando el software Bioedit versién 7.0.5.3 (Lasergene). Se determind que
dentro de la regién 18S SSU V1 se encontraba un fragmento de 250 pb idéneo para
discriminar entre estas dos especies. Por lo que se utilizé |la pareja de cebadores HAB SSU

1F+ ProbepBel (anexo 1), las condiciones de amplificacidén se presentan en el anexo 2.

6.5 Andlisis morfolégicos y moleculares

Se llevaron a cabo andlisis de microscopia electrénica de barrido (MEB),
microscopia de luz (ML) y andlisis filogenéticos con la finalidad de integrar herramientas

morfolégicas y moleculare para las especies de interés.

6.5.1 Andlisis de microscopia

6.5.1.1 Microscopia de luz (ML). Durante la fase media exponencial, para cada uno de los

cultivos de las especies de P. belizeanum, P. hoffmannianum 'y P. maculosum se
tomaron 2 mL y se fijaron con lugol (Andersen y Throndsen, 2004). Para las células fijadas,

se determind la posicidon y forma del nucleo y del pirenoide utilizando el microscopio
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Olympus BX43 (Olympus Co. Ltd., Tokio, Japan); se tomaron micrografias a 400 X con una

camara digital Micropublisher 3.3 RTV acoplada al microscopio.

6.5.1.2. Microscopia electrénica de barrido (MEB). Durante la fase media exponencial,

para cada uno de los cultivos de P. belizeanum, P. hoffmannianum y P. maculosum se
tomaron 2 mLy se fijaron con glutaraldehido 2.5% (concentracidn final) durante 1 h a 4 °C.
El sobrenadante se removid por centrifugacion y el pellet celular se lavé 3 veces con
buffer fosfato salino 1 X (0.14 M NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na,HPQOy,, 1.4 mM KH2PO,, pH
7.4) para eliminar los residuos de glutaraldehido. Posteriormente, para remover el
mucilago se siguid el procedimiento recomendado Takano y Matsuoka, 2011; con algunas
modificaciones. Las células fueron sometidas a un tratamiento con 2 N NaOH (1:1)
incubarondose durante 2 min a TA. Las células se lavaron 3 veces con PBS 1 X y, en el
ultimo paso, fueron resuspendidas en 50 uL of PBS 1 X y fijadas con tetroxido de osmio
(OsQg4) al 4% durante 2 h. a TA. Las células tratadas, se lavaron 5 veces con PBS 1 Xy 6
veces con agua destilada, para ser sometidas a un proceso de deshidratacién, utilizando
un gradiente de etanol de 30, 50, 70, 85, 95y 100%, incubando 12 min a 4 °C en cada paso
(el dltimo paso se repitio dos veces). Después del ultimo paso, las células fueron
concentradas cuidadosamente sobre filtros de policarbonato (Nucleopore MB 13 mm
diameter, 8 um pores; Corning Inc., NY, USA) y se secaron utilizando un secador a punto
critico un dryer Samdri-PVT-3B (Tousimis Research Corporation, Maryland, USA).
Finalmente, las células fueron recubiertas con oro (Desk Il (Denton Vacuum Inc, NJ, USA).
El material fue examinado con un microscopio electréonico de barrido Hitachi S-3000N
(Hitachi, Tokyo, Japan, Scanning Electron Microscopy) a 25 kV. Las micrografias fueron

procesadas mediante el software Quartz PCl (Quartz Imaging Co., Canada).

Se estimo el tamario de las células utilizando las imagenes de MEB promediando el
largo (L) y ancho(A) para 20 células (n=20), se estimé la relacion L/A, y el rango de
variacion de la relacién L/A se analizé mediante andlisis de varianza de una via (ANOVA)

con un nivel de significancia a= 0.05 y una prueba a posteriori Fisher LSD; estos andlisis
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fueron llevados a cabo utilizando el software Statistica ver. 8.0 (Statsoft Inc, Tulsa OK,
USA). Adicionalmente, la descripcion de la morfologia asi como la arquitectura del area
periflagellar de 15 células se analizé en base a la nomenclatura propuesta por Hoppenrath

etal. (2013).

6.5.2. Andlisis moleculares: distancia genética y filogenia

Se analizaron regiones de ADN de manera individual y concatenada con otros
fragmentos/regiones/genes. Nuestra base de datos consistio en las secuencias
nucleotidicas de las regiones: i) ITS 1-5.85 rDNA-ITS 2 y ii) 28S LSU D1-D2 obtenidas
mediante la amplificacion de fragmentos discretos (AFD) (seccidén 6.3) asi como las
secuencias de Prorocentrales bentdnicos disponibles en el genbank, el ciliado
Toxoplasmas gondii se selecciond como grupo externo (Anexo 3). Se utilizaron dos
conjuntos (sets) de alineamientos basados en su estructura secundaria utilizando los
software R-coffee (Moretti et al. 2008) para la regién de los ITS y el fragmento LSU D1D2
se alined basado en el alineamiento de estructura secundaria LSU rDNA de dinoflagelados
(provisto por Dr. Linda Medlin). Ambos alineamientos fueron refinados manualmente
utilizando el software BIOEDIT ver. 7.0.5.3. Posteriormente, los alineamientos obtenidos
se concatenaron (ITS1-5.85-1T2-28S D1D2) hasta obtener un alineamiento que consiste en
14 taxa y 1121 pb. Para los alineamientos individuales y concatenados, se estimaron los

valores de distancia genética no corregida (p) utilizando el programa MEGA 5.0

Todos los conjuntos de datos fueron analizados con jModelTest ver. 2.1.3 (Darriba et al.
2012) para seleccionar el modelo evolutivo éptimo; para el alineamiento ITS1-5.8-ITS2 el
modelo TrNef+G fue seleccionado, mientras que para el 285 LSU D1D2 se eligid el modelo
TrN+G, finalmente para el alineamiento concatenado ITS-LSU fue el modelo HKY+G todos
estos modelos fueron seleccionados utilizando el criterio de inferencia Bayesiano (BIC por
sus siglas en inglés Bayesian Inference Criteria). Los analisis bayesianos se llevaron a cabo

con MrBayes MPI ver. 3.1.2. Los arboles fueron generados utilizando Cadenas de Markov
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Monte Carlo (MCMC por sus siglas en inglés Markov Chain Monte Carlo) con 5, 000, 000
de generaciones, muestreando cada 100. Se generaron un arbol consenso de probabilidad
posterior por la regla de la mayoria del 50% después de la eliminacidon de 25% muestras
de arboles por la opcién default (burn-in trees). La topologia de los arboles se visualizd

utilizando el programa FigTree ver. 1.4.0.
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Tabla l. Listado de especies y condiciones de cultivo.

Condiciones de cultivo

Especie Clave Localidad Medio Ciclos de Re-
?: T°C luzy siembra
cuttivo oscuridad
A o g a Akashiwo sanguinea (Hirasaka) Hansen vy ASCQ-1 BACO GSe 20+ 3 12 28
Moestrup
6 ° m ° V Alexandrium margalefii, Balech AMCQ-1 BACO GSe 20+ 3 12 28
S] °m ° Cochlodinium polykrikoides, Margalef CPPV-1 BAPAZ GSe 25+ 3 12 28
] e H ° Ceratium balechii, Meave, Zamudio et. Okolodkov CBMV-1 BAMAZ f/24Se 20+ 3 12 28
] . ° V¥ Coolia monotis, Meunier CMPV-1 BAPAZ f/2+Se 20+ 3 12 28
] . ° Coolia monoti, Meunier CMHV-1 CUBA GSe 25+ 3 12 28
] | ° Gymnodinium catenatum, Graham GCCV-11 BACO GSe 20+ 3 12 28
O A o g ° Gymnodinium catenatum,Graham GCMV-2 BAMAZ GSe 20+ 3 12 28
2] ° ngyaulax spinifera, (Claparéde & Lachmann) 65CQ-1 BACO GSe 20+ 3 12 28
Diesing
6 °m ° Lingulodinium polyedrum, (Stein) Dodge LPCQ-1 BACO GSe 20+ 3 12 28
] ¥ e 0 @ Prorocentrum belizeanum, Faust PBHV-1 CUBA f/2+Se 25+ 3 12 28
e m] V¥ Prorocentrum belizeanum, Faust CCMP2633 Belice L1 25+ 3 12 28
S] o ¢ @ Prorocentrum lima, (Ehrenberg) Stein PLHV-1 CUBA GSe 20+ 3 12 28
" - . . .
2] (u] V'  Prorocentrum lima, (Ehrenberg) Stein PLG El EI:zz:rdélto £/245e 2543 12 28
e * 0 0 Prorocentrum maculosum, Faust PMHV-1 CUBA f/2+Se 25+ 3 12 28
n .
(3] n @V ProrOf:entrum rhathymum, Loeblich, Sherley & PXPV-1 BAPAZ GSe 20+ 3 12 28
Schmidt
* o O @ i
e n 0 ProroFentrum rhathymum, Loeblich, Sherley & PXHV-1 CUBA £/2+5e 20+ 3 12 28
Schmidt
S] m ¥ ° 0O 0 @ V Prorocentrum minimum, (Pavillard) Schiller PIPV-1 BAPAZ GSe 20+ 3 12 28
2] V  Prorocentrum hoffmannianum, Faust CCMP683 Florida L1 25+ 3 12 28
S] V'  Prorocentrum hoffmannianum, Faust Faust Florida L1 20+ 3 12 28
o n Protocerat/urr; retlgulatum, (Claparéde & PRPV-1 BAPAZ GSe 20+ 3 12 28
Lachmann) Bitschli




Nota:

°c 0 e > O

«4® <0

Fuente: (http://www.cibnor.gob.mx/eplantl.php?paglD=colecciones/codimar/codimar), https://ncma.bigelow.org/)

Especies utilizadas para la amplificacion de fragmentos discretos (AFD)
Especies utilizadas para amplificar el fragmento 185 SSU V4 mediante CE-SSCP
Especies utilizadas para amplificar el fragmento 28S LSU D2 mediante CE-SSCP
Especies utilizadas para amplificar el fragmento 285 LSU D7 mediante CE-SSCP
Especies utilizadas para amplificar el fragmento 185 SSU V4 mediante HRM
Especies utilizadas para amplificar el fragmento 285 LSU D2 mediante HRM
Especies utilizadas para amplificar el fragmento 285 LSU D7 mediante HRM
Especies utilizadas para amplificar el fragmento 28S LSU D5 mediante HRM
Especies utilizadas para amplificar el fragmento ITS 1 e ITS 2 mediante HRM
Especies utilizadas para identificacion especie especifica (IES) mediante PCR
BACO, Bahia Concepcién; BAPAZ, Bahia de la Paz; BAMAZ, Bahia Mazatlan
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285 LSU
185 S5U
1800 pb D1D2 350 pb
185 55U v1 185- 28515U D1
250 pb 1400 pb
185 v4 ITS 1 ITS2  285LSU D1 285 28§
350 pb 312pb 380 pb 389 pb LSU D5 LSU D7

153 ph 200 pb

Figura 4. Modelo de un fragmento de ADN ribosomal. Los bloques amarillos representan la amplificacidon de fragmentos discretos
(AFD) utilizados para el disefio de sondas de hibridacion y cebadores especie-especificos, los bloques azules representan los

fragmentos utilizados para la medotodogia CE-SSCP, los bloques verdes representan fragmentos utilizados en la metodologia de
HRM vy el bloque purpura representa el fragmento utilizado para IES.



7. RESULTADOS

7.1 Amplificacion de fragmentos especificos mediante PCR
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A partir de la amplificacion de fragmentos discretos mediante PCR, se obtuvieron

45 secuencias para los genes ribosomales 18S SSU, ITS 1-5.85-ITS 2, 285 LSU D1-D3 y 28S

LSU D5-D8 y 13 secuencias para el gen mitocondrial Cytb (Tabla Il). Los tamanos de las

secuencias fueron variables (327 a 3619 pb).

Tabla Il. Registro de secuencias de ADN obtenidas durante este estudio.

Especie Cepa Region Tamaio Numero de acceso
fragmento (pb) Genbank
Alexandrium AMCQ-1 SSU-LSU 2583 Q616827
margalefii LSU D5-D8 985 1Q638948
Cytb 328 KJ410753
Akashiwo ASPV-1 LSU D1-D2 587 1Q616840
sanguinea LSU D5-D6 495 JQ616839
LSU D7-D8 333 JQ616838
Ceratium balechii CBMV-1 SSU-LSU 1297 Q638944
SSuU 339 JQ638929
LSU D5-D8 1105 1Q638947
Cochlodinium CPPV-1 SSU-LSU 3619 1Q616826
polykrikoides LSU D5-D8 1073 JQ616831
Cytb 328 KJ410749
Coolia monotis CMHV-1 5.8S-LSU 864 JQ638942
SsuU 566 Q616828
CMPV-1 5.8S-LSU 995 JQ638943
SsuU 1047 JQ638931
Gymnodinium GCCV-11 SSU-LSU 1965 1Q616825
catenatum SSuU 597 JQ616829
LSU D5-D8 1077 1Q616844
GCMV-2 SSU-LSU 1389 1Q638941
SsuU 936 JQ638928
LSU D5-D8 1077 ]Q616841




Tabla Il. Continuacidn
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Regién Tamaio Numero de acceso
fragmento (pb) Genbank
Especie

Gonyaulax GSCQ-1 ITS-LSU 2288 JQ638936
spinifera SSuU 833 JQ638933
Lingulodinium LPCQ-1 SSU-LSU 3022 Q616824
polyedrum LSU D5-D8 1063 JQ616830
Prorocentrum PBHV-1 SSU-LSU 2962 1Q638934
belizeanum LSU D5-D8 671 JQ638946
Cytb 327 KF885219
CCMP2633 SSU-LSU 2964 KF885226
CcoB 327 KF885221
Prorocentrum CCMP683 SSU-LSU 2963 KF885225
hoffmannianum Cytb 327 KF885223
CCMP2804 SSU-LSU 2946 KF885224
Cytb 327 KF885222
Prorocentrum PLHV-1 SSuU 643 1Q638930
lima LSU D5-D8 1093 Q616843
LSU D1-D2 1189 1Q616842
Cytb 327 KJ410748
PBT Cytb 328 KJ410750
PLC16 Cytb 328 KJ410752
PL6 5.85-LSU D1- 1486 Q616837

D3
LSU D5-D8 1086 Q616836
Cytb 327 KJ410755
Prorocentrum PIPV-1 SSU-LSU 3433 1Q616823
minimum LSU D5-D8 1145 Q616845
Prorocentrum PMHV-1 SSU-LSU 3500 JQ638940
maculosum LSU D5-D8 1090 JQ638945
Cytb 327 KF885220
Prorocentrum PXPV-1 SSU-LSU 3376 1Q616822
rhathymum LSU D5-D8 1074 Q616832
Cytb 327 KJ410751
PXHV-1 SSU-LSU 2499 JQ638938
LSU D5-D8 1074 JQ616833
Cytb 327 KJ410754
Protoceratium PRPV-1 SSU-LSU 1870 JQ638939
reticulatum LSU D1-D2 396 JQ616834
LSU D5-D8 644 JQ616835
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7.2 Andlisis de comunidades

