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Diversos foros mundiales han resaltadola necesidad de conciliarla biodiversidad
(entendida como la variedad de organismos y ecosistemas) con el factor humano
puesto que la biodiversidad representa beneficios ecoldgicos y socioecondmicos
para las generaciones actuales y futuras. Este libro es presentado por el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) y financiado por la Secretaria
de Educaciéon Publica (SEP) y el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) a través del proyecto SEP-CONACYT 83339 Biodiversidad y
vulnerabilidad en ecosistemas marinos costeros. La obra compila una serie de
tesis recientes que examinan la biodiversidad en los ambientes costeros de Baja
California Sur y el Golfo de California. La importancia de estas contribuciones
radica en generar dos vertientes de conocimiento para la region: por un lado,
mediciones de biodiversidad, que abarcan desde nimero y composiciéon de
especies hasta identificacion genética y dominios tréficos. Por otra parte, la
relacion entre biodiversidad y vulnerabilidad de los ecosistemas en el entendido
que los factores ambientales y las actividades humanas provocan impactos y

cambios en los ecosistemas y las especies que en ellos habitan.

La historia geoldgica y evolutiva, la interacciéon de condiciones ambientales
y la diversidad de ecosistemas costeros hacen de Baja California Sur lugar
de residencia estacional o permanente para un elevado nimero de especies
acudticas; algunas de ellas endémicas de la region, esto es, que no se encuentran
en ninguna otra parte del mundo. Esta diversidad de ecosistemas costeros se
debe a caracteristicas geograficas, climaticas y topograficas propias de la region.
Por ello la marcada diferencia entre ambientes de alta energia situados en el
Océano Pacifico y ambientes protegidos en el Golfo de California. Unido a esto

consideremos un grado todavia moderado de explotacion humana y tendremos
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modelos excepcionales de estudio: ecosistemas arrecifales coralinos y rocosos,
sistemas submareales rocosos asociados a bosques de macroalgas, lagunas
costeras y manglares, que han sido escenarios para la recoleccion o censos de
organismos, el registro de parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidad,

clorofila, nutrientes) y ensayos in situ con organismos moviles.

Contar con informacién que permita mejorar el entendimiento de la relacion
entre biodiversidad y funcionamiento de los ecosistemas es importante para
analizar procesos naturales, determinar beneficios y costos ambientales, y
pronosticar la respuesta de los ecosistemas ante variaciones climaticas y presion
antropogénica. Esta informacién bioldgica al interactuar con otras disciplinas
(p. ej. administracién, economia), debe funcionar como marco de referencia
para proponer medidas de manejo en materia de biodiversidad tal y como lo
sugieren distintos instrumentos y convenios internacionales. En nuestro pais,
multiples dependencias federales y estatales, organizaciones no gubernamentales,
universidades y centros publicos de investigacion llevan a cabo estudios sobre

biodiversidad.

Es asi como el CIBNOR, en su caracter de centro ptublico CONACYT, produce
e integra conocimientos cientificos sobre impactos ambientales y antropogénicos
y prepara recursos humanos especializados en manejo y conservacion de recursos
naturales. El proyecto SEP-CONACYT 83339, asi como otros proyectos asociados
a la Linea Estratégica CIBNOR EP3 Variabilidad y vulnerabilidad de ecosistemas
marinos del noroeste mexicano, apoyaron la generacion de recursos humanos para
alcanzar diferentes grados académicos. Sus aportaciones, que exhiben la frescura
y energia de jovenes comprometidos con su investigacion, se vieron enriquecidas
con la experiencia de sus comités tutoriales conformados por cientificos
nacionales e internacionales, fortaleciendo las redes de cooperacion y la linea de

investigacién en CIBNOR.
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El presente libro, resultado y muestra de lo arriba expuesto, esta constituido
por veinticinco capitulos organizados en dos partes que en conjunto ofrecen
conocimiento cientifico y tedrico sobrela diversidad de especies y su vulnerabilidad
ante algunos eventos ambientales e impactos antropogénicos. En la primera
parte, se exploran mediciones de biodiversidad en sistemas costeros empleando
técnicas moleculares (genética) y métodos tradicionales (taxonomia, indices de
variacion y relaciones troficas). Las técnicas moleculares aqui presentadas sirven
para monitorear mareas rojas (proliferacion de microalgas toxicas) y sus efectos
en mariscos dirigidos a consumo humano y con importancia econémica para la
region. También se utilizaron técnicas moleculares para estudiar las relaciones de
parentesco entre especies de peces, bajo el fundamento de que este ensamblaje de

especies es un modelo que aporta pistas sobre la evolucion de la vida.

Ante la necesidad de cuantificar la biodiversidad y compararla temporal
(épocas del afo) y espacialmente (tipos de ecosistema), los Capitulos 6, 7 y 8
abordan la composicién y la estructura de comunidades productoras primarias,
es decir, productoras de oxigeno: el fitoplancton y las macroalgas mientras que los
Capitulos 9y 10 tratan sobre organismos depredadores de arrecifes de coral. Estos
estudios permiten conocer qué especies estan presentes, qué patrones exhiben
y qué factores influyen en su distribucion (temperatura, nutrientes, etc.). Para
comprender como es la circulacién de nutrientes y energia en algunos sistemas

acuaticos, se realizaron andlisis troficos con moluscos y peces.

