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RESUMEN

La relevancia del estudio de los florecimientos algales nocivos (FAN), deriva del
aumento registrado en el nimero y frecuencia de dichos eventos en las diferentes zonas
costeras del océano mundial. Dentro de este contexto, se han enfocado esfuerzos al
establecimiento de sistemas de monitoreo ambiental y biolégico en diferentes paises, tanto para
estudiar las relaciones entre variabilidad ambiental y la presencia y peligrosidad de eventos,
como para desarrollar una capacidad predictiva que permita la toma oportuna de medidas
preventivas y correctivas. Aln cuando la frecuencia con que se presentan estos eventos en
aguas mexicanas va en aumento, en nuestro pais los estudios para eficientar el monitoreo
bioldgico y ambiental no ha sido adecuadamente atendido.

El método clasico para la deteccion y enumeracion de especies formadoras de FAN, es
la observacion directa de material vivo o fijado, mediante microscopia de luz. Sin embargo, este
proceso es tedioso y lento, y requiere de taxdnomos expertos. Para resolver estos problemas, en
los Ultimos afios se ha incrementado la atencion de la comunidad cientifica en el uso y desarrollo
de técnicas moleculares basadas principalmente en el ADN ribosomal.

Como primera fase, se obtuvieron secuencias nucledtidicas de 12 especies de
dinoflagelados pertenecientes a los 6rdenes Gonyaulacales (Alexandrium affine, Alexandrium
margaleffi, Gonyaulax spinifera, G. turbiney y Lingulodinium polyedrum, Prorocentrales
(Prorocentrum mexicanum, P. minimun y P. lima) y Gymnodiniales (Akashiwo sanguinea,
Gymnodinium catenatum -2 variedades- y Cochlodinium polykrikoides); empleando cebadores
para dos niveles de especificidad taxonomica (dominio Eukarya y clase Dynophyceae), que
flanquean regiones codificantes (Subunidad pequefia SSU, Subunidad grande LSU y 5.8S) y no
codificantes (Secuencias intertranscritas ITS1 e ITS2) del ADNr. Las secuencias obtenidas, se
confrontaron con las bases de datos mundiales mediante, para determinar, excluir o confirmar la
especie, segun el caso. Con los cebadores que flanquean la region SSU-ITS-LSU, se confirmo 1
especie (C. polykrikoides), mientras que se generaron 54 nuevos registros, para Akashiwo
sanguinea, Gymnodinium catenatum -2 variedades, A. margaleffi, A. affine, G. spinifera, G.
turbiney, L. polyedrum, P. lima, P. minimun, y P. mexicanum.

Como segunda fase, se utilizaron las secuencias obtenidas para llevar a cabo el disefio
de sondas de ADN especie-especificas y cebadores aplicables a la técnica polimorfismo
conformacional en hebra simple (SSCP). Se realizaron analisis de alineamiento (programa
DNAMAN) para ubicar tanto las regiones variables como las conservadas de las diversas
regiones génicas analizadas. Finalmente como tercera fase, se disefiaron 3 parejas de nuevos
cebadores, aplicables al formato de hibridacion fluorescente in situ (FISH) o blotting y dos
aplicables al formato de SSCP.

Palabras Clave: Fitoplancton toxico y nocivo, métodos moleculares, ADNr.

Vo.Bo. Dra. Norma Y. Hernandez Saavedra
Director de Tesis



ABSTRACT

The relevance of Harmful algae blooms (HAB) study is that one of the must important aspect in the
phytoplanktonic study, derivates of the increasing number and frequency of this events through the
costal ocean. In this context, it has focus in the establishment of biological and environmental
monitoring programs in different countries, the objective is generate information about the relation
between environmental parameters and the present and danger of this events, and to develop a
predictive capacity, that permits to take preventive and corrective actions. Although the increasing in
the frequency of this event presents in Mexican waters, at the time, in our country the studies to
improve the hiological and environmental monitoring program have been inadequate.

The classical approach for detecting and enumerating phytoplankton species is the direct observation
by light microscopy of live or preserved material, however, it is considered to be tedious, time-
consuming and requiring an appropriate level of experience/expertise in phytoplankton identification.
To solve these problems, attention has increasingly focused on molecular technigques that use genetic
markers like ribosomal DNA.

In this study, we obtained nucleotide sequence of twelve culture species of dinoflagellates which
belong to the order Gonyaulacales (Alexandrium affine, Alexandrium margaleffi, Gonyaulax
spinifera, G. turbiney y Lingulodinium polyedrum, Prorocentrales (Prorocentrum mexicanum, P.
minimun y P. lima) y Gymnodiniales (Akashiwo sanguinea, Gymnodinium catenatum -2 variety- y
Cochlodinium polykrikoides); with universal primers for two levels of taxonomic specificity (domain
Eukarya and class Dynophyceae), targeting coding (Small SSU 18S, partial large subunit LSU, 5.8S)
and noncoding (Internal transcribed spacer ITS1 and ITS2) parts of the rDNA. The nucleotide
sequence, were submitted in worldwide bases, to determine, exclude o confirm the species. With the
primers which target SSU-ITS-LSU region, we confirm one specie (C. polykrikoides), 54 new
sequences were generated in the case of Akashiwo sanguinea, Gymnodinium catenatum -2
varieties, A. margaleffi, A. affine, G. spinifera, G. turbiney, L. polyedrum, P.lima, P. minimun, y
P. mexicanum.

In the second part of the study, the sequences generated were used to design specie-specific
DNA probes and primer for Single Strand conformation polymorphism (SSCP). The aligment
analysis was carrying out using the program DNAMAN to find variable and conserved regions in
the different genetic regions analyzed. Finally as the third part, three pairs of new primers were
designs, applicable at the format Fluorescent in situ hybridization (FISH) or blotting and two
applicable at the format SSCP.

Vo.Bo. Dra. Norma Y. Hernandez Saavedra
Director de Tesis
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1. INTRODUCCION

La materia organica particulada suspendida en los océanos que es
incapaz de presentar oposicidon al movimiento de los cuerpos del agua se
conoce como plancton. El plancton, puede ser dividido en dos grandes
fracciones: a) la fraccién animal denominada zooplancton, que esta compuesta
principalmente por rotiferos, copépodos y larvas de peces y de invertebrados, y
b) la fraccion vegetal, el fitoplancton, que esta compuesta por diatomeas,
dinoflagelados, cocolitoféridos, silicoflagelados, algas verdeazules, algas

verdes y pardas, y euglenoides.

Se denomina fitoplancton a la comunidad de organismos con capacidad
de locomocién restringida o nula, que flota libremente o es arrastrada por los
movimientos del agua, pero que sedimenta lentamente por tener una densidad
ligeramente superior que la del agua (Tomas, 1997). Los organismos
fitoplanctonicos son en su mayoria son autétrofos, es decir, fijan la energia
solar mediante la fotosintesis utilizando diéxido de carbono, nutrientes y
metales traza para generar oxigeno y materia organica. Pero mas alla de
convertir carbono inorganico en carbono organico, los organismos
fitoplanctonicos utilizan el nitrégeno inorganico para producir ademas de
aminoacidos algunas vitaminas (B4, biotina y tiamina) (Steidinger y Curt,
1973).

Por esta razén, la enorme productividad de los océanos se basa en el
fitoplancton, ya que son responsables de la producciéon de mas del 90% de las
sustancias organicas marinas y proveen el oxigeno esencial que sustenta la
vida en el planeta (Granéli y Turner, 2006). Debido a lo anterior, al fitoplancton
coloquialmente se le conoce como el pasto del mar, ya que es el primer
eslabdn de la cadena tréfica, por ser el principal alimento natural para moluscos
bivalvos filtradores, ciertos peces herbivoros filtradores (sardinas y anchovetas)

y larvas de diferentes organismos marinos (peces, moluscos y crustaceos), que



a su vez son alimento marino esencial para los seres humanos (Hallegraeff,
1991; Van den Hoek et al., 1995).

De las 5,000 especies de microalgas marinas descritas (Andersen,
1996), aproximadamente 300 pueden presentarse en cantidades tan elevadas
(floraciones) que cambian el color de la superficie del mar, generando los
fendmenos que conocemos ordinariamente como mareas rojas (Hallegraeff,
1995; Smayda, 1997; Lindahl, 1998). Las mareas rojas o floraciones algales
nocivas (FAN y en inglés “Harmful Algal Blooms o HABs”), son fendmenos
bioldégicos que ocurren de manera natural como resultado de la combinacion de
mecanismos fisicos, quimicos y biolégicos, como son: las surgencias, la
influencia de vientos y corrientes, la estratificacion de la columna de agua, los
frentes de contacto entre dos masas de agua de diferente densidad, la luz, la
disponibilidad de nutrientes (N2, O, P) y elementos traza (Fe y vitaminas), la
salinidad y/o la temperatura, historia natural de vida (pastoreo, forma de
obtencion de energia (autétrofo, heterétrofo), capacidad de formacion de
quistes) 6 por alteraciones de origen antropogénico (Samyda, 1997; Alonso y
Ochoa, 2004; Suarez y Guzman,1998). Steindinger (1975) propuso una
hipotesis de la secuencia de eventos necesaria para lograr el desarrollo de los
fendmenos FAN: 1) iniciacién, 2) crecimiento, 3) mantenimiento y 4)
terminacién. Sin embargo, esta hipotesis ha sido modificada bajo la perspectiva
del modelo propuesto por GEOHAB (2001), que establece que los procesos
bioldgicos y fisicos deben considerarse en escalas de tiempo y espacio, y bajo
una perspectiva multidisciplinaria (y no en forma aislada). Esta propuesta se
basa en el hecho de que algunas interacciones fisico-biolégicas son dominadas
por procesos fisicos de gran escala, como el transporte y la adveccion,
mientras que en otros casos, los factores biolégicos de comportamiento, como
son la agregacion y el nado, son los factores que afectan la distribucion de las

floraciones algales nocivas (GEOHAB 2001; figura 1).
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Figura 1. Guia grafica de los procesos que controlan las FAN de acuerdo al Global
(GEOHAB) Science Plan (2001). Cortesia: Arturo P. Sierra-Beltran.

El término “Floraciones Algales Nocivas” o FAN ha sido acufiado por la
Comisién Oceanogréafica Intergubernamental (COIl) para designar las
apariciones de un grupo heterogéneo de microorganismos, que son percibidas
por el hombre como dafinas, debido a sus efectos adversos en el ambiente.
Este tipo de eventos es causado por diversos microorganismos (microalgas,
cianobacterias), siendo nocivas algunas especies aun a bajas densidades, es
decir, sin llegar a formar “blooms” 6 cambios de coloracion aparente en las
masas de agua (Anderson, 2003; Van Egmond et al., 2005). Estos eventos
pueden presentarse como rojo, verde, ocre o amarillo, dependiendo de las
especies que lo compongan asi como el pigmento, el tamafio y la densidad de
los organismos, entre otros factores (Van Egmond et al., 2005). En general, en
los episodios de FAN suele predominar una sola especie, es decir son eventos
unialgales, lo que esta relacionado con fendmenos de predacion, exclusiéon
inhibitoria y/o sucesion de especies, entre otros (Steidinger y Haddad 1981;
Smayda, 1997).

Los eventos FAN se pueden clasificar en tres tipos principales: inocuos,
nocivos y toxicos. Las floraciones algales inocuas, son aquellas en las que se

presentan especies de microalgas que producen cambios en la coloracion en



las masas de agua siendo totalmente inofensivas, de hecho, en muchas
ocasiones son benéficas y responsables de la elevada productividad primaria
de ciertas regiones de los océanos. Las floraciones algales nocivas, son
aquellas en las que las especies pueden florecer tan densamente (del orden de
108 céls./L) que matan indiscriminadamente peces e invertebrados
(especialmente en sistemas de cultivo intensivo) al agotar el oxigeno, y
obstruyendo y dafando sus branquias. Finalmente, las floraciones algales
toxicas, son aquellas en las que las especies formadoras, generalmente
dinoflagelados, producen toxinas no proteicas de bajo peso molecular y que se
incorporan rapidamente en las tramas troficas; estas floraciones no
necesariamente estan asociadas a cambios evidentes en la coloracién de los
cuerpos de agua (Steindinger, 1975; Sournia, 1995; Reguera (2002). Se han
descrito alrededor de 75 especies de microalgas capaces de producir toxinas
que se transfieren a través de la cadena alimenticia (moluscos, crustaceos y
peces de escama) para ser consumidas finalmente por el hombre, provocando
diversas enfermedades gastrointestinales y neuroldgicas (Hallegraeff, 1995;
Reguera, 2002; Wang et al., 2005); ademas de tener serias repercusiones en
las actividades de acuicultura, recreacién, turismo y en las poblaciones

naturales de organismos marinos de las zonas costeras (Reguera, 2002).
1.1 Los dinoflagelados

Dinoflagellata o Pyrrhophyta (del griego "pyrrhos" que significa llama-
coloreada y phyta que significa planta), son términos que comprenden una gran
variedad de especies con formas y tamafos diversos. Los dinoflagelados son
un grupo extenso de organismos eucarioticos, unicelulares, constituido de 1555
especies (excluyendo Phytodiniales Christensen ex Loeblich IIl), representadas
en mas de 117 géneros (Gémez, 2005). Las poblaciones de dinoflagelados se

distribuyen en funcion de la temperatura, la salinidad y la profundidad.

La mitad de los dinoflagelados poseen cloroplastos, son especies

fotosintéticas y constituyen el grupo mas grande de algas eucariontes ademas



de las diatomeas. Ciertas especies fotosintéticas, como las zooxantelas, son
endosimbiontes de animales (corales, anémonas y almejas) y protozoos
marinos, desempefiando un papel importante en la biologia de los arrecifes
coralinos (Fensome et al., 1993). El resto (que no presentan cloroplastos)
incorporan materia organica en suspension o fagocitan bacterias u otros

flagelados (Suarez y Guzman, 1998) como via de obtencion de energia.

1.1.1 Morfologia

Es claro que los dinoflagelados poseen estructuras unicas, que permiten,
en gran medida, hacer una adecuada identificacion de los mismos. Sin
embargo, no existe un rasgo comun que clasifique a todos los dinoflagelados,
aunque la caracteristica morfolégica mas comun entre ellos es la presencia de
dos flagelos disimilares localizados en ranuras o depresiones (Tomas, 1997).
De acuerdo al arreglo de los flagelos estos pueden dividirse en dos tipos: 1)
desmocontes, como en el género Prorocentrum, que posee dos flagelos
disimiles que emergen de la parte anterior de la célula (figura 2A), y 2)
dinocontes, como en el género Peridinium en donde uno de los flagelos forma
un circulo lateral y se denomina flagelo transversal, mientras que el otro se
extiende hacia abajo y se denomina flagelo longitudinal (figura 2B). EIl flagelo
transversal proporciona la mayor parte de la fuerza que propulsa a la célula e
imparte a menudo un movimiento giratorio distintivo; el flagelo longitudinal
funciona principalmente como timén, aunque también produce una cierta fuerza
propulsora (Taylor, 1987). Los dinoflagelados tienen una cubierta celular
compleja llamada anfiesma integrada por vesiculas planas denominadas
alvéolos. En algunas especies, éstas se apoyan en placas de celulosa
entrelazadas que componen una especie de armadura llamada teca (Dodge,
1982).

Otra forma de clasificar a los dinoflagelados en dos grandes subgrupos
bien definidos, es segun estos tengan el cuerpo cubierto o no por una teca;

estos grupos son designados: tecados y atecados (o desnudos).



Figura 2. Ejemplos de dinoflagelados desmocontes (Prorocentrum, panel A) y
dinocontes (Peridinium, panel B); las flechas muestran la posicion de los flagelos.
Tomado de: http://www.smhi.se/oceanografi/oce y http://silicasecchidisk.conncoll.edu,
respectivamente.

Los primeros tienen la célula encerrada en una teca formada por placas
separables de estructuras carbohidratadas y calcareas (figura 3). En el
segundo grupo, el organismo esta cubierto de una membrana resistente y
carece de placas; estas caracteristicas y la morfologia de la célula son

importantes para su clasificacion (La Barbera, 1993).

1.1.1.1 Dinoflagelados atecados: la morfologia de este grupo de
dinoflagelados es dificil, ya que su condicion de organismos desnudos hace
dificil su preservacién, con la
formalina se destruyen o pierden su
forma original. Un buen agente para
este grupo es la soluciéon de lugol
con la que se fijan las muestras para

recuento. Por convencion la -

Mmoot

estructura celular de los atecados se Figura 3. Microfotografia de un

divide en dos regiones una superior dinoflagelado  dinoconte  atecado
(Cochlodinium polykrikoides). Tomado

0 epicono (epiteca) y una inferior o de: http://www.cearac-project.org.
hipocono (hipoteca), ambas

separadas por el cingulum, que corresponde a un surco transversal que rodea
a toda la célula y que aloja al flagelo transversal. En el hipocono, y en posicién
ventral, se encuentra el sulcus, el cual corresponde a un surco longitudinal que

aloja al flagelo longitudinal



1.1.1.2 Dinoflagelados tecados: este tipo de microorganismos, tienen la
pared dividida en placas arregladas en series especificas. La estructura basica
de la teca consiste en una membrana externa continua la cual enlaza los
flagelos y cubre completamente la superficie celular excepto cuando esta tiene
poros. El arreglo celular de este grupo se basa también en dos regiones
denominadas epiteca la superior, e hipoteca la inferior (figura 4). Al igual que
en los atecados, ambas se encuentran separadas por el cingulum y el sulcus.
Los dinoflagelados tecados, ademas de diferenciarse de los atecados por la
presencia de placas, también lo hacen porque en ocasiones, la epiteca e
hipoteca presentan prolongaciones denominadas cuernos. La epiteca se
prolonga en un cuerno apical, y la hipoteca en dos cuernos antapicales, los
cuales en algunas especies corresponden a espinas. El grupo de los tecados
también se caracteriza por la presencia de estructuras accesorias como aletas
o expansiones aliformes. Las placas de naturaleza celulésica que forman parte
de la pared de estos organismos, son consideradas como la caracteristica
taxonémica mas importante, ya que su forma, niumero y posicion es propia de

cada especie.

Figura 4. Estructura de un dinoflagelado
tecado tipo. 1, Epiteca; 2, Hipoteca; 3, Placa
de la teca; 4, Cingulo; 5, Sulcus; 6, Flagelo
lonaitudinal; 7. Flaaelo transversal.

1.1.2 Caracteristicas celulares y ciclo de vida

Los dinoflagelados, presentan cloroplastos en forma de discos o varillas
con clorofilas "a" y "c", p-caroteno y algunas xantofilas especificas tales como
la peridinina, neoperidinina, dinoxantina, diadinoxantina y neodinoxantina
(Spector, 1984). Las distintas combinaciones de pigmentos les proporcionan
una coloracion amarilla, pardo-amarillenta, parda, verde azul, etc. Los
dinoflagelados presentan la capacidad de almacenar almidones y grasas,
siendo los pirenoides, los organelos encargados de esta funcion. Los

cloroplastos de la mayoria de los dinoflagelados fotosintéticos estan rodeados



por tres membranas, lo que sugiere que proceden probablemente de la
ingestién de algun alga. Sin embargo, algunos tienen cloroplastos con diferente
pigmentacion y estructura, algunos de los cuales conservan un nucleo. Esto
sugiere que los cloroplastos fueron incorporados por varios acontecimientos
endosimbidticos que implicaron la participacion de formas coloreadas o
secundariamente descoloridas (Gibbs, 1982). La célula de los dinoflagelados
contiene los organelos caracteristicos de las células eucarioticas: reticulo
endoplasmatico liso y rugoso, aparato de Golgi, mitocondrias, granulos de
lipidos y almidon, y vacuolas endoplasmaticas; ademas, se han encontrado
algunos organelos sensibles a la luz que les permiten determinar la direccién e
intensidad de la luz. Muchas especies poseen organelos complejos como los
tricosistos, las pusulas, nematocistos, pistones y oceloides (Spector, 1984). Los
dinoflagelados tienen un nucleo de forma peculiar, denominado dinocarion, en
el que los cromosomas se fijan a la membrana nuclear y permanecen
condensados, carecen de histonas y nucleosomas (Rizzo 1987, Rizzo, 2003),
presentan grandes cantidades de 5-hidroximetiluracil y carecen de una
verdadera interfase. Otra caracteristica del nucleo de los dinoflagelados es que
contienen grandes cantidades de ADN en comparacion con otras algas
unicelulares, por ejemplo en el caso de Amphidinium carterae este contiene 3
pg/cél, mientras que para Lingulodinium polyedrum, se reporté un contenido de
200pg/cél. El nucleo dinocarion, alguna vez fue considerado como la forma
intermedia entre el nucleoide (procarionte) y los nucleos verdaderos
(eucarionte), denominandose mesocarion (Dodge, 1965), sin embargo, ahora

se considera una forma avanzada mas que primitiva (Rizzo 1987, Rizzo, 2003).

En la mayoria de los dinoflagelados, el nucleo es dinocarion durante
todo el ciclo de vida. Son generalmente haploides y se reproducen sobre todo
por fision binaria (figura 5-1), pero la reproduccion sexual también ocurre (figura
5-2) (Pfiester y Anderson, 1987). Esta tiene lugar por la fusiébn de dos
individuos para formar un zigoto, que puede seguir siendo mévil a la manera
tipica del dinoflagelado, o formar un quiste inmdévil, que experimenta mas

adelante una meiosis para producir nuevas células haploides.



Cuando las condiciones llegan a
ser criticas, generalmente por falta
de alimento o por inexistencia de
luz, dos dinoflagelados se
fusionaran formando un

planozigoto. Este continda su

movilidad hasta que después de
unos dias pierde sus flagelos. A
continuacion viene una etapa no 5
muy diferente de la hibernacion [ -

llamada hipnozigoto. La membrana

se expande abriendo la teca, el Fjgura 5. Ciclo vital de un dinoflagelado tipo.
1, fisiébn binaria; 2, reproduccion sexual; 3,
planozigoto; 4, hipnozigoto y 5,
una nueva teca mas dura. Algunas  planomeiocito.

protoplasma se contrae y se forma

veces se forman incluso espinas. El quiste recién formado se deposita en el
fondo marino. Cuando las condiciones vuelven a ser favorables, rompe su teca,
pasa por una etapa temporal denominada planomeiocito y después retorna
rapidamente a la forma movil/vegetativa de principio del ciclo. El tiempo de
dormancia de los quistes varia entre especies, pero se han encontrado quistes

que son viables después de 16.5 afios (Steidinger y Haddan, 1981).

1.1.3 Toxicidad

Se estima que aproximadamente 80 especies de dinoflagelados son
capaces de producir toxinas (Hallegraeff, 2003). Las toxinas producidas por
este grupo de microorganismos (tabla I) son de diversa naturaleza quimica y
tienen como caracteristica comun ejercer un efecto nocivo en ciertos
organismos (humanos, mamiferos marinos, aves, peces, y otros componentes
de la cadena tréfica marina), que en determinado momento entran en contacto

con ellas (Cortés, 1998; Suarez y Guzman, 1998).

Dada la problematica vinculada al peligro que representan para la salud

humana y las perdidas economicas asociadas a actividades como la
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acuicultura, pesquerias y turismo (Cortés y Sierra., 2008), estos fendmenos ha

adquirido gran relevancia a nivel internacional.

Tabla I. Toxinas producidas por organismos formadores de FAN y sindromes

asociados.

Sindrome

Intoxicacién por
ciguatera

Intoxicacién
paralizante

Intoxicacién
neurotéxica

Intoxicacion

diarreica

Intoxicacién por
Azaspiracidos

Intoxicacién
amnésica

toxinas por efecto

Organismo causante Toxina Ruta de Manifestacion
| adquisicion clinica
Gambierdiscus Transferencia a Gastroenteritis aguda,
toxicus (béntico) través de la cadena| sintomas neuroldgicos
Ostreopsis Ciguatoxina | tréfica; consumo de|] como parestesias
siamensis, etc. (CFP) peces carnivoros
Alexandrium
catenella, A. Consumo de Parestesia y otras
minutum, mariscos cultivados| manifestaciones
A. tamarensis, Familia de | o de vida libre en neuroldgicas, paralisis
A. ostenfeldii, saxiotoxinas | las areas afectadas| muscular, problemas
Gymnodinium (PSP) respiratorios y muerte
catenatum,
Pyrodinium
bahamense var
compressum, etc.
Consumo de Sintomas
Karenia brevis, mariscos cultivados| neurolégicos y
G. brevisulcatum, Brevetoxinas | en areas afectadas;| gastrointestinales,
etc. (NSP) aerosoles de las dificultad para en la

respiracion e irritacion

de las olas de 0jos
Dinophysis acuta, D. | Acido okadaico | Consumo de Gastroenteritis aguda
acuminata, D. fortii, mariscos cultivados
Prorocentrum lima | dinofisistoxinas | en aéreas

(DSP) afectadas

Consumo de Efectos neurotoxicos
Protoperidinium Azaspiracidos | mariscos cultivados| con dafio severo en
crassipes (AZA) en areas afectadas | intestino, higado

Pseudo-nitzschia
multiseries, P.
pseudodelicatissima,
P. australis, etc.

Acido domoico y
sus isdmeros
(ASP)

Consumo de
mariscos cultivados
en areas afectadas

Manifestaciones
gastrointestinales,
neuroldgicas,
generando amnesia
€en casos severos
coma y muerte

Adaptado de Anderson et al., (2001).

1.1.4. Taxonomia

De acuerdo al sistema de nomenclatura propuesto Steidinger y Tangen

(1997), los dinoflagelados se clasifican dentro de la division Dinophyta y estan
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agrupados en una sola clase, Dinophyceae. Esta clase agrupa 5 6rdenes que a

su vez incluyen 9 familias, como se muestra en la tabla Il.

Tabla Il. Ubicacidon taxondmica de los dinoflagelados segun el sistema de
nomenclatura propuesto Steidinger y Tangen (1997).