7.2.1 Andlisis individual de cultivos de dinoflagelados, mediante CE-SSCP (Herrera et al.
2013)

Con base a la tasa de evolucion del ADN ribosomal (ADNr), se seleccionaron tres
regiones de genes ribosomales altamente variables para su evaluacion mediante CE-SSCP.
Utilizando oligos universales para eucariontes, que amplifican la region 18S SSU V4 (Fig.
5), se obtuvo un amplicén de 350 pb a partir del ADN gendmico extraido de cultivos puros
de A. sanguinea (ASPV-1) y G. catenatum (GCMV-2). Al analizar estos productos mediante
CE-SSCP, se observan multiples picos de fluorescencia para ambas especies, sin embargo,
si el analisis de datos se realiza considerando Unicamente los picos mas altos, las especies

individuales pueden resolverse.
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Tiempo de migracion (Unidades arbitrarias)

Intensidad de fluorescencia (Unidades arbitrarias)

Figura 5. Perfil de separacién del fragmento 18S SSU V4 (359 pb) mediante CE-SSCP. A) A.
sanguinea (rojo) y B) G. catenatum (verde). Picos color negro representan el estandar de
migracion interno. Tiempo de migracién (eje de las X) e intensidad de fluorescencia (eje de
las Y) estan indicadas en unidades arbitrarias proporcionadas por el software GenScan.
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Dados estos resultados, la region variable 28S LSU D2 fue amplificada para varias especies,
obteniendo en todos los casos amplicones de 389 pb. En la Figura 6 se muestra el
resultado obtenido a partir de los amplicones de A. margalefii (AMCQ-1), A. sanguinea
(ASPV-1), C. monotis (CMHV-1), G. catenatum (GCMV-2), L. polyedrum (LPCQ-1), C.
polykrikoides (CPPV-1) y C. balechii (CBMV-1), en el que se observa que todos los picos se

traslapan, a excepcién del correspondiente a G. catenatum que claramente se resuelve.
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Figura 6. Perfil de separacion del fragmento 28S LSU D2 (389 pb) mediante CE-SSCP. A) G.
catenatum (GCMV-2), B) A. sanguinea (ASPV-1), C) A. margalefii (AMCQ-1), D) L.
polyedrum (LPCQ-1), E) C. polykrikoides (CPPV-1), y F) C. balechii (CBMV-1). Tiempo de
migracion (eje de las X) e intensidad de fluorescencia (eje de las Y) estan indicadas en
unidades arbitrarias proporcionadas por el software GenScan.

Cuando se analizé la region 28S LSU D7 se obtuvo un amplicén de 200 pb. En la Figura 7 se
muestra el electroferograma de los amplicones D7 para las especies A. margalefii (AMCQ-

1), A. sanguinea (ASPV-1), P. minimum (PIPV-1), P. rhathymum (PXHV-1), P. reticulatum
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(PRPV-1) vy L. polyedrum (LPCQ-1). En esta figura se pueden distinguir facilmente cada una

de las especies analizadas, basicamente en funcién del tiempo de retencién (Fig. 8).
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Figura 7. Perfil de separacién del fragmento 28S LSU D7 (200 pb) mediante CE-SSCP. A) A.
margalefii (AMCQ-1), B) A. sanguinea (ASPV-1), C) C. balechii (CBMV-1), D) C. polykrikoides
(CPPV-1), E) P. minimum (PIPV-1), F) P. rhathymum (PXHV-1), G) P. reticulatum (PRPV-1),
H) L. polyedrum (LPCQ-1) y I) G. catenatum (GCCV-1). Tiempo de migracion (eje de las X) e
intensidad de fluorescencia (eje de las Y) estan indicadas en unidades arbitrarias
proporcionadas por el software GenScan.

Con base en los resultados altamente resolutivos para diferentes especies, este fragmento
se usé para analizar varias cepas de la misma especie, con la finalidad de probar el poder
resolutivo intraespecifico en CE-SSCP. En el caso de P. rhathymum (cepas PXHV-1 y PXPV-
1), no se mostraron diferencias entre las diferentes cepas, ya que la especie fue
reconocida como un mismo pico (Fig. 8B), mientras que en el caso de G. catenatum
(cepas GCMV-2 y GCCV-11) la presencia de multiples picos se observéd para ambas cepas
(conservando el mismo patrén de picos), aun cuando las condiciones de amplificacién

fueron optimizadas (Fig. 8A).
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Figura 8. Perfil de separacion del fragmento 28S LSU D7 (200 pb) mediante CE-SSCP,
probando diferentes cepas/aislamientos de la misma especie. Tiempo de migracion (eje
de las X) e intensidad de fluorescencia (eje de las Y) estdn indicadas en unidades
arbitrarias proporcionadas por el software GenScan. Panel A) G. catenatum (GCCV-11 y
GCMV-2); Panel B) P. rhathymum (PXPV-1y PXHV-1).

7.2.2 Andlisis de comunidades mediante HRM

Bajo la premisa de la alta variabilidad de algunas regiones ribosomales como son
los dominios 18S SSU V4 y 28S LSU D2, estas regiones fueron amplificadas por PCR y
subsecuentemente sometidas a andlisis de disociacién utilizando la metodologia HRM.
Utilizando oligos universales para eucariontes se obtuvo un amplicén de 350 pb (18S V4,
Fig. 4) a partir de ADN gendmico extraido de cultivos de P. belizeanum (PBHV-1), P.
minimum (PIPV-1), P. lima (PLHV-1), P. maculosum (PBHV-1) y P. rathymum (PXHV-1). El
perfil de disociacion (Fig. 9) muestra multiples picos de fluorescencia (comparable para
todas especies); las temperaturas de disociaciéon para cada especie se presentan en la

Tabla lll.

La regioén variable D2 fue amplificada para varias especies, generando para todos

los casos amplicones de 389 pb. En la Figura 10 se muestra el perfil de disociacion de los
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picos obtenidos para cada especie mientras que en la Tabla lll, se presenta la temperatura

de disociacidn correspondiente a estos picos.

Unidades Relativas de Fluorescencia

Temperatura °C
Figura 9. Perfil de disociacion HRM del fragmento 185 SSU V4. P. belizeanum (mPBHV-1), P.

minimum (mPIPV-1), P. lima (mPLHV-1), P. maculosum (mPBHV-1) y P. rhathynum (mPXHV-
1).

"‘—--.._._.___-‘1_-.
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Figura 10. Perfil de disociacion HRM del fragmento 28S LSU D2. A. margalefii (mAMCQ-1),
A. sanguinea (mASPV-1), C. balechii (mCBMV-1), C. polykrikoides (mCPPV-1), C. monotis
(mCMHV-1y = CMPV-1), G. catenatum (mGCCV-11 y mGCMV-2), G. spinifera (mGSCQ-1), L.
polyedrum (mLPCQ-1), P. belizeanum (mPBHV-1) P. minimum (mPIPV-1), P. maculosum,
(- PMHV-1), P. reticulatum (= PRPV-1), y P. rhathymum (mPXHV-1).
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Tabla lll. Temperaturas de disociacidn obtenidas para los fragmentos 18S SSU V4, 28S LSU
D2, 28S LSU D5, 28SLSU D7, ITS 1 e ITS 2.

Especie

Temperatura de disociacion (° C)

Pico 1

Pico 2

Pico 3

Region

Cepa

P. belizeanum PBHV-1 76.55 83.73
S || P.minimum PIPV-1 75.45 83.68
é P. lima PLHV-1 79.5 83.5
§ P. rhathymum PXHV-1 75.55 83.8
P. maculosum PMHV-1 79.1 83.6
A. margalefii AMCQ-1 87.08
|| A sanguinea ASCQ-1 87.05
C. balechii CBMV-1 87.15
C. monotis CMHV-1 86.85
|| C monotis CMPV-1 86.98
C. polykrikoides CPPV-1 86.95
a G. catenatum GCCV-11 87.45
g G. catenatum GCMV-2 82.88 83.6 87.45
§ G. spinifera GScQ-1 87.32
L. polyedrum LPCQ-1 87.12
P. belizeanum PBHV-1 87.1
P. minimum PIPV-1 87.17
P. maculosum PMHV-1 87.27
P. reticulatum PRPV-1 87.23
P. rhathymum PXHV-1 87.1
l P. minimum PIPV-1 85.75
a P. rhathymum PXHV-1 85.67
2 P. belizeanum PBHV-1 87.55
§ P. maculosum PMHV-1 87.45
P. lima PLHV-1 87.40
P. rhathymum PXPV-1 84.90
P. rhathymum PXHV-1 84.90
~ P. minimum PIPV-1 85.10
g P. maculosum PMHV-1 86.04
3 P. lima PLHV-1 85.90
& P. lima PL6 85.96
P. lima PBT 86.10
Proro. Mix ProroMix 85.10
P. rhathymum PXHV-1 85.76 86.86 87.94
P. rhathymum PXPV-1 85.24 86.70
P. minimum PIPV-1 87.24
- P. belizeanum PBHV-1 88.50
E Proro mix 87.20
P. lima PLHV-1 85.16 86.40 87.654
P. lima PL6 86.26 87.10
P. lima PBT 86.30
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P. rhathymum PXPV-1 87.68
P. rhathymum PXHV-1 87.90
P. minimum PIPV-1 87.68
~ P. belizeanum PBHV-1 88.76
E Proro mix 87.68
P. lima PLHV-1 87.04
P. lima PL6 87.54
P. lima PBT 87.06

7.2.3. Identificacion de especies pertenecientes al género Prorocentrum, mediante HRM.

Se decidié emplear la técnica de HRM para la identificacion de especies del género
Prorocentrum, debido a que de este grupo se tiene un mayor nimero de especies; lo cual
permitiria retar la sensibilidad de esta metodologia y aportar informacién sobre este
género. En la Figura 11, se presentan los perfiles de disociacion obtenidos para las
regiones 28S LSU D5 (138 pb), 28S LSU D7 (180 pb), ITS 1 (320 pb) e ITS 2 (380 pb)
respectivamente. En la Tabla Ill se presentan las temperaturas de disociacién generada

para cada especie de acuerdo a la region analizada.

En la Figura 11, panel A y B, se puede observar en los perfiles de disociacién
correspondientes a los fragmentos 285 LSU D5 y 28S LSU D7 una clara separacién de dos
grupos, basada en los habitos de estos organismos, es decir, un grupo perteneciente a los
Prorocentrales bentdnicos y otro a los Prorocentrales planctdnicos. Por otra parte el perfil
de HRM del fragmento del ITS 1 (Fig. 11 C) se generan multiples picos para algunas de las
especies, mientras que el perfil del fragmento ITS 2 (Fig. 11 D) se obtuvieron picos unicos
para las especies, incluso es posible separar 3 cepas de la especie P. lima, asi como una
ligera separacion entre las 2 cepas de P. rhathymum; sin embargo, no se logrd obtener

una separacion optima de las cepas de habitos plancténicos P. minimum y P. rhathymum.

7.2.3.1 Andlisis de secuencias. Con base en los perfiles HMR obtenidos para los

fragmentos 28S LSU D5, 28S LSU D7, ITS1 e ITS2, se considerd necesario obtener sus
secuencias, con la finalidad de corroborar y comprender los resultados obtenidos. Las

secuencias obtenidas para el fragmento ITS2, no presentan homologia con las secuencias
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registradas en la base de datos del GenBank, por lo que fue necesario ligar en vector y
clonar este fragmento. Mediante este procedimiento se hizo evidente la presencia de
multiples copias de este fragmento, especificamente en P. minimum y P. lima (PL6) (datos
no presentados). Para los fragmentos 285 LSU D5, 28S LSU D7, ITS1 e ITS2. Se realizé un

analisis de composicion de bases de las secuencias (Tabla IV).
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Figura 11. Perfil de HRM para los fragmentos: A) 28S LSU D5, B) 285 LSU D7, C) ITS 1 y D)
ITS 2. A) P. rhathymum | ), P. minimum (PIPV-1), P. belizeanum ( ), P.
maculosum (PMHV-1) y P. lima ( ); B) P. rhathymum (PXPV-1, ), P. minimum
(PIPV-1), P. maculosum (PMHV-1), P. lima (PLHV-1, PL6, PBT) y mezcla de Prorocentrales
(Proromix); C) P. rhathymum (PXPV-1y PXHV-1), P. minimum (PIPV-1), P. maculosum
(PMHV-1), P. belizeanum (PBHV-1), P. lima ( PL6, PLHV) y Mezcla de Prorocentrales
( ); D). P. rhathymum (PXPV-1y PXHV-1), P. minimum (PIPV-1), P. maculosum
(PMHV-1) P. belizeanum (PBHV-1), P. lima ( PL6, PLHV) y Mezcla de Prorocentrales

( )-
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Tabla IV. Analisis de composicion de secuencias nucleotidicas para los fragmentos 28S LSU
D5,285LSUD7elITS 1

Especie

Cepa

Tamaio

(pb)

G

C

GC%

A

T

Prorocentrum rhathymum | PXPV-1 153 51|29 |523 35|38
Prorocentrum rhathymum | PXHV-1 153 5129|523 35|38
a Prorocentrunm minimum | PIPV-1 153 50|30 |52.3 36|37
3 Prorocentrum lima PLHV-1 153 53133 |56.2 35|32
§ Prorocentrum lima PL6 153 |54 |33 (56.9 3432
Prorocentrum lima PBT 153 54 133|569 34|32
Prorocentrum maculosum | PMHV-1 153 55|32 |56.8 34|32
Prorocentrum rhathymum | PXPV-1 200 47 |51 | 49 |48 |54
Prorocentrum rhathymum | PXHV-1 200 47 |51 | 49 |48 |54
o Prorocentrunm minimum | PIPV-1 199 48 | 52 | 50.2 | 44 | 55
3 Prorocentrum lima PLHV-1 198 50|50|49.1 |42 |56
§ Prorocentrum lima PL6 198 50|50|49.1 |42 |56
Prorocentrum lima PBT 198 50|50 |49.1 42|56
Prorocentrum maculosum | PMHV-1 198 50|51 |51.1 42|55
Prorocentrum rhathymum | PXPV-1 303 78 | 73 | 49.8 | 64 | 88
Prorocentrum rhathymum | PXHV-1 306 83|76 |51.9 | 65|82
Prorocentrunm minimum | PIPV-1 300 8275|523 (64|79
E Prorocentrum lima PL6 292 87 |66 |52.4 65|74
Prorocentrum lima PBT 293 87 |67 |526 |64 |75
Prorocentrum maculosum | PMHV-1 289 78149 | 44 |66 |96
Prorocentrum belizeanum | PBHV-1 285 91 |69 | 56.1 | 59 | 66

Las regiones 28S LSU D5 y

Prorocentrales bentdnicos (100%

28S LSU D7 estan altamente conservadas en los

similitud),

mientras que en

los Prorocentrales

plancténicos se presentan 3 o 4 sustituciones en las secuencias nucleotidicas; estos

resultados son consistentes con los obtenidos mediante HRM. Sin embargo, es importante

mencionar que esta informacién no es de utilidad para llevar a cabo la diferenciacion de

estas especies. En el caso de la region del ITS 1, se observa una gran variabilidad entre las

especies plancténicas y bentonicas, esto puede deberse al tamafio del fragmento (310 pb.
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aprox.) por lo que se generan multiples picos o probablemente este resultado puede
deberse al alineamiento inespecifico de los cebadores y/o a la generacion de dimeros (ya
que se trabajé con cebadores degenerados). La composicién de nucledtidos de los
fragmentos evidencia las diferencias observadas entre las curvas de disociacion de P.

maculosum (PMHV-1), P. minimum (PIPV-1), P. belizeanum (PBHV-1) y P. lima (PBT).