La segunda parte del libro trata sobre la comprension del rol de la biodiversidad
en el funcionamiento de diversos ecosistemas costeros y su vulnerabilidad
considerando la influencia ambiental y/o antropogénica. Asi, tenemos como
agentes de cambio: el encallamiento de un buque, el paso del huracan Juliette,
los florecimientos algales, la instauracién de arrecifes artificiales, la extraccion

de peces de ornato y la pesca comercial. Los Capitulos 17, 18, 19 y 21 tocan
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temas como la situacién especifica de algunos recursos en arrecifes rocosos y
coralinos tras el impacto del huracan; la relacién entre productores de oxigeno y
nutrientes generados por actividad humana en las costas y las necesidades futuras
de investigacién. También se ha integrado un estudio de caso para examinar
los cambios en la comunidad de peces a través de comparaciones espaciales y

temporales en tres sitios con diferente grado de impacto humano (Capitulo 22).

En los ultimos afios, la explotacion de recursos se ha intensificado incidiendo
en la biodiversidad de los ecosistemas. Los dos capitulos finales presentan
algunas aplicaciones que ya integran conocimientos previos en materia de
biodiversidad e impactos, en este caso, producidos por la actividad pesquera. En
primera instancia, se propone un indice que expresa la fragilidad ecoldgica de los
ecosistemas bentdnicos ante la pesca de arrastre. A continuacion, la certificacion,
una herramienta de manejo pesquero reconocida internacionalmente cuyo

objetivo es fomentar la pesca sustentable y el menor dafio ambiental.

Suele aceptarse que sin investigacion cientifica sobre la diversidad, que sin
generar el conocimiento que permita comprender mejor la vulnerabilidad de los
ecosistemas y, por ende, articular aproximaciones adecuadas e integrales a los
mismos, toda explotacion sustentable y la conservacion misma serian inviables en
el corto o mediano plazo. Es por ello que un libro como el presente, que comunica
la investigacion recientemente generada en el CIBNOR sobre esta temdtica,
contribuira a elucidar la respuesta de ecosistemas particulares ante el creciente
aumento de la presion generada por las variaciones climaticas y el desarrollo

humano.

Consideramos, pues, que el libro ha de ser de interés para todo aquél preocupado
—y ocupado— en conocer, aprovechar y conservar la elevada biodiversidad

costera de Baja California Sur.
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Biodiversidad y vulnerabilidad de ecosistemas costeros en BCS

Resumen

En la actualidad, no existe un programa formal y bien establecido para el monitoreo de
eventos de Floraciones Algales Nocivas (FAN) en las costas de México, la mayoria de los
esfuerzos en este sentido se enfocan en la caracterizacion taxondmica y recuento de los
organismos presentes en las muestras. Estas actividades conllevan tiempo y la necesidad
de contar con taxénomos de fitoplancton. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de
nuevas técnicas para la rapida deteccién y enumeracion de las especies formadoras
de FAN. En este documento se presentan las principales actividades desarrolladas y
los resultados obtenidos a la fecha. Para el andlisis de comunidades, se llevé a cabo la
estandarizacién de la técnica: Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla acoplado
a electroforesis capilar (CE-SSCP); andlisis de disociaciéon (HRM) y el disefio de sondas
para la deteccién especie-especifica. En el caso de CE-SSCP se analizaron 3 fragmentos:
I) V4 18S SSU; IT) D1/D2 28S LSU y I1I) D7 28S LSU, de los que el fragmento D7 present6
la mejor resolucion. Para la deteccion especie-especifica, se disefiaron diferentes sondas
de hibridacién utilizando el software ARB. Estas sondas son especie-especificas para la
identificacion de Prorocentrum rathymum, P. maculosum y P. belizeanum, y se disefiaron
sondas grupo-especifico para discriminar entre especies del género Prorocentrum
con hdbitos benténicos y planctonicos. Adicionalmente, se presentan los resultados
obtenidos durante el entrenamiento recibido para el montaje de la técnica de Hibridacién
Fluorescente in situ (FISH) y microarreglos. Finalmente, el analisis de disociacién mostrd
resultados similares a los obtenidos con CE-SSCP en donde el fragmento V4 18S present6
multiples temperaturas de disociaciéon y D2 28S tiene una resolucion insuficiente para
distinguir entre las especies estudiadas.

Palabras clave: dinoflagelados, métodos moleculares, floraciones algales nocivas



Deteccion de FAN por métodos moleculares

Developing and assessing molecular methods to detect
and identify toxic and harmful dinoflagellate species in
coasts of Baja California Sur