Orden Familia Ejemplo de Ejemplo de
Género Especie*
Prorocentrales Prorocentraceae Prorocentrum P. lima
(Lemmermann 1910) | (Stein 1883) P. mexicanum
P. minimum
Dinophysiales Dinophysiaceae Dinophysis
(Lindermann 1928) (Stein 1883) Phalacroma
Gonyaulacales Goniodomataceae | Alexandrium A. margaleffi
(Taylor 1980) (Lindermann 1928) | Pyrodinium
Gonyaulaceae
(Lindermann 1928) | Gonyaulax G. spinifera,
< @ Lingulodinium G. turbiney
;> 0 L. polyedrum
S Falll Gymnodiniales Gymnodinaceae Cochlodinium C. polikrikoides
< =yl (Lemmermann 1910) | (Lankester 1885)
o < G. catenatum
S | & Gymnodinium
R Q
-S E Gyrodinium
© Peridiniales Kolkwitziellaceae Diploptela
(Haeckel 1894) (Lindermann 1928) | Oblea
Peridiniaceae Peridinium
(Ehrenberg 1828)
Protoperidinium
Protoperidiniaceae
(Taylor 1987)
Blepharocysta
Podolampaceae
(Lindemann 1928)

* Especies consideradas en el presente estudio.

1.1.4.1 Taxonomia molecular. Esta disciplina comprende el estudio de la

clasificacion de los seres vivos a escala molecular, y se basa en el uso de la
informacion elemental de proteinas y genes (secuencias de aminoacidos y
nucledtidos) para inferir relaciones evolutivas, o que permite dilucidar la
relacién entre los morfotipos unicos y la division a nivel especie. El uso de la
taxonomia molecular esta creciendo

rapidamente, lo que se atribuye
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basicamente a dos razones: 1) la secuencia de nucleétidos de algunos genes
es una excelente herramienta para la resolucion de problemas taxonémicos, y
2) gracias a los avances tecnolégicos es posible obtener de una manera mas
rapida, las secuencias de los organismos de interés (Janson y Hayes, 2006).
Las ventajas que presentan este tipo de metodologias son: requerir menos
tiempo para su ejecucion y analisis, alta especificidad y, finalmente, que la
investigaciéon se centra en el genoma (genotipo) en lugar del fenotipo. De esta
forma, se han podido generar marcadores moleculares que permiten identificar
con una alta sensibilidad a diferentes organismos, ya que se basan en
secuencias unicas de nucledtidos, propias del acido desoxiribonucleico (ADN)
de los organismos, generando asi herramientas complementarias a la
morfotaxonomia, que se basa en el estudio de la expresion del genotipo, que
puede estar fuertemente influenciada por las condiciones ambientales (Manhart
y McCourt, 1992).

1.1.4.1.1 Marcadores moleculares. Un marcador de ADN es simplemente
un punto de referencia en un cromosoma, que puede o no corresponder a un
gen. En la actualidad, se encuentran disponibles diversas técnicas de biologia
molecular para detectar variabilidad en la secuencia de ADN. La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), las enzimas de restriccion, la separacién
electroforética de los fragmentos de ADN, las sondas marcadas y las
hibridizaciones son algunas de las técnicas que permiten obtener un numero
virtualmente ilimitado de marcadores moleculares y cubrir la totalidad del
genoma de un organismo (Picca et al., 2004). La ventaja de los marcadores
moleculares es que permiten utilizar informacion sobre eventos naturales y
mutaciones fenotipicamente neutrales dentro de las poblaciones. La mayoria
de las poblaciones tiene relativamente altas frecuencias de polimorfismos
debidos a pequenos cambios en el ADN (sustitucion de bases, inserciones,
deleciones y translocaciones); la tecnologia molecular ha permitido la deteccién
de esos polimorfismos, con lo que se puede hacer una eficiente discriminacion
entre individuos. Un marcador molecular ideal debera tener: suficiente variacion

para resolver el problema bajo estudio, ser seguro y simple de generar e



13

interpretar. Desafortunadamente, no existe un marcador ideal que pueda
usarse en todos los estudios, sino que una técnica o técnicas deberan ser
adecuadas para una amplia gama de investigaciones (Robinson y Harris,
1999).

El ADN ribosomal (ADNr) es uno de los marcadores moleculares mas
ampliamente utilizado, ya que su secuencia no depende ni del estado
fisiolégico del organismo ni de la expresién sincronizada de otros genes.
Ademas, algunas regiones del ADNr evolucionan mas rapidamente que otras,
creando asi dominios que pueden ser altamente variables o altamente
conservados entre los organismos. Tanto los elementos conservados como los
variables son valiosos en estudios taxonémicos y filogenéticos a escala amplia
o fina; ademas, estas regiones altamente conservadas, han permitido disefar

cebadores “universales” que pueden ser utilizados para varias especies.

El ribosoma, esta compuesto de dos subunidades principales: 1) la subunidad
pequeia (SSU, por sus siglas en inglés) que esta conformada por 33
subunidades proteicas y por el transcrito del gen 18S, y 2) la subunidad grande
(LSU, por sus siglas en inglés) que esa compuesta por 50 subunidades
proteicas y los transcritos de tres genes: 5S (sitio tedrico de union al FTIIA),
5.8S (relacionado con el proceso de ftraslocacion) y 24S. Ademas, en
eucariotas existen dos regiones que aparentemente no codifican genes
ribosomales, pero son transcritas junto con los genes que codifican el ARNr: las
secuencias intertranscritas ITS1 e ITS2.

El ADNr de la SSU ha sido extensamente estudiado, debido a que se ha
encontrado que el gen 18S evoluciona con mayor lentitud (comparado con los
genes del LSU), permitiendo asi responder preguntas sobre eventos evolutivos.
Por otra parte, los genes que codifican el ARNr de la subunidad grande,
contienen regiones que evolucionan con mayor rapidez, sin embargo, también
contienen regiones que evolucionan a la misma tasa que el ADNr que codifica
al SSU. Asi, las secuencias de los genes del LSU pueden usarse exitosamente

para inferir relaciones filogenéticas entre organismos cercanamente
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relacionados. Los ITSs, son regiones menos conservadas, lo que permite tener
una mejor resolucion entre especies cercanas o diferentes cepas de una misma

especie (Hills y Dixon, 1991; Janson y Hayes, 2006).

El examen detallado de la morfologia celular, estudios electroforéticos de
enzimas y la comparacion de la composicion de toxinas han sido utilizadas
para establecer el parentesco entre diversos aislamientos de dinoflagelados
colectados de diversas localidades del mundo (Scholin et al., 1993). Sin
embargo, en los ultimos 10 afos se han planteado como métodos alternativos
el analisis de los genes del ADNr (tabla Ill), dandose asi pauta para el uso de la
taxonomia molecular como herramienta de identificacion. A la fecha no existe
un estandar para integrar los resultados de la caracterizacion molecular con las
descripciones morfolégicas aceptadas, sin embargo, se espera que en el corto
plazo, estos datos puedan integrarse a las descripciones taxondmicas

convencionales (Costas et al., 1995; Scholin, 1998).

Tabla lll. Regiones del ADNr empleadas para la identificacion y caracterizacion
de organismos formadores de FAN.

Especie Pais Formato
Peridinium sp'.; Alexandrium. tamarense, A. Secuenciacion de
catenella28; A. fundyense?'%; Pseudo-nitzschia. Corea, ADN, Hibridacion
NIV pungens, P multisereies, P. australis, P. heimii, P. EUA, Japon | (FISH y sandwich)
fraudulenta, P. pseudodelicatissima, P. delicatissimay | y Alemania | anticuerpos
P. americana3 monoclonales
Peridinium sp'; A. catenella*'%; A tamarense; A. affine, PCR-DGGE
ITS A. insuetum, Pseudogonyaulax sp., A fraterculus, A. Corea, EUA, | Hibridacién FISH,
y lusitanicum’3, Gymnodinium mikimotoi, Prorocentrum. Japon, RFLP, PCR,
SR{VE micans, Amphidinium carterae, Heterocapsa. triquetra, China secuenciacion ADN
Skeletonema. costatum, Chattonela. antique, Espafay
Heterosigma akashiwo, Microcystis’; diversidad de la Portugal
comunidad del plancton®®; Dinophysis'"; Cochodinium.
polykrikoides'?

Notas: 'Ki y Han, 2005; 2Tanabe y Sako, 2006; 3Scholin et al., 1996; “Adachi et al., 1996a, b; 5Anderson et al., 1999; 6Sako et al.,
2004 ; "Saker et al., 2007; 8Yan et al., 2007 ; °Savin et al., 2004 ; 1°Anderson et al., 2005 ; 1 Takahashi et al., 2005 ; '2Ki et al.,
2005a ; Walsh et al., 1998.

1.1.4.1.2 Técnicas moleculares empleadas para la identificacion de especies
formadoras de FAN y analisis de comunidades fitoplanctonicas. Actualmente la

biologia molecular provee a los ficologos de un paquete de herramientas
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valiosas para el estudio de las relaciones genéticas de las cepas, poblaciones o
niveles taxondémicos mayores. Sin embargo, la aplicacion de herramientas
moleculares para resolver preguntas cientificas especificas no es directa, ya
que existe un gran numero de técnicas disponibles, entre las que se pueden

mencionar:

Aloenzimas. La primera técnica molecular disponible para estudios de
investigacion genética en fitoplancton es la electroforesis de aloenzimas (o, en
Su caso isoenzimas). Las enzimas son proteinas que pueden separarse con
base en su carga, tamafio y forma. Las isoenzimas son enzimas que difieren en
su secuencia de aminoacidos y son codificadas por genes homadlogos, mientras
que las aloenzimas representan enzimas de diferentes alelos de un mismo gen
ubicados en diferentes locus. Los primeros estudios realizados en fitoplancton
para investigar las similitudes genéticas se realizaron con Thalassiosira
pseudonana y T. fluviatilis (Murphy y Guillard, 1976). Posteriormente, Gallagher
(1980) realiz6 estudios genéticos en poblaciones en Skeletonema costatum con
la misma técnica y en 1997, Chinain et al. trataron de correlacionar, sin éxito, la
produccion de toxinas con la variacion de isoenzimas en Gambierdiscus
toxicus. Desde estos primeros estudios a la fecha, se ha encontrado que la
resolucion de la técnica no es alta a nivel intrapoblacional, ya que se puede
encontrar variacion entre-, pero no dentro- de poblaciones, por lo que esta
técnica puede desestimar el nivel de variacidon genética, si se compara con

otras técnicas moleculares disponibles.

RFPL, RAPDS y AFLP. El polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés) fue una de las primeras técnicas
moleculares usadas en estudios de fitoplancton que, combinada con la técnica
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles), resulta
ser mas simple y rapida en la obtencion de resultados (Bruin et al., 2003). Esta
técnica se basa en el uso de endonucleasas de restriccién, enzimas que cortan
el ADN al reconocer secuencias nucleotidicas especificas, generando

fragmentos de ADN, que pueden ser separados electroforéticamente y
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visualizadas por diversos mecanismos. Partiendo de esta premisa, se espera
que al existir diferentes genotipos dentro de una poblacién causados por
mutaciones puntuales en el ADN (como deleciones, sustituciones, inserciones),
se generaran nuevos (0 se eliminaran) sitios de restriccion vy, por lo tanto,
produciendo fragmentos de longitud diferentes. La técnica RFLP-PCR ha sido
usada para la identificacion de marcadores genéticos especificos de grupo y/o
cepa en organismos del genero Alexandrium aislados de todo el mundo (Judge
et al., 1993; Adachi et al., 1994; Scholin y Anderson, 1994), usando los genes
de la subunidad pequena del ARN ribosomal (SSU rRNA, por sus siglas en
inglés). Mediante esta metodologia se han generando marcadores taxonémicos
y biogeograficos Uutiles para rastrear la dispersion regional o global de
poblaciones particulares. Con estas técnicas (RFLP y PCR-RFLP) es posible
encontrar numerosos polimorfismos entre cepas, tanto en regiones codificantes
como no codificantes, pero demanda mayor experiencia técnica y tiempo para
el desarrollo de un numero suficiente de marcadores polimdrficos que otras
técnicas basadas en la PCR como el Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar
(RAPD, por sus siglas en inglés) y el Polimorfismo en la Longitud de los

Fragmentos de Amplificacion (AFLP, por sus siglas en inglés).

Los RAPDs se basan en el uso de cebadores cortos, unicos (8-10 bases),
con una secuencia aleatoria, para la amplificacién de un promedio de 3 a 10
regiones de ADN de forma simultanea, analizandose el resultado con base en
la presencia-ausencia de fragmentos amplificados de un tamafo especifico.
Esta técnica, cuyo costo y requerimientos técnicos y de infraestructura son
minimos, ha sido ampliamente utilizada para el estudio de poblaciones de
diatomeas como Fragilaria capuchina (Lewis et al., 1997), de cianobacterias de
los géneros Nodularia y Anabaena (Bolch et al.,, 1999a) y de dinoflagelados
toxicos como Gymnodinium catenatum (Bolch et al., 1999b) encontrando, en
todos los casos, altos niveles de variabilidad entre las poblaciones estudiadas.
Sin embargo, la desventaja de este método es su baja reproducibilidad y la
dominancia de los marcadores, por lo que no pueden calcularse frecuencias

alélicas. Debido a lo anterior, esta metodologia ha sido reemplazada por otras
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técnicas como AFLP, que al igual que el RFLP involucra la digestion parcial del
ADN gendmico utilizando enzimas de restriccidon, seguido de la ligacion o union
de adaptadores complementarios a los sitios de restriccion y amplificacion
selectiva mediante PCR de los fragmentos con los adaptadores. Los
fragmentos amplificados se visualizan posteriormente a la separacién en un gel

desnaturalizante de poliacrilamida o por fluorescencia.

DGGE y SSCP. Las técnicas de Electroforesis Desnaturalizante en Gel
de Gradiente (DGGE, por sus siglas en inglés) y de Polimorfismo
Conformacional de Hebra Simple (SSCP, por sus siglas en inglés) pueden
detectar el polimorfismo que no es detectable mediante RFLP en pequefios
fragmentos producidos mediante la digestion de ADN gendmico y/o
amplificacion de segmentos especificos por PCR. En DGGE, los fragmentos de
ADN genomico son digeridos o amplificados mediante PCR, generandose
fragmentos de la misma longitud pero diferente secuencia nucleotidica, por lo
que en un gel de electroforesis migraran de acuerdo a su peso molecular.
Mientras los fragmentos de ADN migran hacia regiones en donde las
condiciones desnaturalizantes son mas altas, cada uno de ellos alcanza un
punto en el que se detiene su migracion; este punto en particular depende
directamente de la secuencia nucleotidica. En el 2001 estas técnicas fueron
aplicadas al estudio de la variabilidad genética (espacial y temporal) del
dinoflagelado toxico Pfiesteria piscicida en aguas costeras y de estuario (Coyne
et al., 2001).

Por otra parte, en SSCP los fragmentos producidos por la accion de
endonucleasas de restriccion o amplificacion mediante PCR se desnaturalizan
para obtener una cadena sencilla de ADN. El método basicamente consiste en
la separacion electroforética de esta cadena sencilla de acido nucleico, basado
en la diferencia de bases en su secuencia, cuyo efecto es una diferencia en
estructura secundaria detectable en su movilidad en el gel. Incluso, el cambio
en una sola base en la secuencia puede afectar la estructura secundaria y por

lo tanto la movilidad en el gel. Aunque la resolucion de estas técnicas es alta,
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ambas presentan la desventaja de requerir de equipo especializado de alto
costo y, a diferencia de los RAPDS, se requiere de informacién de la secuencia

de nucledtidos de las regiones flanqueantes a los segmentos de interés.

Sondas moleculares. Las 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. Los formatos de deteccion aplicables a sondas de ADN pueden
dividirse en dos categorias dependiendo de la forma de presentaciéon del ADN
blanco: 1) Hibridacion en sandwich-SH y Dot Blot (ADN en solucién y su
posterior inmovilizacién) y 2) Whole Cell Hibridization-WCH (hibridacién de

células completas).

En el formato WCH (método basado en el procesamiento de muestras a
través de filtracion) la visualizacion se realiza mediante observaciones al
microscopio (epifluorescencia) ya que las células blanco marcadas, después
del proceso de hibridacién, exhiben fluorescencia. Por otro lado, el formato de
SH, que consiste en la captura e inmovilizacion de fragmentos del LSU en un
soporte solido (con oligonucledtidos acoplados) y su hibridacién con una sonda
sefnal especifica de ADN, se detecta por colorimetria. En formatos de WCH y
SH se han usado oligonucleétidos dirigidos a fragmentos especificos del LSU-
ARNr para identificar y enumerar especies de los géneros Alexandrium y
Pseudo-nitzschia, obtenidos de cultivos puros y poblaciones naturales (Scholin
et al., 1994; Miller y Scholin, 1998). El formato SH tiene posibilidades de semi-
automatizarse; por lo que esta técnica ofrece potencialmente un modo mas
simple y rapido para la enumeracion de especies, cuando se analizan un gran
numero de muestras tomadas directamente del medio natural.

Scholin et al. (1997; 1999), estudiando especies del genero Pseudo-
nitzschia obtenidas de muestras de campo, encontraron que la especificidad de

los métodos de deteccion basados en sondas de ARN marcadas puede arrojar
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resultados imprecisos o contrastantes. Mientras que el formato WCH detecta
especificamente organismos de la especie blanco, en la SH pueden
presentarse reacciones inespecificas debido a la contaminacion de muestras
ambientales, no siendo posible complementar el uso de los dos métodos
debido a que los ensayos estan referenciados bajo diferentes estandares:

moléculas intracelulares vs. moléculas libres en solucién.

Single cell PCR y PCR en tiempo real. Recientemente, se ha
desarrollado un nuevo método simplificado (para la identificacion de FANs) que
se basa en la secuenciacion de ADNr (subunidad pequefia) e integra
procedimientos de extraccion de ADN y PCR en un solo tubo, seguido de
secuenciacion directa de los productos sin purificar (Ki et al., 2005a), con el que
se resolvieron las ambiguedades taxondmicas de especies de microalgas
estrechamente relacionadas como Cochlodinium polykrikoides y Alexandrium
catenella (Ki et al., 2005b).

Para el estudio de poblaciones de microalgas toxicas, una de las tendencias
metodoldégicas mas recientes es el uso de PCR en tiempo real, aplicable a la
deteccién de especies de interés tanto en cultivos como en muestras de campo
(Bowers et al., 2000; 2001), obteniéndose resultados rapidos, altamente
sensibles y especificos. La PCR en tiempo real, es una modificacién a la
técnica de PCR, en la que no se realiza electroforesis, de tal forma que los
resultados se obtienen simultdneamente con la amplificacion de los productos.
Se realiza utilizando un marcador que produce fluorescencia al unirse al ADN
de cadena doble, esto se monitorea con un equipo que la detecta al tiempo que
genera una curva de la intensidad de la fluorescencia contra la temperatura de
cada ciclo. El primer incremento significativo en la cantidad de productos de
PCR se correlaciona con la cantidad total de templado de ADN disponible
originalmente. Sin embargo, las desventajas del PCR en tiempo real radican en
el costo del equipo y la necesidad de desarrollo de sondas y cebadores

especializados y costosos por el requerimiento de la marca fluorescente.
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Finalmente, cada técnica molecular se basa en una serie de suposiciones
tedricas tales como los criterios de homologia, independencia del marcador,
equilibro de Hardy-Weinberg, etc. Ademas, las diferentes técnicas tienen sus
propias fortalezas y debilidades en aspectos metodoldgicos tales como la
resolucion, el costo, la instrumentacion y la experiencia técnica requerida. Por
otra parte, las especies difieren en su variacion genética en loci especificos; de
aqui que una técnica que revela un alto nivel de polimorfismo en una especie

no necesariamente revela el mismo nivel de polimorfismo en otras.
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

2.1 Situacion del litoral mexicano

En México, en la mayoria de los casos, los organismos causantes de FAN
han sido escasamente estudiados (Cortés et al., 1998). En la figura 6, se
presentan algunos de los puntos del litoral mexicano que han sido fuerte y

frecuentemente afectados por eventos FAN.

Okolodkov 'y Garate (2006),
presentan una lista de
aproximadamente 605 especies (91
géneros) y taxones infraespecificos de
dinoflagelados (Dinophyceae),
principalmente de vida libre, que han
sido reportados para el Pacifico

Mexicano. Los géneros mas

importantes:  Protoperidinium (111 r \ t ‘

especies), Ceratium (63), Dinophysis Figura 6. Mapa de localizacion de
Estados de la Republica Mexicana
(41), Gonyaulax (25), Oxytoxum (22), afectados por los eventos FAN

Gymnodinium (22), Prorocentrum (21), (tomado de Ochoa et al., 2002).

Alexandrium (17), Ornithocercus (12) y Amphidinium (12). Durante 1980-1992
Gbémez (1998) realizd estudios planctologicos tanto en las costas del Pacifico
Mexicano como en el Golfo de México y en el Mar Caribe. Analiz6 40 mareas
rojas, de las que 30 fueron observadas durante el periodo de 1987-1992, y
trece de ellas fueron tdxicas o nocivas, producidas principalmente por:
Pyrodinium bahamense (2), Gymnodinium catenatum (3), Scrippsiella
trochoidea (2), Protoperidinium sp., Gonyaulax triacantha, Akashiwo sanguinea,
Alexandrium sp. y Gonyaulax spp., Karenia brevis y Prorocentrum minimum.
Las otras 27 FAN fueron inocuas, producidas por organismos de los géneros:
Myrionecta (15), Noctiluca (4), Ceratium (6), Prorocentrum y Akashiwo.

En la region Noroeste de México, particularmente la Costa Occidental de la

peninsula de B.C.S. y Golfo de California, es comun que estacionalmente se



22

presenten eventos FAN que impactan seriamente la vida marina y las
actividades econdmicas de los Estados que conforman el Golfo (tabla 1V). Entre
las localidades mas afectadas se pueden mencionar: las bahias de Guaymas
(BG), Kino (BK), Yavaros (BY), Mazatlan (BM), Topolobampo (BT), La Paz
(BP), Concepcion (BC), Magdalena (BMg) y Banderas (BB), asi como las Islas
Cerralvo (IC) y Angel de la Guarda (IAG); las Lagunas Ojo de Liebre (LOL) y
San Ignacio (LSI); asi como las costas de Cabo San Lucas (CCSL), Loreto (CL)
y Canal de San Lorenzo (CSL), entre otros (Cortés et al., 1996; Garate et al.,
2001; Ochoa et al., 1997). Especificamente, en la region de Baja California Sur
las especies que han sido reportadas con mayor frecuencia son: Gymnodinium
catenatum, Akashiwo sanguinea, Noctiluca scintillans, Gonyaulax polyedra,
Prorocentrum dentatum, Prorocentrum minimum y Pseudo-nitzschia australis
(Cortés et al., 1996).

2.2 Impactos: economico y en la vida marina

El impacto econémico de las FAN es quiza un aspecto de vital relevancia
a nivel gubernamental e industrial, y presenta dificultad para su adecuado
calculo. Esto se debe a que no se reconocen o reportan adecuadamente los
costos que conllevan estos fenémenos en la salud publica, la industria de los

alimentos y el turismo.

De acuerdo a Anderson et al. (2000) los costos econdmicos se encuentran
asociados a: 1) pérdida de la produccion de granjas acuicolas, prohibicién de
las capturas comerciales en bancos naturales y depresion del mercado de
mariscos por desconfianza del consumidor aun cuando la amenaza haya
pasado (efecto halo); 2) oferta de servicios de salud publica; 3) clausura de
actividades de recreacion y turismo al no poderse asegurar el desarrollo de
estas actividades sin riesgos, y 4) limpieza y disposicion final de flora y fauna
acuatica perecedera presente en playas y costas. Estos mismos autores
estimaron el impacto econémico anual por FAN en Estados Unidos durante el
periodo 1987-1992, y se encontré que el promedio del impacto capitalizado a

15 afios fue superior a $449 millones de dlls/afio; atribuyéndose, el 45% a
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servicios de salud publica, el 37% a pesquerias y pérdidas, el 13% a recreacion

y turismo y el 4% a monitoreo y mantenimiento.

Tabla IV. Eventos asociados con FAN en Golfo de Californiay Costas de B. C.

Localidad

BPy GC!
BP y GC!
BP2

BC?
CSL2
BP2
CCSsL!

Atil, Sonora’

CL!

LOL?
LSI2
BP2
BMg?
BP2
GC3
BP2

CcSL4
BMS
BMs
BPy GC’

BBy GCS

BP7
CsL

BPy GC8

BPy GC?®
|[ES10

Fecha
(mes/periodo)
04/1992

Sur.

Principales especies

Oscillatoria erythraea

05/1993-06/1994

Mesodinium rubrum

Impacto

No reportado

04/1992

Prorocentrum mexicanum

12/1992

Noctiluca scintillans

03/1994

N. scintillans

04/1995

Myrionecta rubra

Muerte de medusas,
peces y aves marinas

01/1996

Pseudo-nitzschia sp.

Muerte de >150
pelicanos café

01/1996

Microcystis LPPB

Perdida de  peces
(Oreochromis sp.)

02/1996

N. scintillans, Pseudo-nitzschia

No reportado

03/1996

Cyanobacteria LPPB, Chatonella sp.

Pérdida de  peces
benténicos y corales

06/1996

M. rubrum

09/1996

Cylindrotheca closterium

09/1996

Scrippsiella trochoidea

Muerte de  peces,

05/1997 M. rubrum medusas y  aves
12/1998 M. rubrum marinas

11/1998 S. trochoidea

12/1998 M. rubrum No reportado

04/1999

S. trochoidea

Muerte de peces, aves
y medusas

06/2001

Rhizosolenia debyana

03/1999-2000

P. mexicanum

01/2000

G. catenatum, N. scintillan

No reportado

09/2000

Cochlodinium polykrikoides

180 peces

13 especies de peces
afectadas

07-12/2000 C. catenatum
03/2001 M. rubrum
06/2001 R. debyana

No reportado

12/2001, 2003

A. affine, C. furca, G. catenatum, Gonyaulax
digitalis, G. spinifera, .P  micans, P.
rhathymum, P. minimum, S. trochoidea, C.
polykrikoides.