7.3 Deteccidon especie-especifica mediante métodos de hibridacion

7.3.1 Disefio de sondas de hibridacion para la identificacion especie especifica de

dinoflagelados del género Prorocentrum

En la Tabla V se muestran las caracteristicas generales de los dos lotes de las
sondas oligonucleotidicas disefiadas con el software ARB, tomando como base las
secuencias completas y parciales de las subunidades ribosomales pequena (18S SSU) vy
grande (28S LSU) de dinoflagelados disponibles en las bases de datos internacionales y las
generadas en este estudio. En total, se disefiaron diez sondas especie especificas para P.
belizeanum, P. maculosum y P. rhathymum, asi como tres sondas para identificacion de

Prorocentrales basado en sus habitos (planctonicos y bentdnicos, respectivamente).

Una vez que las sondas fueron disefiadas, se utilizé la funcién Probe Design (ARB) para
considerar el nimero de disparidades (mistmatches) con secuencias no flanqueantes, asi
como su posicion (al centro o en los extremos de la sonda). La especificidad tedrica de las
sondas fue calculada utilizando la funcion Match (ARB), para aplicarse en formato de
microarreglo (primer lote) y en formato de células completas (WCFISH) en filtros de

policarbonato (segundo lote de sondas).
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7.3.2 Pruebas de especificidad de sondas de hibridacion para la identificacion especie

especifica de dinoflagelados del género Prorocentrum en formato de microarreglo

Como se menciond anteriormente, para determinar la especificidad del primer lote
de sondas se uso la primera version del microarreglo generado en el “MIDTAL Project”;
este microarreglo incluye sondas especificas para varias especies formadoras de FAN. En
las Figuras 12 y 13, se presentan los resultados obtenidos para la hibridacién en el
microarreglo, utilizando ARN de las especies de P. lima (Fig. 12) y P. micans (Fig. 13),
respectivamente. De manera general, podemos resumir que se obtuvo reconocimiento
inespecifico para todas las sondas del primer lote, Unicamente se selecciond la sonda de
los especifica para los Prorocentrales bentdnicos, la cual fue incluida en la version 3.0 del
microarreglo del proyecto MIDTAL. Debido a la baja especificidad del primer lote de
sondas, se disefid un segundo lote de sondas para las especies P. maculosum y P.

belizeanum.

7.3.3 Pruebas de especificidad de sondas de hibridacion para la identificacion especie
especifica de dinoflagelados del género Prorocentrum, formato de WC-FISH en filtros de

policarbonato.

Un problema recurrente en la metodologia WC-FISH es cuando la sefal de
autofluorescencia de las células es tan fuerte que enmascara la sefial de hibridacion.
Debido a ello en este estudio se utilizaron filtros “long pass”, ya que estos permiten
discernir entre la sefial de autofluorescencia de la verdadera sefial de la sonda. Este paso

es esencial para llevar a cabo la estandarizacién de la metodologia WC-FISH.

Al llevar a cabo la estandarizacién de las condiciones de hibridacién en filtros de
policarbonato utilizando la sonda PmacuSSU, se observd que uno de los cuellos de botella
es la alta sefial de autofluorescencia de P. maculosum, la cual fue evidenciada con los
filtros “long pass” (Fig. 14). Bajo las condiciones experimentales probadas, se determind

que las mejores condiciones para la hibridacién y deteccién de la sonda PmacuSSU son:
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fijacion de las muestras con formaldehido al 1.9%, incubando durante toda la noche con
metanol (Fig. 15). Temperatura de hibridacion de 50 °C (Fig. 16), incorporando el pre-
tratamiento fisico de las células, incubando a 80 °C por 20 min en etanol al 50% (Fig. 17).
Finalmente, se llevaron a cabo pruebas de hibridacién cruzadas (Fig. 18) en donde puede
apreciarse que hay una mayor intensidad en la sefial de FITC cuando se utilizé la sonda

Plim02 en comparacién con la sefal obtenida para la sonda PmacuSSU.



Lote

Nombre
sonda

Tabla V. Sondas de hibridaciéon disefiadas para el grupo de Prorocentrales

Especificidad

Secuencia

49

Tamaino

(Pb)

Proro Benthic | Prorocentrales 5’-GAUGCCCAGAUCAAGCCAGAUGCUC-3’ 25
1 bentodnicos
Proro Benthic 5’-CCAACUAUCCCCAUUGACCAUUACC-3’ 25
2
Bel&mac P. maculosumy P. 5’-AUUUAUCGCCAGCGGACGCCAUACG-3’ 25
belizeanum
% Proro P. maculosum 5’-UUCCCCGUUCAUUCGCGCAUUACUG-3’ 25
- maculosum
3 Proro mac 2 5’-UGGUGCCCUUUAUCCAAGAGGCCCGCACCUGC-3’ 32
Pro P. belizeanum 5’-GAGAGCUGCAGAGUUGAA-3’ 18
Belizeanum
Planctonicos Prorocentrales 5’- UUCAAGGCGUAAGCCUGVUUGAAAC-3’ 25
plancténicos
Prmex 1 P. 5’-GACAAGAAGCGCUGCAACCAGACAC-3’ 25
Prmex 2 rhathymum/mexicanum | 5’-UGUGUCAGGGAAACGCCCAGUCACC-3’ 25
PmacuSSuU P. maculosum 5’-TCACCGAAGGGCCAGGCA-3’ 18
o Pmacu P. belizeanum 5’-TCACCGAATGGCCAGGCA-3’ 18
§ competitor
S PbelSSU P. belizeanum 5’-TCACCGAATGGCCAGGCA-3’ 18
o Pbel P. maculosum 5’-TCACCGAAGGGCCAGGCA-3’ 18
competitor
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Figura 12. Imagenes del lector de microarreglo hibridando a 45 °C, utilizando ARN de la especie Prorocentrum lima (558C). Las
sondas disefiadas se encuentran en el lado izquierdo de la figura, indicando su ubicacién con los siguientes niumeros: 1) Proro Benthic
1, 2) Proro Benthic 2, 3) Bel&mac, 4) Proro maculosum, 5) Proro mac 2, 6) Pro Belizeanum, 7) Plancténicos, 8) Prmex 1y 9) Prmex 2.
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Figura 13. Imagenes del lector de microarreglo hibridando a 45 °C, utilizando ARN de P. micans (97B). Las sondas disefiadas se
encuentran en el lado izquierdo de la figura, indicando su ubicacidn con los siguientes numeros: 1) Proro Benthic 1, 2) Proro Benthic
2, 3) Bel&mac, 4) Proro maculosum, 5) Proro mac 2, 6) Pro Belizeanum, 7) Plancténicos, 8) Prmex 1y 9) Prmex 2.
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Figura 14. Control de auto fluorescencia (sin sonda) de las células de Prorocentrum
maculosum, visualizada con filtros “long pass”. Las células se fijaron con solucién etanol-
salina durante 1 h. a TA y posteriormente se incubaron en dimetilformamida al 50% a TA.
Panel A, Seiial de DAPI, tiempo de exposicién 660.0 ms; Panel B, Seial de FITC, tiempo de
exposicidén 1.19 s; Panel C, sefial de naranja de acridina (AO), tiempo de exposicion 1.59 s.
Los puntos rojos observados en el panel A, representan el contenido de clorofila en las
células.
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Figura 15. Control de auto fluorescencia (sin sonda) de Prorocentrum maculosum,
visualizada con filtros “long pass”. Las células se fijaron en formaldehido al 1.9% durante 1
h en hielo, posteriormente se incubaron metanol durante toda la noche. Panel A, sefial de
DAPI, tiempo de exposicidon 130.2 ms; Panel B, sefial de FITC, tiempo de exposiciéon 1.19 s;
Panel C, sefial de naranja de acridina (AO), tiempo de exposicién 1.59 s. La sefial de auto
fluorescencia se reduce considerablemente en comparaciéon con el método de fijacion
utilizando solucién etanol-salina.
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NO PROBE

Figura 16. Gradiente de temperatura para la sonda PmacuSSU. Las células de P.
maculosum fueron fijadas con la solucion etanol-salina. El circulo azul indica la mejor
temperatura de hibridacion.
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No treatment EUK probe Lysozyme EUK probe No probe, Lysozyme

80 ° C, EUK probe

Lysozyme Pmacu probe
L s 80° C, Pmacu probe 80 ° C No probe

20 ym

Figura 17. Seial de FITC, obtenida mediante pre-tratamientos fisicos, quimicos vy
enzimaticos a las células de P. maculosum, utilizados para mejorar la sefial de hibridacién
de la sonda PmacuSSU. P. maculosum fue fijada con formaldehido-metanol.



56

NO probe Euk probe

Plima02 probe Pmacu Probe

Figura 18. Sefial de FITC, obtenida en pruebas de hibridacion cruzada para la sonda
PmacuSSU. Utilizando una mezcla de las especies P. minimum, P. micans, P. lima (grupos
externos) asi como P. maculosum (PMHV-1). Las células fueron fijadas con el método de
formaldehido-metanol. Flechas punteadas corresponden a P. lima, Flechas continuas P.
minimum 'y el tridngulo corresponde a P. maculosum. Unicamente en el panel superior
derecho se encuentra una célula de P. micans. Cepas proporcionadas por la Dra. Lucie
Maranda (Universidad de Rhode Island, EUA).
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7.4 Disefio y estandarizacion de cebadores para la identificacion especie especifica de
dinoflagelados del género Prorocentrum, mediante PCR

Utilizando la pareja de cebadores HAB SSU 1F + ProbepBel y ADN gendmico para
las especies seleccionadas (Tabla Il), se llevaron a cabo pruebas cruzadas para la
identificacion especie-especifica de P. maculosum. Se amplificé un fragmento de 250 pb,

mediante PCR punto final. Los resultados se presentan en la Figura 19.

Figura 19. Amplificacién de fragmento del 185 SSU V1 (250 pb) mediate PCR punto final.
1) A. margalefii (AMCQ-1); 2) C. monotis (CMPV-1); 3) P. hoffmannianum (CCMP 683); 4)
P. belizeanum (CCMP 2633); 5) P. hoffmannianum (CCMP 2804); 6) P. minimum (PIPV-1);
7) P. lima (PL6); 8) P. rhathymum (PXPV-1); 9) P. maculosum (PMHV-1; +); 10 -11) (-)
Negativo. M) Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen).

Para el control positivo (Fig. 19 linea 9, P. maculosum) se obtuvo una amplificén del

tamafiio esperado, sin embargo, se puede observar que con este par de cebadores no se
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observa especificidad suficiente, ya que se obtuvo un amplicén del mismo tamafio para P.
hoffmannianum 'y P. belizeanum, las cuales son especies filogenéticamente cercanas a P.
maculosum. Mientras que, para la especies utilizada como grupo externo (A. margalefii)
se presentd la amplificacion de dos fragmentos, uno de aproximadamente 1000 pb

mientras que el segundo amplicdn corresponde al tamafio esperado (250 pb).

7.5 Andlisis morfoldgicos y moleculares (Herrera et al. 2014 en progreso)

7.5.1 Descripcion morfoldgica de las especiesProrocentrum belizeanum y Prorocentrum

hoffmannianum.

7.5.1.1 Prorocentrum belizeanum. El tamano de las células de P. belizeanum fue variable

(Fig. 20 y 21, paneles a y b). El largo de la valva fue de 34.10 — 48.40 um (media, 43.13 +
3.01 um, n= 20) y ancho 29.90 — 44.40 um (media, 34.83 + 2.52). Las células son mas
amplias en la parte media, haciéndose mas estrechas en la regidén anterior y redondeada
en el margen posterior. La variacidon en la forma de las células expresada como relacion
L/A presentd valores entre 1.11y 1.38 (media, 1.24 + 0.072) (Fig. 22). La relacion L/A fue
significativamente diferente entre los cultivos de P. belizeanum (Anova de una via; F=
10.12, P<0.05).

La superficie de las valvas presentd ornamentacion profunda (reticulata foveata) (Figs. 20
y 21, paneles a y b). El patrén de depresiones fue denso, observandose depresiones con
tamafios en un rango de 0.610 — 1.250 um (media 0.803 + 0.145 n=40) y forma variables:
alargada, redonda u oval. Se observaron poros dentro de las depresiones (Fig. 23, paneles
ay b). El nUmero promedio de depresiones por valva varié entre 672 - 1050 (media, 867 +
100.96, n = 12). El area periflagelar de P. belizeanum presenta forma de “V” amplia (wide
V), con un largo de 3.57 — 6.00 um (media 4.61 um * 0.53, n =20) (Fig. 26, paneles a y b).
La banda intercalar (Fig. 24, paneles a y b) y la arquitectura del area periflagellar (Fig. 26,
paneles a y b), asi como la forma y posicionamiento del nucleo (Fig. 27) son iguales a la

descripcién de P. hoffmannianum presentada a continuacién.
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7.5.1.2 P. hoffmannianum. El tamano de las células de P. hoffmannianum fue variable

(Figs. 20 y 21, paneles cy d). El largo de la valva fue de 35.40 — 49.20 um (media, 44.15 *
2.94 um, n=20) y ancho 28.70 — 44.0 um (media, 36.61 + 3.19, n=20). Las células son mas
amplias en la parte media, haciéndose mas estrechas en la regidén anterior y redondeada
en el margen posterior. La variacion en la forma de la célula expresada como relacion L/A
presentd valores entre 1.10y 1.35 (media 1.22 + 0.074) (Fig. 22).

La superficie de las valvas presentd una ormamentacién profunda (reticulate foveate)
(Figs. 20 y 21, paneles c y d). El patrén de depresiones fue denso, observdndose
depresiones con tamafio de 0.40 — 0.75 um (media 0.67 + 0.052. n=40) y forma variables,
presentdndose desde alargada, redonda u ovalada. Se observaron pequefios poros dentro
de las depresiones (Fig. 23, paneles c y d). El nUmero promedio de depresiones por valva
vario entre 855 — 1013 um (media 919.89 + 59.82, n =10). La banda intercalar (Fig. 24,
paneles cy d) es lisa y aparece como cresta (ridge) alrededor de la célula. La valva derecha
presenta una indentacion en donde se encuentran las placas periflagelares (Fig. 20,

paneles cy d).