Abstract

At present, there is no formal and well-established program to monitor HABs in Mexican
waters; most efforts in this regard focus on characterizing of the organisms present in
the samples. Therefore, it is necessary to develop new techniques for rapid detection and
enumeration of HAB-forming species. A monitoring program focused on HAB species
using molecular methods will allow analyzing several samples in a short period of time
without the need of phytoplankton taxonomy expertise. This document shows the main
activities developed and the results obtained to date. For the community analysis, the
following techniques were performed: single-strand conformation polymorphism coupled
to capillary electrophoresis (CE-SSCP); melting curve analysis (HRM), and probe design for
species-specific detection. With CE-SSCP methodology, 3 fragments were analyzed:
(I) V4 18S SSU, (I1) 288§ D1/D2 LSU, and (1II) D7 28S LSU. D7 fragment was the best option
in terms of resolution. For species-specific detection, we designed different hybridization
probes using ARB software. A set of species-specific probes to identify of Prorocentrum
rathymum, P. belizeanum, and P. maculosum were designed, as well as group-specific
probes for benthic and planktonic Prorocentrum. Additionally, the results obtained during
technical training on Fluorescence in situ hybridization (FISH) and microarrays are
shown here. Finally, the dissociation analysis showed similar results to those obtained with
CE-SSCP, in which the 18S V4 fragment presented multiple dissociation temperatures and
28S D2 did not have a sufficient resolution to distinguish among the analyzed species.

Keywords: dinoflagellates, molecular methods, harmful algal blooms
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Introduccion

La discoloracion de los cuerpos de agua, independientemente del organismo
causante, han sido denominadas mareas rojas las cuales han ocurrido
consistentemente a lo largo de la historia (Asai et al., 2003). Las mareas rojas
o Floraciones Algales Nocivas (FAN) son fendmenos bioldgicos que ocurren
de manera natural, como resultado de la combinacién de mecanismos fisicos,
quimicos y bioldgicos, como son: las surgencias, la influencia de vientos y
corrientes, la estratificacién de la columna de agua, los frentes de contacto entre
dos masas de agua de diferente densidad, la luz, la disponibilidad de nutrientes
(N,, O,, P) y elementos traza (Fe y vitaminas) y la salinidad o la temperatura,
6 por alteraciones de origen antropogénico (Sudrez & Guzman, 1998;
Alonso & Ochoa, 2004). El término “Floraciones Algales Nocivas” fue acufiado
por la Comisién Oceanografica Intergubernamental (COI) de la UNESCO
para designar las apariciones de un grupo heterogéneo de microorganismos,
que son percibidas como daiinas debido a sus efectos adversos en el ambiente,
repercutiendo directamente en la salud humana, en las actividades de acuicultura,
recreacion, turismo y en las poblaciones naturales de organismos marinos de
zonas costeras (Sar et al., 2002).

La relevancia del estudio de los eventos FAN, deriva del aumento registrado en
el nimero y frecuencia de los mismos en las diferentes zonas costeras del mundo
(Hallegraeff, 1993). En este contexto, se han enfocado esfuerzos al establecimiento
de sistemas de monitoreo ambiental y bioldgico en diferentes paises del mundo,
tanto para estudiar las relaciones entre variabilidad ambiental-presencia-
peligrosidad de los eventos, como para desarrollar una capacidad predicativa que
permita la toma oportuna de medidas preventivas y correctivas (Herrera, 2008).

Alolargo delalinea costeralos programas de monitoreo incluyen, en su mayoria,
dos aspectos principales: 1) la observacion bioldgica, en este caso se lleva a cabo
la identificacion y cuantificacién de especies de algas potencialmente toxicas asi
como el monitoreo del contenido de toxinas en moluscos, y 2) la medicién de
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parametros fisico-quimicos, temperatura del agua, salinidad, nutrientes, clorofila,
estratificacion del agua, corrientes, entre otros; todo esto con el proposito de
adquirir una capacidad predictiva de los eventos FAN (Andersen et. al., 2003). Sin
embargo, en términos reales, el establecimiento de los programas de monitoreo
presenta una fuerte problematica relacionada con la insuficiencia de equipo y
personal capacitado, lo que puede conllevar a un inadecuado monitoreo tanto de
los parametros ambientales como bioldgicos.

Empleando el método tradicional (colecta, fijacién, sedimentacién y
microscopia Optica, y en su caso, electronica), no es facil ni expedito identificar
especies formadoras de FAN en muestras del medio natural, ya que se requiere
de taxénomos expertos. Esto, conlleva un elevado consumo de tiempo vy,
desafortunadamente, no presenta suficiente resoluciéon para la identificacion
a nivel especie de todos los organismos formadores de FAN (Miller & Scholin,
1998). La baja resolucion de este método se debe a que muchas caracteristicas
taxonomicas solamente pueden ser reveladas mediante microscopia electrénica,
como tamafio y forma de la célula, posicion de cloroplastos, arreglo de placas y
complejos de poros apicales (Hallegraeff, 1993).

Adicionalmente, la identificacién y cuantificacién de las especies presentes
no es suficiente para estimar el potencial de riesgo, debido a que no todas
las cepas de la misma especie son tdxicas. Por ejemplo, el dinoflagelado
Alexandrium tamarense (John et al., 2003) y la diatomea Pseudo-nitzchia pungens
(Smith et al., 1990) presentan las variedades toxica y no toxica. Es importante
hacer énfasis en que cuando se presentan eventos FAN, el tiempo de identificacion
de las especies presentes en una muestra es un factor critico para minimizar el
impacto potencial en la salud publica. Para resolver este problema, se han hecho
varios estudios enfocados en el desarrollo de alternativas de identificacion de estos
organismos, destacando las técnicas moleculares, las cuales proveen a los ficologos
de una alternativa rapida, precisa y de facil implementacién (ver Herrera, 2008).
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Justificacion

En la actualidad, no existe un programa formal y bien establecido para el
monitoreo de eventos de Floraciones Algales Nocivas (FAN) en las costas de
Meéxico, la mayoria de los esfuerzos en este sentido se enfocan en la caracterizacion
taxondmica y recuento de los organismos presentes en las muestras. Estas
actividades conllevan tiempo y la necesidad de contar con taxénomos de
fitoplancton. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevas técnicas para la
rapida deteccion y enumeracion de especies formadoras de FAN. Un programa
de monitoreo de especies FAN utilizando métodos moleculares, permitira
acortar significativamente el tiempo de andlisis de las muestras y de obtencién de
resultados para la toma de decisiones ante una contingencia.