Acumulacién de PSP en
moluscos

04/2004-05/2005

Chattonella marina

10/2004

Gonyaulax polygramma

No reportado

Nota: 'Ochoa et al., 1997; 2Garate et al., 2001; 3Garate et al., 2002; *Garate et al., 2003; *Cortés et al., 2003; Alonso et al.,
2005; "Garate et al., 2004a; 8Garate et al., 2004b; ® Band et al., 2005; °Garate et al., 2006.
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Para tener una idea del impacto que tienen las FAN en los ecosistemas
marinos, tan solo en el Estado de B.C.S. y Golfo de California, se han
registrados mortandades masivas principalmente de lobos marinos, pelicanos,
moluscos, langostas y peces. En el caso de mamiferos y aves marinas, la
muerte ha sido consecuencia de cuadros de intoxicacion, mientras que en los
casos de peces ha sido promovida por intoxicacion o cianosis, debida al
abatimiento del O, por las altas densidades de microalgas (SEMARNAT vy
PROFEPA 1997, Sierra-Beltran et al., 1997; 1998; 2005; Gallo et al., 2004). Por
ejemplo, la marea roja desarrollada por el dinoflagelado Akashiwo sanguinea,
ocurrida durante Agosto-Septiembre del 2007, en la zona de Punta Abreojos,
tuvo un impacto significativo en los principales recursos pesqueros y acuicolas
de importancia comercial, entre los que se pueden mencionar: abuldn,
langosta, caracol, almeja pismo y ostidn de cultivo, ademas de una gran
variedad de especies de escama. Los estudios del Instituto Nacional de La
Pesca a través del Centro Regional de Investigacién Pesquera de La Paz
(CRIP La Paz) realizados en septiembre de 2007, demuestran una disminucién
del 40 % en la abundancia de abuldn (respecto al promedio de los ultimos tres
afnos), y de un 80 % en el caracol. En el caso de la langosta, se observd una
disminucion cercana al 65% (en la abundancia relativa) sugiriendo una posible
disminuciéon de mas del 50% de la captura en la temporada 2007-2008.
Ademas, se observo un 95 % de mortalidad en los cultivos de ostion ubicados

en la region (com. pers. Arturo Sierra-Beltran).

2.3 Programas de monitoreo

Con el propdsito de reducir el dafno ocasionado por las FAN, se requiere
de estudios basicos para establecer las causas probables que las originan asi
como sus efectos en los ecosistemas. Al mismo tiempo, el desarrollo de un
programa de vigilancia y/o monitoreo, es un elemento operacional necesario
para el manejo y disminucion de los efectos de las FAN, con la finalidad de
efectuar una deteccion temprana de la generacion de un florecimiento.

Llevando un registro de estos fendmenos, se puede establecer su periodicidad
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y/o correlacionar con algunos otros eventos naturales, permitiendo dar un paso

adelante en su prediccion (Sellner et al., 2003).

Los objetivos a los que se apegan los programas de monitoreo son los
siguientes: 1) proteccion a la salud publica; 2) proteccion a los recursos
explotados y su mercado (de vital relevancia debido a que la acuicultura es una
de las principales actividades econdémicas a nivel mundial); 3) aplicacion de
planes de contingencia y mitigacién (v. gr. cosecha anticipada, salvaguarda de
reproductores, traslado de jaulas, etcétera) y 4) adquirir capacidad de
prediccion de eventos FAN (Reguera, 2002). Sin embargo, el establecimiento
real de los programas de monitoreo, presenta una fuerte problematica,
relacionada con la insuficiencia de equipo y personal capacitado, aunada al

inadecuado monitoreo de los parametros ambientales.

Con la finalidad de establecer un ejercicio de monitoreo a nivel nacional,
la Unidad de Educacién en Ciencia y Tecnologia del Mar de la Secretaria de
Educacién Publica (hoy Direccidn General) DGECyTM-SEP, inicio un Programa
Nacional de Investigacion en Microalgas Nocivas y Biotoxinas Marinas, en
colaboracion entre los planteles educativos dependientes de la UECyTM-SEP,
el cual operd bajo la coordinacion del CIBNOR de 1998 hasta el 2002, en que
la SEP tom¢ la responsabilidad de continuar con el Programa (Sierra-Beltran et
al., 1996; Sierra-Beltran y Cortés 1999). En B. C. S., desde 1992 el CIBNOR
inicié por cuenta propia actividades de monitoreo, cubriendo algunos puntos de
las costas del Golfo y del Pacifico (Sierra-Beltran et al., 1996; Ochoa et al.,
1997). A los pocos anos, el costo de los recorridos para la obtencién de las
muestras a analizar, hizo imposible la continuidad de esta actividad de manera
permanente, sin embargo, se continua trabajando mediante muestras de
oportunidad y asistiendo, en colaboracién con otras dependencias oficiales
(Secretarias de Salud, de Marina y de Pesca, PROFEPA, SAGARPA, etc) a

todos los eventos que ocurren en el estado.
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2.3.1 Métodos de monitoreo

Hoy en dia, en el desarrollo de actividades de monitoreo la herramienta
mas ampliamente utilizada es la microscopia de luz. Esta técnica provee una
confirmacion visual de la presencia de especies en las muestras de agua vy
genera un estimado de la abundancia de las células. Esta metodologia ha sido
probada como adecuada para la deteccion de algas toxicas (Scholin y
Anderson, 1998), sin embargo, frecuentemente requiere de taxénomos
expertos, presenta un elevado consumo de tiempo y, desafortunadamente, no
presenta suficiente resolucion para la identificacién a nivel especie de todos los
organismos formadores de FAN, lo que dificulta un rapido analisis (Miller y
Scholin, 1998). La baja resolucion del método se debe a que muchas
caracteristicas taxonémicas son reveladas mediante microscopia electronica,
como tamafio y forma de la célula, posicion de cloroplastos, arreglo de las
placas y complejos de poros apicales (Hallegraeff, 1993). Por lo tanto, ha sido
necesario desarrollar nuevas herramientas de caracterizacion para resolver
problemas asociados con la descripcidn adecuada de las especies, siendo los
métodos moleculares (seccién 1.1.4.1.1) una valiosa herramienta para la rapida
identificacion y enumeracién de organismos fitoplactdnicos, especialmente

aquellos responsables de eventos FAN.

2.3.1.1 Imagenes de satélite

En algunos casos, se pueden usar con éxito el analisis de imagenes de
satélite, como parte de un programa de monitoreo pro-activo. Por ejemplo, los
movimientos de la Corriente del Golfo de México y el aumento de la
temperatura del agua cumplen una funcion clave en los brotes de Karenia
brevis; el monitoreo de las aguas a través de un sensor remoto de radiacion
infrarroja puede brindar informacion sobre la probabilidad de un brote
(Hungerford y Wekell, 1993).



27

También el monitoreo del color del océano, mediante imagenes
satelitales, se usa actualmente en el Golfo de México para detectar y dar
seguimiento a los FAN de K. brevis. Gracias a ello, se distribuye un boletin
pronéstico a los estados afectados por parte del NOAA (National Ocean

Service Center for Coastal Monitoring and Assessment). Este boletin

(http://coastwatch.noaa.gov/hab/bulletins_ms.htm) se basa en la integracion de
datos como: analisis de imagenes del color del océano, datos sobre corrientes
(obtenidos de estaciones meteoroldgicas), observaciones de campo de
floraciones locales en los estados de Texas y Florida, y prondsticos del tiempo

proporcionadas por el servicio meteoroldgico nacional.

2.3.1.2 Robots

La tendencia actual y futura es hacia la automatizacion para la toma y
procesamiento de muestras ambientales in situ, con la finalidad de detectar la
presencia de las firmas moleculares de especies formadoras de FAN. Para ello,
en el Instituto de Investigacion del Acuario de la Bahia Monterey, CA (MBARI,
por sus siglas en inglés) se ha desarrollado el Procesador de Muestras
Ambientales de primera generaciéon (1G ESP, por sus siglas en inglés), que es
un sistema electromecanico/instrumento fluido, disefado para la colecta de
muestras discretas de agua de la superficie de los océanos, la concentracion
de microorganismos y la aplicacion automatica de sondas moleculares para la
identificaciéon de microorganismos (basado en el analisis de ARNr (Scholin et
al., 1998). Ademas, el 1G ESP almacena muestras discretas para analisis de
acidos nucleicos, microscopia y otros procedimientos analiticos después del
que el instrumento se recupera del campo. En la actualidad, existe una nueva
generacion del ESP, el 2G ESP, que basicamente tiene mejoras de disefo:
sistema instrumental modular, de facil re-configuracion, para adaptarse a una
variedad de condiciones o escenarios. Adicionalmente, se ha disminuido el
consumo de energia (para el uso de baterias recargables durante 6-12 meses),
se ha reducido el tamafo para permitir su recuperacion por embarcaciones

pequenas, y se han incorporado mejoras sustantivas en mantenimiento,
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confiabilidad y flexibilidad del sistema mecanico y  software

(http://www.mbari.org/microbial/esp/).

De acuerdo a lo anterior, existe un extenso abanico de opciones para
llevar a cabo la identificacion de especies formadoras de FANs, elemento clave
para ejecutar adecuada y eficientemente un programa de monitoreo. Para
hacer una seleccion adecuada de un método o aplicacién, es necesario hacer
las siguientes consideraciones: 1) el tipo de informacion que se desee obtener,
2) la sensibilidad requerida,3) la disponibilidad de equipo y personal

capacitado, y 5) el costo.
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3. HIPOTESIS

Si se detectan regiones polimérficas especificas en el ADN ribosomal de
diversas especies de fitoplancton reportadas como formadoras de FANSs,
entonces su uso mediante métodos moleculares (sondas moleculares y/o
SSCP) proveera suficiente especificidad y resolucion para la rapida

identificacién y enumeracion de organismos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Disefiar herramientas para el analisis de fitoplancton téxico y nocivo
como propuesta para el monitoreo de floraciones algales nocivas en las costas

del estado de Baja California Sur.

4.2 Objetivos particulares

1. Implementar un método de extraccion de ADN total para diferentes

especies de dinoflagelados.

2. Establecer las condiciones de amplificacion de diversas regiones del
ADNr correspondientes a los genes SSU, ITS’s y LSU mediante PCR,
utilizando cebadores disefiados en el laboratorio o aquellos reportados

en la literatura.

3. Secuenciar productos de PCR para la deteccion de secuencias unicas,
primordiales, para el disefio de sondas moleculares y analisis de

polimorfismo SSCP en dinoflagelados.
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4. Disefiar nuevos oligonucledétidos para la produccion de:

0 Sondas de hibridaciéon especie-especificas para la rapida
deteccion de fitoplancton

o Amplificacion de regiones especie-especificas aplicables a la
técnica SSCP, para el analisis y diferenciacion de muestras multi-

especificas de comunidades de fitoplancton.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Organismos de estudio

Las especies y cepas utilizadas para el desarrollo de este estudio
forman parte de la Coleccion de Dinoflagelados Marinos del CIBNOR
(CODIMAR). Sus caracteristicas generales y condiciones de cultivo se

presentan en la tabla V.

5.1.1 Mantenimiento de cepas v colecta de biomasa

Los cultivos se mantuvieron en recipientes desechables para cultivo de
tejidos con fondo plano (50 mL) siguiendo las condiciones mencionadas en la
tabla 4. Las resiembras se realizaron cada 4 semanas o, dependiendo de cada
cultivo, cuando la densidad celular alcanzo las 5 x 10 ® céls./mL.

De cada cultivo se tomaron 25 mL y se colocaron en tubos cénicos de 50
mL. La biomasa se concentré mediante centrifugacion (10 min., 1000 x g, 4° C),
descartdandose el sobrenadante. El paquete celular obtenido se resuspendié
(con micropipeta) en ~1 mL del medio remanente. De esta suspension celular
se tomaron 250 pL que se transfirieron a un tubo de plastico de 2 mL para la
extraccion de los acidos nucleicos totales; el resto de las células se almacend

en tubos de plastico de 2mL a — 20° C.

5.2 Extraccion de DNA
Para la extraccion del ADN, se utiliz6 el método desarrollado por
Doyle y Doyle (1990) con algunas modificaciones; las muestras se procesaron

de acuerdo al siguiente procedimiento:



Tabla V. Informaciéon general de las cepas utilizadas.
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Especie Clave Localidad Aislado Cualidades Cultivo
por

ML ASCV-1 | BACO C.Band | Clonal, Unialgal | Medio 2y GSe 20 £3°C;
sanguinea ciclos L/O de 12 h.
Cochlodinium L. - Medio GSe, 25+3°C, ciclos
polykrikoides P e Morquecho Clonal, unialgal | |/ 1o,
Gymnodinium BACO . Medio GSe, 20+3°C, ciclos
catenatum GCCV-1 D. Gongora Clonal, unialgal de luz/oscuridad de 12 h.
- BAMAZ , . Medio GSe, 20+3°C, ciclos
Gymnodinium GCMV-1 D. Gongora | Clonal, unialgal de luz/oscuridad de 12 h.
catenatum
Alexandrium L. . Medio f/2 y GSe 20 + 3°C;
affine AACQ-1 BACO Morquecho Unialgal ciclos L/O de 12 h.
Alexandrium  [AYeeX L. , Medio f/2 y GSe 20 + 3°C;
margalefii BACO Morquecho Unialgal ciclos L/O de 12 h.
Gonyaulax GTPV-1 | BAPAZ | LMorquecho | NoClonal? | Mediosf2y GSe 20:£3°C;

- ciclos L/O de 12 h.
turbiney

BACO i
. Medios f2 y GSe 20 + 3°C;
Go_nyaulax GSCQ-1 Morquecho | Unialgal ciclos L/O de 12 h.
spinifera L.
L. . :

. . Unialgal Medio GSe y f/2 20 + 3°C;
Lingulodinium LPCQ-1 BACO Morquecho Clonal ciclos L/O de 12h.
polyedrum C. Band

Unialgal Medio /2 20 + 3°C; ciclos
Prorocentrum PP LA D. Gongora | Clonal L/Ode 12 h.
mexicanum

BAPAZ

Prorocentrum PIPV-1 L. Unialgal Medio GSe20+ 3°C; ciclos
minimum Morquecho | Clonal L/Ode 12 h.
Prorocentrum Cuba A Reves Epifitas de Medios /2 y GSe 20 +
lima PLHV-1 - NeY, macroalgas 3°C; ciclos L/O de 12 h.

BACO=Bahia Concepcion, B. C. S.; BAPAZ= Bahia de La Paz B. C. S.; BAMAZ= Bahia Mazatlan, Sin. Fuente:
(http://www.cibnor.gob.mx/eplant1.php?paglD=colecciones/codimar/codimar).

5.2.1 Disrupcioén celular

A cada 250 pL de suspension celular se le agregaron 500 pL del

amortiguador de lisis (2% hexadeciltrimetilboromuro de amonio [CTAB: Sigma H-
5882], 1.4 M NacCl, 0.2 % 2-B mercaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris pH

8.0). La mezcla de células-amortiguador se incubé en Bafo Maria (180 Series

Water Bath, Precision) a 60° C por 15 min. Posteriormente, se agregaron 200
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ML de perlas de vidrio y cada muestra se homogenizé en un Mini Bead-beater
(Biospec Products Inc.) durante 40 seg. Los homogenados se incubaron 1 hr a

60° C, con intervalos de homogenizacion cada 20 min.

5.2.2 Purificacion

Se agregaron 800 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1, v:v)
mezclando por inversion; se centrifugd a 6000 x g durante 10 min. a
temperatura ambiente. La fase superior se transfiri6 a un tubo coénico de
plastico de 1.5 mL y se agregaron 2 volumenes de etanol absoluto pre-enfriado
a -20° C, se mezclé y se dejo precipitar durante toda la noche a -20° C. Los
tubos con el ADN precipitado se centrifugaron a 10,000 x g, 15 min a 4° C; el
sobrenadante se descarto. Finalmente se realizaron 2 lavados consecutivos al
botén de ADN con 250 pL de etanol al 70 %; una vez eliminado el

sobrenadante, el ADN se dejo secar a temperatura ambiente.

5.2.3 Digestion del ARN

Para eliminar el ARN de las preparaciones el boton de acidos nucleicos
se resuspendio en 50 pL de amortiguador TE pH 8.0 (1M Tris, pH 8.0, 0.5M
EDTA, pH 8.0) y se agreg6é 1 pyL de ARNasa (10mg/mL). Se incubd a 37° C

durante 1 hr. EI ADN limpio se cuantificd y se analizé su integridad y pureza.

5.2.4 Cuantificacién y analisis de la integridad

Para determinar el rendimiento de ADN extraido (Absgzeo) y Su pureza
(Absgeos0) se determind la absorbancia a 260 y 280 nm en un
espectrofotometro (BioRad, Smartspect TM 3000) usando el método de
Warburg-Christian (1941). La integridad del ADN se verificé en geles de
agarosa/TBE 1X pretefiidos con bromuro de etidio, llevandose a cabo la
electroforesis en una camara horizontal (Wide Mini-Sub Cell, Bio-Rad) a 70 V

durante 20 min. a temperatura ambiente. Los geles se observaron bajo luz UV
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y se documentaron fotograficamente mediante el sistema UVIDoc (UVP,

England).

5.3 Amplificacion fragmentos especificos mediante la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR).

El ADN gendmico obtenido fue usado como templado para la
amplificacion de fragmentos especificos correspondientes a las regiones
ribosomales SSU, ITS y LSU, mostradas en la figura 7. La mezcla de reaccion
contenia: 1uL de ADN (100 ng/pL), 2.5 pl de cada oligo (10 pM), 1.5 yL de
MgCl; 50 mM, 5 pL de amortiguador PCR 10X, 5 yL de DMSO (10%), 1 pL de
dNTP’s (10 mM), 1U de Platinium Taq polimerasa (Invitrogen) y 33.8 pL de
agua ultra-pura estéril (mili-Q). Las reacciones de amplificacion se llevaron a
cabo en un termociclador Techne (GENIUS), de acuerdo a los programas

mostrados en la tabla VI.

Tabla VI. Condiciones de amplificaciéon para las combinaciones de cebadores
utilizadas (ITS/SSU, SSU y LSU).

R

Desnaturalizacién inicial [ 95°C/5" |
2 Desnaturalizacion 95° C/1” 35
£ Alineamiento 52° CI1° T
=3 Extension 72°Cl2 1Y
Extension final 72°CI T 1
Desnaturalizacién inicial 95° C/5° 1
Desnaturalizacion 95° C/1”
§ Alineamiento 52° C/1° 35
Extension 72°Cl 2
Extension final 72° C/10° 1
Desnaturalizacién inicial 95°C/5’ 1
Desnaturalizacion 94°C/2’
Alineamiento 45°Cl2’ 5
2 Extension 72°Cl 3’ v
al Desnaturalizacion 95°C /1’
Alineamiento 50°C/ 2 35
Extension 72°C/1.5°
Extension final 72°C/10° 1
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Los oligonucledtidos utilizados fueron los reportados por Edvardsen et al.
(2003), Elwood et al. (1985), Medlin et al. (1988) y Scholin et al. (1996) asi
como los cebadores HAB LSU 2F y HAB LSU 3R, disefados en el laboratorio
(Hernandez, 2007, comp. Pers.), con base en la secuencia reportada para el
LSU de Prorocentrum micans (ID X16108). En la figura 4 se muestra la
ubicacion relativa (en el ADNr) de cada uno de los cebadores usados, asi como
la posicion y tamafio de los amplicones esperados (identificados con colores y
numeros romanos). En la tabla VII, se presentan las caracteristicas de los
cebadores, asi como las combinaciones de los mismos que se usaron para

generar los diferentes amplicones (I a V en numeros romanos).

Tabla VII. Listado de cebadores utilizados.

Nombre Longitud | Tm | Combinacién Referencia
(pb) | (°C)
1 | HABITS SSU 1F 17 57 1l Elwood et al. (1985)
ITS/SSU | 2 | HABITS SSU 2F 15 52 I Elwood et al. (1985)
3 | HAB SSU 1F 20 62 I Medlin et al. (1988)
SSU 4 | HABSSU 1R 24 71 | Medlin et al. (1988)
5 | HABLSU 1F 20 56 1\ Scholin et al. (1996)
6 | HABLSU 1R 20 54 I Elwood et al. (1985)
7 | HABLSUZ2R 20 60 IV Scholin et al. (1996)
8 | HABLSU 2F 17 52 v Hernandez, 2007
LSU (com.pers.)
9 | HABLSU 3R 16 52 v Hernandez (2007)

5.4 Secuenciacion

Los productos de PCR fueron purificados por el método de silica gel
(Davies, et al. 1986) y la secuencia de nucleotidos se determindé en ambas
cadenas, usando los cebadores F y R, correspondientes a cada combinacion,
por el método de Ausubel (1996). El servicio de purificacion y secuenciacion de
amplicones fue realizado por la compafila Macrogen (Seul, Korea;

http://www.macrogen.com).
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5.5 Andlisis de secuencia

Se realizaron analisis de alineamiento entre las secuencias obtenidas
para cada region del ADN ribosomal, usando el programa DNAMAN.
Adicionalmente, se realizaron analisis de alineamiento entre las secuencias
obtenidas con aquellas reportadas en el banco de datos del Nacional Center for
Biotechnology Information usando el algoritmo Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/).

5.6 Métodos de hibridacién

Se realizaron pruebas preliminares de hibridacion utilizando el formato
de hibridacion de marcaje con digoxigenina (Dig), el cual se describe

brevemente a continuacion:

5.6.1 Dot Blot-Dig

5.6.1.1 Marcado de sonda. Se utilizaron como sondas para la hibridacién
los amplicones que presentaron mayor grado de polimorfismo entre las
especies blanco; se marcaron con digoxigenina utilizando el PCR DIG Probe
Synthesis kit (Boenhringer Manheim®). Los productos marcados (5 uL de cada
reaccion) se analizaron mediante electroforesis submarina en geles de
TBE/agarosa-synergel al 1 %, pretefiidos con bromuro de etidio; los resultados
fueron documentados como se menciond anteriormente (punto 5.2).
Finalmente, las sondas se purificaron mediante el uso del Rapid PCR
Purification System (Life Technologies®), siguiendo las indicaciones del

fabricante.

Para determinar la sensibilidad de las sondas se realizaron diluciones en
serie 1:10 — 1:10 000, partiendo de una concentracion de ADN total de 10
ng/uL en un volumen de 200 a 500 pL. Para determinar el limite de deteccion

de ADN se utilizaron diferentes concentraciones de ADN gendmico (1 pg, 800
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ng, 600 ng, 400 ng y 200 ng) y a cada concentracion se le agregé NaOH, 1 My
EDTA, 200 mM pH 8.2 para obtener una concentracion de 0.4 M NaOH/10 mM
EDTA. Las diluciones se desnaturalizaron durante 10 min a 95° C y se
enfriaron inmediatamente en hielo. Posteriormente, se les agregé 1 volumen de
6X SSC y se inmovilizaron en una membrana de nylon utilizando el sistema
manifold (BioRad) de acuerdo al esquema mostrado en la figura 8. En la
primera hilera se colocaron las diluciones del amplificado sin marcar (control de
hibridacion) y las diluciones con la sonda marcada (control de revelado). En la
segunda hilera se colocaron las muestras de ADN a diferentes
concentraciones; finalmente, los acidos nucleicos se fijaron a la membrana con
luz ultravioleta en un HibryLinker HL 2000° (UVP).

Amplificado sin marcar Sonda marcada FjguNra 8. Esquema del
110 1:100  1:1000  1:10  1:100 1:1000 disefio experimental
10ng/puL 1.0 ng/uL  0.1ng/uL 10ng/uL 1.0 ng/pL  0.1ng/pL para la determinacion

de la sensibilidad vy

Q O O O O O limite de deteccion de

ADN de las sondas

NM NM ADN SM AMCQ, LPCQ Y GSCQ
10 ng 1.0 ng/1000ng 800ng 600ng 400ng 200nd 10ng marcadas con  Dig.

O O O O O O O O | nomarada sm, sonda

marcada.

Para establecer la especificidad de las sondas, se hicieron pruebas de
hibridacion cruzadas, es decir, se utilizé ADN gendmico (500 ng) de los
distintos cultivos de dinoflagelados. Se les dio el mismo tratamiento de
desnaturalizacion antes mencionado y se fijaron en membrana de Nylon. La
finalidad de hacer esta prueba fue verificar que la sonda marcada con Dig
reconozca Unicamente a la especie para la cual fue disefiada; el disefio

experimental de esta prueba se ejemplifica en la figura 9.

Figura 9. Esquema del

disefio experimental para
determinar la
10ng 10ng Homélogo Gonyaulacales CPPV GCCV PIPV PLHV PXPV | especificidad de las

\ sondas AMCQ, LPCQ Y
O O O O O O O O O O GSCQ marcadas con Dig.
Controles: NM, sonda no

marcada; SM, sonda

NM SM ADN ADN

marcada.
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5.6.1.2 Pre-hibridacion. Las membranas se colocaron en botellas de
hibridacion adicionando 5 mL de solucién de pre-hibridaciéon (5X SSC, 1 %
reactivo de bloqueo [ROCHE], 0.1 % sarcosil, 0.1 % NaCl, 0.02% SDS) por
cada 10 cm? de membrana; la pre-hibridacién se llevé a cabo en un horno de
hibridacién (HibryLinker HL 2000®, UVP) a 40° C durante tres horas.

5.6.1.3 Hibridacion. La sonda marcada con DIG se desnaturalizé por
ebullicién durante 10 min., e inmediatamente después se enfrié en bafo de
hielo y se agregd en solucion de pre-hibridacion nueva (pre-equilibrada a 40
°C). La hibridacion se lleva a cabo a 40° C durante 16 hr. Transcurrida la
hibridacion, la solucion de hibridacion se recuperd y la membrana se lavd dos
veces durante 5 min. con 5 mL de solucion de lavado (2X SSC, 0.1% SDS) a

temperatura ambiente.

5.6.1.4 Deteccion Inmunoldgica. A cada membrana se le adicionaron 5
mL de solucién de bloqueo (1 % reactivo de bloqueo) y el anticuerpo anti-Dig
conjugado con fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim®) a una dilucién
1:1000; se incubd durante 1 hr. a temperatura ambiente con agitaciéon suave.
Posteriormente, se retird la solucidon y la membrana se lavé dos veces con 5
mL de solucion de lavado (0.1 M ac. maleico, 0.15 M NaCl pH 7.5, 0.3 %
Tween 20) durante 15 min. Posteriormente, la membrana se equilibr6 en
amortiguador de deteccion (Tris-HCI pH 9.5, 0.1 M; NaCl 0.1 mM; MgCl, 0.5 M)
durante dos minutos. Se retird la solucion y se agregaron 5 mL de amortiguador
de deteccion con el sustrato cromogénico (45 uL de nitroazul de tetrazolium -
NBT 75 mg/mL- y 35 pyL de 5-bromo-4-cloro-3 indolil fosfato p-toluidina -BCIP
50 mg/mL-). La membrana se incubd en oscuridad a temperatura ambiente
hasta el desarrollo del color. Una vez que se observé la marca deseada, la
membrana se lavo con agua destilada para detener la reaccidon. Finalmente, la
membrana se secd entre dos hojas de papel 3M y se documenté con un

sistema de fotodocumentacion UVITEC (UVP Inc®).
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6. RESULTADOS

6.1 Extracciéon de ADN

De las once especies consideradas en el estudio, se obtuvo ADN total
de buena calidad como consecuencia de las modificaciones realizadas al
procedimiento original, desarrollado por Doyle y Doyle (1990). Con el método
modificado se redujo la pérdida del ADN por manejo y dilucién, lo que
repercutié directamente en la mejora de la eficiencia de amplificacién; algunos

ejemplos de los resultados finales pueden observarse en la figura 10.

onZ>»

c G G
P C S
P C c
V V Q

L P P P
P | L X
C P H P
Q Vv Vv Vv

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa-TBE al 1% de ADN total de
dinoflagelados. Lineas: AMCQ, Alexandrium margalefii; CPPV, Cochlodinium
polykrikoides; GCCV, Gymnodinium catenatum; GSCQ, Gonyaulax spinifera; LPCQ,
Lingulodinium polyedrum; PIPV, Prorocentrum minimum; PLHV, Prorocentrum lima;
PXPV, Prorocentrum mexicanum. M: M, escalera de 1 kb (Invitrogen).Técnica de
tincion: EtBr.