El drea periflagelar de P. hoffmannianum presenta forma de “V” amplia (wide V-shape),
con un largo de 3.88 — 5.95 um (media, 8.06 um % 0.77, n =20) (Fig. 26, paneles c y d). Se
observé un borde engrosado (thick flange) rodeando el area periflagellar. El collar
periflagelar (platelet list) rodea los poros flagelar (pf) y accesorio (pa). El margen de la
valva izquierda exhibe un collar que va desde ensanchado (flared), aplanado (flattened) o
curvo, el cual rodea el area periflagellar (Fig.23, paneles c y d). La forma y tamano del
collar se observé que puede variar dentro del cultivo. El area periflagelar (Fig. 26) esta
compuesta por ocho placas y dos poros periflagelares. El poro flagelar (pf) es mas grande
qgue el poro accesorio (pa). Para la comparacion las placas se nombraron de acuerdo al
esquema propuesto por Hoppenrath et al. (2013) (Fig. 25). Cuatro placas (1, 2, 3y 4)
rodean el collar. El poro auxiliar (pa) se encuentra rodeado por cuatro placas (2,6, 7y 8)
mientras que el poro flagelar (pf) estd rodeado por cinco placas (2, 3, 5, 6 y 8); en algunas

ocasiones la placa “4” se encuentra en contacto con el poro flagelar (pf). Los poros se
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encuentran separados el uno del otro Unicamente por la placa “8”. En cada una de las
placas, a excepcion de la placa “8”, se pudo observar la presencia de poroides (porelike),
sin embargo, la forma de estas ornamentaciones es diferente entre las células de un
mismo cultivo. Las células presentan un pirenoide que se encuentra en el area central de

la célula, y el nucleo se presenta en la parte posterior adyacente al pirenoide (Fig. 27).
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Figura 20. Micrografias de MEB de la valva derecha de Prorocentrum belizeanum vy
Prorocentrum hoffmannianum. P. belizeanum: a) PBHV-1 y b) CCMP2633; P.
hoffmannianum: c) CCMP683 y d) CCMP2804.
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Figura 21. Micrografias de MEB de la valva izquierda de Prorocentrum belizeanum vy
Prorocentrum hoffmannianum. P. belizeanum: a) PBHV-1 y b) CCMP2633; P.
hoffmannianum: c) CCMP683 y d) CCMP2804.



p— 1.256

LA

.25

CCMP683 CCMP2804 PBHV-1 CCMP2633

Florida-Habana Belice

Figura 22. Variacién en el rango de la relacién largo: ancho (L/A) de los cultivos de
Prorocentrum belizeanum y Prorocentrum hoffmanianum. El nidmero dentro de la caja
representa el valor de la media de la relacidn L/A, respectivamente.
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Figura 23. Micrografias de MEB del collar de Prorocentrum belizeanum y Prorocentrum
hoffmannianum. P. belizeanum: a) PBHV-1y b) CCMP2633; P. hoffmannianum c) CCMP683
y d) CCMP2804. Se puede observar la presencia de poros dentro de las depresiones
(flechas), asi como la variacién en la forma de las depresiones.
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Figura 24. Micrografias de MEB de la banda intercalar de Prorocentrum belizeanum y
Prorocentrum hoffmannianum. P. belizeanum: a) PBHV-1y b) CCMP2633; P.
hoffmannianum: ¢) CCMP683 y d) CCMP2804.

2

14

8

Prorocentrum belizeanum Prorocentrum hoffmannianum

7

Figura 25. Patréon de placas del area periflagelar de Prorocentroides (Tomado de
Hoppenrath et al. 2013).
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Figura 26. MEB micrografias de area periflagelar para las especies Prorocentrum
belizeanum y Prorocentrum hoffmannianum. P. belizeanum: a) PBHV-1y b) CCMP2633; P.
hoffmannianum c) CCMP683 y d) CCMP2804. Poro flagellar (pf) y Poro accesorio (pa). Se
observan el collar flagelar (platelet list) flechas y la variacién en la ornamentacion las
placas. Los nimeros representan el patron de placas del area periflagelar.
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Figura 27. Imagenes de microscopia de luz para las especies Prorocentrum belizeanum y
Prorocentrum hoffmannianum. Prorocentrum belizeanum: a) PBHV-1y b) CCMP2633;
Prorocentrum hoffmannianum: c) CCMP683 y d) CCMP2804. P: pirenoide, n: nucleo.

7.5.2 Estimacion de distancia genética

El nimero absoluto de diferencias nucleotidicas y los valores de distancia (p
distancia) entre los alineamientos individuales y concatenados, correspondientes a las
regiones LSU, ITS para P. belizeanum y P. hoffmannianum se presentan en las Tablas VI-

Vil

Para el LSU (Tabla VI), las diferencias en la composicién nucleotidica entre P. belizeanum y
P. hoffmannianum fueron pequefias, con valores de 0 a 10 nucleétidos en un fragmento
de 575 pb, lo que equivale a valores de distancia genética de 0.0 — 1.859%

aproximadamente (media, 0.057% % 0.253). En contraste, se encontré un mayor nimero
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de diferencias nucleotidicas, que van de 0 a 20 pb, Tabla VII, para el fragmento completo
del ITS1-5.85-ITS2 (546 pb.) equivalente a valores de distancia de 0 - 3.933% (media,
1.819% + 1.481). Finalmente, para las secuencias concatenadas (Tabla VIIl) se encontraron
de 0 a 21 nucledtidos de diferencia, lo cual corresponde a una distancia genética de O -
2.7347 (media, 1.220% +0.887). Para las regiones ITS y LSU se observaron valores de
distancia genética menores al 0.7% en las zonas geograficas Florida-Cuba, La Reunién y
Australia; Unicamente en las secuencias correspondientes al fragmento del ITS 1 -5.8S
rDNA-ITS 2 de la zona de Belice, se encontraron valores superiores al 2%, lo que puede
atribirse a la presencia de multiples bases degeneradas en el registro DQ238042, cepa

CCMP2633.
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Tabla VI. Valores porcentuales de distancia genética (p distance, superior derecha) y numero absoluto de diferencias nucleotidicas
(inferior izquierda), para la secuencia parcial del LSU rDNA (575pb) de P. hoffmannianum — P. belizeanum. En negritas se resaltan los
registros obtenidos en este estudio.

Belice Florida-Cuba Isla La Reunion Australia
Zona m m ‘-l| (v2] o g g I §I
Cepa | & < z 2 3 g 3 > 5 5 S 3| g

S s g S s s 3 S - a3 £ 08

o o o o S o 2 z a z 2 = =
CCMP2633 0.561 | 1.301 1.301 1.859 1.487 1301 | 1.498 1.487 1673 1.673 1.673 |1.301 1.301
Belice | CCMP2633 3 - 0.374 0374 0935 0561 0.374| 0565 0.561 0.748 0.748 0.748 |0.374 0.374
PBHV-1 7 2 - 0 0.558 0.186 0.000 | 0.562 0.558 0.743 0.743 0.743 |0.372 0.372
Florida- | ccmPe83 7 2 0 - 0.558 0.186 0.000 | 0.562 0.558 0.743 0.743 0.743 |0.372 0.372
Cuba | - \pes3 10 5 3 3 - 0.743 0558 | 1.124 1115 1.301 1.301 1.301 |0.929 0.929
CCMP2804 8 3 1 1 4 - 0.186 | 0.749 0.743 0.929 0.929 0.929 |0.558 0.558
CCMP2804 7 2 0 0 3 1 - 0.562 0.558 0.743 0.743 0.743 |0.372 0.372
PBMA_01 8 3 3 3 6 4 3 - 0.000 0.187 0.187 0.187 |0.187 0.187
PHSE_01 8 3 3 3 6 4 3 0 - 0.186 0.186 0.186 |0.186 0.186
R':LaniLgn PHSE_01_2 9 4 4 4 7 5 4 1 1 - 0372 0.000 |0.372 0.372
PHGE_02 9 4 4 4 7 5 4 1 1 2 - 0.372 |0.372 0.372
PBGLO1 9 4 4 4 7 5 4 1 1 0 2 - 10372 0372

Australia | pHH|01 7 2 2 2 5 3 2 1 1 2 2 2 - 0
SM33 7 2 2 2 5 3 2 1 1 2 2 2 0 -
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Tabla VII. Valores porcentuales de distancia genética (p distance, superior derecha) y nimero absoluto de diferencias nucleotidicas
(inferior izquierda), para la secuencia completa del ITS-5.85 rDNA-ITS2 (545pb) de P. hoffmannianum — P. belizeanum. En negritas se
resaltan los registros obtenidos en este estudio.

Belice Florida-Cuba

Zona 3 ¥ o Ny 8 3 o 2
~ ~ — > o © I ~
a o a T o o
Cepa S S 3 & 3 S 2 =
P o O O o o o o
CCMP2633 - 2.434 0.000 3.371 3.371 3.745 3.371 3.933
Belice | CCMP2633 13 : 2.434 1311 1311 1.685 1311 1.873
CCMP1633 0 13 - 3.371 3.371 3.745 3.371 3.933
PBHV-1 18 7 18 - 0.0000 0.375 0.000 0.562
Florid CCMP683 18 7 18 0 - 0.375 0.000 0.562
oo | compess 20 9 20 2 2 - 0.375 0.187
CCMP2804 18 7 18 0 0 2 - 0.562

CCMP2804 21 10 21 3 3 1 3 -




71

Tabla VIII. Valores porcentuales de distancia genética (p distance, superior derecha) y numero absoluto de diferencias nucleotidicas
(inferior izquierda), para la secuencia completa del ITS-5.8S rDNA-ITS2 y parcial LSU (1121 pb) de P. hoffmannianum — P. belizeanum.

En negritas se resaltan los registros obtenidos en este estudio.

Belice Florida-Cuba
Zona 2 2 2 < 2 3 2 2
~ ~ — > -4 0 I ~
o o o T S S o o
Cepa g 3 S & ] O S 2
o O O o o o O
CCMP2633 - 1.463 0.731 2.279 2.279 2.735 2.370 2.552
Belice | CCMP2633 16 - 1.467 0.823 0.823 1.280 0.914 1.097
CCMP1633 8 16 - 1.920 1.920 2.377 2.011 2.194
PBHV-1 25 9 21 - 0 0.456 0.091 0.273
CCMP683 25 9 21 0 - 0.456 0.091 0.273
F'g:‘:: © | compess 30 14 26 5 5 - 0.547 0.365
CCMP2804 26 10 22 1 1 6 - 0.365
CCMP2804 28 12 24 3 3 4 4 -
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7.5.3 Andlisis filogenéticos

La topologia de los arboles a partir de inferencia Bayesiana (Bayesian Inference BI)
de los alineamientos individuales (ITS y LSU) asi como el alineamiento concatenado se
presentan en las Figuras 27-29. Para todos los andlisis se utilizé el ciliado T. gondii como
grupo externo. Los numeros en los nodos representan los valores de probabilidad
posterior (PP) en unidades porcentuales.

En la Figura 28 se presenta el dendograma construido a partir de LSU rDNA D1-D2
parcial. Se observa que el dendograma se divide en 6 clados altamente soportados (90-
99%) que incluyen a las especies P. levis, P. arenarium, P. lima, P. borbonicum, P.
concavum, P. faustiae, P. bimaculatum, P. consuetum, P. belizeanum vy P. hoffmannianum;
a excepcién del clado compuesto por P. emarginatum, P. sculptile y P. fukuyoi con valores
del 58 %. Especificamente P. belizezanum y P. hoffmannianum forman un clado
monofilético altamente soportado (100%), el cual a su vez se divide en 3 sub-clados,
denominados A, B y C. Los sub-clados presentan una gran concordancia con las regiones
de colecta de las muestras. A, corresponde a P. belizeanum de Belice; B, se divide en 2
sub-clados (99%): B1, compuesto con P. hoffmannianum-P. belizeanum de la isla Reunién
(99%) y B2, por P. hoffmannianum de Australia; y C, P. hoffmannianum-P. belizeanum de
Florida-Cuba (85%). El grupo hermano del clado de P. hoffmannianum-P. belizeanum es P.
lima.

En la Figura 29 se presenta el dendograma construido a partir ITS1-5.8SrDNA-ITS2
region completa. Se observa que el dendograma muestra para P. arenarium, P. lima, P.
belizeanumy P. hoffmannianum una divisién en 3 clados. Los clados formados por P. lima
presentan valores de PP mayores al 90%, mientras que P. belizeanum y P. hoffmannianum
forman un clado monofilético altamente soportado (100%) el que a su vez se divide en 2
sub-clados altamente soportado (100%, respectivamente), denominados A y B;
nuevamente los sub-clados presentan una gran concordancia con las regiones de
coleccion de las muestras. A, corresponde a P. belizezanum de Belice y B, P.

hoffmannianum-P. belizeanum de Florida-Cuba. El grupo hermano del clado de P.
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hoffmannianum-P. belizeanum es P. lima. Resultados similares fueron encontrados para el

grupo de interés, en el concatenado ITS-LSU (Fig. 30).



P.belizeanum [KF885226]

P. belizeanum [DQ238042]

P. belizeanum[AJ567460]

P. hoffmannianum [AJ567461)]
P. hoffmannianum [AJ567462]
P. hoffmannianum [JX912180]
P. hoffmannianum [AJ567463)
P. hoffmannianum [AY259171]
P. hoffmannianum [EU196415)
P. belizeanum [JQ638934]

P. hoffmannianum [KF885225]

P. hoffmannianum [KF885224]
P. hoffmannianum [KC622311]
P. lima|DQ336189)
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P. consutum [FJ842378]
P. concavum [EF566751]
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P. levis[FJ489619]

“P. sigmoides[EF566746)
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B2

.mq P. borbonicum [AJ567467]

P. borbonicum [AJ567466)

100] 1oo|:P emarginatum[DQ336192]

P. fukuyoi[EU196416.1)

P. emarginatum[EF566750]
1
i —""{P_emargmarom [AJ567465]
P. sculptile [EF566749]

T.gondii [X75430]

0.2

Figura 28. Esquema de arbol consenso obtenido mediante inferencia bayesiana (Bl) para
algunas especies de Prorocentrales bentdnicos basado en el alineamiento de secuencias
parciales del LSU rDNA (575pb). Los numeros en los nodos representan valores
porcentuales de Probabilidad Posterior (PP). Valores menores al 85% se omiten. Los
numeros de acceso de Genbank aparecen entre corchetes. El grosor de las ramas indica
valores de p = 0.95 a partir de BIl. La barra de escala indica el nimero de substituciones
por unidad de longitud de rama. Las secuencias obtenidas en este estudio se resaltan en

negritas.
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P. belizeanum [KF885226]
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P. belizeanum|[EU927556)
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Figura 29. Esquema de arbol consenso obtenido mediante inferencia bayesiana (Bl) para
algunas especies de Prorocentrales benténicos basado en el alineamiento de la secuencia
completa del ITS1-5.8SrDNA-ITS2 (545pb). Los nimeros en los nodos representan valores
porcentuales de Probabilidad Posterior (PP). Valores menores al 85 % se omiten. Los
numeros de acceso de Genbank aparecen entre corchetes. El grosor de las ramas indica
valores de p 20.95 a partir de Bl. La barra de escala indica el niumero de substituciones por
unidad de longitud de rama. Las secuencias obtenidas en este estudio se resaltan en
negritas.
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T. gondii[X75430]

Figura 30. Esquema de arbol consenso obtenido mediante inferencia bayesiana (BI) para
algunas especies de Prorocentrales bentdnicos basado en el alineamiento de la secuencia
completa del ITS1-5.85rDNA-ITS2 y secuencia parcial del LSU (1121pb). Los numeros en los
nodos representan valores porcentuales de Probabilidad Posterior (PP). Valores menores
al 85% se omiten. Los niumeros de acceso de Genbank aparecen entre corchetes. El grosor
de las ramas indica valores de 20.95 a partir de BI. La barra de escala indica el niUmero de
substituciones por unidad de longitud de rama. Las secuencias obtenidas en este estudia

se presentan en negritas.