Como resultado de investigaciones realizadas en los ultimos cuatro afios, en el
laboratorio de Genética Molecular del CIBNOR se han disefiado métodos basados
en la caracterizacion de diversas regiones del ADN ribosomal de 14 especies de
dinoflagelados que se distribuyen en la region; tanto para la identificaciéon de
especies formadoras de FAN como para el estudio de comunidades de fitoplancton
(Herrera, 2008). El objetivo de este trabajo es presentar los avances relacionados
con el desarrollo de métodos moleculares para la identificacion de dinoflagelados
téxicos y nocivos, como propuesta para la deteccion temprana y el monitoreo de
microalgas nocivas en las costas de Baja California Sur.

Material y métodos

Las especies y cepas utilizadas para el desarrollo de este estudio fueron obtenidas
de la Coleccion de Dinoflagelados Marinos del CIBNOR (CODIMAR); sus
caracteristicas generales y condiciones de cultivo se presentan en la Tabla 1. Los
cultivos se mantuvieron en tubos de vidrio de 15 mL. El protocolo de extraccién
de ADN fue modificado a partir de Stoeck et al. (2007).
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Analisis de comunidades

Polimorfismo conformacional de cadena sencilla acoplado a electroforesis capilar
(CE- SSCP). El analisis de CE-SSCP se llevo a cabo empleando la metodologia
descrita por Delbes et. al. (2000), Ghiglione et. al. (2005) y West et. al. (2008). En
los analisis se incluyeron a las especies enlistadas en la Tabla 1. Se amplificaron las
regiones hipervariables V4 SSU (Elwood et. al., 1985); D2 y D7 (Herrera, 2008)
del LSU. Para amplificar la regién D2 se diseiié un nuevo cebador que flanqueara
esta region, utilizando el software ARB (Ludwig et. al., 2004). Todos los cebadores
con sentido F, fueron marcados en el extremo 5 con TET (Thermo Scientific
Biopolymers).

Tabla 1. Listado de especies y condiciones de cultivo.

Especie Clave Localidad Medl.o de T°C
cultivo

Ao Akashiwo sanguinea ASPV-1 BACO GSe 20+3
o* Alexandrium margalefii AMCQ-1 BACO GSe 2043
o* Ceratium balechii CBMV-; BAMAZ F/2+Se 20+3
o Cochlodinium polikrikoides CPPV-1 BAPAZ GSe 20+3
o* Coolia monotis CMHYV-1 CUBA F/2+Se 2543
* gymnodzmum catenatum GCCV-11 BACO GSe 20+3
Ao* . catenatum GCMV-2 BAMAZ GSe 20+3
. G. onyaulax spinifera GSCQ-1 GSe 20+3
o* Lingulodinium ﬁolg/edrum LPCQ-1 BACO GSe 2043
* Prorocentrum rhathymum PXPV-1 BAPAZ GSe 20+3
A* P rhathymum PXHV-1 CUBA F/2+Se 20+3
A* P. minitum PIPV-1 BAPAZ GSe 20+3
A P, belizeanum PBHYV-1 CUBA F/2+Se 25+3
A P. maculosum PMHV-1 CUBA F/2+Se 25+3
A P lima PLHV-1 CUBA GSe 20+3
* Protoceratium reticulatum PRPV-1 BAPAZ GSe 20+3

A = Especies empleadas para la amplificacion del fragmento 18S V4; « = especies empleadas para
la amplificaciéon del fragmento 28S LSU D2; * = especies empleadas para la amplificacion del
fragmento 28S LSU D7. Todos los cultivos con 28 dias de mantenimiento y 12 ciclos luz:obscuridad.
Fuente: (http://www.cibnor.gob.mx/eplant1.php?pagID=colecciones/codimar/codimar).

Deteccion especie-especifica

Diserio de sondas de hibridacion. Se amplificaron regiones especificas del
ADNr (SSU, ITS 1y 2, 5.8S, y LSU) para las especies presentadas en la Tabla 2
(Herrera, 2008), con la finalidad de obtener las secuencias necesarias y obtener un
adecuado disefo de cebadores, aplicables en las metodologias de WCH-FISH para
Prorocentrum rathymum, P. maculosum y P. belizeanum. El diseio de las sondas se
llevé a cabo utilizando el programa ARB (Ludwig et. al., 2004). La especificidad
de estas sondas fue probada utilizando el formato de microarreglo (proyecto
internacional MIDTAL, http://www.midtal.com).
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Hibridacién Fluorescente in situ (FISH). Se llevaron a cabo pruebas preliminares
paraestandarizar el manejo del método de FISH, utilizando la metodologia descrita
porTobeet. al. (2010). Lasespeciesincluidas en este andlisis pertenecen alos géneros
Prorocentrum y Heterosigma y forman parte de la coleccion de dinoflagelados
marinos (Tabla 2) del Marine Biological Association (MBA). Las sondas utilizadas
se presentan fueron DinoB (5-CCTCAAACTTCCTTGCHTTA-3) y Crypto B
(5-ACGGCCCCAACTGTCCCT-3’) (Marca Fluorescente 5’FITC).