6.2 Amplificacién de fragmentos discretos del ADNr

El ADN total obtenido se utilizé como templado para la amplificacion,
mediante reaccion en cadena de la polimerasa, de algunas regiones
especificas de los genes del ADNr. Para la obtencion de fragmentos del SSU

de alrededor de 1.8 kb, se uso la combinacion | de cebadores. Para asegurar la
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obtencion de la region correspondiente a los ITSs (1y 2) y gen 5.8S (que esta
reportada como hipervariable) se probaron las combinaciones de cebadores Il y
[ll, que generaron fragmentos de ~ 1.5 y 1.1 Kb, respectivamente. Finalmente,
para la amplificacion especifica de regiones del LSU se usaron las
combinaciones de cebadores IV y V, que generaron fragmentos aproximados
de 0.7 y 1.1Kb, respectivamente. Algunos ejemplos de los productos de

amplificacion generados, se muestran en la figura 11.

Como se observa en la figura 11, los productos de PCR fueron obtenidos
exitosamente, obteniéndose basicamente dos tipos de resultados: 1) patrones
especificos, es decir, un solo amplicén y 2) patrones compuestos, en los que
como productos de la amplificacion se obtuvieron al menos dos amplicones. El
primer tipo de patrones (especificos) se obtuvo con las combinaciones I, lll y V,
mientras que los patrones compuestos se obtuvieron con las combinaciones |l
y IV. Para fines practicos, y como las combinaciones Il y Il amplifican la misma
region (ITSs y 5.8S), se optd por trabajar con la combinacién Ill. En la tabla

VIII, se presenta un resumen de los productos de PCR obtenidos.

Figura 11. Amplicones obtenidos usando diversas combinaciones de cebadores
dirigidos al ADNr. Paneles: A) combinacion |, gen SSU (1.8 kb); B) combinaciones Il y
Ill, gen 5.8S e ITSs (1.5 y 1.1 kb); C) combinaciones IV y V, gen LSU (0.7 y 1.1 kb); M,
escalera de 1 kb (Invitrogen). Nota: Gel de TBE/agarosa- synergel al 1%, técnica de
tincion EtBr.
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Tabla VIIl. Resumen de amplicones obtenidos para las especies en estudio usando las
diferentes combinaciones de cebadores.

‘ COMBINACION DE CEBADORES
ESPECIE I
. sanguinea

. polykrikoides

. catenatum CV

. catenatum MV

affine

o (o000l

. margaleffi

. turbiney

. spinifera

polyedrum

minimum

® 99 O

lima

vlololrleololz|rlo|o]o|>

90900 Oooes
LI R R

o (o |0 |0
o000

. mexicanum

6.3 Secuenciacion y andlisis de alineamiento

Las secuencias de nucledtidos obtenidas a partir de los productos de
PCR, empleando los cebadores listados en la tabla 7, fueron comparadas con
las bases de datos mas redundantes mediante el algoritmo BLAST

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), para excluir o confirmar la especie,

segun el caso (anexos 1, 2 y 3). Después de un analisis preliminar (realizado
para confirmar la identidad de los genes blanco), el analisis de alineamiento
completo se realizdé solo con aquellas secuencias que presentaron similitud
(con los respectivos genes homédlogos) con registros del GenBank. Para la
presentacion de resultados, las secuencias se agruparon por especie,
mostrandose a continuacion en formato de tabla y grafico en las figuras 12-19.
Mientras que en la parte de la tabla se presentan las caracteristicas principales
de los amplicones secuenciados y de las secuencias obtenidas, en la parte
grafica, se muestran tanto el nimero y tamafio de las secuencias obtenidas y
caracterizadas, asi como su posicion relativa como resultado de Ia
comparacion y alineamiento con los registros completos del ADNr de

dinoflagelados en el GenBank.
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6.3.1 Orden Gymnodiniales

Los Gymnodiniales, en este estudio representados por las especies de
los generos Akashiwo, Cochlodinium y Gymnodinium, fue un grupo en el que
se obtivieron resultados heterogeneos en relacion al éxito de amplificacion del
ADN blanco. Por un lado para A. sanguinea se obtuvo solo una secuencia,
mientras que para G. catenatum se obtuvo alrededor del 50% de la
informacion blanco vy, finalmente, para C. polykrikoides, alrededor del 75%
mediante el uso de los cebadores universales propuestos (fragmentos
especificos de los genes SSU, tandem SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU y LSU).

6.3.1.1 Akashiwo sanguinea (ASCV-1).

Solo se obtuvo una secuencia de nucleétidos que corresponde al
fragmento V del LSU (figura 12), consiguiéndose unicamente 762 pb (en un
solo sentido, +) que representan el 50% de la longitud total del amplicon (pb), y
unicamente el 12.27% del total de bases perseguidas en el estudio (en todas
las especies estudiadas se uso la misma referencia -AY831408- para el calculo

del porcentaje de cobertura de secuencias).

Se confirmd la especie observandose un 92% de identidad con la
especie homoéloga reportada en el GenBank (AY831412), entre homologias
menores con otras especies (anexo 1). Para A. sanguinea los registros
preexistentes en el GenBank son mayores a la secuencia obtenida en este
estudio (tabla 1X), ya que en el banco de datos se incluyen los registros
completos del SSU, ITSs y LSU, asi como registros parciales para la

subunidades pequefia y grande.
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Gen | Tamafio = Combinacion Oligo Nombre de la Tamafio | Orientacion
amplicon secuencia secuencia
(pb)
S|
S| 35 |Lsul 1100 v 8 | 07_E17_PSA11- 762 +
<8 |2 1239_F

Akashiwo sanguinea ASCV-1
= = ST e e
762 pb
0 | 2 3 4 5 & (kb)

Figura 12. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de
los fragmentos del ADNr de A. sanguinea (ASCV-1).

Tabla IX. Secuencias de nucleotidos de A. sanguinea (tax ID: 143672) registradas en
el GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipo de Fecha*
acceso material
CCMP 1321 AY831412 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 6,332 ADN 22/07/2008
LSU, completo
GnSg03 AY831411 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 6,382 ADN 22/07/2008
LSU, completo
GnSg02 AY831410 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 6,187 ADN 22/07/2008
LSU, completo
CCMP1740 EF492486 SSU, parcial 1,791 ADN 31/03/2008
GT6 DQ156229 LSU, parcial 1,344 ADN 01/07/2006

6.3.1.2 Cochlodinium polykrikoides (CPPV-1)

Para C. polykrikoides se obtuvieron 10 secuencias de los tres genes
ribosomales considerados, obteniendo un total de 4,257 pb (figura 13) que
corresponden a fragmentos del SSU (848 pb), tandem SSU-ITSs-LSU (2, 248
pb) y LSU (1,161 pb), que en conjunto representan el 74.26% del ADNr blanco.
Se confirmé la especie, observandose el mayor porcentaje de identidad (98%)
con la especie homologa del GenBank (DQ779986 para el SSU y SSU-ITS-
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LSU; y EF506627 y AB295048 para el LSU) entre otras cepas de la misma

especie (anexo 1).

Sp. C Gen | Tamafio | Combinacion | Oligo Nombre de la Tamafio | Orientacion
amplicon secuencia secuencia

SSU-| 1,130 Il 1 CPITS ITS 1400F 885 +
LSU 1,130 1l 6 CPITSLSUDICR 853 -
o 1,520 I 2 CP10 ITS 1055F 851 +
% - 1,520 Il 6 CPITSLSUDICR 848 -
é = SSU | 1,800 I 3 CPSSU SSU 1F 848 +
= & 1,800 I 4 | CPSSU SSU 1528R 849 -
= LSU 720 v 5 CPD1D2 LSUDIR F 715 +
© 720 Y 7 | CPD1D2LSUD2CR 843 -
1,100 V 8 CP LSU 1239F 843 +
1,100 \ 9 CP LSU 2400R 845 -

0 1 2 3 4 5 5] (kb)

Figura 13. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de C. polykrikoides (CPPV-1).

En la tabla X, pueden observarse algunos de los registros existentes en el
GenBank para la especie, 4 registros completos para las regiones amplificadas
en este trabajo y, en su mayoria, el resto de los fragmentos corresponden al
gen LSU, con secuencias < a 2, 248 pb.

Para la region de los SSU-ITS y gen 5.8S del ARNr, se encuentran
registradas 8 secuencias de 1,175 pb, y para el SSU, hay 31 registros
completos y parciales. Los reportes preexistente en el GenBank para C.
polykrikoides CPPV-1 (EF506627 y EF506628, en negritas) corresponden a la
region de los dominios D1 - D3 y D4 - D6 (963 y 956 pb, respectivamente,

ubicadas en el primer y segundo cuarto del gen LSU), e incluye los registros
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obtenidos con la secuenciacion de los amplicones IV y V. Esto nos permite
confirmar la integridad y fidelidad de nuestra secuencia (2, 248 pb) ya que esta
incluida en los registros completos preexistentes en el GenBank, al igual que el

fragmento de 848 pb (que corresponde al extremo 5’ del SSU).

6.3.1.3 Gymnodinium catenatum (GCCV-1y GCMV-1)

De la cepa GCCV-1 (aislada de Bahia Concepcion, B.C.S.) se
obtuvieron 5 secuencias de los tres genes ribosomales considerados,

obteniendo un total de 2,139 pb (figura 14), que corresponden a los fragmentos

SSU-ITSs-LSU, que representan en su conjunto el 37.31% del ADNr blanco.

Sp. C Gen Tamafio Combinacion Oligo Nombre de la Tamafio | Orientacion
amplicon secuencia secuencia

1,130 1l 1 GCMV ITS ITS 849 +

1400F
SSU | 1,130 1] 6 GCMV ITS LSU 844 -

z LSU DICR
§ = 1,130 1l 1 GCV ITS ITS 1400F 852 +
g © 1,130 Il 6 [ GCVITSLSUDICR 844 -
s T SSU | 1,800 [ 3 | GCMV SSU SSU 1F 722 +
o Q 1,800 I 4 | GCVSSUSSU1528R 818 -
o | LSU [ 1,100 V 9 GCMV LSU 2400R 795 -
720 % 5 GCND1D2 602 +

LSUDIRF

720 % 7 | GCNDID2LSUD2CR 710 -

[ oo |

0 1 2 3 4 5 6 (kb)

Figura 14. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de G. catenatum (GCCV-1y GCMV-1).
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Tabla X. Secuencias de nucleétidos de C. polykrikoides (tax 1D:77300) registradas en
el GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipo de Fecha
acceso material
GD1590bp39 | EU418971 SSU, parcial 1,590 ADN 18/02/2008
GD1589bp49 | EU418965 SSU, parcial 1,589 ADN 18/02/2008
GD1589bp46 | EU418964 SSU, parcial 1,589 ADN 18/02/2008
GD1589bp45 | EU418963 SSU, parcial 1,589 ADN 18/02/2008
GD1138bp24 | EU418952 SSU, parcial 1,138 ADN 18/02/2008
GD1025bp48 | EU418949 SSU, parcial 1,025 ADN 18/02/2008
ND EU418946 SSU, parcial 1,589 ADN 18/02/2008
clone 9 EU418945 SSU, parcial 454 ADN 18/02/2008
BSW0109 AY421779 SSU, parcial 1,789 ADN 15/03/2007
CPO AY421780 SSU, parcial 1,789 ADN 15/03/2007
CP-PP4 AY421781 SSU, parcial 1,789 ADN 15/03/2007
YS2004 DQ887495 SSU, parcial 510 ADN 30/09/2006
CcPk05 DQ779986 SSU TS1, 5.8S, ITS2, 6,823 ADN 21/07/2008
LSU
CcPk03 DQ779985 SSU TS1, 5.8S, ITS2, 6,823 ADN 21/07/2008
LSU
CcPk02 DQ779984 SSU TS1, 5.8S, ITS2, 6,823 ADN 21/07/2008
LSU
NFFCPO2 EU418934 SSuU, ITS1,5.8S, ITS2 1,175 ADN 02/03/2008
parcial
NFFCPO5 EU418935 SSuU, ITS1,5.8S, ITS2 1,176 ADN 02/03/2008
parcial
NFFCPO1 EU418933 SSU, ITS1,5.8S, ITS2 974 ADN 02/03/2008
parcial
CP-1 AF208248 ITS1, 5.8; ITS2, parcial 595 ADN 27/ 2000
CPPV-1 EF506627 LSU, parcial 963 ADN 30/09/2007
CPPV-1 EF506628 LSU, parcial 956 ADN 30/09/2007
CPCB10 EF506625 LSU, parcial 968 ADN 30/09/2007
HK EF506623 LSU, parcial 953 ADN 30/09/2007
CP2002-1 EF506622 LSU, parcial 953 ADN 30/09/2007
CPCB10 EF506626 LSU, parcial 956 ADN 30/09/2007
PP-3 EF506617 LSU, parcial 957 ADN 30/09/2007
C. poly EF506615 LSU, parcial 957 ADN 30/09/2007
PR107 AB295050 LSU, parcial 2,448 ADN 29/08/2007
cp2 AB295049 LSU, parcial 1,975 ADN 29/08/2007
cpl AB295048 LSU, parcial 2,448 ADN 29/08/2007
OM7-ND59 AB295047 LSU, parcial 1,514 ADN 29/08/2007
USUKA AB288386 LSU, parcial 1,508 ADN 04/09/2007
KG8-ND14 AB288385 LSU, parcial 1,502 ADN 04/09/2007
OB7-ND3 AB288384 LSU, parcial 1,508 ADN 04/09/2007
ND AY725423 LSU, parcial 1,012 ADN 04/09/2007
CpFB-06-1/2 EF110557 LSU, parcial 890 ADN 13/12/2006
CpFB-06-1/2 EF110556 LSU, parcial 856 ADN 13/12/2006
ND AF067861 LSU, parcial 734 ADN 11/06/1998
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Se confirmo6 la especie, observandose el 100% de identidad con la
especie homodloga del GenBank (EU418954 para SSU y SSU-ITS-LSU
DQ785883), entre otras cepas (anexo 1).

Para G. catenatum GCMV-1 (aislada de Mazatlan, Sinaloa) se
obtuvieron 4 secuencias, lo que hace un total de 2,248 pb (figura 14) que
corresponden a fragmentos de los genes ribosomales SSU (578), tandem SSU-
ITSs-LSU (1,070 pb) y LSU (800 pb), que en conjunto representan el 42.7% del
ADNr blanco. La especie se confirmd, observandose una identidad del 98%
con la especie homologa del GenBank (DQ785883 para SSU, SSU-ITS-LSU y

LSU), entre otras cepas (anexo 1).

En la tabla XI, se muestran algunos de los registros del GenBank para la
especie: 4 registros completos para las regiones amplificadas en este trabajo.
El resto de las secuencias, corresponden a registros del LSU, no mayores a
1,013 pb. Para la regiéon de los ITS y gen 5.8S del ARNr, se encuentran
registradas 20 secuencias, < 576 pb, y para el SSU, hay 10 registros que
consisten de registros completos y parciales para esta subunidad. El registro
del GenBank para la cepa CCMP414 (5,771 pb) incluye todo el ADNr (ETS1,
SSU, ITSs 1y 2 yelgen5.85, LSU y ETS2), y dentro de este fragmento estan

incluidas las secuencias de los amplicones |, I, IV y V.

6.3.2 Orden Gonyaulacales

Los Gonyaulacales, en este estudio representados por las especies de
los generos Alexandrium, Gonyaulax y Lingulodinium, fue el grupo de
dinoflagelados en el que se observd un mayor porcentaje de éxito en la
amplificacion de las regiones de interes (fragmentos especificos de los genes
SSU, tandem SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU y LSU) mediante el uso de los
cebadores universales propuestos, observandose un margen de éxito superior
al 55%.
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Tabla XI. Secuencias de nucledtidos de G. catenatum (tax 1D:39447) registradas en el
GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipo de Fecha
acceso ((s]0)] material

GCCW991 DQ779989 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 5,089 ADN 04/08/2008

LSU, parcial
CCMP414 DQ779990 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 5,771 ADN 04/08/2008

LSU, parcial
GD1591bp1 EU418973 SSU, parcial 1,591 ADN 18/02/2008
CCMP1940 DQ785883 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 5,961 ADN 01/07/2007

LSU, parcial
GnCt01 DQ785882 | SSU, TS1, 5.8S, ITS2, 6,457 ADN 01/07/2007

LSU

JHW9910 EF613352 LSU, parcial 1,016 ADN 18/06/2007
DC99A44 AY421784 SSU, parcial 1,791 ADN 15/03/2007
ND AB265966 LSU, parcial 669 ADN 27/12/2006
ND AB265962 SSU, parcial 1,756 ADN 27/12/2006
ND DQ887512 SSU, parcial 507 ADN 30/09/2006
GC21V AB196486 LSU, parcial 720 ADN 13/06/2006
GCPT03 AY916536 LSU, parcial 592 ADN 20/12/2005
GC DQ286734 LSU, parcial 1,013 ADN 07/12/2005
GCNZ DQ286733 LSU, parcial 999 ADN 07/12/2005
CCVIEO GC56AM | AY506592 | ITS1, 5.8S, ITS2, parcial 524 ADN 18/01/2004
CCVIEO GC51AM | AY506590 | ITS1, 5.8S, ITS2, parcial 524 ADN 18/01/2004
DC99A44 AY036127 LSU, parcial 697 ADN 11/12/2002
GC49AM AF375860 SSU, parcial 347 ADN 21/05/2001
GC49AM AF375858 LSU, parcial 907 ADN 21/05/2001
GC36AM AF375857 LSU, parcial 907 ADN 21/05/2001
GCSPO03 AY036077 LSU, parcial 697 ADN 16/08/2001
GCPTLO1-4 AY036075 LSU, parcial 697 ADN 16/08/2001
GC19V AF208247 | ITS1, 5.8S, ITS2, parcial 576 ADN 27/12/2000
ND AF200672 LSU, parcial 973 ADN 02/08/2000
Ge19V 38628 LSU, parcial 330 ADN 21/11/995
Ge19V L38627 LSU, parcial 687 ADN 21/11/995
MUCC273 AF022193 18S SSU 1,804 ADN 28/01/1998

6.3.2.1 Alexandrium affine (AACQ-1)

Se obtuvieron 4 secuencias de dos bloques de genes ribosomales,
haciendo un total de 2,539 pb (figura 15), distribuidas en dos fragmentos que
corresponden a la primera seccién del SSU (789 pb), y a la secuencia
concenso del SSU-ITSs-LSU (1,680 pb), que en su conjunto representan el
43.07% del ADNTr blanco.
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Para A. affine (tax ID: 39453), existen 56 secuencias de nucledtidos
registradas en el GenBank, de las que solo el 50% corresponden a genes
ribosomales, algunos de los cuales estan enlistados en la tabla Xll. La
confirmacion de especie de la cepa AACQ-1 no fue muy clara, ya que se
observa el mismo nivel de identidad con otras especies del genero (anexo 1),
observandose una homologia de entre el 74 al 86 % (secuencias forward y
reverse del SSU, respectivamente) en el caso del gen SSU (AJ535375). Por
otra parte, la regién del tandem SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU, muestra alrededor
del 71% de identidad con la especie homodloga (anexo 1). Aunque existen
registros para la cepa AACQ-1 (AY152706, en negritas), este corresponde a la
region 5’ del LSU (dominios D1-D2) reportada por Band et al. (2003), que no se
obtuvo en este trabajo (amplicon 1V). En términos generales, pareciera ser que
existe mayor identidad con otras especies, como A. margalefii y/o A. ostenfeldii,
por lo que es recomendable confirmar los resultados secuenciando otros

amplicones de las mismas regiones, ya que se confirmé con la curadora de la

coleccién (CODIMAR) la identidad de la especie en términos de taxonomia

convencional.
Tamafio Combinacion | Oligo Nombre de la Tamafio | Orientacion
amplicon secuencia secuencia
(pb) (pb)
c 1,340 I 1 | 07A11PAF14ITS1400F 762 +
2| = [SSU-| 1,340 I 6 | 07C11PAF14LSUDICR 828 -
= e
4 O | LSU
3 | 2 [ssU 1,800 I 3 | 07M13 PAF15SSU1F 789 +
< 1,800 | 4 | 07013PAF15SSU1528 835 -

Alexandrium affine AACQ-1

789 pb 1680 pb

0 1 2 3 4 5 & (kb)

Figura 15. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de A. affine (AACQ-1).
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Tabla XII. Principales secuencias de nucledtidos de A. affine (tax ID: 39453)
registradas en el GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipodel Fecha*
acceso (pb) material
CCMP 112 AY831409 ETS1,SSU,ITS1,5.8S,ITS2, 6,625 DNA 21/07/2008
LSU, ETS2
JH0210 AY775286 SSU 1,789 RNA 12/09/2007
AAF37 AB088282 SSU 1,820 DNA 12/04/2007
CCMP112 AJ535375 Ssu 1,807 DNA | 14/08/2003
I[EQ-PA8V AJ632095 ITS1,5.8S,ITS2 523 DNA 17/07/2006
[EO-PA4V AJ632094 ITS1,5.85,ITS2 525 DNA 17/07/2006
ND EF579793 ITS1,5.85,ITS2 525 DNA 27/05/2007
AC-1 DQ176665 ITS1,5.85,ITS2 525 DNA 17/09/2005
AS-1 DQ176664 ITS1,5.85,ITS2 525 DNA 17/09/2005
AaMS01 AY566190 LSU, parcial 662 DNA 30/07/2007
AAKT13 EF178150 LSUY, parcial 682 RNA 18/04/2007
AFF37 AB088228 LSUY, parcial 711 DNA 14/04/2007
AFF37 AB(088227 LSU, parcial 711 RNA 14/04/2007
JHW0210 AY438015 LSU, parcial 989 DNA | 15/04/2007
AABCV-1 AY152706 LSU, parcial 671 DNA 31/12/2003
AABBO1 AY916552 LSUY, parcial 565 DNA 20/12/2005
A10 DQ287852 LSU, parcial 971 DNA 10/12/2005

6.3.2.2 Alexandrium margalefii (AMCQ-1)

Para esta especie se obtuvieron 10 secuencias de los tres genes
ribosomales considerados en el estudio, haciendo un total de 3,732 pb (figura
16), distribuidas en tres fragmentos conceso que corresponden a los: SSU (531
pb), tandem SSU-ITSs-LSU (2,031 pb) y LSU (1,161 pb), que en su conjunto
representan el 65.1 % del ADNr blanco. Se confirmé la especie, observandose
el mayor porcentaje de identidad (> 96 %) con la especie homdloga en el
GenBank (U27498 para el SSU e ITSs y AF318230 para el LSU), entre otras

especies del mismo género (anexo 2).

Como puede observarse en la tabla Xlll, los registros en el GenBank para la
especie, son en su mayoria fragmentos del LSU, no mayores de 1,359 pb. Para
la region de los ITSs y gen 5.8S del ARNr, estan registradas solo 2 secuencias

de 481 pb, y para el SSU, hay un solo registro de la subunidad completa.
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El reporte preexistente para la especie y cepa en el GenBank (AY152708,
negritas, realizado por Band et. al. (2003), corresponde a la regién de los
dominios D1y D2 (674 pb, ubicadas en el primer cuarto del gen LSU).

La secuencia de 2,030 pb generada en este estudio, no solo incluye la regién

completa reportada por Band et. al. (2003), sino que ademas incluye un
fragmento del SSU, ITSs 1y 2y el gen 5.8S.

Gen | Tamafio | Combinacién | Oligo Nombre de la Tamafio | Orientacion
amplicon secuencia secuencia
1,130 Il 1 AMITSITS1400F 852 +
SSU- | 1,130 1l 6 AMITSLSUDICR 847 -
LSU 1,520 Il 2 | AMITS 10 ITS 1055F 835 +
5 - 1,520 Il 6 AMITSLSUDICR 825 -
?:g, 8 SSU | 1,800 [ 3 AM SSU SSU 1F 766 +
g = 1,800 [ 4 | AM SSU SsU 1528R 843 -
< 720 v 5 | AMD1D2LSUDIRF 849 +
LSU 720 v 7 AMD1D2LSU D2CR 812 -
1,100 \ 8 PMA 111239 F 668 +
1,100 V 9 PMA 11 2400 R 716 -

0 1 2 3 4 5 6 (kb)

Figura 16. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de A. margaleffi (AMCQ-1).

Los fragmentos de 481 pb (AM237339 y AJ251208) del GenBank incluyen los
ITSs y gen 5.8S, sin embargo, los registros generados en este estudio son mas

completos ya que las regiones secuenciadas estan ancladas en los genes SSU
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y LSU; la secuencia de nucleétidos del amplicon V, que corresponde al tercer

cuarto del LSU, es un reporte nuevo para la especie.