77

8. DISCUSION

8.1 CE-SSCP

El principio de la metodologia de SSCP es que una alteracién en la secuencia
nucleotidica, causada por una mutacidn, puede afectar el plegamiento de la cadena
sencilla de ADN (ssADN), influenciando de esta forma su conformacion nativa.
Tedricamente, el andlisis de SSCP detecta mutaciones puntuales; el cambio en una sola
base es suficiente para provocar un cambio en la conformacién de la molécula de ADN,
este cambio conformacional es detectable como un cambio en la movilidad electroforética
(Wu et al. 2009). Nuestra meta fue desarrollar un estudio preliminar para evaluar la
eficiencia del CE-SSCP para resolver e identificar varias especies de dinoflagelados

comunmente presentes en costas mexicanas.

Para evaluar la composicidon de especies presentes en muestras ambientales, probamos
procedimientos PCR/CE-SSCP utilizando el ADN gendmico extraido de cultivos puros. Se
probaron tres diferentes regiones del ADNr: la regidon V4 del gen ARNr 18S (SSU) y los
dominios D2 y D7 del gen ARNr 28S (LSU). Debido a la alta variabilidad en la composicién
de las secuencias de nucledtidos de las regiones 185 SSU V4 y 28S LSU D2, esperabamos
encontrar un cambio drastico en el patrén de migracidn entre las diferentes especies, sin
embargo, bajo las condiciones utilizadas en este trabajo, no fue posible. Para la regién V4,
encontramos un complejo patrén de picos y en el caso de la regidn D2, el patrén obtenido
(numero y superficie de los picos) no permiten distinguir entre 7 especies, sélo G.
catenatum (GCMV-2) se resolvidé de manera eficiente. Dado que las muestras ambientales
suelen ser complejas, estas regiones no fueron utiles y el utilizarlas puede dar lugar a
errores en la estimacion del nimero de especies. Como se describe y resumen en Ren
(2002) y Kourkine et al.(2002) varios parametros pueden afectar los resultados de CE-
SSCP: 1) tamafio y composicion de la secuencia, 2) la composicion del tampdn y el pH, 3)

las matrices de separacion del ADN, y 4) la temperatura. En lo que respecta al tamafo y
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composicion de la secuencia del ADN, es definitivamente mds facil detectar mutaciones en
algunas regiones del gen que otras, tal vez debido a los efectos de la secuencia de ADN
sobre el plegamiento de la cadena. Varias investigaciones han concluido que en la medida
gue aumenta la longitud de los fragmentos de ADN disminuye la sensibilidad de la
deteccién de mutaciones del CE-SSCP (Ren, 2002). El contenido de GC de la secuencia de
ADN también parece tener algin impacto en la facilidad de deteccién de mutaciones por
CE-SSCP. Nataraj et al. (1999) reportaron que hay una mayor sensibilidad en la deteccion
de mutaciones de fragmentos con alto contenido de GC (60%) que en los fragmentos con
un menor contenido de GC (40%), bajo las mismas condiciones de analisis.
Probablemente, el mayor nimero de pares de bases GC proporciona conformaciones mas
estables. El tamafio dptimo de los productos de PCR en la técnica de SSCP se encuentra
entre 150 a 250 pb. De hecho, la variabilidad debido a la conformacién tridimensional
puede ser enmascarada en fragmentos mayores de 250 pb. Un fragmento de 150-250 pb
es conveniente porque los riesgos de errores producidos por la PCR, vinculados con el
tamafio de amplificacion, se reducen. Ademas, se permite el uso de fragmentos de ADN
como templado, reduciendo tanto el impacto de los inhibidores como los errores de Ila

ADN polimerasa (Zinger et al. 2006).

En la Figura 4, la presencia de picos multiples podria atribuirse a que los oligos reconocen
mas de un sitio en el ADN, dando como resultado que para la misma especie se generan
varios amplicones con pequefios cambios. Resultados similares se presentaron cuando se
utilizaron oligos universales para dinoflagelados (King et al. 2004). Zinger et al. (2007)
sugieren que los diferentes picos representan diferentes operones gen 16S ARNr o que los
picos multiples (en una sola cepa) son el resultado de los artefactos de PCR mas que
conformaciones diferentes. Para un exitoso experimento de SSCP, se debe de seleccionar
una regién que produzca un solo pico para una sola especie (King et al. 2004). Hemos
conseguido un resultado exitoso de CE-SSCP para separar 12 especies de dinoflagelados,
utilizando como marcador molecular a la regién D7. Sin embargo, el perfil de separacién

de G. catenatum (en las condiciones experimentales) mostré multiples picos.
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Kourkine et al. (2002) reiteran que la temperatura éptima y las condiciones de pH
para la deteccion de mutaciones sensibles parecen ser secuencia-especifica, y
probablemente no es posible determinarlas a priori debido a la ausencia de un
conocimiento de principios y la prediccion de estructuras tridimensionales de SSCP,
debido a la naturaleza idiosincrasica de plegamiento del ADN. Las temperaturas de analisis
entre 20 y 30 °C se recomiendan generalmente como punto de partida para la
optimizacidn de la temperatura en los intentos de analizar nuevos fragmentos de ADN por
SSCP, hay que tener en cuenta que las temperaturas mayores o menores pueden,
proporcionar analisis mdas sensibles. El buffer de corrida Tris-borato-EDTA (TBE) que
contiene 10% de glicerol sigue siendo la mejor opcién en la mayoria de protocolos CE-
SSCP, sin embargo, otros buffers como Tris-HEPES y Tris-EDTA-MES también se han

utilizado con éxito.

Kourkine et al. (2002) mencionan que en la técnica de CE-SSCP aun no esta claro cual es
la matriz 6ptima, y que aun queda mucho por hacer en esta drea. Como se ha descrito en
varios estudios y se resume en la revision de Ren (2000) existen una serie de nuevos
polimeros, tales como hidroxietilcelulosa (HEC), polivinilpirrolidona (PVP), la metilcelulosa
(MC), POP de ABI y poliacrilamida lineal (LPA) que se han aplicado al analisis CE-SSCP, con

diversos grados de éxito.

8.2. HRM

El principio tedrico en el que se basa la metodologia de HRM es que la alteracién
en una secuencia nucleotidica, causada por una mutacion, puede afectar la temperatura
de disociacion de la cadena de ADN, amplicones, variando de 1 a 2 °C, por lo que las

diferencias pueden detectarse facilmente (Odell et al. 2005).
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En este caso, nuestro objetivo fue determinar si la resolucién de los fragmentos SSU V4 y
LSU D2 podria incrementarse mediante el uso de la técnica HRM para resolver e identificar
entre varias especies de dinoflagelados, o si los resultados obtenidos con esta técnica son

comparables con los obtenidos mediante CE-SSCP.

En este contexto, encontramos que los resultados obtenidos mediante el analisis
HRM, tanto para el fragmento 18S SSU V4 como para el 285 LSU D2 son similares a los
obtenidos con CE-SSCP. Con el fragmento 18S SSUV4 se generaron multiples picos para las
especies P. belizeanum (PBHV-1), P. minimum (PIPV-1), P. lima (PLHV-1), P. maculosum
(PMHV-1) y P. rhathymum (PXHV-1), siendo imposible establecer una temperatura de
disociacion suficiente para discriminar entre estas especies (Fig. 8). En el caso de la region
28S D2 la temperatura de disociacidon (Tabla lll, Fig. 9) de A. margalefii (AMCQ-1), A.
sanguinea (ASPV-1), C. balechii (CBMV-1), C. polykrikoides (CPPV-1), C. monotis (CMHV-1),
G. catenatum (GCCV-11 y GCMV-2), G. spinifera (GSCQ-1), L. polyedrum (LPCQ-1), P.
belizeanum (PBHV-1), P. minimum (PIPV-1), P. maculosum (PMHV-1), P. reticulatum
(PRPV-1) y P. rhathymum (PXHV-1) es muy similar. Entre especies pertenecientes a
diferentes géneros, como por ejemplo A. margalefii (AMCQ-1) y Akashiwo sanguinea

(ASCQ-1) la diferencia es unicamente de 0.03 °C.

Generalmente, los diferentes productos de PCR tienen diferente temperatura de
disociacion, dependiendo de su relacion de GC/AT, tamafio y composicion de la secuencia
y temperatura de corrimiento, entre otros (Ririe et al. 1996; Talmi et al. 2010). Ademas, el
fabricante (Applied Biosystem) recomienda utilizar fragmentos cortos de entre 100 y 300
pb, debido a que el tamafio afecta considerablemente la resolucion de esta metodologia.
Bajo esta premisa, es posible identificar que estas variables son las mismas que afectan la
resolucién de la metodologia de CE-SSCP, lo cual refuerza la importancia del tamafio del

amplicon, sin ser tan importante la alta variabilidad nucleotidica que presente.

Dado que CE-SSCP y HRM se estan desarrollando para la identificacién de

organismos en muestras de campo, sera posible revisar la muestra original y comparar los



81

resultados moleculares vs. morfoldgicos con la finalidad de determinar con mayor
precision la composicion de las muestras. Adicionalmente estas metodologias ofrecen la
posibilidad de recuperar informacién de eventos FAN ocurridos en el pasado,
permitiéndonos realizar analisis retrospectivos al identificar el cambio en la composicién

de las comunidades a través del tiempo.

La resoluciéon de CE-SSCP y HRM puede proporcionar una rapida visiéon general de la
composicion de la comunidad de dinoflagelados tdéxicos y nocivos en las muestras
ambientales; en este contexto, podriamos medir la abundancia de un grupo objetivo y su
incremento acelerado, proporcionando una sefal de alerta. Tras su adecuada
estandarizacion y validacion, la técnica CE-SSCP puede mejorar las actividades de
monitoreo en los paises con limitados recursos financieros y técnicos, en particular para el

analisis de las especies de dinoflagelados toxicos y nocivos.

8.3 Deteccidn especie-especifica mediante métodos de hibridacion

El método de hibridacion fluorescente es un método que ha sido utilizado para el
analisis in situ de comunidades microbianas y su dindmica. Especificamente, el método de
WC-FISH ha sido ampliamente utilizado para llevar a cabo la identificacion de varias
especies de organismos formadores de FANs alrededor del mundo (Adachi et al. 1996;
Sako et al. 2004; Cho y Costas, 2005; Anderson et al. 2005;). Esta metodologia permite
reconocer a especies que morfolégicamente son muy parecidas, su principal ventaja
radica en que, al contrario de la hibridacién en sandwich, es posible mantener la
morfologia de los dinoflagelados, permitiendo no solo identificar a los organismos por

medio de la sefal fluorescente, sino también con base en su morfologia.
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En las Figuras 12 y 13 se muestra el reconocimiento inespecifico del primer lote de
sondas; no fue posible continuar con pruebas posteriores para la estandarizacién de estas
sondas ya que no se conté con las facilidades de equipo y espacio. Adicionalmente, hay
que resaltar que las condiciones de hibridacién para este microarreglo estaban
previamente establecidas para el funcionamiento de las sondas impresas para esta versiéon
del microarreglo. La inespecificidad de la sonda puede atribuirse a un inadecuado disefo
de la misma o a una incorrecta identificacion de la especie, a partir de la cual se hizo el
disefo; por lo que seria recomendable re-diseiarla usando el software ARB (Ludwing et
al. 2004). Para el segundo lote de sondas, se hizo un esfuerzo por tomar en consideracion
algunos parametros diacriticos tratar de asegurar el éxito en su funcionamiento, como: la
longitud de la sonda (18 pb), contenido de GC (50%), disparidad (“mistmatch”) de bases
que le confiera la especificidad de la sonda. Se debe encontrar en el centro de la secuencia
de la sonda, ademas se recomienda contar con una sonda competidora (oligonucledtido
no marcado), y de ser posible, la temperatura de disociacién (Tm) debe estar por debajo

de los 50 °C (temperaturas superiores podrian dafiar las células).

Tomando en cuenta estas consideraciones, se disefaron dos sondas especie-especificas,
para P. maculosum y P. belizeanum adicional a la sonda también se disefid su respectivo
competidor. Una vez que se estandarizaron las condiciones de hibridacion (Fig. 14 -17)
para la sonda PmacuSSU, se llevaron a cabo pruebas cruzadas (cross reaction test)
utilizando una mezcla de las especies P. lima cepa PLCI6, P. micans y P. minimum;
hibridadas con la sonda PmacuSSU y PIlim02 (Fig. 18). Se obtuvo una seiial de
fluorescencia mayor para la P. maculosum al hibridar con la sonda especifica para P. lima,
mientras que la sefial de fluorescencia obtenida con la sonda de PmacuSSU fue baja para
todas las especies (Fig. 18). Este resultado sugiere una inadecuada identificaciéon de la

cepa PMHV-1 identificada previamente como P.
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maculosum (CODIMAR, Amada Reyes 2005)%; también puede atribuirse a una deficiente
permeabilizacion de las células, a un bajo nimero de ribosomas o a la inaccesibilidad de la
sonda al sitio de unién dictaminado principalmente por la estructura de los ribosomas (es
decir, estructura secundaria, terciaria o cuaternaria) (Amman y Fuchs, 2008). Estos
resultados evidencian la importancia de llevar a cabo una adecuada estandarizacién para
el uso de cada sonda molecular, ya que las caracteristicas de hibridacién son Unicas. Se
recomienda probar: diferentes métodos para fijar las muestras, gradientes de formamida,
pre-tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos. Ademas de realizar pruebas de

hibridacién cruzada con especies filogenéticamente relacionadas.