Tabla 2. Listado de especies y condiciones de cultivo de las cepas depositadas en MBA.

E . al Medio de T Ciclos luz: Dias de
specie ave cultivo emperatura obscuridad mantenimiento
P. minimum 714 F/2+Se 20+3 12 28

P. minimum 698 F/2+Se 2043 12 28

P lima 558 F/2+Se 25+3 12 28

P lima 558C F/2+Se 2043 12 28

P. micans 97B F/2+Se 25+3 12 28

H. akashiwo 669 F/2+Se 2043 12 28

Andlisis de perfil de disociacion (High Resolution Melt-HRM-). El analisis de
HRM se llevé a cabo utilizando la metodologia descrita por Al-Kandari et al.
(2010). Se amplificaron las mismas regiones hipervariables (V4 SSU y D2 LSU)
utilizadas en la técnica CE-SSCP.

Resultados y discusion

Analisis de comunidades

CE-SSCP El principio tedrico de la metodologia de SSCP, es que una alteracién
en la secuencia nucleotidica, incluso el cambio de una sola base, puede afectar
el plegamiento de la cadena sencilla de ADN (ssADN), influenciando su
conformacion nativa y este cambio es detectable como un cambio en la movilidad
electroforética (Wu et. al., 2009). Nuestro objetivo fue desarrollar un estudio
preliminar para evaluar la eficiencia de CE-SSCP para resolver e identificar varias
especies de dinoflagelados cominmente presentes en costas mexicanas. Con
base en la tasa de evolucion del ADN ribosomal (ADNr), se seleccionaron tres
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regiones altamente variables de genes ribosomales para su evaluaciéon mediante
CE-SSCP, utilizando el ADN gendmico extraido de cultivos puros. Se probaron
tres diferentes regiones del ADNr: la region V4 del gen ARNr 18S (SSU) y los
dominios D2 y D7 del gen ARNr 28S (LSU). Debido a la alta variabilidad en la
composicion de las secuencias de nucledtidos de las regiones V4 18S y 28S D2,
esperdbamos encontrar un cambio drdstico en el patrén de migracion entre las
diferentes especies, sin embargo, bajo las condiciones utilizadas para el CE-SSCP
en este trabajo, no fue posible. Para la region V4, encontramos un complejo patrén
de picos y dado que las muestras ambientales suelen ser complejas, esta regién no
es apta para ser utilizada (Figura 1A).

En el caso de la regién D2, el patrén obtenido no permiten distinguir entre
las 7 especies, sélo Gymnodinium catenatum (GCMV-2) se resolvié de manera
eficiente. Aun cuando existen antecedentes de estudios sobre la alta variabilidad de
la LSU en el dominio D2, se obtuvo de baja resolucion con las especies estudiadas

(Figura 1B). Con respecto a la region D7, el electroferograma de los amplicones
(Figura 2) muestra un patrén en el cual todas las especies se distinguen facilmente.
Incluso, en el caso de P. rhathymum (cepas PXHV-1 y PXPV) no se revelaron
diferencias entre cepas, ya que la especie fue reconocida como un mismo pico,
mientras que en el caso de G. catenatum (cepas GCMV-2y GCCV-11) la presencia
de maltiples picos se observé para ambas cepas (conservando el mismo patrén de
picos), aun cuando las condiciones de amplificacion fueron optimizadas (datos no
mostrados). La eficiencia de resolucion obtenida para los 3 fragmentos analizados
en este estudio, pueden atribuirse a la influencia de los parametros que afectan los
resultados de CE-SSCP (Ren, 2000; Kourkine et. al., 2002).

Estos parametros son: 1) el tamafo y composicion de la secuencia del ADN,
2) la composicion del tampoén y el pH, 3) las matrices de separacion del ADN y
finalmente, 4) la temperatura. En lo que respecta al tamafio y composicion de la
secuencia del ADN, es definitivamente mas facil detectar mutaciones en algunas
regiones del gen que en otras, debido a los efectos de la secuencia de ADN sobre el
plegamiento de la cadena. Varias investigaciones han concluido que en la medida
que aumenta la longitud de los fragmentos de ADN, disminuye la sensibilidad
de deteccion de mutaciones mediante CE-SSCP (Ren, 2002). Un fragmento de
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150-250 pares de bases (pb) es conveniente porque los riesgos de errores
producidos por la PCR vinculados con el tamafio de amplificacion se reducen,
ademas, se reduce el impacto de los inhibidores y los errores de sintesis de la
ADN polimerasa (Zinger et. al., 2007). Con los cebadores utilizados, se generaron
productos de PCR de 350 (V4), 400 (D2) y 198 (pb) (D7) respectivamente,
siendo el fragmento mas pequenio (D7) el que proporcioné mayor eficiencia de
resolucion, suficiente para distinguir 12 diferentes especies de dinoflagelados,
mientras que los fragmentos V4 y D2 mostraron baja resolucion.
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3780-
25201
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.‘ |
Ol el o i
6240 7020