Tabla Xlll. Secuencias de nucleotidos de A. margalefii (tax ID: 109239) registradas en
el GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipo de Fecha*

acceso material
ND AMU27498 SSU 1,798 DNA 01/11/1995
IEO-VGO661 AM237339 ITS1, 5.8, ITS2 481 RNA 26/06/2008
AM-1 AJ251208 ITS1,5.8S, ITS2 481 DNA 26/03/2004
ND AY 154957 LSU, parcial 1,359 DNA 29/09/2008
AGNZ01 AY268609 LSU, parcial 640 DNA 30/04/2006
AGNZ01 AY152707 LSU, parcial 673 DNA 31/12/2005
AMBCQ-1 AY152708 LSU, parcial 674 DNA 31/12/2003
AMaDEQ1 AY916544 LSU, parcial 968 DNA 20/12/2005
X12 AF318230 LSU, parcial 712 DNA 06/04/2005
ND AF033531 LSU, parcial 661 DNA 27/11/1997

6.3.2.3 Gonyaulax spinifera (GSCQ-1)

Se consiguieron 6 secuencias para G. spinifera, que hacen un total de
3,193 pb (figura 17), distribuidas basicamente en dos fragmentos consenso que
corresponden a los genes: SSU (833 pb) y tandem SSU-ITSs-LSU (2,360 pb),
que en su conjunto representan el 55.7% del ARNr blanco. Como se muestra
en el anexo 2, en este caso, se confirmd la especie observandose el mayor
porcentaje de identidad (> 95 — 98%) con la especie homodloga (DQ867107
para el SSU y EF416284, para el SSU-ITSs-LSU), entre otras especies del
mismo género (anexo 2).
Como puede observarse en la tabla XIV, los registros para la especie son en su
mayoria del gen LSU (< 945 pb). Para los ITS y el gen 5.8S del ARNTr,
solamente esta registrada 1 secuencia (510 pb), y para el SSU existen dos

registros completos y dos parciales.

El registro preexistente del LSU para la especie (DQ151558) comprende
los dominios D1 — D3, cuya secuencia que forma parte de los amplicones del

tipo IV obtenidos en este estudio. Para el SSU los registros completos
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(AF052190 y AF022155) permitieron identificar la regién faltante de esta
subunidad incluida en el amplicon de tipo I.

Tamafio Combinacion Oligo Nombre de la Tamafio  Orientacion

amplicon secuencia secuencia

(pb) (pb)
SSU- | 1,130 I 1 GSITS14MITS1400F 853 +
g — [ LSU | 1130 I 6 | GSITS14MLSUD2CR 844 -
= & | SSU | 1,800 I 3 GS SSU SSU 1F 833 +
& § 1,800 I 4 | GSSSUSSU 1528R 842 -
o LSU 720 \ 5 GS DID2LSU DIR F 846 +
720 [\ 7 GS DID2LSU D2CR 831 -

Tabla XIV. Secuencias de nucleétidos de G. spinifera (tax ID: 66791) registradas en el
GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipo de Fecha*

acceso (pb) material
GSTL1 AF052190 SSU 1,795 DNA 19/03/1998
CCMP409 AF022155 SSU 1,790 DNA 20/02/1998
GSA0602 EU805590 SSU, parcial 1,725 DNA 14/07/2008
Adriatic DQ867107 SSU, parcial 1,718 DNA 27/08/2006
ND AF051832 ITS1, 5.8S, ITS2 510 DNA 12/03/1998
GSA0602 EU805591 LSU, parcial 608 DNA 14/07/2008
GSA0501 EF416284 LSU, parcial 629 DNA 25/02/2007
isolate B DQ151558 LSU, parcial 945 DNA 27/08/2005
isolate A DQ151557 LSU, parcial 915 DNA 27/08/2005

Gonyaulax spinifera GSCQ-1

L ETs1 ssU

ITS1

L d
BElL e e
uy

833 pb 2360 pb

0 1 2 3 4 5 & (kb)

Figura 17. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de G. spinifera (GSCQ-1).
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6.3.2.3 Gonyaulax turbiney (GTCQ-1)

Se obtuvo una secuencia (consenso) de 945 pb (figura 18), que
corresponde al tandem SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU, que representa el 15.21%
del ARNr blanco.

En este caso no fue posible confirmar la especie con los registros de la
base de datos, ya que aunque para el género estan reportadas 84 secuencias
de nucledtidos, ninguna corresponde a la especie. Sin embargo, la secuencia
obtenida presenta un porcentaje de identidad > 71% con especies del género

Alexandrium, también miembro de los Gonyaulacales (anexo 2); por lo tanto, la

secuencia de 945 pb representa el primer registro para la especie.

Tamafio | Combinacién Oligo Nombre de la Tamafio  Orientacion
amplicon secuencia secuencia
(pb)
“E < [ SSU-| 1,130 1l 1 PTU14-ITS 1400 F 824 +
€ |3 |Lsu
S o 1,130 1l 6 PTU14-LSUDICR 821 -

Gonyaulax turbiney GTCQ-1

0 1 2 3 4 5 & (kb)

Figura 18. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de G. turbiney (GTCQ-1).

6.3.2.3 Lingulodinium polyedrum (LPCQ-1)

Para L. polyedrum, se consiguieron 8 secuencias que hacen un total de
3,625 pb (figura 19), distribuidas basicamente en tres fragmentos que
corresponden a los genes: SSU (848 pb), tandem SSU-ITSs-LSU (1,616 pb) y
LSU (1,161) que en su conjunto representan el 63.24% del ARNr blanco. Como
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se muestra en el anexo 2, se confirmd la especie observandose el mayor

porcentaje de identidad (97%) con la especie homoéloga (AF377944 para el

SSU, SSU-ITSs-LSU, LSU), entre otras cepas de la misma especie.

Tamafio | Combinacién Oligo Nombre de la Tamafio  Orientacion
amplicon secuencia secuencia

SSU-| 1,130 Il 1 [ LPITS14MITS1400F 836 +
LSU | 1,130 I 6 | LPITS14MLSUD2CR 727 -
g — | SSu | 1,800 I 3 LPSSU SSU 1F 838 +
G o] 1,800 [ 4 | LP SSUSSU1528R 846 -
§ g LSU 720 W 5 LP DID2LSU DIR F 725 +
_i 720 W 7 LP DID2LSU D2CR 726 -
1,100 \ 8 LP LSU 1239F 847 +
1,100 v 9 LP LSU 2400R 850 -

5.8s

T E— K

0 1 2 3 4 5 3 (kb)

Figura 19. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de L. polyedrum (LPCQ-1).

Como puede observarse en la tabla XV, los registros para la especie en
el banco de datos son en su mayoria de fragmentos del SSU < de 1,778 pb.
Para la region de los ITSs y gen 5.8S del ARNr, solo esta registrada una
secuencia de 535 pb, en tanto que para el SSU existen 13 registros parciales y

3 registros completos.

El reporte de 5,526 pb para la especie (AF377944) registrado en el banco de
datos incluye las secuencias que se obtuvieron en este estudio (amplicones |,

[, IV y V), lo que nos permitié confirmar la especie.
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Tabla XV. Secuencias de nucledtidos de L. polyedrum (tax ID: 160621,2913)
registradas en el GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipo de Fecha*
acceso (pb) material
ND EU177128 SSU 662 ADN 17/10/2007
ND sWEDEN EU177127 SSU 677 ADN 17/10/2007
EUA EU177126 SSU 680 ADN 17/10/2007
Sweden EU177125 SSU 71 ADN 17/10/2007
USA EU177124 SSU, parcial 705 ADN 17/10/2007
DRWO0108 EF613357 LSU, parcial 1,039 ADN 18/06/2007
ND AM184208 ITS1,5.8S,ITS2 535 ADN 27/03/2007
MOC0001.008 | DQ202226 SSU 1,161 ADN 03/08/2006
MOC0001.032 | DQ202225 SSU 1,176 ADN 03/08/2006
MOC0001.007 | DQ202224 SSU 1,167 ADN 03/08/2006
MOC0001.067 | DQ202223 SSU 1,178 ADN 03/08/2006
MOC0001.016 | DQ202221 SSU 1,249 ADN 03/08/2006
MOC0001.089 | DQ202220 SSU 1,250 ADN 03/08/2006
MOC0001.064 | DQ202219 SSU 1,203 ADN 03/08/2006
MOC0001.001 | DQ202217 SSU 1,246 ADN 03/08/2006
CCCM 202 AF274269 SSU 1,750 ADN 10/09/2001
CCMP1738 EU165313 LSU, parcial 647 ADN 30/09/2008
CCMP1738 EF492507 SSU 1,778 ADN 31/03/2008
ND AJ415511 SSU 1,750 ADN 04/12/2003
Gp70 X61732 LSU, D8 168 ADN 06/06/2003
Gp70 X61731 LSU, D1 349 ADN 06/06/2003
ND AF377944 SSU,ITS 1,5.8S, ITS2; 5,526 ADN 29/05/2001
LSU, parcial

6.3.2 Orden Prorocentrales

Del grupo de especies del género Prorocentrum se presenté un menor

porcentaje de éxito en la amplificacion de las regiones de interés (fragmentos
especificos de los genes SSU, tandem SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU y LSU)

mediante el uso de los cebadores universales propuestos, observandose un

margen de entre el 26 y 65% de éxito.

6.3.2.1 Prorocentrum lima (PLPV-1)

Se obtuvieron 3 secuencias de dos de

los genes

ribosomales

considerados, obteniendo un total de 2,247 pb (figura 20) que corresponden a
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los fragmentos del SSU (814 y 727 pb, respectivamente) y LSU (706 pb), que
en conjunto representan el 39.18% del ADNr blanco. En este caso se confirmd
la especie, observandose un porcentaje > al 84 % para la especie homdéloga en
la base de datos (AB189778 para SSU y DQ336186 para LSU), entre otras

especies del mismo género (anexo 3).

En la tabla XVI, pueden observarse algunos de los registros existentes
en las bases de datos para la especie, correspondiendo, en su mayoria, a los
fragmentos del ITSs y 5.8S, no mayores a 634 pb. Para la regién de los ITS y
gen 5.8S del ARNr, se encuentran registradas 31 secuencias de entre 621-634

pb, y para el SSU hay 12 registros de los que 8 son registros completos.

~ Gen Tamafio Combinacion Oligo |  Nombredela ~  Tamafio | Orientacion
amplicon secuencia secuencia
g - | SSU 1,800 | 4 PL SSU SSU 1528R 802 -
= E LSU 720 1\ 5 PLD1D2 LSUDIR F 669 +
o o 720 \% 7 PL D1D2 LSUD2CR 673 -

Prorocentrum lima pLHV-1

0 1 2 3 4 5 6 {(kb)

Figura 20. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fraamentos de ADNr de P. lima (PLHV-1).

6.3.2.2 Prorocentrum minimum (PIPV-1)

Se obtuvieron 6 secuencias de los tres genes ribosomales considerados,
con un total de 3,792 pb (figura 21) que corresponden a los fragmentos del
SSU (800 pb) SSU-ITSs-LSU (1,842 pb) y LSU (1,150 pb) en conjunto
representan el 66.15% del ADNr blanco. Como se muestra en el anexo 3, se

confirmo la especie observandose el mayor porcentaje de identidad (97%)
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para la especie homodloga (para SSU DQ336072, para SSU-ITSs-LSU
DQO054538 y AY822610 LSU), entre otras especies del mismo género.

En la tabla XVII, pueden observarse los registros existentes en el
GenBank para la especie, siendo en su mayoria de fragmentos del LSU < a
950 pb. Para la region de los ITS y gen 5.8S del ARNr, estan registradas 8
secuencias de 639 pb, y para el SSU, hay 11 registros parciales. El reporte
preexistente para la especie del LSU (AY863005) de los dominios D1 - D3 (950
pb, ubicadas en el primer cuarto del gen LSU), no incluye en la secuencia
obtenida con la pareja de cebadores V que corresponde al tercer cuarto del
LSU, por lo que los resultados de este estudio representan un nuevo registro
para la especie. La secuencia de 1, 842 pb generada en este estudio, no solo
incluye la regién completa reportada por Hou et al. (2005) (PMDHO01) de 668
pb, sino que ademas incluye un fragmento del SSU, ITSs 1y 2, y el gen 5.8S,

por lo que los registros generados en el presente estudio son mas completos

ya que las regiones secuenciadas estan ancladas en los genes SSU y LSU.

Tamafio Combinacién | Oligo Nombre de la Tamafio | Orientacion
amplicon secuencia secuencia
(pb) (pb)
SSU [ 1,130 Il 1 [ PIITSITS 1400F 849 +
E _ LSU | 1,130 Il 6 PIITSLSUDICR 846 -
= < 1,800 I 3 PI SSU SSU 1F 798 +
g % SSU | 1,800 I 4 | PISSU SSU 1528R 855 -
o LSU | 1,100 \ 8 PI LSU 1239F 796 +
1,110 v 9 PI LSU 2400R 768

Prorocentrum minimum PIPV-1

800 pb 1842 pb 1150 pb
0 1 2 3 4 5 6 (kb)

Figura 21. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de P. minimum (PIPV-1).
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6.3.2.1 Prorocentrum mexicanum (PXPV-1)

Se obtuvieron 4 secuencias de los tres genes ribosomales considerados,
con un total de 3,668 pb (figura 22) que corresponden a los fragmentos del
tandem SSU-ITSs-LSU (1,055 pb) y LSU (1,130 pb), que en conjunto
representan el 59.06% del ADNr blanco. Como se muestra en el anexo 3, se
confirmd la especie observandose el mayor porcentaje de identidad (99%) con
la especie homologa (AY886763 para SSU-ITSs-LSU), entre otras especies del

mismo género.

Sp. C  Gen Tamafio Combinacion Oligo Nombre de la Tamafio | Orientacion
amplicén secuencia secuencia
b
E| _ |SSU-|_1,130 Il 1 [ PXITSITS 1400F 853 +
o § D>'_ LSU | 1,130 1l 6 PXITSLSUDICR 846 -
= X | LSU |_1,100 \ 8 PXLSU 1239F 846 +
£ 1,100 v 9 | PXLSU 2400R 832 -

0 1 2 3 4 5 6 (kb)

Figura 22. Concentrado de caracteristicas de las secuencias y modelo grafico de los
fragmentos del ADNr de P. mexicanum (PXPV-1).

En la tabla XVIII, pueden observarse los 17 registros existentes en el GenBank
para la especie, correspondiendo en su mayoria a fragmentos del LSU y SSU,
<a 1,384 y 1,790 pb, respectivamente. Para la region de los ITS y gen 5.8S del
ARNr, unicamente esta registrada una secuencia (565 pb), mientras que para
el SSU hay 8 registros parciales. El reporte preexistente en el GenBank para la
especie (DQ336183) corresponde al LSU, en particular a la region D1 - D4
(1,384 pb), no incluye totalmente la secuencia obtenida con la pareja de

cebadores V, que corresponde especificamente al tercer cuarto del LSU, por lo
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que es un nuevo registro para la especie. La secuencia de 1, 769 pb generada
en este estudio, no solo incluye la region completa reportada por Dang et. al.,
(2005) (AY886763) de 565 pb, sino que ademas, incluye un fragmento del
SSU, ITSs 1y 2y el gen 5.8S y LSU, resultando entonces que los registros
generados en el presente estudio son mas completos ya que las fragmentos

secuenciados estan anclados en los genes SSU y LSU.

6.4 Variabilidad intraespecifica

Para determinar la variabilidad intraespecifica de las secuencias
obtenidas y para identificar si los registros son nuevos para la especie y/o cepa
se realizaron andlisis de alineamiento por especie y por regién del ARNr con la
mayoria de las secuencias reportadas en el GenBank (datos no mostrados). El
analisis de las secuencias permitié distinguir el porcentaje de homologia y tipo
de modificaciones (sustituciones, mutaciones) que fueron clasificadas en:
inserciones, deleciones, transversiones y transiciones. En general, el tipo de
modificaciones presentes corresponden principalmente a transversiones (tabla
XIX).
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Tabla XVI. Secuencias de nucleétidos de P. lima (tax 1D:39448) registradas en el
GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipo de Fecha*
acceso (pb) material
USMA-4. AB189780 SSU 1,749 ADN 02/12/2005
CCMP684 AB189779 SSU 1,749 ADN 02/12/2005
CRLMN-6. AB189778 SSU 1,746 ADN 02/12/2005
USSP-F8 AB189777 SSU 1,746 ADN 02/12/2005
PPL2-4 AB189776 SSU 1,746 ADN 02/12/2005
OAK-TO-PL AB189775 SSuU 1,746 ADN 02/12/2005
CIBNOR PRL1 EF517266 SSU 630 ADN 31/03/2008
NM Y16235 SSuU 1,786 ADN 09/02/1999
PL7V EF517265 SSU 576 ADN 31/03/2008
NR EF025381 SSU parcial 1,761 ADN 21/11/2006
ccmp1966 EF377326 SSU parcial 1,705 ADN 20/11/2007
PLMK_02 AJ567459 SSU, parcial 878 ADN 20/06/2005
PLMA_01 AJ567458 SSU, parcial 878 ADN 20/06/2005
PLRN_02. AJ567457 SSU, parcial 878 ADN 20/06/2005
PLLSO01 AY259170 SSU, parcial 627 ADN 01/04/2004
4V EU244474 | SSU, ITS1, 5.8S, ITS2, 603 ADN 18/11/2007
LSU, parcial
95-INDO-PLIMA. AB189772 ITS1,5.8S, ITS2 622 ADN 02/12/2005
AK9001 AB189771 ITS1,5.8S, ITS2 623 ADN 02/12/2005
PDIO-3 AB189770 ITS1,5.8S, ITS2 622 ADN 02/12/2005
PPL2-4 AB189769 ITS1,5.8S, ITS2 622 ADN 02/12/2005
OAK-TO-PL AB189768 ITS1,5.8S, ITS2 622 ADN 02/12/2005
CCMP1743 AB189767 ITS1,5.8S, ITS2 634 ADN 02/12/2005
CCMP686 AB189766 ITS1,5.8S, ITS2 634 ADN 02/12/2005
USMA-1 AB189762 ITS1,5.8S, ITS2 634 ADN 02/12/2005
USSP-S15. AB189753 ITS1,5.8S,ITS2 621 ADN 02/12/2005
CRLMN-7 AB189745 ITS1,5.8S, ITS2 621 ADN 02/12/2005
DNS-7 DQ336195 LSU parcial 1,390 ADN 30/07/2007
S4 DQ336193 LSU parcial 1,395 ADN 30/07/2007
PI7V L38635 LSU, parcial 324 ADN 21/11/1995
PI7V L38634 LSU, parcial 646 ADN 21/11/1995
Sorrento 1 DQ336189 LSU parcial 1,442 ADN 30/07/2007
PL1-11 DQ336188 LSU parcial 1,389 ADN 30/07/2007
strain DNS-3 DQ336187 LSU parcial 1,344 ADN 30/07/2007
SM24 DQ336182 LSU parcial 1,442 ADN 30/07/2007
CCMP1368 EU165317 LSU parcial 597 ADN 30/09/2008
FIUPL EU165316 LSU parcial, 677 ADN 30/09/2008
NMNQ7 EF566748 LSU 1,344 ADN 01/05/2008
CIBNOR-PRL1 EF517252 LSU parcial 535 ADN 31/03/2008
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Tabla XVII. Secuencias de nucleétidos de P.minimum (tax 1D:39449) registradas en el
GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de Longitud Tipo de Fecha*
acceso (s]9)) material
isolate 2 AY803741 SSU 1,782 ADN 24/03/2008
isolate 1 AY803740 SSU 1,782 ADN 24/03/2008
PmiPrMu21 AY421791 SSU 1,789 ADN 15/03/2007
ND EF017804 SSU 1,790 ADN 31/10/2006
PMDHO1 DQ028763 SSU 1,796 ADN 25/05/2005
ND AJ415520 SSU 1,755 ADN 04/12/2003
PmS1 Y16238 SSU 1,789 ADN 09/02/1999
PTPM DQ336069 SSU, parcial 1,753 ADN 01/06/2006
JA9801 DQ336063 SSU, parcial 1,753 ADN 01/06/2006
CCMP1329 DQ336060 SSU, parcial 1,753 ADN 01/06/2006
ccmp696 DQ336072 SSU, parcial 1,753 ADN 01/06/2006
AND3V EU244473 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 619 ADN 18/11/2007
LSU, parcial
VGO365 EU244472 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 619 ADN 18/11/2007
LSU, parcial
ND DQ662403 | SSU, ITS1, 5.8S, ITS2, 613 ADN 10/07/2006
LSU, parcial
ND EF579797 ITS1, 5.8S, ITS2 555 ADN 27/03/2007
PMDHO1 DQ054538 | SSU, ITS1,5.8S, ITS2, 668 ADN 25/05/2005
LSU, parcial
PmilTSC4 AF352371 ITS1,5.8S, ITS2, LSU 639 ADN 12/04/2002
parcial
PmilTSC2_8_9 AF352370 | ITS1,5.8S,1TS2, LSU 639 ADN 12/04/2002
parcial
ND AF208244 | ITS1,5.8S,1TS2, LSU 554 ADN 27/12/2000
parcial
CCMP695 EU165320 LSU 693 ADN 30/09/2008
CCMMP2812 EU165280 LSU, parcial 689 ADN 30/09/2008
3V EF517247 LSU, parcial 672 ADN 31/03/2008
Pmin2 AY863005 LSU, parcial 950 ADN 18/01/2006
Pmin1 AY863004 LSU, parcial 950 ADN 18/01/2006
PMDHO1 DQ054539 LSU, parcial 871 ADN 25/05/2005
ND DQ662402 LSU, parcial 688 ADN 10/07/2006
Pmin1 L38637 LSU, parcial 330 ADN 21/11/1995
Pmin1 L38636 LSU, parcial 662 ADN 21/11/1995
ND AF042813 LSU, parcial 712 ADN 01/02/1998
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Tabla XVIII. Secuencias de nucleétidos de P. mexicanum (tax ID: 7267) registradas
en el GenBank (National Center for Biotechnology Information).

No. de acceso Longitud Tipo de Fecha*
(pb) material
PMOO04 Y16232 SSU 1,790 ADN 09/02/1999
USFDA EF492510 SSU 1,790 ADN 31/03/2008
UAMI-PCMX EF517275 SSU, parcial 635 ADN 31/03/2008
VGO680 EF517274 SSU, parcial 633 ADN 31/03/2008
UAMI-91L EF517273 SSU, parcial 631 ADN 31/03/2008
UAMI-31L EF517272 SSU, parcial 636 ADN 31/03/2008
UAMI-24A EF517271 SSU, parcial 516 ADN 31/03/2008
sp3 DQ174089 SSU, parcial 1,037 ADN 11/09/2005
ND AY886763 ITS1, 5.8S, ITS2, 565 ADN 07/02/2005
parcial

UAMI-91L EF517258 LSU, parcial 523 ADN 31/03/2008
JL35 AF260378 LSU, parcial 958 ADN 27/09/2002
CCMP687 DQ336183 LSU, parcial 1,384 ADN 19/05/2007
PMeRN_01 AJ567468 LSU, parcial 894 ADN 20/06/2005
CCMP687 EU165318 LSU, parcial 634 ADN 30/09/2008
VGO680 EF517261 LSU, parcial 499 ADN 31/03/2008
UAMI-PCMX EF517260 LSU, parcial 563 ADN 31/03/2008
UAMI-24A EF517259 LSU, parcial 505 ADN 31/03/2008
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Tabla XIX. Resumen de modificaciones nucleotidicas observadas en las secuencias
obtenidas, por especie y/o cepa, en comparacion con las secuencias homologas del
GenBank.

Especie | Cepa ' Region [ Homologia Insercién Delecion  Transicion | Transversion
A. sanguinea ASCV-1 LSU, 96.99 10 0 21 29
SSUs 98.3 4 4 9 8
ITS 80.37 16 3 52 67
CPPV-1 LSU 93 18 7 42 38
C. polykrikoides LSU, 97.35 6 9 17
SSUx 98.71 1 13 14
GCCV-1 ITS 90.08 SD
LSU: 74.34 SD
SSU; 92.02 5 6 49 81
G. catenatum | GCMV-1 ITS 90.08 0 0 1 1
ITS 87.66 41 50 64 81
A. affine AACQ-1 LSU: 84.02 0 1 27 18
SSUs 77.58 7 2 57 91
SSUz 93.53 0 0 2 4
ITS 98.02 6 0 5 4
LSU: 86.88 SD
A. margalefii AMCQ-1 | LSU; NR
SSUs 82.5 10 10 26 56
SSUx 89.11 1 2 13 15
ITS 50.1 19 0 94 152
G. spinifera GSCQ-1 LSUq 83.16 5 2 90 100
SSUs 98.87 1 0 11 10
SSUx 99.47 0 1 6 6
ITS 93.87 0 4 57 26
LSU: 95.92 0 0 19 7
L. polyedrum LPCQ-1 LSU, 98.12 0 2 16 5
SSU: 34.6 13 8 120 218
SSUz 33.41 9 6 73 89
P. lima PLHV LSU 1 90.31 1 0 10 2
SSUs 95.78 4 0 28 88
SSUz 97.2 0 1 10 20
ITS 91.56 0 0 3 0
P. minimum PIPV-1 LSU2 NR
SSUs 72.15 13 11 66 127
SSUz 71.69 6 10 91 159
ITS 100 SD
P.mexicanum | PXPV-1 | LSU 99.22 o | 1 | o | 0

Notas: LSU1, primer cuarto del LSU; LSUo, tercer cuarto del LSU. SSU1, primera parte ; SSUz, segunda parte del SSU.
SD: No hay diferencias. NR: nuevo registro.
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6.5 Diseno de cebadores.

Se hizo un analisis de alineamiento comparando, en forma
independiente, las secuencias para las diferentes especies que corresponden a
un mismo juego de cebadores. Esto, con la finalidad de identificar regiones
conservadas y/o polimérficas, que son ideales para el disefio de los cebadores
a emplear en los formatos de sondas de hibridacién y SSCP, respectivamente.
Para el disefio de cebadores aplicables a la generacién de sondas de
hibridacion, se emplearon las secuencias consenso de la pareja de cebadores
[Il'y con las secuencias obtenidas con el cebador 3 (figuras 23 y 24), ya que
pueden identificarse claramente regiones conservadas (bloques negros)
flanqueando regiones polimorficas (bloques en color). Para el diseio de
cebadores aplicables para analisis SSCP, se consideraron las secuencias
obtenidas con el cebador 8 (figura 26), obteniendo un 84.13% de similitud. Las
combinaciones de cebadores disefiados (de acuerdo al formato y a la region)
se presentan en la tabla XX.

Tabla XX. Listado de cebadores disefiados para generacion de sondas de hibridacion
y analisis SSCP.