Para continuar con las pruebas cruzadas, se decidid llevar a cabo un andlisis de PCR
(seccién 7.4), utilizando como cebador, la sonda competidora para P. belizeanum que es
especifica para P. maculosum, con la finalidad de amplificar un fragmento de 250 pb
aprox. En la Figura 18, podemos observar la presencia de amplicones para las especies
genéticamente relacionadas, asi como para la especie blanco. Estas observaciones
complementan los resultados obtenidos para el método de FISH, en donde podemos
considerar que esta problematica se atribuye a la principal limitante del WC-FISH: la
identificacion de una “verdadera” secuencia especie-especifica. Estos problemas se
generan como producto del depdsito de secuencias de organismos que han sido
incorrectamente identificadas en el GenBank, y de los que no se corrigen errores
taxondémicos (ej. P. rhathymum vs P. mexicanum, P. arenarium vs P. lima, por mencionar
algunos). Macmanus y Katz (2009), alienta a los taxdnomos para hacer un esfuerzo en la
incorporacion de informacién molecular en las descripciones formales de las especies; de
la misma forma que incita a biélogos moleculares a hacer una revisién mas exhaustiva

sobre los organismos a partir de los cuales se obtienen secuencias nucleotidicas.

1 . e . I . , . . ,

Se tomaron imagenes de MEB para la identificacion de caracteres taxonémicos de esta cepa, las imagenes
y su comparacién con las imagenes presentadas en la descripcion original propuesta por Faust, 1993, se
presentan en el Anexo 4
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De tal manera que la integracién de ambas aproximaciones metodoldgicas es de vital
importancia para mejorar la descripcién de las especies existentes asi como de nuevas
especies. Estos resultados despertaron interés, en torno a la busqueda de una nueva
“etiqueta” genética, que presentard suficiente resolucion para discriminar entre las
especies de interés, por lo que se amplificd un fragmento de gen mitocondrial citocromo B
(Cytb) (Seccion 7.1), el cual presenta una tasa de mutacién mayor en comparacién con el
18S rDNA, ademas de que las caracteristicas de edicién de los genes mitocondriales
pueden potencialmente actuar como marcadores moleculares especie-especificos (Lin et
al. 2002). Se ha encontrado variabilidad en las secuencias del gen COB a nivel poblacional,
por lo que se sugiere que este puede ser un marcador molecular para especies o incluso
poblaciones del género Prorocentrum (Lin et al. 2006). Lin et al. (2009) encontrd
especificamente para P. minimum una variacidn intraespecifica baja, por el contrario, la
divergencia interespecifica fue notablemente superior para P. cassubicum, P. dentatum, P.
donghaiense, P. lima, P. micans, P. minimum y P. nanum. En este estudio se amplificé un
fragmento de 350 pb, el cual presenté homologia del 100% entre de P. maculosum, P.
belizeanum y P. hoffmanianum (nimeros de acceso en Genbank KF885223, KF885222,
KF885219 y KF885220).

Con base a los resultados mencionados previamente para WC-FISH y PCR, se llevaron a
cabo analisis complementarios para asegurar la identidad taxondmica de las especies en
cuestion. Esto con base a informacion presentada por Hoppenrath et al. (2013) en donde
después de hacer una revisién extensiva considerando caracteres morfolégicos,
disposicion de organelos, produccidon de toxinas y relaciénes filogenéticas; destaca la
incertidumbre relacionada con la delimitacién de algunas especies de Prorocentrales
bentdnicos, los cuales incluyen a las especies de Prorocentrum hoffmannianum,

Prorocentrum belizeanum, Prorocentrum maculosum y Prorocentrum faustiae.
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8.4 Andlisis morfolégicos y moleculares.

Los andlisis complementarios comprenden analisis morfolégicos de las especies P.
belizeanum vy P. hoffmannianum mediante ML y MEB, ademds de analisis moleculares que
incluyen la determinacién de valores de distancia genética y construccion de arboles
moleculares mediante inferencia bayesiana (Bl). Los cuales seran discutidos a

continuacion.
8.4.1 Andlisis morfoldgicos.

Los caracteres morfolégicos fueron las primeras caracteristicas utilizadas para distinguir
entre especies. Se reconociod que habia una variacion morfolégica y que los limites entre

las especies fueron establecidos como producto de las variaciones morfolégicas.

El incremento en la sofisticacion de nuestro conocimiento basado en caracteres no
morfolégicos, sugiere una re-evaluacion periddica de los limites entre las especies y
actualmente nos encontramos en ese momento. Taylor (1993) concluyd que diferencias
visuales no necesariamente significa aislamiento genético, mientras que similitudes no
significan genéticamente idénticos “looking alike does not necessarily mean genetically
identical, and looking different does not mean genetically isolated”. Este fendmeno se

conoce como plasticidad del fenotipo.

La morfologia de un organismo es la expresiéon compleja del total de su genotipo, sujeto a
cambios fenotipicos originados por el ambiente, transformaciones durante su ciclo de vida
asi como otras influencias. A través de la examinacion de miles de individuos, es necesario
identificar aquellos caracteres que son conservados y Utiles para fines taxondmicos.
Recientemente, se ha incrementado el uso de caracteres no morfolégicos como lipidos,
pigmentos, perfil de toxinas, rasgos inmunocitoldgicos, nUmero de cromosomas Yy
secuencias nucleares o de plastidos, para ayudar a la identificacién de las especies

(Hallegraeff, 2004).
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En el caso de P. hoffmannianum y P. belizeanum, las principales diferencias morfolégicas
encontradas son: el tamafio y forma de la célula, la areolacidén (depresiones) en las valvas
(numero de depresiones por valva), la complejidad del area periflagelar, la prominencia de
collar y la posicion y forma del nucleo (Faust, 1990, 1993; Hoppenrath et al. 2013). En Ia
descripcién de Faust (1990) se reportan células de P. hoffmannianum con un largo de 45-
55 um y 40-50 um ancho, 650-700 areolas (depresiones) por valva (media 670 + SE 5.54),
el didmetro de las areolas (depresiones) es de 1 — 1.5 um, el nucleo se encuentra
adjacente al pirenoide, y la valva izquierda presenta una cresta aplanada (flat ridge)
mientras que la valva derecha se encuentra excavada (excaveted), adjacente al area
periflagelar. Con respecto al drea periflagelar, Faust (1993) solo hace mencién de la
complejidad de ésta, sin embargo no se especifica en que consiste esta complejidad. Las
células de P. belizeanum son de mayor tamafio que las dimensiones reportadas para P.
hoffmannianum, presentando un largo de 55-60 pum y 50-55 um de ancho. Ademas P.
belizeanum presenta un mayor numero de poros por valva 853-1024 poros (media, 950 +
SE 5.53), el collar es mds prominente que el de P. hoffmanianum y el nucleo presenta
forma de rifidn y se encuentra desplazado del pirenoide. No se hace mencién a la
complejidad del area periflagelar, Unicamente se hace referencia a la similitud con P. lima

y P. hoffmanianum en la disposicion de las placas (Faust, 1993, Faust et al. 2009).

En nuestro estudio, encontramos que el tamano de las células de P. hoffmannianum y P.
belizeanum son variables, particularmente en la relacién L/A, en donde se encontrd
diferencia significativa entre los cultivos utilizados en este estudio. Las dos cepas de P.
hoffmannianum fueron mas pequenas que el tamafio reportado en la descripcién original
y presentaron un mayor nimero de depresiones por valva. Por otra parte, las células de P.
belizeanum son mas pequefias y presentan un mayor numero de areolas por valva. La
variacion en la forma de las células ha sido reportada previamente para la especies de P.
lima (Faust, 1991; Nagahama et al. 2011), en donde la morfologia que presenta va de
elipsoidal, ovoide a redonda; Hoppenrath et al. (2013) reporta que las variaciones en la

morfologia de P. consutum que van de subcircular a ovoide.
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La variacién en el tamafo y ornamentacion de las células puede ser artefacto de las
condiciones de cultivo. Por ejemplo, Mohammad-Noor et al. (2007) reporta cambios en la
simetria de las células de P. concavum (sindnimo P. arabianum), pasando de asimétricas a
simétricas (en la descripcion original estas se clasificaron como asimétricas) (Morton vy
Faust, 2002) después de estar bajo condiciones de cultivo por casi 10 afios; mientras que
Hoppenrath et al. (2013) demostré que existe variaciones entre las células de P.
hoffmannianum en condiciones de cultivo en relacidén a células provenientes de muestras
naturales, la cual se ve reflejada tanto en la morfologia de las células como en su
ornamentacion. Con base a lo anterior, la variacién en el tamafio, forma y ornamentacion
de las células se puede atribuir a que las clonas han estado en cultivo por mas de cinco
afios (CCMP 2804 aislado en Enero, 2007; CCMP 683 Agosto 1986; CCMP2633 febrero
2006 y PBHV-1 en el 2004).

Recientemente, Hoppenrath et al. (2013) concluyeron que dentro de las especies del
genero Prorocentrum los caracteres taxondmicos reconocidos como mas estables dentro
de una especie son: 1) la simetria de las tecas; 2) forma del area periflagelar visible en la
placa de la teca derecha I) forma de arco (arc-shape); 1l) V o V amplia (wide or simply V
shape); lll) V estrecha (narrow V shape) y IV) linear; y 3) nimero y disposiciéon de placas
del area periflagelar. En el parrafo anterior, se discutio la simetria de las células, ahora con
respecto a la forma del drea periflagelar, encontramos una variacién en el tamafio de esta
forma por lo cual puede pasar desde forma de V a V amplia, sin embargo, no existe un
pardmetro fijo el cual permita distinguir claramente entre éstas dos formas, mas bien

tiene cardcter de apreciacion.

Las principales diferencias morfolégica entre P. hoffmannianum vy P. belizeanum
propuestas por Faust (1990, 1993) son el tamafo y el nimero de depresiones por valva,
sin embargo, estos caracteres morfolégicos no son estables y pueden llegar a traslaparse
esto puede evidenciarse claramente cuando se analiza la relacion L/A (Fig. 22) en donde

se aprecia que dentro de un cultivo puede presentarse variacion en esta relacién e incluso
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se genera un traslape entre estas dos especies, las cuales como se menciond previamente,

co-ocurren en el ambiente.

Finalmente, dado que el numero y disposiciéon de las placas del area periflagelar es un
caracter taxondmico clave para separar especies del género Prorocentrum (Mohammad-
Noor et al. 2007; Chrédmerat et al. 2010; Takano y Matsuoka, 2011; Nagahama et al. 2011;
Hoppenrath et al. 2013) se recomienda su uso para la discriminacion entre especies
taxonédmicamente cercanas. En nuestro estudio, no se encontraron evidencias claras en la
disposicion y ornamentacion del area periflagelar que nos permitieran separar a las
especies de P. hoffmannianum y P. belizeanum, ambas especies poseen: ocho placas,
algunas de estas placas presentaron poros accesorios dentro de ellas; un collar periflagelar
que rodea al poro flagelar y poro accesorio; el tamafio de éstos poros es desigual, siendo
el poro flagelar de mayor tamafio, ambas especies poseen un borde en la excavacion del

area periflagelar (V-shape excavated, thick flange).

8.4.2 Andlisis moleculares.

8.4.2.1 Distancia genética. La estimacidon de los valores de distancia genética es una

herramienta util para determinar el numero de diferencias de bases por sitio entre las

secuencias utilizadas.

Entre las especies P. belizeanum y P. hoffmannianum los valores de distancia genética
encontradas en un fragmento de 575 pb del LSU fueron de 0.0 — 1.859%. Estos valores son
similares a los repotados por Edvarsen et al. (2003) quienes a partir de secuencias del LSU,
encontraron poca o nula variabilidad interespecifica para especies del género Dinophysis
aisladas de dos localidades de la costa sur de Noruega en diferentes periodos del afio, con
valores de 0.4 - 1.6% entre las especies fototréficas Dinophysis acuminata, D. acuta y D.
norvergica. Mohammad-Noor et al. (2007) compard las secuencias parciales del LSUrDNA

para las especies P. arabianum 'y P. concavum, encontrando valores de 0.2%, estos
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valores tan bajos se presentan a nivel poblacional (Hansen et al. 2000a); lo cual es
consistente con nuestros resultados ya que entre poblaciones aisladas geograficamente
los valores de distancia genética fueron inferiores a 0.56%. Finalmente, Lilly et al. (2007)
encontraron valores de distancia genética con un rango de 6 a 11% entre los cinco grupos
formados a partir de aislamientos del complejo A. tamarense (A. tamarense, A. fundyense
y A. catenella), sin embargo dentro de cada grupo los valores de distancia genética fueron
de 2%; los cuales son considerados como valores tipicos de los haplotipos dentro de una
misma especie. Aun cuando los valores de 1 — 2% en el LSU ADNr puede relacionarse con
la conespecificidad, es en cierta medida una cuestién concetual (Litaker et al. 2007) y

dependerd del nivel de recombinacion genética entre poblaciones.

Los valores de distancia genética encontrados entre P. belizezanum y P.
hoffmannianum para el fragmento de 546 pb del ITS fue de 0 a 20 pb equivalente a
valores de distancia de 1.819%, estos valores fueron menores al realizar comparaciones
entre regiones geograficas, con valores de 0.29% para Florida y 1.6% para la zona de
Belice. Edvarsen et al. (2003) determind que las especies D. acuminata y D. norvergica
solamente difirieren en ocho pb. dentro de la regidén del ITS 1-ITS 2 mientras que
Mohammad-Noor et al. (2007) encontraron valores de variabilidad genética nulos para P.
concavum — P. arabianum analizando los fragmentos del ITS1 e ITS2 asi como secuencias
parciales del gen mitocondrial Cytb. Litaker et al. (2007) determiné los valores de distancia
genética basados en secuencias del ITS rDNA; encontrando variabilidad intraespecifica de
0.72% para P. micans y P. minimum y 21.26% de variabilidad interespecifica para éstas dos
especies. Finalmente, a partir de un alineamiento de la regién ITS, provisto por la Dra. S.
Murray (utilizado en el articulo de Nagahama et al. 2011), se determinaron los valores de
distancia genética y numero de diferencias nucleotidicas para un fragmento de 537 pb de
la especie P. lima encontrando valores menores al 2% para especies aisladas de la misma

zona geografica (Pacifico, Caribe y Atlantico) pero al comparar entre los aislamientos, los
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valores de distancia genética fueron de 0 a 12% (analisis no presentados) con diferencias

nucleotidicas de 0 a 90 pb.