6300- B

5040-

3780-

2520-

1260-

~
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Figura 1. A = Analisis de CE-SSCP del fragmento de 350 pb del V4SSU para las especies A. sanguinea
(pico A) y G. catenatum (pico B). El tiempo de migracion (eje delas X) ylaintensidad de fluorescencia
(eje de las Y) se indican en tiempo y unidades relativas de fluorescencia, respectivamente. B = Perfil
de separacion CE-SSCP de productos de PCR de 400 pb del dominio D2 LSU en matriz polimero
convencional (POP-CAP). Pico A - G. catenatum (GCMV-2), Pico B - A. sanguinea (ASPV-1), Pico
C - C. monotis (CMHV-1), Pico D - A. margaleffi (AMCQ-1), Pico E - L. polyedrum (LPCQ-1),
Pico F - C. polykrikoides (CPPV-1), Pico G - C. balechi (CBMV-1) y Pico H - G. spinifera (GSCQ-1).
Tiempo de migracion (eje de las X) e intensidad de la sefial de fluorescencia (eje de las Y) se indica
en unidades de tiempo y unidades relativas de fluorescencia, respectivamente.

0
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Figura 2. Perfil de separacién de productos de PCR de 198 pb del dominio D7LSU en matriz
polimero convencional (POP-CAP). A = A. margaleffi (AMCQ-1); B = A. sanguinea (ASPV-1);
C = C. balechii (CBMV-1); D = C. polikrikoides (CPPV-1); E = C. monotis (CMHV-1);
F = P minimum (PIPV-1); G = P rhathymum (PXHV-1); H = P reticulatum (PRPV-1) e
I = L. polyedrum (LPCQ-1). Tiempo de migracion (eje de las X) e intensidad de la sefial de
fluorescencia (eje de las Y) se indica en unidades de tiempo y unidades relativas de fluorescencia,
respectivamente.

El contenido de GC de la secuencia de ADN también parece tener algiin impacto
en la facilidad de deteccion de mutaciones por CE-SSCP. Nataraj et. al. (1999)
reportaron que hay mayor sensibilidad de deteccién de mutaciones en fragmentos
con alto contenido de GC (60%) que en los fragmentos con una proporcién menor
(GC 40%), bajo las mismas condiciones del analisis. Probablemente, el mayor
numero de pares de bases GC proporciona conformaciones mas estables, debido
a la existencia de tres enlaces de hidrogeno por cada par de bases. Los fragmentos
analizados presentaron un contenido de GC de 49.2% para D7 y 43.4% para el D2.
Si consideramos que en un fragmento de 200 pb con una composicién de 50%
GC, la estabilidad de dicha secuencia sera mayor, debido a que se requiere mas
energia para desestabilizar la conformacién adquirida.

Conclusion y recomendaciones para CE-SSCP. 1) Bajo las condiciones empleadas
en este estudio, hemos conseguido un resultado exitoso de CE-SSCP para resolver
12 especies de dinoflagelados, utilizando como marcador molecular a la regién
D7. Sin embargo, el perfil de separacion de G. catenatum (en las condiciones

11
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experimentales) mostré multiples picos; 2) La resoluciéon de CE-SSCP podra
proporcionar una rapida vision general de la composicion de la comunidad de
dinoflagelados téxicos y nocivos en las muestras ambientales. En este contexto,
podriamos estimar la abundancia relativa de un grupo objetivo y su incremento
acelerado, obteniendo una sefal de alerta casi en tiempo real y 3) Tras su adecuada
estandarizacion y validacion, la técnica CE-SSCP puede mejorar las actividades
de monitoreo en los paises con limitados recursos financieros y técnicos como el
nuestro, en particular, para el analisis de las especies de dinoflagelados toxicos y
nocivos.

Identificacion especie-especifica

Disefio de sondas de hibridacion. Las sondas moleculares son fragmentos
de ADN producidos sintéticamente, que se unen selectivamente (hibridan) a
secuencias especificas complementarias del ADN o del ARN de un organismo
en particular (especie) o un grupo de especies (Anderson, 1995). En la Tabla
3 se muestran las caracteristicas generales de las sondas oligo nucleotidicas
disefiadas con el software ARB, funcion Probe Design. Una vez que las sondas se
disefiaron, se consider6 el nimero de disparidades (mismatches) con secuencias
no flanqueantes, asi como su posicion, al centro o en los extremos de la sonda.
La especificidad tedrica de la sonda fue obtenida utilizando la funcién Match
Function y se probd in vitro utilizando el formato de microarreglo del proyecto de
la unién Europea “MIDTAL Project”

Pruebas de especificidad de las sondas disefiadas utilizando el formato de
Microarreglo. Un microarreglo es un conjunto ordenado de genes en una
pequena superficie (10,000 muestras por cm?). Los microarreglos de ADN
son una nueva herramienta de la biologia molecular y las ciencias genémicas
(Ramirez et al., 2003). Esta tecnologia fue desarrollada por Brown & Botstein
(1999) para explorar los genomas de manera sistematica y comprensiva. El poder
y universalidad de herramientas como los microarreglos, deriva de su exquisita
especificidad y la afinidad del apareamiento de bases complementarias. En el
2008, el grupo internacional liderado por la Dr. Linda Medlin, puso en marcha el
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proyecto MIDTAL (MIcroarray for the Detection on Toxic Algae), el cual consiste
en producir un microarreglo universal para detectar microalgas tdxicas y sus

toxinas, a partir de extractos de microalgas de muestras naturales (Medlin, 2009).