Formato  Region Cebador Secuencia Longitud Tamafio Tm
(bases) __(pb) | (°C)
SSU | HAB SSU 130F | 5- GIAATTCTAGAGCTAATACATG-3' 22 294 60
HAB SSU 420R | 5- AGGATTGGGTAATTTGCGCG -3' 20
HAB ITS 80F 5'- GTGAACCTGCGGAAGGATC-3' 19 312 60
Sonda | SSUITS [ HABITS400R | 5- CACAATGCWTATCGCAYTTCG-3 21
HAB ITS 400F | 5- CGAARTGCGATAWGCATTGTG-3' 21 367 62
HAB ITS 780R | 5-GCTGAATTTAAGCATATAAGTAAG-3’ 24
SSCP LSU | HABLSUT79F | 5-CCSAAAATGGATGGCGCT-3 18 138 55
HAB LSU 217R | 5-TACTACCACCAAGATSTGC-3' 19
HAB LSU 450F | 5-GGKAARCKTTGTCTTTYCT-3' 19 180 54
HAB LSU 630R [ 5-GGCTGCTAAC CTTGGAG-3' 17
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HAB S5U ITS BOF

AACQ-1
AMCO-1
GSCQ-1
GTCQ-1
LPCQH1
CPPV-1
GCCV-1
GCMV-1
PIPV-1
PXPV-1

AACOA
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GTCQA1
(e S B B B B N P
CPPV-1

GCCWVA
GCMV-1

PIFV-1 - -

PXPV-1 - -
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AMCOT « e e eeeee et eeeeaaans
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GTCO - e v eeeeene aeneernaeanennns
LPCQH . . . .
CPPVA «eteeeeeean iennns
GCCV-1
GCMV-1
PIPV-1
PXPV-1 - . . .

Figura 23. Representacion grafica del analisis de alineamiento de la secuencia consenso del extremo 5’ de los amplicones de tipo Il (cebador
1,HAB ITS SSU 1F y cebador 6, HAB LSU 1R). Las etiquetas HAB ITS SSU 80F, HAB ITS 400 F y R, HAB ITS SSU 780R) denotan la
identidad del fragmento y la posicion relativa de cada uno de los cebadores disefiados. El codigo de colores representa el porcentaje de
homologia: negro, 100%; rosa, 75%; azul, 50%; amarillo, 25%; verde, 0%. Las zonas punteadas indican la insercion de bases.
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Figura 23. Continuacion.
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Figura 24. Representacion grafica del analisis de alineamiento del extremo 5’ de los amplicones de tipo | (cebador 3, HAB SSU 1F). Las
etiquetas (HAB SSU 130F y HAB SSU 420R) denotan la identidad del gen y la posicion relativa de cada uno de los cebadores

disefados. El cédigo de colores representa el porcentaje de homologia: negro, 100%; rosa, 75%; azul, 50%; amarillo, 25%; verde, 0%.
Las zonas punteadas indican la insercién de bases.
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Figura 25. Representacion grafica del anadlisis de alineamiento de la secuencia consenso del extremo 5 de los amplicones de tipo IV
(cebador 5, HAB LSU 1F y 7 HAB LSU 2R). EIl cédigo de colores representa el porcentaje de homologia: negro, 100%; rosa, 75%; azul,
50%; amarillo, 25%; verde, 0%. Las zonas punteadas indican la insercion de bases.
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Figura 26. Representacion grafica del analisis de alineamiento del extremo 5’ del amplicén de tipo V (cebador 8, HAB LSU 2F). Las
etiquetas (HAB LSU 79F y HABLSU 217R) denotan la identidad del gen y la posicion relativa de cada uno de los cebadores disenados. El
codigo de colores representa el porcentaje de homologia: negro, 100%; rosa, 75%; azul, 50%; amarillo, 25%; verde, 0%. Las zonas
punteadas indican la insercion de bases.
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6.6 Pruebas de Hibridacion

Con base en los analisis de al alineamiento de las secuencias consenso de
los amplicones del tipo IV, se realizaron pruebas preliminares para estandarizar
las condiciones de hibridacién (en formato de Dot-blot) de ADN total de: A.
margaleffi, G. spinifera y L. polyedrum.

Se determind la sensibilidad de la sonda (10 ng/pL) asi como el limite de deteccidn
de ADN (500 ng/uL); estos resultados se muestran en la figura 27.
Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas de hibridacion cruzada para
determinar la especificidad de las sondas, probado diferentes temperaturas, para
hacer mas astringente la reaccién de hibridacién y minimizar, de esta forma,

problemas de reconocimiento inespecifico ADN-sonda (figura 28).

Control de hibridacion Control de revelado
a) AMCQ-1
Control de hibridacion Control de revelado
b) GSCQ-1
Control de hibridacién Control de revelado
c) LPCQ-1

Figura 27. Pruebas preliminares de sensibilidad y de limite de detecciéon de ADN
total no marcado de: a) A. margaleffi; b) G. spinifera; c) L. polyedrum.



NM SM H GONY CP GC PI PL PX

Figura 28. Pruebas preliminares de hibridacion cruzada a diferentes temperaturas.
Paneles: A, 40°C; B, 50 °C; C, 55°C. AMCQ-1, A. margaleffi; GSCQ-1, G. spinifera;
LPCQ-1, L. polyedrum. H, especie homdloga; GONY, Gonyaulax; CP, C. polyedrum;
GC, G. catenatum; P. minimum; PL, P. lima; y PX, P. mexicanum. Concentracion de
ADN por pozo =500 ng.
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7. DISCUSION

7.1 Obtencion de ADN

Un cultivo puro es aquel en el cual los microorganismos provienen de una
misma célula y, por tanto, se encuentran libres de contaminantes (organismos
ajenos al cultivo), por lo que se espera que las células que conforman el cultivo
puro compartan las mismas caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y genéticas;
este ultimo punto es de vital importancia para la estandarizacion y desarrollo de
métodos moleculares. Adicionalmente, los cultivos puros proporcionan la ventaja
de disponer de un numero ilimitado de células y en la fase de crecimiento deseada
y que no hayan sufrido ningun tipo de tratamiento de congelacién que podria

dafiar tanto la integridad celular como la de sus componentes mas labiles.

A partir de los cultivos puros, de las diferentes especies de dinoflagelados
consideradas en este estudio, se llevé a cabo la extraccion de ADN gendmico,
observandose diferencias significativas en relacién a la eficiencia de extraccion, lo
que se refleja en la concentracion, integridad y pureza de las diferentes
preparaciones de ADN gendmico. Esta variabilidad se atribuye a que dentro de las
especies consideradas en este estudio estan representadas tanto formas tecadas
(AMCQ, LPCQ, GSCQ, PIPV, PXPV y PLHV) como atecadas (GCCV, GCMV y
CPPV); el tamafio y morfologia de las especies también es diverso. Algunas, como
A. margalefii (AMCQ) generan mucilago, y estas caracteristicas afectan la
disrupcién celular que es una de las mas importantes para la obtencién del ADN
en cantidad y calidad o6ptima. Ademas, en diferentes especies el numero de
mitocondrias por célula puede variar desde 200 a 1200, afectando asi la cantidad

total de ADN blanco presente (y recuperable) en cada una de ellas.

Es oportuno mencionar que para lograr los resultados mostrados en la figura 10

(ADN de calidad y en cantidad suficiente para usarse como templado en
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reacciones de amplificacién especifica por PCR) el numero minimo de células
debe ser de 5,000 céls./mL. Si este no se cumple, la calidad y cantidad del ADN
extraido es pobre, lo que dificulta el éptimo desarrollo de las etapas posteriores
(PCR), ya que si el ADN se encuentra degradado, pequefos fragmentos de ADN
pueden actuar como cebadores aleatorios uniéndose en diferentes partes del
genoma generando, de esta forma, fragmentos inespecificos o productos parciales

o incompletos (Hills et al, 1996).

7.2 Amplificacion por PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que permite
amplificar selectivamente regiones especificas del ADN, llevando a cabo in vitro el
proceso de replicacion del material genético; para ello se requiere de varios
elementos basicos: el ADN templado, cebadores (que flanquean la region de
interés), dinucledtidos, enzima Taq polimerasa y buffers (que crean condiciones
ideales para que la enzima trabaje). Este céctel de moléculas, se somete a un
programa para amplificacion (en un termociclador 6 maquina de PCR) que
consiste basicamente de tres etapas: 1) desnaturalizacion del ADN, que pasa de
estructura de doble cadena a hebra simple; 2) alineamiento, etapa en la que los
cebadores reconocen las regiones homodlogas y forman pequefios segmentos de
doble hebra y 3) extension o sintesis del fragmento de interés, en el que la Taq
polimerasa reconoce las pequefas estructuras de doble hebra y se acopla al
complejo llevando a cabo su funcién de polimerizacion al agregar a la nueva
cadena los dinucledtidos complementarios dictados por el ADN templado, de
forma tal que en cada ciclo se obtienen exponencialmente copias exactas del
fragmento de ADN de interés, permitiendo finalmente su posterior manipulacion y

caracterizacion.

Las aplicaciones de la PCR son ilimitadas, sin embargo, el uso mas comun

es la obtencion de la secuencia del templado de ADN de diferentes organismos.
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Esto se debe a que las secuencias el ADN son la mejor forma de estimar
variaciones genéticas en genes especificos del taxa examinado. Los
dinoflagelados no son la excepcion, ya que la PCR ha sido utilizada exitosamente
para la amplificacion de secuencias ribosomales de diferentes especies (Scholin y
Anderson 1993; Adachi et al 1994; Heley et al., 1999; Bowers et al., 2000; Usup et
al., 2002; Edvarsen et al., 2003, Savin et al., 2004; Ki et al., 2005 a y b; Bolch y
Salas 2007; Yan et al., 2007; Saker et al., 2007).

El interés en la amplificacion de secuencias ribosomales radica en que los genes
del ADNr incluyen regiones variables (ITS, IGS, NTS) que acumulan mutaciones
que no presentan un efecto letal en el organismo, generandose asi regiones
espaciadoras que evolucionan rapidamente. Al mismo tiempo, el ADNr cuenta con
regiones altamente conservadas (genes 18S 6 SSU, 5.8S y 28S ¢6 LSU) lo que
evita la construccion de ribosomas dafados o defectuosos que afectarian
negativamente el proceso de sintesis de proteinas (Mindell y Honeycutt, 1990;
Hwang y Kim 1999). Ademas, existen cientos de copias de estos genes en el
genoma nuclear, y estos genes son casi igual de abundantes (en términos de
numero de copias) en el ADN mitocondrial y el ADN cloroplastico (Hills et al.,
1996).

Debido a que el objetivo principal de este trabajo fue identificar regiones
conservadas y variables en el ADNr para el disefio de métodos moleculares utiles
en la identificacion de fitoplancton, fue necesario desarrollar un procedimiento para
obtener secuencias nucleotidicas del ADNr a partir de distintas cepas de
dinoflagelados de la regién. Por lo tanto, la amplificacion de los productos de PCR
fue una etapa crucial en este estudio. Esta etapa generd resultados favorables
gracias al uso de un templado de excelente calidad en combinacién con un
mejorador (enhancer en inglés) de la reaccién de PCR. Se ha reportado que los
mejoradores pueden afectar la amplificacion en diferentes etapas y condiciones

(Chakrabarti, 2004), por ejemplo, pueden incrementar o disminuir la estabilidad
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térmica del ADN templado, tal es el caso del DMSO (reactivo utilizado en este
estudio) el cual desestabiliza el apareamiento inespecifico de bases en la doble
cadena de ADN (en solucion), al modificar las condiciones de viscosidad de la

reaccion favoreciendo asi la amplificacion (Lee et al.,1981).

Como se menciond en la seccion 6.2, se obtuvieron patrones de bandeo
compuestos en las amplificaciones con las parejas de cebadores Il y IV (figura 11,
panel B). Es posible que estas regiones presenten una composicion nucleotidica
distinta a las demas especies, por lo que el alineamiento de los cebadores se vio
comprometido. Para trabajos posteriores se recomendaria modificar las

condiciones de amplificacion, para tratar de solventar este problema.

7.3 Andlisis de alineamiento

Un paso fundamental para llevar a cabo un proceso de comparacion de
secuencias nucleotidicas es el alineamiento. Este, es el proceso mediante el que
las secuencias son comparadas para buscar patrones de caracteres comunes y
asi establecer correspondencia residuo-residuo entre las secuencias relacionadas
(Xion, 2006).

En este estudio, se realizé un analisis de alineamiento multiple (AMS) entre
las secuencias obtenidas de las diferentes especies (pertenecientes a tres
géneros) con la finalidad de identificar regiones homologas y variables (figuras 23
a 26) y que son elementos determinantes para un adecuado disefo de cebadores
especificos. Para realizar los alineamientos se utilizdé el programa DNAMAN que
se basa en el algoritmo de Higgins y Sharp (1988) en el que se analiza la relacion
de las distintas secuencias por pares, para determinar cuales son las que estan
mas estrechamente relacionadas; a partir de esto, se comienza a generar un
alineamiento de las dos. En cada ronda sucesiva, se va afnadiendo una secuencia

mas al alineamiento generando, ajustandola a la nueva secuencia. Para lograr
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esto, se calcula una matriz de distancia que indica la divergencia entre cada par
de secuencias; a partir de la matriz de distancias, se calcula un arbol guia y las
secuencias se alinean progresivamente siguiendo el orden de las ramas del arbol.
En general, los algoritmos utilizados para llevar a cabo el ASM crean
correspondencia entre las secuencias, insertando huecos (que corresponden a
inserciones o deleciones en una o mas secuencias) con la finalidad de inferir la
posicion de las regiones homdlogas ordenadas por columnas (Hills et al., 1996;
Wheeler, 2005; Xion, 2006), como se muestra en la tabla XIX.

7.4 Disefio de cebadores

Como se observa en la tabla XX, se disefiaron cebadores que amplificaran
regiones no mayores a 400 pb, con la finalidad de obtener sondas altamente
especificas que podran marcarse con digoxigenina, mediante una reaccion de
PCR convencional, con la diferencia de que se utilizaran dUTP’s marcados.
Anderson et al. (2005) establece que la especificidad de la sonda depende
principalmente de que la secuencia blanco sea unica para el organismo en
particular o, si es compartida, por el grupo de organismos. Al mismo tiempo, la
especificidad depende, en gran medida, del numero y afiliacién taxonémica de las
secuencias dadas de alta en las bases de datos, puesto que esta informacion
funciona como referencia para definir que la secuencia que contiene la sonda
disefiada se encuentra unicamente en el organismo(s) de interés. En este caso, se
corrobor6 que las regiones seleccionadas para el disefio de cebadores para
ambas aproximaciones (sondas de hibridacion y SSCP) se anclen en regiones
conservadas, lo que permitira que se dirija exitosamente la sintesis del fragmento
de ADN que presenta regiones internas altamente variables y utiles para
discriminar entre una especie y otra; es decir, le conferira una marca especie-
especifica. Para corroborar que las zonas flanqueadas por los cebadores son

especie-especificas, se compararon las sondas teodricas (basadas en las
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secuencias de nucleétidos obtenidas para cada especie mediante secuenciacion
directa de productos de PCR, figuras 12 a 22) con las secuencias de la base de
datos del GenBank mediante el algoritmo de BLAST, obteniendo un

reconocimiento intraespecifico del:

092.57% para A. affine
087.07% para A. margaleffi
099.67% para C. polykrikoides
099.07% para G. catenatum
087.43% para G. spinifera
098.91% para L. polyedrum
096.13% para P. mexicanum
096.07% para P. minimumy
086.07% para P. lima

Estos resultados se obtuvieron a partir del disefo llevado a cabo con el

alineamiento de las secuencias generadas con el cebador 3 (tabla XVII).

La variabilidad detectada en los alineamientos (util para el disefio de sondas)
se debe principalmente a que la comparacion taxondmica muestra que la
secuencia de los genes de especies cercanamente relacionadas difieren entre si
debido a mutaciones puntuales (tabla XIX). Mientras tanto, los genes de especies
lejanamente relacionadas, difieren en un numero mayor de cambios o mutaciones
(Vandame, 2003). Este comportamiento concuerda con las caracteristicas de los
genes ribosomales establecidas en la seccion 1.1.4.1.1, en donde se menciona,
entre otros, la velocidad con la que evolucionan los genes ribosomales (SSU, LSU
e ITS). El hecho de encontrar regiones conservadas en las secuencias de los
genes ribosomales radica en su funcién intrinseca basica, que es ser el principal
complejo molecular en el que se lleva a cabo la sintesis de proteinas a partir del
ARN mensajero. La sintesis de proteinas es un proceso vital para la supervivencia
de los organismos, ya que las proteinas sintetizadas en los ribosomas son el
constituyente basico de un organismo. Por lo tanto, dada su funcion la mayor parte

de las secuencias de los genes ribosomales resisten los cambios a través del
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tiempo. Lo anterior soporta el disefio de cebadores realizado a partir del cebador 3
y la pareja de cebadores lll; en donde estos se anclan a regiones conservadas

flanqueando regiones hipervariables, ubicadas en el SSU e ITSs.

Aunque se ha mencionado anteriormente que la regién del SSU evoluciona
lentamente, en eucariotas las secuencias del ARNr presentan residuos adicionales
que se encuentran insertados en sitios especificos solo detectables en la
estructura secundaria del ARNr de procariotas, denominados segmentos en
expansion (ESs); los ESs varian en tamafo y secuencia de especie a especie. Los
ESs se categorizar en 12 diferentes segmentos (designados ESssy1 al ESssy12)
en la subunidad pequena del ARNr y 41 segmentos distintos (designados ES sy1
al ES su41) para la subunidad grande. Debido a que los ESs se encuentran en
regiones no conservadas del ARNr, se cree que las inserciones de los mismos no
afectan la funcién fundamental del ARNr (Yokoyama y Suzuki, 2008). Esta
caracteristica en particular, presente en las secuencias del SSU, se aprovecho
para hacer el disefio de cebadores, asi como la disponibilidad de registros de

secuencias nucleotidicas pre-existentes en el GenBank.

Es importante mencionar que las secuencias del SSU han sido utilizadas
anteriormente para la identificacion de especies (Scholin y Anderson, 1993; Walsh,
1998; Savin et al., 2004; Ki et. al., 2005 ay b; Yan et al., 2007; Saker et al., 2007),
en especial en la region del SSU. En 1993, Scholin et al. encontraron la presencia
de dos genes diferentes en Alexandrium fundyense, con los que se puede

discriminar entre especies toxicas y no tdxicas (usando la SSU).

En relacion a los ITS, se conoce que divergen rapidamente, durante los
procesos de especiacion, y fungen como regidén espaciadora entre las SSU y LSU,
por lo que es de esperarse que esta regidn acumule las mutaciones que ocurren
en el ADNr, presentando asi tamafos altamente variables (Litaker et al., 2007). A

partir del primer registro de ITSs, obtenido para el dinoflagelado Prorocentrum
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micans a mediados de los 90°s, estas secuencias se han utilizado para identificar
varias especies formadoras del FAN (Adachi et al., 1994, 1996a; Edvarsen et al.,
2003, Bolch y Salas, 2007; Litaker et al., 2007). Sin embargo, alrededor de los
miembros del género Gonyaulax empleados en este estudio presentaron el
inconveniente de que es una regidon altamente conservada, obteniendo
unicamente un 96% de similitud entre ellos. No obstante, se pueden utilizar como
prueba preliminar para inferir que se trata de una de estas especies y discriminar
entre ellas con una segunda hibridacion empleando la sonda obtenida para primer
fragmento del SSU; sin embargo, para las especies restantes estas regiones

siguen siendo excelentes candidatos.

Por otro lado, respecto a los cebadores utiles para llevar a cabo la técnica de
SSCP, se disenaron aquellos que amplificaran fragmentos no mayores a 200 pb
(tabla XX), ya que es bien conocido que existe una relacion directa e inversa entre
la sensibilidad y el tamafo de los fragmentos a analizar. Ademas, es deseable que
los cebadores tengan el mismo contenido de GC y la misma temperatura de fusién
(Tm) , asi como evitar estructuras secundarias como las horquillas y/o asas
generadas por auto-alineamiento entre los cebadores (Dieffenbach y Dveksler,
2003).

Para llevar a cabo este disefo, se utilizd el alineamiento multiple de las
secuencias obtenidas con la pareja de cebadores V (figura 7), el cual amplifica el
tercer cuarto del LSU, debido a que las secuencias obtenidas de esta region
presentan una similitud del 84.17%. Es decir, es una regién muy conservada entre
especies de diferentes géneros, pero que contiene modificaciones puntuales que
pueden ser resueltas mediante SSCP, ya que esta técnica puede detectar
cambios en la conformacion generadas por una sola base. La técnica se basa en
el hecho de que los cambios conformacionales que ocasiona la variacion de un
solo nucleétido en la secuencia altera el plegamiento de una cadena sencilla de

ADN, que por consiguiente cambia su movilidad. En sus inicios, la técnica de
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SSCP habia sido usada para identificar alteraciones debidas a la presencia de
tumores, mutaciones puntuales en varias posiciones del fragmento discreto de
ADN, que son causantes de algunas enfermedades genéticas humanas (Orita et
al., 1989). Recientemente, este método ha sido utilizado para el analisis de
comunidades de microbianas en suelos (Schwieger y Tebbe, 1998;
Schmalenberger et al. 2001; Rehbein, 2005).

Para el disefio de cebadores se descartaron aquellas secuencias generadas
a partir de la pareja de cebadores |V (figura 7), ya que el alineamiento de estas
secuencias arrojo un 57.39 % de similitud. No fue posible detectar zonas
conservadas que flanquearan regiones hipervariables, ya que la variacion estaba
dispersa en la longitud de las secuencias (figura 25). Ademas, estas secuencias
presentaban diferentes tamanos y una alta ambigliedad, lo que puede atribuirse a
que la subunidad mayor es mucho mas grande y muestra un mayor grado de
evolucion en sus diferentes segmentos en expansion (41 ES), lo que fue evidente
al alinear las especies de diferentes géneros. Es importante hacer énfasis en la
identificacion de secuencias especificas para G. spinifera, ya que para esta
especie este fragmento podria sintetizarse y utilizarse como una sonda de alta

especificidad por si misma.

En este trabajo, para llevar a cabo el disefio de cebadores se tomaron en

cuanta las siguientes consideraciones:

1) Longitud de los cebadores, ya que este parametro afectara el éxito de la
PCR, influenciando la especificidad, Tm y tiempo de alineamiento. La longitud
recomendable para un cebador es de 18 a 30 nucledtidos, ya que cebadores
mas pequefios podrian permitir la amplificacion inespecifica, mientras que
cebadores mas largos son mas especificos pero tienen una mayor

probabilidad de generar estructuras secundarias como orquillas y asas.
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2) Temperatura de fusion (Tm), la especificidad de la PCR depende
principalmente de la temperatura de fusién (Tm) de los cebadores. Para la
mayoria de las aplicaciones, la Tm 6ptima esta entre de 55 °C a 60 °C. Es
importante considerar que los cebadores utilizados en una reaccion de PCR
presenten temperaturas de fusion similares, ya que esto mejorara la
eficiencia de amplificacion. Ademas, si la Tm es la misma para todas las
parejas de cebadores, por practicidad se pueden realizar amplificaciones
simultaneas en una misma corrida de PCR, por lo anterior, la Tm de los

cebadores disefiados se establecid en 60° C.

3) Extremos G-C, cada cebador disefiado presenta en el inicio 5" y en el
extremo terminal 3" un nucleétido de G o C para incrementar la eficiencia de
alineamiento, ya que esto ayuda a asegurar la adecuada union de un

cebador dada la fuerza de los puentes de hidrogeno de los residuos G 6 C.

4) Verificacion de la secuencia, esto con la finalidad de evitar falso
reconocimiento del cebador en el ADN templado; esto se llevd a cabo

haciendo una busqueda en Blast.

5) Evitar formacion de estructuras secundarias, ya que si el cebador hibridiza
sobre si mismos y si los cebadores de una misma reaccién hibridizan entre
ellos se forman estructuras secundarias como asas y orquillas lo cual genera
deficiencias en la obtencidén de los productos esperados de la PCR (Hills, et
al. 1996; Dieffenbach y Dveksler, 2003).

7.5 Variabilidad intraespecifica

El grado de conservacion de las secuencias en un alineamiento revela su

relacion evolutiva, mientras que las variaciones en las secuencias reflejan el
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cambio que ha ocurrido durante la evolucion, en forma de inserciones y
deleciones. En este estudio se encontr6 que la mayor variabilidad intraespecifica
la presentaron las especies pertenecientes a los 6rdenes Prorocentrales y
Gonyaulacales, dependiendo de los genes del ADNr, siendo los SSU e ITSs las
fracciones con mayor numero de modificaciones nucleotidicas.

Dolapsakis et al. (2005) reportaron que la variabilidad intraespecifica identificada
en dinoflagelados taxonédmicamente poco relacionadas como los pertenecientes a
los géneros Karenia, Gymnodinium, Amphidinium y Dinophysis, aparentemente es
minima en comparaciéon con la observada para los Gonyaulacales entre si (~10 a
50 % dependiendo del gen del ADNr) como Alexandrium (Scholin et al., 1994;
Adachi et al., 1996a; John et al., 2003) y Ostreopsis (Pin et al., 2001); esta
variabilidad, al parecer, se mantiene en las regiones altamente variables y de
rapida evolucion como son los ITS. La variabilidad presentada puede atribuirse a
que existen variedades geograficas de las mismas especies (distribuidas en todo
el mundo o en otras localidades), que han evolucionado de una manera local, por
adaptaciones a la temperatura, corrientes marinas, entre otros factores

ambientales.

Por otra parte, existen pocos registros para algunas especies, tal es el caso
de A. margaleffi, G. spinifera y P. mexicanum, en donde al hacer el analisis de
alineamiento multiple con secuencias de la misma especie, se obtuvieron
similitudes por encima del 85% para el LSU, 71 % para el SSU y 50 % para los
ITS. Esto se debe a que al no haber muchos registros de las mismas especies en
el GenBank no se puede hacer una comparacion mas apegada a la realidad,
puesto que no se puede establecer cual especie es la que esta cambiando. Para
G. spinifera y P. mexicanum, unicamente se encuentran disponibles los registros
de una secuencia para el ITS (tablas XIV y XVIII, respectivamente), y no existen
registros completos de los genes del ADNr, aun para especies pertenecientes para
el mismo género. Un caso similar es el de A. margaleffi (tabla XIll), ya que solo

existe un registro para el SSU.
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Como se muestra en el anexo 1, especialmente para el orden de los
Prorocentrales y Gonyaulacales, en algunos casos las secuencias obtenidas
presentan una mayor similitud con otras especies del mismo género, esto se debe
a la ausencia de registros para los genes ribosomales de la mayoria de las
especies de dinoflagelados. Por lo anterior, se recomienda generar secuencias
nucleotidicas a partir de especies regionales, para obtener resultados favorables
cuando se disefien métodos moleculares para la implementacién de monitoreo

ambiental de estos organismos.