Adicionalmente, se determine el valor de distancia genetica en utilizando la secuencia
nucleotidica parcial del SSU (1746 pb) y 2) el alineamiento concatenado SSU-ITS-LSU-Cytb
(3277 pb). Para el fragmento del SSU, encontrando 99.5% de similitud entre las secuencias
de P. belizeanum y P. hoffmannianum, sin embargo 6 nucleotidos de diferencia fueron
encontrados entre los clados de las zonas geograficas de Belice y Florida-cuba, estas
diferencias se localizan en orquillas internas dentro de las hélices de las regiones
hipervariables V2 y V4. Mientras que para el alineamiento concatenado los valores de
distancia genética decrecieron a cero entre las cepas aisladas de la zona de Florida-Cuba,
sin embargo entre las cepas de la zona de Belice y Florida-Cuba, los valores fueron de 1.0%

(datos no presentados).

8.4.2.2. Analisis filogenéticos. Los estudios filogenéticos que incluyen a las especies de P.

hoffmanianum y P. belizeanum son escasos. Uno de los estudios mds completos que
incluye a éstas especies, fue presentado por Murray et al. (2009). En este estudio y
utilizando Bl para secuencias parciales del LSU y SSU encontraron clados fuertemente
soportados (1.0 PP ambos casos), ademds encontraron que la secuencia de P. belizeanum
es 98.9% similar a la sequencia de P. hoffmannianum, basado en un alineamiento de 560
pb del LSUrDNA. Otro andlisis es el presentado por Hoppenrath et al. (2013) en donde
basados en un analisis de LSU (515 pb), encontraron un alto nivel de similitud entre las
secuencias identificadas como P. hoffmanianum y P. belizeanum concluyendo que aun

existe incertidumbre en el establecimiento de los limites de estas especies.

Los construccion de los arboles filogenéticos mediante BI, a partir de secuencias
correspondientes a la regiones ITS rDNA, LSU rDNA y concatenadas, revelé un patrén
constante en la generacion de clados monofiléticos altamente conservados para P.
hoffmanianum y P. belizeanum, el cual se encuentra subdividido en relacién a la zona

geografica; estos resultados coinciden con los resultados presentados por Nagahama et al.
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(2011) y Liily et al. (2007). Nagahama et al. (2011). observaron la formacion de un grupo
monofilético para la especie de P. lima la cual se subdivide en varios subclados; sin
presentar caracteres morfoldgicos especificos relacionados con estos subclados. Los
subclados se relacionan directamente con la zona geografica de la cual fueron tomadas,
sugiriendo que las poblaciones georgraficamente aisladas pueden llegar a ser
genéticamente distintas. Estos tres clados, podrian ser considerados como un complejo de
especies. Por otra parte, Lilly et al. (2007) encontraron que las especies incluidas en el
complejo de A. tamerense, forman un clado monofilético fuertemente soportado;
subdividido en cinco grupos, rechazando asi el concepto de especie filogenética el cual
requiere que todas las especies sean reciprocamente monofiléticas (Eldrege y Cracraft,

1980).

Piganeau et al. (2011) enfatizé la importancia que representa las diferencias en la
secuencia de genes ribosomales, entre especies cercanamente relacionadas, y que estas
son de mayor importancia en comparacion con los cambios presentados en genes que
codifican para proteinas, pequefios cambios en las secuencias de genes ribosomales,
puede denotar la presencia de diferentes especies. En este estudio, se encontraron seis
diferencias nucleotidicas en el gen SSU ARNr y nueve para la secuencia parcial del gen LSU
ARNr entre las secuencias disponibles para las especies P. hoffmannianum vy P.
belizeanum. Estas sustituciones son consistentes con el patron de agrupamiento por zonas
geograficas de muestreo, encontradas en la topologia de los arboles filogenéticos para las
regiones ITS y LSU, por lo que sugerimos que estos sean considerados como cuatro

ribotipos: A) Belice, (B) Florida-Cuba, (C) India, y (D) Australia.

No existe una regla que dictamine estrictamente los limites de una especie basado
Unicamente en un solo caracter morfoldgico y/o filogenético, es por esta razéon que
existen diferentes definiciones de lo que constituye a una especie (bioldgica, filogénetica

etc); por lo que es importante analizar la informacion en su totalidad incluyendo:
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morfologia, andlisis de diferentes genes (manera individual y concatenada), produccion de
toxinas y de ser posible estudios de entrecruzamiento o busqueda de simpatria (co-

ocurrencia en el ambiente, sin entrecruzamiento).
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9. CONCLUSIONES

9.1 Conclusidon y recomendaciones para andlisis de comunidades

Bajo las condiciones empleadas en este estudio para la metodologia de CE-
SSCP, la regién 28S LSU D7 presentd la mejor resolucién para separar e
identificar nueve especies de dinoflagelados nocivos (A. margalefii, A.
sanguinea, C. balechii, C. polykrikoides, P. minimum, P. rhathymum, P.
reticulatum, L. polyedrum y G. catenatum.

El andlisis de HRM utilizando el fragmento 28S LSU D7 presentd baja resolucién
para discriminar entre especies del género Prorocentrum, solo fue posible
identificar dos grupos, cuyo agrupamiento responde principalmente al tipo de
habitos que comparten (Prorocentrales benténicos y Prorocentrales
planctdnicos).

El fragmento28S LSU D7, podria utilizarse para aplicar la técnica de HRM con la
finalidad de comparar los resultados obtenidos mediante el método de CE-
SSCP, y determinar asi la resolucion presentada  para cada técnica.
Adicionalmente, se recomienda el realizar un analisis detallado de factibilidad
de desarrollo y aplicacidon, ya que éstas técnicas presentan una complejidad

operacional distinta.

9.2 Conclusion y recomendaciones para identificacion especie especifica.

El punto clave para el adecuado uso del método de FISH y PCR en la
identificacion especie especifica, estd directamente relacionado con la
identificacion de una “verdadera” secuencia blanco, especifica y Unica para la
especie en cuestion.

No fue posible discriminar entre las especies P. maculosum, P. belizeanum y P.
hoffmannianum utilizando los métodos como FISH y PCR, ya que tras el analisis
detallado de la composicion de su secuencia nucleotidica de los genes (18S

SSU, ITS y 28S LSU) y del gen mitocondrial CytB, no se logré identificar una
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secuencia blanco, que les confiriera a estas especies la resolucion suficientes

para ser discriminadas entre ellas, utilizando estas metodologias.

9.3 Analisis morfolégicos y moleculares para las especies Prorocentrum

hoffmannianum y Prorocentrum belizeanum

- Las sutiles diferencias morfolégicas encontradas para P. hoffmannianum vy P.
belizeanum, observadas mediante microscopia de luz y microscopia electrénica
de barrido, sugiere que estas especies son conespecificas.

- Los analisis moleculares y filogenéticos de diferentes fragmentos del ADN,
analizados de manera individual y concatenada, no separan en morfoespecies a
P. belizecanum y P. hoffmannianum, por lo tanto consideramos que éstas
forman un complejo de especies (especies cripticas), que denominamos
“complejo Prorocentrum hoffmannianum”.

- Se encontraron cuatro clados geograficamente definidos y genéticamente
distintos, los cuales pueden ser considerados como ribotipos.

- se recomienda llevar a cabo el andlisis morfolodgico y molecular, utilizando
multiples cepas de una misma regidn, asi como incluir distintas poblaciones
geograficas, antes de poder determinar con mayor certeza los limites entre

estas especies.
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11.0 ANEXOS

Anexo 1. Cebadores utilizados en este estudio para las distintas aproximaciones metodolégicas (AFD, CE-SSCP, HRM e IES).

Region Cebador Aplicacion Secuencia Longitud | Tamaio Referencia
(bases) (pb)
HAB SSU 1F AFD 5'-AACCTGGTTGATCCTCCCAGT-3' 20 1800 Medlin et al. (1988)
SSuU HAB SSU 1528R 5'-TGATCCTTCTCCAGGTTCACCTAC-3’ 24 Medlin et al. (1988)
V1 SSuU HAB SSU 1F IES 5'-AACCTGGTTGATCCTCCCAGT-3' 20 250 Medlin et al. (1988)
ProbePbel 5’-TCACCGAAGGGCCAGGCA-3’) 18 Este estudio
V4 SSU 528F 5’-CGGTAATTCCAGCTCC-3’ 16 350 Elwood et al. (1985)
690R CE-SSCP, HRM | 5’- AGAATTTCACCTCTG-3’ 15 Elwood et al. (1985)
ITS/ SSU HAB ITS 1400F AFD 5’-TG(C/T)ACACACCGCCCGTC -3’ 17 1400 Elwood et al. (1985)
HAB LSU DICR 5’-ACTCTCTTTTCAAAGTCCTT-3’ 20 Elwood et al. (1985)
ITs1 HI 80F HRM 5’-GTGAACCTGCGGAAGGATC-3’ 19 320 Herrera (2008)
HI 400R 5’-CACAATGCWTATCGCAYTTCG-3’ 21 Herrera (2008)
ITS2 HI 400F HRM 5’-CGAARTGCGATAWGCATTGTG-3’ 21 380 Herrera (2008)
HI 780R 5’-CTTACTTATATGCTTAAATTCAGC-3’ 24 Herrera (2008)
HAB LSU D1RF AFD 5’-ACCCGCTGAATTTAAGCATA -3’ 20 669 Scholin et al. (1996)
LSU D1D2 | HAB LSU D2CR 5-CCTTGGTCCGTGTTTCAAGA -3’ 20 Scholin et al. (1996)
LSU D5-D8 | HAB LSU1239F AFD 5'-GCTCGCTCATCAGATAC-3' 17 1161 Herrera (2008)
HAB LSU 2400R 5'-ATGCCAAGCCCGTTCC-3' 16 Herrera (2008)
D2 LSU D1/D2 dinos F CE-SSCP, HRM | 5’-ATCGAGACCGATAGCA-3’ 16 389 Este trabajo
639 R 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGGG -3’ 20 Scholin et al. (1996)
D5 LSU HAB LSU 79F HRM 5’-CCSAAAATGGATGGCGCT-3’ 18 138 Herrera (2008)
HAB LSU 217R 5’-TACTACCACCAAGATSTGC-3’ 19 Herrera 2008
D7 LSU HAB LSU 450F CE-SSCP, HRM | 5'-GGKAARCKTTGTCTTTYCT-3' 19 180 Herrera (2008)
HAB LSU 630R 5'-GGCTGCTAAC CTTGGAG-3' 17 Herrera 2008
COB DinoCob4Fb 5’-AGCATTTATGGGTTATGTNTTACCTTT-3’ 27 450 Zhang et al. (2007)
DinoCob3Rb AFD 5’-AGCTTCTANDGMATTATCTGGATG-3’ 24 Zhang et al. (2007)

*Nota: AFD, Amplificacidon de Fragmentos Discretos; CE-SSCP, Polimorfismo conformacional de cadena sencilla acoplado a
electroforesis capilar; HRM: Analisis de disociacién de alta resolucién e IES: Identificacidn especie-especifica

108



109

Anexo 2. Programas de PCR utilizados para: AFD, CE-SSCP, HRM e IES

Amplificacion de Fragmentos Discretos

Gen Segmento T/t (°C/min)|Ciclos
Desnaturalizacion iniciall 95 °C/5 1
SSU-LSU; | Desnaturalizacién 95 9C/1
LSU D1D2 | plineamiento 52 °C/1 35
Extension 72°C/ 2
Extension final 72 °C/7 1
Desnaturalizacion iniciall 95 °C/5 1
SsuU Desnaturalizacidn 95 °C/1
Alineamiento 52 °C/1 35
Extension 72 °C/2
Extension final 72 °C/10 1
Desnaturalizacion iniciall 95 °C/5 1
LSU Desnaturalizacion 95 °C/1
D5-D8 | Alineamiento 50°C/ 1 40
Extension 72 °C/1.5
Extension final 72 °C/10 1
Desnaturalizacion iniciall 95 °C/5 1
coB Desnaturalizacidn 95 °C/0.5
Alineamiento 50°C/0.5 | 35
Extension 72 °C/0.5
Extension final 72 °C/7 1
Gen Segmento T/t (°C/s) |Cic|os
Desnaturalizacion inicial] 94 °C/6’ 1
Desnaturalizacion 94°C/0.5" | 5
185 SSU V4, plineamiento 40°C/0.5’
285 LSU D2 gy tansion 72 °C/1
y D7 Desnaturalizacion 94 °C/0.5" | 30
Alineamiento 50 °C/1’
Extension 72 °C/1’
Extension final 72 °C/10° 1
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Continuacion anexo 2

Gen Segmento T/t (°C/min) |Ciclos
Desnaturalizacion iniciall 94 °C/5 1
18S SSU V4, Desnaturalizacién 94 °C/0.5 30
285 LSU D2| Alineamiento 50 °C/0.5
Extension 72°C/1
Desnaturalizacion 95 °C/5 1
28S LSU D5| Desnaturalizacidn 95 °C/2 35
y Alineamiento 52 °C/0.5
285LSU D7[ytension 72 °C/1.0
Desnaturalizacion 95 °C/5 1
ITS1 Desnaturalizacidn 95 °C/2
Alineamiento 54y 57°C/0.5| 35
Extension 72 °C/1
Desnaturalizacion 95 °C/5 1
Desnaturalizacion 95°C/2
ITS2 | Alineamiento 57°C/0.5 | 35
Extension 72 °C/1

Gen Segmento T/t (°C/min) |Cic|os

Desnaturalizacion 94 °C/5 1
18S SSU V1| Desnaturalizacion 94 °C/0.5 30

Alineamiento 50 °C/0.5

Extension 72°C/ 1

Extension final

72°C/ 5 1




Anexo 3. Secuencias de Prorocentrales bentdnicos utilizados en analisis filogenéticos.