Tabla 3. Sondas de hibridacion disefiadas para el grupo de Prorocentrales.

Especie Nombrey Secuencia

objetivo region

Prorocentrales grom FBSOL o G AUGCCCAGAUCAAGCCAGAUGCUC-3
benténicos gé%ro FBSO2 5 cCAACUAUCCCCAUUGACCAUUACC-3

P. maculosum P. macu S01
P, belizeanum SSU
P. macu D01

LSU
P. maculosum P macu D02
P, belizeanum P. beli S01

SU
Prorocentrales  Proro FPS01
plancténicos SSU

5-AUUUAUCGCCAGCGGACGCCAUACG-3’
5-UUCCCCGUUCAUUCGCGCAUUACUG-3’
5-UGGUGCCCUUUAUCCAAGAGGCCCGCACCUGC-3’
5-GAGAGCUGCAGAGUUGAA-3’

5- UUCAAGGCGUAAGCCUGCUUGAAAC-3’

PrathDOL o ) CAAGAAGCGCUGCAACCAGACAC-3

P rathymum LSU
Y P. rath D02 , ,
L 5. UGUGUCAGGGAAACGCCCAGUCACC-3

En el caso de la deteccidon de especies toxicas formadoras de FAN, se utilizan
sondas de hibridacion que ya han sido probadas en formato FISH; esta sondas
fueron adaptadas al formato de microarreglo para probar su especificidad. El
microarreglo MIDTAL esta compuesto por mas de 100 sondas especificas para
mas de 30 especies de microalgas toxicas (Chen et al., 2010). Para determinar
la especificidad de las sondas disefiadas en este trabajo (Tabla 3), estas se
imprimieron manualmente el microarreglo “MIDTAL Project” primera version.
De manera general, se puede destacar que después de una serie de lavados para
mejorar la especificidad de las sondas (45-60°C), no se observé reconocimiento
especifico ya que las sondas P. macu SO1, P. macu DO1, y P. beli S01 hibridaron
con ARN de Prorocentrum lima (Figura 3, lineas 3, 4y 6). Por ello, se recomienda
disefiar nuevas sondas para P. maculosum y P. belizeanum.
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Con respecto a las sonda para Prorocentrales plancténicos (Proro FPSO01,
Figura 3 linea 7) asi como aquellas para P. rathymum (P. rath D01 y P. rath D02,
Figura 3, lineas 8 y 9), es necesario probar su especificidad utilizando ARN de
algun Prorocentrum planctonico, como podria ser P. rathymum y/o P. minimum.
Cabe mencionar que la sonda “Prorocentrales benténicos” (FB02) fue incluida
en la nueva version del microarreglo MIDTAL 3.0. El monitoreo utilizando este
método permitira analizar un mayor numero de muestras en un menor periodo de
tiempo con una gran exactitud, sin la necesidad de contar con personal altamente
entrenado en taxonomia. Ademas ofrecera un andlisis cercano a lo que ocurre
en tiempo real en los ecosistemas, permitiendo asi tener un mejor conocimiento
de la ecologia de las especies FAN y proveera de un sistema efectivo de alerta
temprana (Medlin, 2009).

1. Proro FBS01

2. Proro FBS02
3. P.macu S01
4. P.macu D01
5. P.macu D02
6. P.beliS01

7. Proro FPS01

8. P.rath D01

9. P.rath D02

Figura 3. Imagen del lector de microarreglo de pruebas de especificidad de sondas para
Prorocentrales bentonicos y Prorocentrales planctdénicos. Las sondas fueron impresas manualmente
en el microarreglo en el siguiente orden: 1 = Proro FBSO1; 2 = Proro FBS02; 3 = P. macu SO1;
4 =P.macu DO1; 5 = P. macu D02; 6 = P. beli S01; 7 = Proro FPS01; 8 = P. rath D01 y 9 = P. rath D02.
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Conclusiones y recomendaciones para sondas de hibridacién. 1) La sonda
para los Prorocentrales bentdnicos present6 la suficiente especificidad para ser
incorporada en la version 3.0 del microarreglo MIDTAL; 2) Es necesario obtener
las secuencias completas de la SSU para el disefio de nuevas sondas, probarse en
formato de microarreglo y continuar con las pruebas de FISH y 3) Se llevaran
a cabo el andlisis de especies formadoras de FAN, utilizando la ultima version
del microarreglo y muestras naturales en las costas de Baja California Sur,
principalmente de la Bahia de la Paz.