Un problema recurrente en torno al registro de secuencias nucleotidicas en
bases de datos internacionales, es la falta de unificacion de los nombres utilizados
para describir a las especies. Es decir, se utilizan sindnimos, tal es el caso de L.
polyedrum, en donde el registro mas extenso para esta especie (AF377944, tabla
XV) se encuentra bajo el nombre de G. polyedra. Al mismo tiempo, otro problema
que se presenta frecuentemente es el registro de secuencias cuya descripcion
morfoldgica de la especie es inadecuada; tal es el caso de la secuencia reportada
por Grzebyk et al.,(1999), quienes registraron una secuencia nucleotidica
(Y16232) para la especie de P. mexicanum, sin embargo, Cortes y Sierra-Beltran
(2003) rectificaron la identificacion taxondmica de esta especies, estableciendo
todos los registros hechos para P. mexicanum en realidad son de P. rhatymun; a
la fecha, este registro aun se encuentra en el GenBank bajo el nombre de P.

mexicanum.

7.6 Pruebas de hibridacién

La hibridacion del ADN se basa en la naturaleza de la doble cadena de la

molécula en la que los nucleétidos de las cadenas opuestas (antiparalelas) se

encuentran unidas mediante puentes de hidrégeno. En el caso de adenina-timina
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(A=T) son dos puentes de hidrogenos, mientras que las asociaciones guanina—
citosina (G=C) estan mediadas por tres puentes de hidrogeno. Cuando la doble
cadena de ADN se calienta a 100° C, los puentes de hidrégeno entre las bases
complementarias se rompen, liberando asi a dos cadenas. Bajo condiciones
adecuadas de astringencia (generadas por la fuerza idnica y la temperatura) se
da la pauta para la re-asociacion de las bases. Condiciones muy astringentes
(elevada temperatura y baja concentracion de sales) favorecen la eliminacién de
apareamiento inespecifico de bases, creando asi condiciones ideales para un
adecuado reconocimiento de bases complementarias. Por el contrario, si la
astringencia es débil, esta favorece el apareamiento inespecifico. Ademas, el
tamano y la composicion del fragmento son significativos, ya que el grado de
reasociacion o hibridacion es inversamente proporcional al nimero de diferencias
en la secuencia del genoma y la composicion afecta la temperatura de fusion,
debido a la energia necesaria para romper los puentes de hidrégeno (Hills et al.,
1996).

En este estudio, se llevaron a cabo pruebas preliminares de hibridacién, con
la finalidad de establecer la sensibilidad, limite de deteccion y especificidad de la
sonda. Como podemos observar en las figuras 27 y 28, los dos primeros objetivos
se cumplieron, sin embargo, en los que se refiere a la especificidad de las sondas
se presentaron dificultades ya que estas presentaron reconocimiento inespecifico.
Como se menciond en el parrafo anterior, estos problemas se pueden sobrellevar
modificando las condiciones de astringencia y empleando sondas de menor
tamano (como las que se generaran usando los cebadores disefiados en este
estudio). Las dificultades observadas hasta ese momento, permiten evidenciar el
grado de complejidad para estandarizar este tipo de métodos, requiriendo asi el
llevar a cabo un mayor numero de pruebas y, sobre todo, un adecuado disefio de

sondas de hibridacion.
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7.7 Taxonomia molecular

En torno a la identificacién de la relacion existente entre los organismos,
pueden utilizarse las inferencias morfoldgicas; sin embargo, en las ultimas cuatro
décadas, se ha suscitado un incremento considerable en la generacion de
informacion molecular, como son secuencias de aminoacidos y nucleotidos que
permiten en cierta medida inferir relaciones filogenéticas. EI motivo de tal
incremento es la aplicacién de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés) y el disefio de nuevos cebadores, herramientas clave para la
amplificacion de diversas regiones del ADN, que permiten identificar variaciones
entre- y dentro- especies, y disminuir en cierta forma el tiempo empleado para
llevar a cabo su adecuada identificacién y enumeracion. Sin embargo, existe un
fuerte debate sobre si los caracteres moleculares o los morfolégicos son una mejor
fuente de informacién para establecer relaciones filogenéticas. Mientras continué
este debate, sera necesario utilizar ambos criterios (genotipicos y fenotipicos)
como complementarios para la definir una especie. Es importante destacar que el
entusiasmo existente en torno del desarrollo de herramientas y nuevos métodos
moleculares, no excluye los métodos tradicionales de identificacion y
caracterizacion de las especies. Lo conveniente es establecer una conexion entre
ellos con la finalidad mejorar las descripciones, interpretar y probar aquellas

teorias ya existentes.
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8. CONCLUSIONES

e Para la obtencion de ADN en cantidad y calidad optima se requiere contar

de biomasa suficiente (aprox. 5000 céls./mL).

e En este estudio, se generaron las 64 secuencias nucleotidicas, 54 son
nuevos registros para cepas de especies de los ordenes Prorocentrales,
Gonyaulacales y Gymnodiniales. Solo en el caso de C. polykrikoides se

confirmaron los registros existentes en el GenBank (10 secuencias).

e La informacién potencial que representa la obtencion de 54 nuevos
registros para las especies de dinoflagelados es inmensa, ya que pueden
aplicarse en diversos estudios como son: evolucion molecular, biogeografia,

filogenia, genética de poblaciones, identificacién de fitoplancton, entre otros.

e Con las secuencias obtenidas, es posible disefar nuevos cebadores para
obtener las secuencias completas del genoma ribosomal de las especies

estudiadas (en total fragmentos de ~5 700 pb).

e Mediante los cebadores utilizados, fue posible amplificar las regiones
especificas de los genes SSU, ITSs y LSU (en sus diferentes
combinaciones) de las diferentes especies estudiadas, por lo que es de
esperarse que estos cebadores puedan ser empleados en otras especies
(diferentes a las utilizadas en este estudio), abriendo asi la posibilidad de
llevar a cabo investigaciones sobre distribucion geografica local, regional y

mundial de los dinoflagelados, entre otras aplicaciones.

e La existencia de cebadores universales para genes ribosomales son una

herramienta fundamental para la investigacién taxonomica y filogenética
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(entre otras) del grupo de dinoflagelados, ya que en nuestro caso, gracias al
uso de este tipo de cebadores universales fue posible amplificar el SSU de

todas las especies consideradas en el estudio.

Las secuencias de nucledtidos obtenidas de los amplicones del SSU e ITSs
revelaron regiones hipervariables, ideales para el disefio de 6 parejas
cebadores con aplicacion directa a técnicas de hibridacion, los cuales

potencialmente tendran un porcentaje de éxito mayor al 86%.

Se encontr6 que el gen LSU, presentd regiones altamente conservadas,
ideales para el disefio de cebadores para SSCP, ya que los analisis de,
obteniendo asi el disefio de 2 parejas de cebadores aplicables al formato
SSCP.
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9. RECOMENDACIONES

Es necesario continuar con las pruebas de sensibilidad y especificidad con
los amplicones de los cebadores disefiados, que son aplicables a los
formatos Dot Blot y FISH; asi como calibrar los cebadores disenados para
SSCP.

Una vez estandarizados los métodos de deteccion, es necesario hacer
pruebas con muestras naturales (de campo) para corroborar su

funcionamiento (sensibilidad y especificidad).

Se recomienda continuar con la obtencién de secuencias nucleotidicas de
distintas especies de dinoflagelados de la region, ya que esto contribuira al
desarrollo potencial de un programa de monitoreo a nivel estatal. Ademas,
la informacién generada sera de gran utilidad para complementar los
estudios relacionados con la biogeografia de las especies de

dinoflagelados, aspectos evolutivos, entre otros.
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ANEXO 1. Anélisis bioinformatico de las secuencias obtenidas para el orden de los
Gymnodiniales

Akashiwo sanguinea ASCV-1
Oligo Andlisis de homologia
Bases Especie No.Acceso  No.debases % | Alin Cobertura
Akashiwo AY831412.1 635/689 4291-4965

> sanguinea AY831411.1 635/689 4291-4965
DQ779986.1 623/673 4696-5357
Cochlodinium polykrikoides CPPV-1
Anélisis de homologia

- Bases Especie No. Acceso  No.debases % Cobertura
Cochlodinium
sp DQ915170 816/818 99 3-819 96(1498)
™ 3 | G. catenatum DQ779990 823/838 98 444 - 1281 98(1463)
C. DQ779986 823/838 98 380 - 1217 98(1463)
polykrikoides
EU418964 830/840 98 1564 - 725 98(1493)
DQ779985 830/840 98 | 2090 - 1251 98(1493)
< % C . 98 | 2090 -1251 98(1493)
polykrikoides
AY347309 830/840
DQ779986 487/495 98 1648 - 3073 76(1104)
o % AY347309 487/495 98 1648 - 3073 76(1104)
c AY421782 475/484 98 1306 - 1789 56(841)
o | polykrikoides DQ779986 648/760 85 3650 - 2913 88(752)
© S DQ779985 648/760 85 3650 - 2913 88(752)
DQ779984 648/760 85 3650 - 2913 88(752)
- DQ779986 446/539 82 | 2004 -3430 78(661)
~ s AF208248 267/311 85 208 - 510 35(318)
c EU418935 266/311 85 788 - 1090 35(313)
w | polykrikoides DQ779986 648/760 85 3650 - 2913 87(752)
© P2 DQ779985 648/760 85 3650 - 2913 87(752)
DQ779984 648/760 85 3650 - 2913 87(752)
© EF506627 708/716 98 31-745 99(1273)
w = EF506625 708/716 98 36 - 750 99(1273)
c AB295050 708/716 98 36 - 750 99(1273)
N polykrikoides EF506625 707/713 99 712 -1 98(1279)
~ S AB295050 707/713 99 712-1 98(1279)
AB295049 707/713 99 712-1 98(1279)
. Q AB295050 829/835 99 1298 - 2132 98(1506)
© AB295048 829/835 99 1298 - 2132 98(1506)
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845

C.
polykrikoides

EF506628 6741678 99 | 279-956 79(1227)
AB295048 838/843 99 | 2401-1559 | 99(1524)
AB295050 836/844 99 | 2401-1559 | 99(1507)
DQ779986 782/847 92 | 5712-4870 | 99(1192)

Gymnodinium catenatum GCCV-1

Oligo Andlisis de homologia
Bases Especie No. Acceso No.debases % Alin Cobertura
EU418954 752/784 95 1525 - 749 95(1260)
~ g DQ785883 752/784 95 2300 - 1524 95(1260)
G. catenatum | AB265962 752/784 95 1708 - 932 95(1260)
DQ785883 825/836 98 2253 - 3086 98(1539)
~ % AF208247 572/576 99 1-576 67(1040)
AY506592 524/524 100 1-524 61(968)
G. catenatum |__DQ785883 833/836 99 3295 - 2460 98(1524)
© % AF208247 488/492 99 576 - 85 58(885)
AY506592 465/465 100 524 - 60 61(968)
DQ785883 600/600 100 | 3113-3712 77(1109)
0 E DQ785882 600/600 100 | 3147 - 3746 77(1109)
DQ779990 600/600 100 | 2939 - 3538 77(1109)
G. catenatum |__DQ286733 693/697 99 697 -1 97(1262)
~ = DQ785883 690/693 99 3666 - 2975 97(1260)
DQ785882 690/693 99 3700 - 3009
Gymnodinium catenatum GCMV-1
Oligo Analisis de homologia

Bases

Especie

No. Acceso

No. de bases

Cobertura

DQ785883 | 525/583 | 90 | 643-1217 80(745)
o | 2| 6. catenatum |_AB265962 525/583 | 90 | 51-625 80(745)
AY421785 525583 | 90 | 63-637 80(745)

DQ785883 | 825/836 | 98 | 2253-3086 | 98(1480)

- 3 AF208247 564/578 | 97 1-576 67(987)
AM184202 | 5350579 | 92 1-573 67(815)

G. catenatum |_DQ785883 | 835/838 | 99 | 3299-2462 | 98(1528)

ol 3 AF208247 486/490 | 99 | 576-87 57(881)
AM184202 | 459490 | 93 | 573-87 57(726)

G. catenatum |__DQ785883 710/795 | 89 | 5357-4575 |  98(974)

| 3 DQ785882 710/795 | 89 | 5391-4609 |  98(974)
DQ779990 710/795 | 89 | 5183-4401 |  98(974)
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ANEXO 2. Anélisis bioinformatico de las secuencias obtenidas para el orden de los
Gonyaulacales

Alexandrium affine AACQ-1

Anélisis de homologia

Especie No.Acceso  No.debases =~ % | Alin Cobertura
A. insuetum AB088298.1 658/835 78 82 - 882 99 (488)
™ &3 | A ostenfeldi U27500.1 654/831 78 83 - 881 99(484)
A. tamutum AJ535379 655/833 78 77 - 877 99 (481)
Alexandrium sp. | EU418967.1 682/775 88 1497 - 739 90(883)
< § A. insuetun AB088298.1 682/775 88 1691 - 933 90(883)
A. ostenfeldi AJ535383.1 681/774 87 | 1633-875 90(883)
A. margaleffi | AMA251208.1 469/487 96 1-481 98(794)
- < | A minutum AY831408.1 616/818 75 2159-2963 93(475)
A. affine AY831409.1 582/819 71 2193-2988 91(345)
A.margaleffi | AMA251208 470/487 96 481-1 10(75.2)
© S| A minutum AY831408.1 561/682 82 3144-2467 56(798)
A. affine AY831409.1 538/706 76 3169-2470 78(482)

Alexandrium margaleffi AMCQ-1

Anaélisis de homologia

Especie No. Acceso  No. de bases Cobertura
- A. margaleffi U27498 439/545 80 122- 653 69(399)
™ © A. minutum AJ535380 429/547 78 98 - 629 69(329)
U27499 424/541 78 129 - 652 68(322)
- A. margaleffi U27498 753/764 98 1685 - 923 90(1356)
~ 3 A. minutum AJ535388 750/766 97 1669 - 905 90(1323)
A. ostenfeldii AJ535381 751/767 97 1683 - 918 90(1323)
A. minutum AY831408 726/839 86 1794-2626 95(887)
o~ % A. affine AY831409 712(834 85 1813 - 2631 94(822)
A. margaleffi U27498 466/483 96 1316 - 1798 56(802)
AF318230 659/666 98 664 - 1 77(1118)
© g A. margaleffi AY152708 645/646 99 646 - 1 75(1186)
A. minutum AY831408 545/611 89 3405 - 2803 70(749)
A. margaleffi AJ251208 96 1- 481 56(800)
_ 9 A. minutum AY831408 690/882 79 2150-3030 98(558)
@ A. affine AY831409 378/479 78 2168-3055 78(528)
195/226 86
A. margaleffi AJ251208 471/488 96 481 -1 57(800)
© % A. minutum AY831408 575/691 83 3146 - 2470 77(593)
A. lusitanicum DQ176656 290/323 89 321-1 37(405)
o AF318230 662/669 98 46 -712 98(1192)
Lo 5 AY154958 660/667 98 1-665 97(1188)
A. margaleffi AY152707 646/648 99 26 - 673 95(1184)
~| @< A margaleffi AY152707 640/643 99 653 - 11 98(1168)
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AY152708 640/643 99 654 - 12 98(1168)
AY268609 629/630 99 640 - 11 96(1157)
A. minutum AY831408.1 767/810 94 4116-4925 95(1260)
© % AY831409.1 733/808 90 4137-4944 95(1115)
A. affine DQ785891.1 731/809 90 4119-4927 95(1101)
C. polykrikoides | AY831408.1 699/767 91 5152-4392 94(1056)
N

7| % A. minutum DQ785891.1 658/750 87 5155-4411 92(921)

A.tamarense | DQ444290.1 658/750 87 5185-4441 92(921)
Oligo Anélisis de homologia
Bases Especie No.Acceso  No.debases % | Alin Cobertura

G. spinifera DQ867107 777/801 97 65 - 863 95(1343)

™ § G. verior AY443013 432/521 82 283 - 789 60(442)
G. spinifera AF022155 430/521 82 298 - 805 60(433)
- DQ867107 810/819 98 1718 - 903 96(1458)

< S | G. spinifera AF022155 753/853 88 1752 - 915 98(985)
G. polygramma | AY775287 698/778 89 1675 - 910 90(970)

EF416284 180/191 94 1-189 22(291)

— % G. spinifera DQ151558 166/204 81 1-197 22(152)
G. polyedra AF377944 82/88 93 | 1688-1773 10(126)

- EF416284 556/584 95 580 - 1 68(917)

© S | G. spinifera DQ151558 349/413 84 405 -1 47(392)
G. membranacea| AY154961 135/168 80 354 - 191 45(370)

o EF416284 534/557 95 27 - 580 65(894)

w© 3 DQ151558 322/381 84 32 - 405 43(361)
G. spinifera DQ151557 322/381 84 11- 384 43(361)

EF416284 556/584 95 580 - 1 69(917)

~ < DQ151558 349/413 84 405 -1 48(392)

G. spinifera DQ151557 330/391 84 384 -1 45(370

Gonyaulax turbiney GTCQ-1

Anélisis de homologia

Especie No. Acceso  No. de bases
A. margaleffi AMA251208 470/487 96 1-481 58(794)
— % A. minutum AY831408.1 666/851 78 2171-3015 96(636)
A. affine AY831409.1 652/884 73 2173-3040 98(497)
A. margaleffi AMA251208 468/487 96 4811 56(789)
© ﬁ A. minutum AY831408.1 558/675 82 3137-2467 77(663)
A. affine AY831409.1 534/699 76 3162-2460 77(486)




Continuacion anexo 2

Lingulodinium polyedrum LPCQ-1
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Oligo Andlisis de homologia
Bases Especie No. Acceso No.debases | % Alin Cobertura
G. polyedra AF377944 715/833 85 1650 - 2471 97(861)
™ § EU177126 587/687 85 1-679 80(697)
L. polyedrum | AM184202 442/525 84 13 -532 61(497)
G. polyedra EF492507 827/833 99 1742 - 910 97(1502)
< g AF274269 827/833 99 1728 - 896 97(1502)
L. polyedrum DQ202217 827/833 99 1116 - 284 97(1502)
G. polyedra AF377944 715/833 85 1650 - 2471 97(861)
~ § EU177126 587/687 85 1-679 80(697)
L. polyedrum | AM184202 442/525 84 13 - 532 61(497)
G. polyedra AF377944 667/714 93 3037 - 2329 97(1048)
© CE L. polyedrum EF613357 624/720 86 710 -1 96(782)
P. micans X16108 361/426 84 441-25 57 (411)
G. polyedra AF377944 670/717 93 2375 - 3085 97(1053)
o § L.polyedrum EF613357 6241723 86 50 - 761 97(771)
G. polyedra X61731 277/284 97 67 - 349 38(484)
G. polyedra AF377944 667/714 93 3037 - 2329 97(1048)
~ E L.polyedrum EF613357 624/720 86 710 -1 96(782)
G. polyedra X61731 319/331 96 349 - 21 45(544)
G. polyedra AF377944 871/836 97 3638 - 4473 97(1434)
o § G. aureolum DQ77991 7121827 86 3753 - 4569 95(867)
A. sanguinea DQ779988 711/827 85 3585 - 4400 95(861)
G. polyedra AF377944 824/841 97 4737 - 3897 98(1454)
¢ % C. DQ779986 751/848 88 5708 - 4873 98(1007)
polykrikoides | DQ779985 751/848 88 5708 - 4873 98(1007)
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ANEXO 3. Anélisis bioinformatico de las secuencias obtenidas para el orden de los

Prorocentrales

Prorocentrum lima PLHV-1

Anélisis de homologia

Prorocentrum mininum PIPV-1

Anélisis de homologia

Especie No. Acceso | No. de bases Cobertura
o DQ336072 605/720 84 85-794 89(678)
™ o DQ336069 605/720 84 85 - 794 89(678)
P. minimum DQ336066 605/720 84 85-794 89(678)
N AB189778 510/675 75 1613 - 946 84(444)
~ QL AB189777 510/675 75 1613 - 946 84(444)
P. lima AB189776 510/675 75 1613 - 946 84(444)
DQ336186 649/654 99 25 -676 97(1177)
o g DQ336180 641/657 97 33 -687 97(1120)
DQ336195 639/655 97 36 - 688 97(1116)
P lima DQ336186 633/638 99 638 - 1 94(1147)
~ :';f DQ336193 642/661 97 660 - 1 97(1110)
DQ336181 642/661 97 660 - 1 97(1110

' Bases Especie No. Acceso | No. de bases Cobertura
DQ336072 605/720 84 85 - 794 89(678)
™ % DQ336069 605/720 84 85 - 794 89(678)
DQ336066 605/720 84 85 - 794 89(678)
| P. minimum DQ336072 764/801 95 1722 -924 97(1267)
< po DQ336069 764/801 95 1722 -924 97(1267)
DQ336066 764/801 95 1722 -924 97(1267)
DQ054538 661/669 98 1- 668 78(1190)
— § AF352370 635/639 99 1-639 75(1158)
P. minimum EU244473 616/620 99 1-619 72(1122)
P. donghaiense | DQ336340 636/665 95 662 - 1 77(1059)
© g AF352370 570/574 99 639 - 66 67(1038)
P. minimum DQ054538 544/550 98 668 - 120 64(981)
P. donghaiense | AY822610 647/777 83 | 1279-2040 96(693)
© § X16108 635/780 81 1297 - 2054 96(606)
P. micans AY822609 501/608 82 | 1405-1999 75(514)
P. donghaiense | AY822610 5141712 72 | 1616-2315 92(333)
o § AY822609 509/712 71 1633 - 2326 92(301)
P. micans X16108 502/714 70 | 1297 - 2054 92(268)
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Continuacion anexo 3

Prorocentrum mexicanum PXPV-1

Oligo Andlisis de homologia

Bases Especie No. Acceso  No. de bases i Cobertura

P. micans PMI415519 635/785 80 52-814 91(672)

™ % P. mexicanum | EF492510.1 633/785 80 43-810 91(661)

P. dentatum | DQ336057.1 631/783 80 43-810 91(661)

P. micans DQ004735.1 682/769 88 1687-924 90(967)

< § P. mexicanum | EF492510.1 678/768 88 1682-919 90(960)

P. minimum | DQ336072.1 680/769 88 1658-895 90(958)

P. cassubicum | EU244475 631/631 100 1-631 73(1161)

~ § P. rathymum EU244466 631/631 100 1-631 73(1161)

P. micans M14649 737/797 92 1665 - 2451 91(1118)

P. cassubicum | EU244475 517/519 99 631-113 61(948)

© ﬁ P. rathymum EU244466 517/519 99 631-113 61(948)

P. mexicanum | AY886763 486/489 99 565 - 77 57(885)

P. donghaiense | AY822619 809/834 97 1266 - 2095 98(1395)

© g P. micans X16108 807/837 96 1284 - 2108 98(1363)

G. aureolum DQ779991 795/834 95 | 3753 -4581 98(1317)

AY822609 770/818 94 | 2319-1512 97(1229)

> 3| P.micans X16108 762/822 92 | 2374-1569 97(1160)

P. donghaiense | AY822610 763/819 93 2360 - 1553 97(1184)
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GLOSARIO

Acido nucleico: Biomolécula formada por macropolimeros de nucleétidos o polinucleétidos. Esta
presente en todas las células y constituye la base material de la herencia que se transmite de una
generacion a la siguiente. Existen dos tipos: el acido desoxirribonucléico (ADN) y el &cido
ribonucléico (ARN).

ADN polimerasa: Enzima que sintetiza una nueva cadena de ADN en direccion 5™~ 3'usando una
cadena antiparalela de ADN como molde

ADN ribosomal (ADNr): Contiene la informacion para el ARN que conforma los ribosomas, por lo
que es informacién que se transcribe pero no se traduce. EI ADNr se presenta en repeticiones
tandem y esta formado por tres subunidades altamente conservadas (18S SSU, 5.8 S, y 28S LU),
separadas por dos espaciadores con elevadas tasas de sustitucion (ITS1 e ITS2). Estas repeticiones
en tandém se encuentran conservadas a lo largo de todo un genoma y evolucionan
concertadamente, lo que se atribuye a eventos recombinatorios como entrecruzamiento desigual y
conversion génica.

ADN: Acido desoxirribonucléico, acido nucléico formado por nucledtidos en los que el azucar es
desoxiribosa, y las bases nitrogenadas son Adenina, Timina, Citosina y Guanina. Los
desoxirribonucleétidos estan ligados por enlaces fosfodiester entre el grupo 5'-fosfato de un
nucledtido y el grupo 3’-hidroxil del siguiente. EI ADN codifica la informacidn para la reproduccion y
funcionamiento de las células asi como para su propia replicacion y cumple con la funcion de
archivar la informacién genética contenida en su secuencia de bases.

AFLP: (polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados) son una técnica que combina la
digestion de dos enzimas de restriccion, seguido de la ligacion o unién de adaptadores
complementarios a los sitios de restriccion y amplificacion selectiva mediante PCR de los fragmentos
con los adaptadores. Los fragmentos amplificados se visualizan posteriormente a la separacion en
un gel desnaturalizante de poliacrilamida o por fluorescencia.

Alelo: Cada una de las formas alternativas que puede tener un gen que se diferencian en su
secuencia y que se puede manifestar en modificaciones concretas de la funcion de ese gen

Alineamiento de secuencias: Esquema en que se escriben dos 0 mas secuencias, una encima de
la otra, y se estima que los residuos que comparten la misma posicion tienen un origen evolutivo
comdn.

Aloenzimas: Formas alelicas de las isoenzimas

Alveolata: es uno de los principales grupos de protistas. Existen tres grupos principales, que son
muy diferentes en forma, pero que estan relacionados desde un punto de vista ultraestuctural y
genético: Ciliophora, Apicomplejos y Dinoflagellados. La caracteristica compartida méas notable es
mas la presencia de alvéolos corticales.
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Alvéolos: vesiculas planas dispuestas en una capa continua que apoya la membrana, formando
tipicamente una pelicula flexible. En los dinoflagelados forman a menudo las placas de una
armadura. Los alveolados tienen mitocondrias con crestas tubulares y sus flagelos o cilios tienen
estructuras distintivas.