Especie ITS LSU rDNA
Localidad Cepa No. de Acceso Localidad Cepa No. de Acceso
Prorocentrum Belice CCMP2633 DQ238042 Belice CCMP2633 DQ238042
belizeanum KF885226 CCMP2633 KF885226
Habana, Cuba PBHV-1 JQ638934.1 Habana, Cuba PBHV-1 JQ638934.1
No CCMP1633 EU927556 La Reunidn, PBMA_01 AJ567460.1
determinado Océano Indico
Prorocentrum PHSE_O1 AJ567461.1
hoffmannianum La Reunidn, PHSE 01 2 AJ567462.1
Océano indico PHGE_02 AJ567463.1
PBGLO1 JX912180
Florida, EUA CCMP683 KF885225 Florida EUA CCMP683 KF885225
EU927553 EU165315
Florida, EUA CCMP2804 KF885224 Florida EUA CCMP2804 KF885224
EU927552 KC622311.2
Australia SM33 EU196415.1
Australia PHHIO1 AY259171.1
Prorocentrum Tahiti AB189742 Sorrento 1 DQ336189.1
lima CRLMN-4 AB189743 NMNO7 EF566748.1
USSP-F11 AB189746 México PL6 *)Q616837
USSP-F12 AB189747 La Reunidn, PLRN_02 AJ567457.1
CCMP1370 EU927507 Océano indico PLMA_01 AJ567458.1
CCMP2589 EU927513 CCMP1746 DQ336186.1
CCMP2584 EU927517 SM24 DQ336182
IP297 EU927492 PL1-11 DQ336188.1
PQ2 EU927489
CCMP1743 EU927508
AR3 EU927501
CCMP684 EU927503
Prorocentrum Espafa VGO776 EU244470 K-0625 EF566747.1
arenarium Tenerife
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La Reunion, PAEU_01 AJ567456.1

Océano indico
Prorocentrum CCMP1768 EU927558
compressum
Prorocentrum IFR10-171 HQ890883
bimaculatum
Prorocentrum Golfo de Arabia PBoRN_02 AJ567467.1
borbonicum PBoRN_01 AJ567466.1
Prorocentrum NMNO8 EF566751.1
concavum PCRN_01 AJ567464.1
Prorocentrum La Reunion, IFR454 F1842378.1
consutum Océano indico
Prorocentrum South Britanny PES401 EF566750.1
emarginatum PERN_O05 AJ567465.1
Prorocentrum Reunion SM39 EU196416.1
fukuyoi
Prorocentrum Japon NMNO13 EF566744.1
faustiae
Prorocentrum levis IRTAOO1 FJ160589.1

KC3 FJ489619.1

Prorocentrum NMNO11 EF566749.1
sculpitle
Prorocentrum Viet Nam EF566746
sigmoides
Toxoplasma gondii X75430

112



113

Anexo 4. Analisis morfoldgico de Prorocentrum maculosum

Micrografias de MEB de la especie Prorocentrum maculosum. (tomado de Faust, 1993)
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Micrografias de la cepa PMHV-1. a) Valva derecha, b) valva izquierda, c) banda intercalary
d) area periflagelar.

P. maculosum strain PMHV-1

Cells size of P. maculosum was variable. The valve length was 33.02 - 48.60 um (mean
35.88 + 1.23 um) and width 25.77 - 42.40 um (mean 30.22 + 1.34). Cells shape was broad
in the middle region tapering toward the anterior region and round in the posterior
margin. Variation in valve shape expressed as the L/W ratio varies from 1.09 and 1.44
(mean 1.2+0.09). The valve shape was variable from oval to ovoid; the most common
shape was ovoid.

The valve surface was smooth with scattered surface pores, these varied from 43 — 56
(mean 50 5.24, n =6); the center was devoid of pores and presents a row of marginal
pores at the cell periphery, 53-68 pores (mean 59 + 11.22, n = 6). The intercalary band was
smooth in all the cells observed. The right valve has an indentation where periflagellar
platelets are fitted in.
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The periflagellar area of P. maculosum is wide V-shape. There was some variation in the
width of the apical region. No obvious ornamentation such as spine or thick flange is
visible, except for a small periflagellar collar surrounding the flagellar and auxiliary pore.
The left valve margin exhibit a thin apical collar flat to slightly concave. The periflagellar
area is composed of eight platelets and it is penetrate by the flagellar and the auxiliary
pore. The flagellar pore is larger than the auxiliary pore. For comparison, the platelets
have been labeled according to Taylor’s scheme (Taylor, 1980). Four platelets (a, d, f and
h) border the apical ridge The auxiliary pore is surrounded by four platelets (b, ¢, d, and
e), while the flagellar pore is surrounded by five platelets (c, d, e, f, and g) in general, but
rarely platelet h joined in the flagellar pore. The pores are separated from each other by
only one platelet (platelet c).

The cell has a pyrenoid in the central area and a posterior nucleus is located adjacent to
the pyrenoid.

Under the previews strain description, we considered that the pore patter in both right
and left valve as well as the architecture of the periflagellar area, they are different to the
original description of P. maculosum proposed by Faust (1993), and the morphology
observed are similar to the species P. lima.
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Anexo 5. Glosario taxonémico

Antapical/anterior: En desmocontes, se refiere a |la parte superior de la célula.

Area periflagelar: Conjunto de placas situadas en la zona anterior las cuales se encuentran
rodeando los poros flagelares, uno de estos poros es el poro flagelar. Estas placas tipicamente se
encuentran excavadas en la valva derecha. El drea periflagelar puede presentar varias formas
como son: arco, forma de V (V-shape), forma de V estrecha y profunda (narrow and deep V-
shape) y linear

Areolado/Ornamentacién: caracteristicas del patron de poros que se encuentra presente en las
tecas de dinoflagelados tecados.

Banda Intercalar: Zona de crecimiento marginal que se encuentra entre dos placas (valvas) en el
caso de organismos desmocontes.

Bentdnico: Que ocurre en el fondo de la columna de agua

Borde engrosado (Thick flange): Parte protuberante de la valva derecha principalmente observada
en el borde la excavacién del area periflagelas

Cepa: En microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo patrimonio
genético.

Collar periflagelar (Inglés: platelet list): Un liston soportada por lo margenes de algunas placas, las
cuales rodean a los poros flagelares.

Collar: Caracteristica topografica de algunos prorocentroides (desmocontes). Es una extensién de
la banda intercalar presente en la valva izquierda a lo largo del margen anterior, rodeando el area
periflagellar. Este puede presentar forma curva, ensanchada (frared), redondeada o aplanada.
Desmoconte. Un tipo de célula de dinoflagelados, la cudl, dos flagelos distintos emergen de la
parte anterior de la célula, ejemplo Prorocentrum spp.

Excavacion/indentacién: Espacio ahuecado, cavidad. En desmocontes, se refiere a la apertura en
la que se encuentra el area periflagelar.

Flagelado: Son flageladas las células que tienen flagelos

Flagelo longitudinal: Flagelo que provee direccion

Flagelo transversal: Flagelo que provee de propulsion

Flagelos: Estructura en forma de latigo que emerge de la célula y es reponsable del propulsar a las
células en fluidos liquidos.

Liston (inglés “list): Extensién membranosa de la teca presente en dinoflagelados tecados.
Pirenoide: Estructura citoplasmatica principalmente proteica incluida en los cloroplastos de la
mayoria de organismos fitoflagelados. Se encuentran asociados con la formacién vy
almacenamiento de reservas (almidon).

Placa: Cada una de las pequeias piezas que unidas por sus bordes, a manera de mozaico. Su
superficie puede hallarse esculpida y sus suturas revestir grados diversos de complejidad.

Poroides (porelike): Pequefia apertura en forma de poro, generalmente son caracteristicas de
ornamentacion accesoria.

Poros periflagelares: En dinoflagelados desmocontes, son poros grandes situados en el area
periflagelar: conocidos como poro auxilir (ap) y o poro flagelar.

Posterior: En desmocontes, se refiere a la parte inferior de la célula.

Poros: aperturas reales presentes en la teca
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Teca: Complejo de membranas multiples con vesiculas, algunas especies con escamas. Conocida
como anfiesma, célula cobertora o pared celular. Todos los dinoflagelados poseen un sistema de
membrana que envuelve toda la célula la cual consiste en un complejo de 3 a 6 membranas.
Diferentes autores usan diferentes términos para este complejo basado en sus propias
preferencias. El uso de término teca hace el uso de epiteca e hipoteca mds practico.

Tecado: Los dinoflagelados tecados, ademds de diferenciarse de los atecados por la presencia de
placas, también lo hacen porque generalmente la epiteca e hipoteca presentan prolongaciones
denominadas cuernos. La epiteca se prolonga en un cuerno apical, y la hipoteca en dos cuerpos
antapicales, los cuales en algunas especies corresponden a espinas. El grupo de los tecados
también se caracteriza por la presencia de estructuras accesorias: aleta o expansiones aliformes,
espinas, etc.

Valva: En los Prorocentrales, se refiere a dos mitades opuestas de la teca. La valva derecha se
encuentra excavada por las placas periflagelares.
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Anexo 6. Glosario términos utilizados en biologia molecular

Acido desoxiribonucleico (ADN): Acido nucleico formado por nucledtidos en los que el azicar es
desoxirribosa, y las bases nitrogenadas son adenina, timina, citosina y guanina
(desoxiribonucledtidos). Excepto en los retrovirus que tienen ARN, el ADN codifica la informacion
para la reproduccién y funcionamiento de las células y para la replicacién de la propia molécula de
ADN. Representa la copia de seguridad o depdsito de la informacién genética primaria, que en las
células eucaridticas esta confinada en la caja fuerte del nucleo.

Acido ribonucleico (ARN): acido nucleico formado por nucleétidos en los que el azucar es ribosa, y
las bases nitrogenadas son adenina, uracilo, citosina y guanina (ribonucleétidos). Actia como
intermediario y complemento de las instrucciones genéticas codificadas en el ADN. Existen varios
tipos diferentes de ARN, relacionados con la sintesis de proteinas. Asi, existe ARN mensajero
(ARNm), ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y un ARN heterogéneo nuclear (ARN
Hn). El ARN es normalmente el producto de la transcripciéon de un molde de ADN, aunque en los
retrovirus el ARN actula de plantilla y el ADN de copia.

AcidoNucleico: Grandes polimeros formados por la repeticion de mondmeros denominados
nucledtidos, unidos mediante enlaces fosfodiéster. Existen dos tipos ADN y ARN.

Alineamiento de secuencias: Un alineamiento de secuencias en bioinformdtica es una forma de
representar y comparar dos o mas secuencias o cadenas de ADN, ARN, o estructuras primarias
proteicas para resaltar sus zonas de similitud, que podrian indicar relaciones funcionales o
evolutivas entre los genes o proteinas consultados.

Arbol filogenético: Un arbol filogenético es un arbol que muestra las relaciones evolutivas entre
varias especies u otras entidades que se cree que tienen una ascendencia comun.

Base Nitrogenada (o base) (base): Molécula que forma parte de los acidos nucleicos (adenina,
guanina, citosina, timina y uracilo) y tiene una estructura de anillo heterociclico compuesto de
atomos de carbono y nitrégeno.

Base nucleotidica: Bases nitrogenadas que forma parte de un nucleédtido (subunidad que
constituye los acidos nucléicos).

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): Programa informatico de alineamiento de secuencias
de tipo local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas.

Cebador: Pequeia cadena de nucledtidos a partir de la cual la ADN polimerasa inicia la sintesis de
una molécula nueva de ADN.

CE-SSCP: Método de SSCP acoplado a un sistema de electroforesis capilar.

Curva de disociacion de Alta resolucion (HRM). Técnica que mide el decremento de la
fluorescencia del colorante intercalado en el proceso de disociacidon de la doble cadena de DNA
(dsDNA) durante la PCR.

Distancia genética: Medida de la diferencia del material genético entre distintas especies o
individuos de la misma especie.

Estructura secundaria del ARN: A diferencia del ADN, las moléculas de ARN son de cadena simple
y no suelen formar dobles hélices extensas. No obstante, si se pliega como resultado de la
presencia de regiones cortas con apareamiento intramolecular de bases, es decir, pares de bases
formados por secuencias complementarias mas o menos distantes dentro de la misma hebra.
Fenotipo: las caracteristicas observables de un organismo que son reflejo del genotipo y el efecto
ambiental.
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Gen: Unidad de herencia fisica y funcional, portadora de informacién de una generacién a la
siguiente. Es un segmento de DNA que contiene los elementos necesarios para su funcién que es
la produccion de un RNA o una proteina (o polipéptido).

Genbank: Base de datos de secuencias genéticas del NIH (National Institutes of Health de Estados
Unidos), una coleccién de disponibilidad publica de secuencias de ADN. Realiza una puesta al dia
cada dos meses.

Genoma: Conjunto de material genético (DNA) de una célula, individuo o especie.

Genotipo: Composicidn alélica especifica de una célula o individuo, bien para todos sus genes o,
mas comunmente, para uno o pocos genes.

Hibridaciéon de acidos nucleicos (ADN o ARN): Proceso por el cual se combinan dos cadenas de
acidos nucleicos antiparalelas y con secuencias de bases complementarias en una Unica molécula
de doble cadena.

Hibridacidn fluorescente in situ, células completas (WC-FISH): Técnica que involucra el uso de
sondas marcadas con moléculas que emiten una sefial de fluorescencia al unirse con una molécula
complementaria (hibrida) conocidas con las que comparte un alto grado de similitud y que
podemos observar con un microscopio dptico de fluorescencia.

Homologia: En biologia molecular y en genética, se refiere a la situacion en la que las secuencias
de dos o mas proteinas o acidos nucleicos son similares entre si debido a que presentan un mismo
origen evolutivo.

Inferencia bayesiana (Bayesian Inference Bl). En filogenia, genera la probabilidad posterior de un
parametro, un arbol filogenético y/o un modelo evolutivo, basada en la probabilidad anterior de
ese parametro y la funcién de verosimilitud de los datos. La aplicacion del andlisis bayesiano en la
inferencia filogenética presenta varias ventajas en comparacién con otros métodos de inferencia,
como la facil interpretacion de los resultados, la posibilidad de usar informacién aprioristica y
algunas ventajas computacionales

Marcador molecular: Fragmentos especificos de ADN que pueden ser identificados en todo el
genoma. Los marcadores moleculares estan situados en lugares especificos del genoma. Se usan
para “marcar” la posicion de un gen en concreto o la herencia de una caracteristica particular.
Microarreglo: Matriz de ADN.Distribucién ordenada de cientos a miles de moléculas de ADN de
secuencia conocida generalmente las sondas o probes— sobre un soporte sélido, generalmente
vidrio. Estas sondas se hibridan con una solucién de acidos nucleicos desconocidos —las dianas o
targets— que han sido marcados de antemano mediante algun procedimiento especifico.
Nucleétido: Unidad basica que compone los acidos nucleicos (DNA y RNA). Cada uno estd
compuesto a su vez por una base nitrogenada (A; T; C; G) un azucar y un grupo fosfato.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Técnica para copiar una secuencia de DNA hasta
obtener la cantidad deseada (normalmente una cantidad que permite su estudio vy
caracterizacion).

Secuenciacion de ADN: Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es Ia
determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, Gy T) en un oligonucledtido de ADN.

Sonda molecular: Fragmento de ADN (o raramente ARN) de pequefio tamafio (hormalmente entre
100 y 1000 bases) usado en biologia molecular como herramienta para detectar la presencia de
ADN o ARN de secuencia complementaria parecida o igual. Nos referimos a segmentos de acido
nucleico de cadena simple utilizados como anzuelos para detectar una pieza de ADN fija en un
soporte o suelta dentro de una sopa de moléculas
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SSCP: Proceso donde los productos de PCR son desnaturalizados en cadena simples de ADN, luego
renaturalizados para favorecer los apareamientos intracatenarios y finalmente analizados en un
gel de Poliacrilamida. Con esto, la estructura de cada hebra de ADN de un amplicén adoptara una
conformacién dada, dependiente de la secuencia nucleotidica, que afectara su migracion en el gel.
Asi dos productos de PCR con diferencias puntuales en su secuencias presentaran distintos
patrones electroforéticos de los fragmentos de ADN monocatenarios.

Topologia: Aspecto de un arbol filogenético.