Anfiesma: cobertura celular.

Antapicales: Placas situadas en la parte posterior de la hipoteca, que estan en contacto con el
antiapex. Se designan con la simbologia (™). Presente solamente en formas tecadas, se excluyen
los Dinophysiales.

Antropogeénico: Este término es usado para describir los efectos, procesos, objetos 0 materiales
creados o derivados de actividades realizadas por el ser humano, en oposicién a la ocurrencia en
ambientes sin influencia humana.

Apical o Apice: Parte anterior de la celula. El apice esta usualmente asociado con el complejo poro
apical (APC) en peridiniales, gonyaulacales y érdenes similares, o hueco apical en aquellas especies
no armadas que proceden esta caracteristica.

Apicales: placas situadas en la parte anterior de la epiteca que estan en contacto directo con el
apex. Se designa con la simbologia (”). Presentes solamente en formas tecadas, con excepcién de
Dinophysiales.

Area ventral: Situada en la porcién media del cuerpo de la célula, formada por cuatro placas, con
frecuencia delgadas, transparentes y a veces ornamentadas. El sulcus se encuentra a su izquierda.
Presente solamente en Ceratium.

ARN: Acido nucléico formado por nucledtidos en los que los azucares son ribosas y las bases
nitrogenadas son Adenina, uracilo, citosina y guanina. 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 como el ARN mensajero (ARNm), ARN ribosomico (ARNTr),
ARN de transferencia (ARNt) y un ARN nuclear heterogéneo (ARN hn).

Atecadas: Formas carentes de pared celular incrustadas de sales calcicas. No prensentan valvas,
poro apical, espinas, listas, y otras extensiones tecales. El protoplasma es retenido por una
membrana celular y/o pelicula

Base de datos: archivo de computo utilizado para almacenar y organizar datos, de forma tal que se
pueda acceder facilmente a la informacién, utilizando diferentes criterios de busqueda.

Base: Compuesto que usualmente contiene nitrogeno y es capaz de aceptar un H+. Se emplea para
designar los componentes de los nucledtidos que no son azucares. Las cinco bases que constituyen
los acidos nucleicos son la Adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T) y uracilo (U).
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Biodiversidad: es el término por el que se hace referencia a la amplia variedad de seres vivos sobre
la Tierra y los patrones naturales que la conforman, resultado de miles de millones de afios de
Evolucion segun procesos naturales y también, de la influencia creciente de las actividades del ser
humano. La biodiversidad comprende igualmente la variedad de ecosistemas y las diferencias
genéticas dentro de cada especie que permiten la combinacién de mdltiples formas de vida, y cuyas
mutuas interacciones y con el resto del entorno, fundamentan el sustento de la vida sobre el planeta

Bioinformatica: Disciplina de almacenar y analizar datos biologicosuso de computadoras para
analizar, guardar y acceder a secuencias de ADN y proteinas

Biotecnologia: toda aplicacion tecnologica que utilice sistemas bioldgicos y organismos vivos 0 sus
derivados para la creaciéon o modificacion de productos o procesos en usos especificos.

BLAST: (Basic Local Alignment Search Tool): Programa de busqueda de sencuencias en bases de
datos basandose en la similaridad de las secuencias. Dentro de las principales caracteristicas del
algoritmo se encuentra la velocidad con la que realiza la busqueda, ya que esta disefiado para
detectar rapidamente regiones similares en la secuecia sometida con las secuencias dadas de alta
en las bases de datos.

Blooms: Incremento en la abundancia numérica de algin microorganismo fitoplancténico pudiendo
estar asociado a una discoloraciéon del agua

Cebador: Una molécula (generalmente un polinucleétido) al cual la ADN polimerasa puede unir el
primer desoxirribonucleotido durante la replicacion del ADN.

Cebadores universales: Cebadores disefiados para unirse efectivamente a una gran variedad de
taxas). Generalmente se encuentran disefiados en regiones altamente conservadas que varian
ligeramente entre taxas (20 pb es comun).

Célula: Unidad fundamenta de la materia viva

Celulosa: es un polisacarido compuesto exclusivamente de moléculas de glucosa; es pues un
homopolisacérido (compuesto por un solo tipo de monosacérido); es rigido, insoluble en agua, y
contiene desde varios cientos hasta varios miles de unidades de B-glucosa. La celulosa es la
biomolécula organica mas abundante ya que forma la mayor parte de la biomasa terrestres.

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

Cingulo conocido como depresion transversa: En células del tipo dinoconte, esta estructura es
usualmente un canal o surco encerrando la célula una o varias veces. Si es varias veces el cingulo
estd doblado alrededor de la célula y es considerado torsion.

Citoplasma: Porcién fluida de una célula limitada por la membrana celular exceptuando el nucleo (si
lo hay)
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Cloroplastos: Organulos celulares que en los organismos eucariontes fotosintetizadores se ocupan
de la fotosintesis. Estan limitados por una envoltura formada por dos membranas concéntricas y
contienen vesiculas, los tilacoides, donde se encuentran organizados los pigmentos y demas
moléculas que convierten la energia luminosa en energia quimica.

Cocoide: estados no moviles del ciclo de vida usualmente refiriéndose a las células de fase
vegetativas que dominan el ciclo de vida y pueden ser de pared gruesa.

Conservacion: En biologia molecular, preservacién a través del tiempo de algunas bases o
aminoacidos de la secuencia de un gen o de una proteina que esta evolucionando.

Cromosoma: Un elemento genético, generalmente circular en procariotas y lineal en eucariotas, que
lleva genes esenciales para el funcionamiento de la célula.

Cuerno apical: Extension apical prominente en la célula, formada por platos apicales. Este solo se
encuentra en dinoflagelados tecados y constituye un apéndice (apex) de la célula.

Cuernos: Prolongaciones sélidas, huecas o atenuaciones de las placas apicales, postcingulares y/o
antapicales. Presente solamente en formas tecadas.

Cultivo axenico o puro: Un cultivo microbiano que contiene una unica clase de microorganismo

Delecion: Eliminacion de una secuencia de ADN acompafiada por la ligacién de las regiones
adyacentes.

Desenquistamiento: Cuando el hignocigoto madura y esta listo para producir una célula mévil a
partir de la célula en reposo, un meosito desnudo emerge del arqueofilo o la apertura en la pared;
esta célula emergente sera flagelada o ameboide. Tipicamente esta célula sufrird meiosis vy
producird 4 células vegetativas 1N que son méviles en la columna de agua.

Desmoconte. Un tipo de célula de dinoflagelados, la cual, dos flagelos distintos emergen de la parte
anterior de la célula, ejemplo Prorocentrum spp.

Desnaturalizacion: Eliminacién del plegamiento correcto de una proteina o de un &cido nucleico
que es necesario para su funcionamiento normal. La desnaturalizacion de acidos nucleicos implica la
disociacion de la doble cadena en cadenas sencillas.

DGGE (electroforesis en gel desnaturalizante en gradiente) Técnica electroforética que puede
separar fragmentos de acidos nucleico del mismo tamarfio pero de distinta secuencia

Diatomeas: Son el grupo mas diverso de microalgas abundantes, fotosintetizadores que viven en
agua dulce o marina constituyendo una parte muy importante del fitoplancton. Uno de los rasgos
caracteristicos de las células de diatomeas es la presencia de una cubierta de silice (dioxido de
silicio hidratado) llamado frustulo.
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Dinoconte. Un tipo de célula de los dinoflagelados en la cuél los dos flagelos estan insertados
ventralmente. Un flagelo es transverso y anidado en un cingulo, el otro es longitudinal y anidado en
el sulcus. El flagelo transversal provee propulsion y el flagelo longitudinal provee direccién.

Dinoflagelado: son un grupo de organismos eucarioticos unicelulares constituido por
aproximadamente 3400 — 4 100 especies, representadas por mas de 130 géneros y forman parte del
plancton marino. Puesto que son productores primarios, constituyen una parte importante de la
cadena alimenticia acuatica.

Dinoflagellata o Pyrrhophyta es un extenso grupo de protistas, flagelados, fotosintéticos en su
mayoria.

Diploide: Una célula o cigoto que posee un nlcleo con dos juegos de cromosomas 2N .

dNTP: desoxirribonucledtidos trifosfato i.e. nucleétido que consiste en un azlcar, una base
nitrogenada y tres fosfatos.

Dominio: Regién de una secuencia conservada evolutivamente que corresponde a una estructura
tridimensional independiente asociada con una funcion particular.

Dorsal: El lado dorsal (atras) de la célula tipo dinoconte que esta opuesta al lado ventral o frontal
donde se localiza el sulcus. Cuando se utiliza el microscopio de luz para observar dinoflagelados es
importante saber si usted esta enfocando la superficie ventral o esta enfocando a través del lado
dorsal el interior de la superficie ventral. En el Ultimo caso estara observando una imagen al revés.

Electroforesis: técnica para la separacion de moléculas (proteinas o acidos nucleicos) segun su
movilidad, particulas disueltas o coloides sometidas a un campo eléctrico a través de una matriz
porosa. La movilidad electroforética de una particula depende de su tamafio, estructura
tridimensional y carga eléctrica

Endosimbiosis: Una teoria que propone que la mitocondria y el cloroplasto fueron inicialmente
bacteria de vida libre que establecieron una residencia permanente en las células eucaridticas
primitivas, dando origen finalmente a la célula eucariotica moderna

Enquistamiento: Hay varios tipos de enquistamientos. Células estresadas pueden rodar y
sedimentarse y aun asi ser viables si las condiciones de estrés son removidas. Otros cistos
temporales relacionados para reproduccion sexual, flotacion y otros aspectos funcionales de
sobrevivencia individual, asi otro tipo de enquistamiento se relaciona con reproduccidn sexual, y la
produccion de hignocigotos de pared gruesa los cuales pueden permanecer encapsulados por
meses a un afio. Estos cistos de resistencia, hoy hignocigotos poseen su propio sistema de
clasificacion distinguiéndose caracteristicas morfologicas y terminologia aplicada.

Enzima de restriccion: Enzima que reconoce y rompe ADN de doble cadena en sitios especificos
de la secuencia de ADN
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Enzima: Proteinas cataliticas que funcionan acelerando las reacciones quimicas
Epicono: Area superior al cingulum. Formas atecadas solamente.

Epiteca conocida como epicono o episoma: la parte anterior de la célula tipo dinoconta sobre el
cingulo.

Especie: del latin species a cada uno de los grupos en que se dividen los géneros, es decir la
limitacion de lo genérico en un ambito morfolégicamente concreto. En biologia, una especie es la
unidad bésica de la clasificacion bioldgica.

Espinas: Protuberancias sélidas en la placa tecal que usualmente se angostan hasta una punta,
pueden ser cortas o largas, 0 anchas y angostas.

Eucariota: Una célula con un nucleo delimitado por una membrana nuclear y que en general
presenta otros organulos, pertenecientes al dominio Eukarya.

Eucarioticos: Los organismos eucariotios son todos aquellos cuyas células tienen su material
hereditario fundamental (su informacién genética) encerrado dentro de una doble membrana, la
envoltura nuclear, que delimita un nucleo celular.

Evolucién: Cambio de una linea de descendencia a lo largo del tiempo para dar origen a la
produccion de una nueva especie 0 variedad

Extrusomas: organulos limitados por membranas que se encuentran en las células de algunos
eucariontes y que, bajo ciertas condiciones, descargan su contenido fuera de la célula. Hay distintos
tipos, probablemente no homélogos, cuyas funciones son diversas. Entre ellos se incluyen:
Mucocistos, nematocistos, toxicistos y tricocistos

Fagocitar: Proceso en el cual una particula es englobada por una membrana citoplasmatica y es
internalizaada.

FAN: Abreviacion del termino floraciones algales nocivas, empleado para designar la aparicion de un
grupo heterogéneo de microorganismos el cual puede ser percibido como dafino por los efectos
adversos en el ambiente.

Fenotipo: las caracteristicas observables de un organismo que son reflejo del genotipo y el efecto
ambiental

Filogenia: Relaciones evolutivas entre organismos
Fision binaria: Divisidn celular qu sigue al aumentar una célula dos veces su tamafio minimo

Fitoplancton: Conjunto de microorganismos fotosintéticos que flotan en el medio acuatico.
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Flagelado: Son flageladas las células que tienen flagelos

Flagelos: apéndices locomotores que baten el liquido circundante con un movimiento generalmente
helicoidal es un apéndice con forma de latigo usado para el movimiento presente en muchos
organismos unicelulares

Fotosintesis: Serie de reacciones en las que se produce la sintesis de ATP por reacciones
energizadas por la luz y la fijacion de CO2 dando materia celular.

Fotosintéticos: Organismos que llevan a cabo la fotosintesis y ademas son capaces de fijar el CO.
atmosférico, se les conoce como organismos fotoautdtrofos o simplemente autdtrofos.

Gametos: En especies armadas y no armadas, una célula 1N que se fusiona con otra 1N produce
un cigoto 2N. Los gametos pueden ser células de tamafios similares y células morfolégicamente
similares, isogametos, o de tamafios diferentes y morfolégicamente similares, anisogametos.

Gen: es el conjunto de una secuencia determinada de nucledtidos de uno de los lados de la escalera
del cromosoma referenciado. La secuencia puede llegar a formar proteinas, o seran inhibidas,
dependiendo del programa asignado para la célula que porte los cromosomas. Un segmento de ADN
0 ARN esencial para que se lleve a cabo una funcion especifica.

Género: Una coleccién de especies diferentes, que comparten una o mas propiedades
(generalmente varias propiedades)

Genoma: Contenido genético completo de una célula u organismos; incluyendo cromosomas,
plasmidos y profagos. Informacién completa de un organismo.

Genotipo: Composicidn genética de un organismo

Habitat: Lugar de residencia de una poblacion en un medio

Haploide: Célula vegetativa 0 gamética que posee un juego de cromosomas.

Hibridacion Fluorescente in situ (FISH): Método que emplea un colorante fluorescente
incorporado a una sonda nucleotidica especifica para localizar secuencias de ADN en cromosomas

o detectar ADN.

Hibridacion: Formacién de un duplex de acido nucleico con bandas que proceden de diferentes
fuentes mediante apareamiento de bases complementarias

Hipnozigote conocido como dinocisto: es un estado cigotico diploide en el ciclo de vida sexual de
los dinoflagelados. Todos a excepciéon de una especie de dinoflagelado es un aplonte con el
planocigoto y el hignocigoto siendo el Unico estado 2N. Los dinoflagelados con hignocigoto son
tipicamente dimorficos en el cual los estados de cigotos 1N y 2N son morfolégicamente distintos.
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Hipocono: Area inferior al cingulum. Formas atecadas solamente.

Hipoteca: Parte posterior de una célula del tipo dinoconte debajo del cingulo lateral. La vista lateral
de una célula es el lado izquierdo o derecho el cual usualmente representa el contorno o profundidad
de la célula. Formas tecadas solamente.

Histonas: Las histonas son unas proteinas pequefas que estan en el nucleo. Son muy basicas lo que
les facilita unirse al ADN para ejercer su funcién de empaquetarlo formando parte de la cromatina.

Homologia: Medida cualitativa que establece una relacion evolutiva entre dos 0 mas secuencias de
acidos nucleicos o proteinas. La homologia le atribuye un origen evolutivo (no azaroso) a la
existencia de similitudes entre las secuencias comparadas.

Ingenieria genética: Uso de técnicas in Vitro para conseguir el aislamiento, manipulacién,
recombinacion y expresion del ADN, asi como para desarrollar organismos genéticamente
modificados

Insercion: (1) mutacién cromosdmica que implica la eliminacion de un segmento de un cromosoma,
su rotacion a 180° y su reinsercién en el mismo lugar. (2) mutacién (generalmente acomparfiada por
una delecion) en la que uno o0 mas nucledtidos son insertados en una secuencia de ADN.

Isoenzimas: son enzimas que difieren en la secuencia de aminoacidos, pero que catalizan la misma
reaccion quimica. Estas enzimas suelen mostrar diferentes parametros cinéticos (i.e. diferentes
valores de Ku), o propiedades de regulacién diferentes. La existencia de las isoenzimas permite el
ajuste del metabolismo para satisfacer las necesidades particulares de un determinado tejido o etapa
del desarrollo.

Loci: Plural de locus

Locus (del latin locus, lugar; plural loci) es una posicién fija sobre un cromosoma, como la posicion
de un gen o de un biomarcador (marcador genético). Una variante de la secuencia de ADN en un
determinado locus se llama alelo

Marcadores genéticos: Un marcador molecular es un segmento de ADN en el cromosoma con una
localizacién fisica identificable y cuya herencia puede ser rastreada. Un marcador puede ser un gen
0 alguna seccion del ADN con funcion desconocida

Mareas rojas: Se refiere al fenomeno bio-6ptico del cambio en la coloracion del agua por accion de
un incremento en la biomasa fitoplanctonica.

Medio de cultivo: Una solucion acuosa de varios nutrientes que permite el crecimiento de los
microorganismos.

Meiosis: Proceso de division nuclear durante la gametogénesis en el que la replicacion pasa de dos
(diploide) a una sola copa de cada cromosoma (haploide)
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Membrana citoplasmatica: Barrera con permeabilidad selectiva que envuelve al citoplasma y lo
separa del entorno

Mesocarién: Nucleo de los dinoflagelados el cual posee caracteristicas tanto de organismos
eucariotas como proariotas.

Microalgas: algas microscopicas unicelulares, de tamafios y formas muy variadas. La mayor parte
son de habitat acuaticos, tanto marinos como dulceacuicolas. La mayoria de las microalgas son
organismos fotosintéticos aunque algunos pueden comportarse como organismos heterotroficos y
mixotréficos.

Mitocondrias: son organulos, presentes en practicamente todas las células eucariotas, encargados
de suministrar la mayor parte de la energia necesaria para la actividad celular; actuan por tanto,
como centrales energéticas de la célula y sintetizan ATP por medio de la fosforilacion oxidativa.
Realizan, ademas, muchas otras reacciones del metabolismo intermediario, como la sintesis de
algunos coenzimas. Es notable la enorme diversidad, morfolégica y metabolica, que puede presentar
en distintos organismos.

Morfologia: forma celular
Mutacion: Cambio heredable en la secuencia de bases del genoma de un organismo

Nucleo: Una estructura rodeada por una membrana que contiene los cromosomas en células
eucaridticas

Nucledtido: Un mondmero de un acido nucleico que contiene una base nitrogenada (adenina,
guanina, citosina, timina o uracilo), una molécula de fosfato y un azucar, bien sea ribosa (ARN) o
desoxirribosa (ADN)

Par de bases (Pb): Unidad de medida del ADN de doble cadena.

Parasitos: relacién simbidtica (entre distintas especies) en la que el parasito es dependiente
metabdlicamente de su hospedador y no es beneficiosa para éste.

PCR en tiempo real: PCR en tiempo real, es una modificacion a la técnica de PCR, en la que no se
realiza electroforesis, de tal forma que los resultados se obtienen simultaneamente con la
amplificacion de los productos. Se realiza utilizando un marcador que produce fluorescencia al unirse
al ADN de cadena doble, esto se monitorea con un equipo que la detecta al tiempo que genera una
curva de la intensidad de la fluorescencia contra la temperatura de cada ciclo. El primer incremento
significativo en la cantidad de productos de PCR se correlaciona con la cantidad total de templado
de ADN disponible originalmente.

PCR: ver Reaccién en Cadena de la polimerasa.
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Pedunculo: Es un apéndice citoplasmatico localizado cerca del poro flagelar en algunas especies
fotosintéticas y no fotosintéticas. Es una organela extensible asociada con fagotrofia y puede tener
también otras funciones.

Pigmentos: Clorofila a, ¢2, betacaroteno, peridinina, fucoxantina, y sus derivados, y otras xantofilas.
Algunas especies con clorofila c1, clorofila b, ficobiliproteinas, y otros pigmentos como por ejemplo el
19'hexanoyloxy-fucoxanthin asociado con simbiontes nuevos o viejos.

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

Placas tecales: Son placas de dinoflagelados armados, estdn compuestas de celulosa o algun
polisacarido microfibrilar. Estas placas fueron formadas en vesiculas.

Plancton: Se denomina plancton (del griego mAayktdg, plagktés, "errante") al conjunto de
organismos, principalmente microscopicos, que flotan en aguas saladas o dulces, mas abundantes
hasta los 200 metros de profundidad aproximadamente.

Planozigotos: un cigoto movil 2N producido por la fusion de gametos 1N. Tipicamente el
planocigoto es morfoldgicamente similar a la célula vegetativa 1N.

Plastidos: Son organelos caracteristicos de las células eucariéticas vegetales. Sus tamafios pueden
variar, estan envueltos por una doble membrana que a la vez lo delimita y tienen ribosomas
semejantes a los de los procariotas. Se forman a partir de proplastos, que son los plastidos de
células jovenes. Se caracterizan por tener microgotas de lipidos y por poseer material genético
propio.

Poblaciones: grupo de organismos de una especie particular, que viven en una area geografica, o
espacio

Polimerasa: es una enzima que cataliza la sintesis de acidos nucléicos a partir de templados de
acidos nucleicos preexistentes, formado ARN a partir de ribonucleétidos o ADN a partir de
desoxirribonucleotidos..

Polimorfismos: describe multiples y posibles estados de una Unica propiedad. En biologia, un
polimorfismo genético son los mudltiples alelos de un gen entre una poblacién, normalmente
expresados como diferentes fenotipos

Poro apical: Orificio presente en el Apice de la epiteca.

Poro ventral: En algunos Gonyaulacales un poro ventral puede estar presente en la union de la
primera placa apical 1'y en la intercalar anterior, u otra placa apical. Algunas veces el poro esta en
una de las placas apicales o en una intercalar. La presencia de un poro ventral en su localizacion
puede ser caracteristica diagnéstica para ciertas especies.
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Productor primario: Organismo que utiliza la luz para sintetizar materia orgénica a partir de CO2.

Pusula: Organela con complejo variable el cual puede ser observado como una vacuola
especializada que se abre a través de la superficie celular usualmente en el area flagelar.

RAPDS: Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar (RAPD, por sus siglas en inglés). Es una técnica
que se basan en el uso de cebadores cortos, unicos (8-10 bases), con una secuencia aleatoria, para
la amplificacién de un promedio de 3 a 10 regiones de ADN de forma simultanea, analizandose el
resultado con base en la presencia-ausencia de fragmentos amplificados de un tamario especifico.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): procedimiento in Vitro que genera millones de
copias de un fragmento de ADN especifico por medio de la repeticion de una reaccion que involucra
a la ADN polimerasa.

Regidn o cara ventral: Es la que contiene al sulcus. La opuesta es la dorsal.

RFPL: EI polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en
inglés). Esta técnica se basa en el uso de endonucleasas de restriccion, enzimas que cortan el ADN
al reconocer secuencias nucleotidicas especificas, generando fragmentos de ADN, que pueden ser
separados electroforéticamente y visualizadas por diversos mecanismos.

Ribosoma: Particula intracelular compuesta de ARNr y de proteinas que constituyen el sitio de
iniciacion de la traduccion de los ARN mensajeros.

Secuencia consenso: Secuencia idealizada en la que cada base representa la base mas
comunmente encontrada en esa posicion cuando se comparan secuencias reales.

Secuenciacién: determinacion del orden de nucleétidos (bases) en una molécula de ADN o de ARN
o del orden de aminoacidos en una proteina.

Similitud: es el resultado de una medida cuantitativa basado en una observacién empirica,
mientras que homologia es una hipétesis basada en la similitud e secuencias u en otros datos
biolégicos sobre el origen de estas. La similitud puede definirse en porcentaje.

Single cell PCR: método simplificado que integra procedimientos de extraccién de ADN y PCR en
un solo tubo, seguido de secuenciacion directa de los productos sin purificar

Sonda moleculares: Oligonuceotido corto y de secuencia unica que se emplea como sonda de
hibridacion para la identificacion de microorganismo

SSCP Single Strand Conformation Polymorphism EI método basicamente consiste en la separacion
electroforética de esta cadena sencilla de acido nucleico, basado en la diferencia de bases en su
secuencia, cuyo efecto es una diferencia en estructura secundaria detectable en su movilidad en el
gel. Incluso, el cambio en una sola base en la secuencia puede afectar la estructura secundaria y por
lo tanto la movilidad en el gel.
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Sulcus: Es el area longitudinal en la superficie ventral de la célula que forma més o menos una
hendidura pronunciada o una depresion que da cabida al flagelo longitudinal. En algunas especies
armadas, el sulcus, el cual esta principalmente en la hipoteca, invade la hipoteca y la epiteca como
una placa "la anterior sulcal". En especies no armadas puede estar asociada con una hendidura
apical que posee su origen anteriormente.

Surgencias: son un fendmeno oceanografico que consiste en el movimiento vertical de las masas
de agua, de niveles profundos hacia la superficie.

Tabulacion se refiere al conteo de las placas en series designadas especificas. En el sistema
Kofoidieano de nomenclatura de placas hay seis principales series transversales, apical (') prima,
anterior intercalar (a), precingular ("), postcingular ("), posterior intercalar (p), y antiapical ("").

Taxonomia: La ciencia de la identificacion, clasificacion y nomenclatura.

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 mas préactico.

Tecado: Los dinoflagelados tecados, ademas 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 aespinas. El grupo de los tecados
también se caracteriza por la presencia de estructuras accesorias: aleta o0 expansiones aliformes,
espinas, efc.. .

Tm: temperatura a la cual se espera que el cebador se una al menos al menos la mitad de los
posibles sitios de unién

Toxina: Es un compuesto el cual tiene un efecto fisiolégico adverso en un organismo vivo, aun
cuando es aplicado en pequefias cantidades. Un compuesto puede ser llamado toxina si este
cumple con tres premisas: debe presentarse en plantas, animales o bacterias, debe ser ajeno a la
victima y debe ser toxico y adverso al bienestar o vida de la victima.

Transicion: Sustitucién de una purina por otra purina o de una pirimidina por otra pirimidina.
Transversion: Sustitucion de una purina por una pirimidina o de una pirimidina por una purina
Tricocisto: Son organelas eyéctiles. Estructuralmente tienen unos componentes llamados el cuerpo
anterior y el opérculo anterior, que estan a su vez divididos en partes identificables, que estan

arreglados radial o subradialmente en la célula.

Ventral: el lado ventral de las células tipo dinocontas esta identificado por la presencia del sulcus y
de la unién del cingulo y el sulcus. También es el lugar de insercion flagelar en dinocontes.