Hibridacion fluorescente in situ de células completas (WCH-FISH). La
metodologia propuesta para llevar a cabo la identificacion especie-especifica es la
WCH-FISH (Whole Cell Hybridization-Fluorescence in situ Hybridization). En
esta técnica, la sonda penetra en la célula y se une selectivamente a la secuencia
blanco; se lava el exceso de la sonda y el complejo que se forma se detecta por
microscopia de fluorescencia. En formatos de WCH se han usado sondas dirigidas
a fragmentos especificos del LSU-ARNr para identificar y enumerar especies de
los géneros Alexandrium y Pseudo-nitzschia, obtenidos tanto de cultivos puros
como de poblaciones naturales (Scholin et. al., 1994; Miller & Scholin, 1998;
Scholin et. al., 1997, 1999). Una de las ventajas que presenta el método de WCH-
FISH es que las sondas utilizadas pueden adaptarse y usarse en microarreglos,
consiguiendo asi ser una excelente opcién para llevar a cabo un eficiente
programa de monitoreo (Medlin, 2009). En este trabajo, se realizé una estancia
para la estandarizacion de la técnica de hibridacion fluorescente in situ, en la que
se probaron dos sondas Clase-especifico vs. tres cepas pertenecientes al grupo de
los Prorocentrales, con la finalidad de determinar su especificidad; los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Especificidad de las sondas DinoB y Crypto B por FISH.

. Inespecificidad
Especie Cepa )
DinoB CryptoB
P. minimum 714 + +
P. minimum 698 + +
P lima 558 + +
P lima 558C + +
P. micans 97B + +
Heterosigma akashiwo 669 + +
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En la Figura 4 se presentan los resultados obtenidos con microscopia confocal
para P, lima (cepa 558) vslas sondas Dino By Crypto B. En estas imagenes se puede
apreciar la autofluorescencia de las muestras (4A), la deteccion de las sondas de
hibridacién (4B), y la imagen compuesta por la autofluorescencia de la muestra
mas la senal de la sonda de hibridacion (4C), asi como los resultados obtenidos
de la hibridacidon de la sonda DinoB vs la cepa 669, correspondiente a la prueba
de especificidad. Se puede observar que la autofluorescencia o fluorescencia
primaria de las muestras es elevada (dada por la presencia de pigmentos tales
como la clorofila); para disminuir este efecto se prob6 un mayor tiempo en la etapa
de fijacion de las muestras. La autofluorescencia de las muestras no disminuyo
totalmente, sin embargo, se obtuvieron mejores resultados consistentes con el
decremento de la autofluorescencia propia de las muestras cuando el periodo de
fijacion de las muestras se prolongo (resultados no presentados). Ademads, para
mejorar la especificidad de la sonda Crypto B, se increment6 5°C la temperatura
de hibridacién, sin embargo, no se logré mejorar la especificidad de la sonda
(resultados no presentados).

Conclusion y recomendaciones para FISH. 1) Las temperaturas de hibridacién y
lavado deben adecuarse a cada sonda que se disefie, ya que no se puede predecir
totalmente el comportamiento de las mismas y 2) El uso de microscopia confocal
permitié identificar la autofluorescencia de las muestras, siendo este uno de los
parametros mas importantes a considerar para mejorar la interpretacion de los
resultados. El entrenamiento en el manejo de esta técnica, en el Marine Biological
Association (MBA) comprendida en el periodo de Noviembre-Diciembre 2010,
fue llevado a cabo exitosamente, ya que se pudieron detectar puntos clave en la
metodologia de Hibridacion Fluorescente in situ.

Andlisis de perfil de disociacion (High Resolution Melt -HRM-). Bajo la premisa
de alta variabilidad de los dominios V4 y D2, estas regiones fueron amplificadas
por PCR en tiempo real y sometidas a analisis de disociacion utilizando la
metodologia de HRM. El principio tedrico en el que se basa esta metodologia,
es que la alteracion en una secuencia nucleotidica (causada por una mutacion)
puede afectar la temperatura de disociacion de la cadena de ADN, con variaciones
de 1a2°C, porlo que las diferencias son facilmente detectadas (Odell et. al., 2005).
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Figura 4. Fotomicrografias de P. lima 558 hibridado con Dino B (Fila 1), Crypto B (Fila 2) y sin
sonda (Fila 3). Heterosigma akashiwo hibridado con Dino B (Fila 4). Las fotografias de la izquierda:
autofluorescencia de la muestra, centro: deteccion de la sonda, y derecha: autofluorescencia + sefal
de la sonda.

Kubista (2008) propone wusar esta técnica en busqueda de SNP
(Single-Nucleotide Polymorphism), mapeo de ADN, busqueda de mutaciones,
analisis de microsatélites, identificacion de especies/taxonomia, entre otras. Con
referencia a su uso en taxonomia de organismos fitoplancténicos, esta técnica
se ha empleado para identificar y diferenciar algunas especies toxicas del género
Pseudo-nitzschia, en muestras ambientales de las costas de Catalufia (Andree
et. al., 2011). Al-Kandari et. al. (2010) emplearon esta metodologia para
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determinar si la especie Karenia mikimotoi que se encuentra en Europa,
es una especie introducida del Océano Pacifico, por otra parte, Granados-
Cifuentes & Rodriguez-Lanetty (2010) utilizaron esta metodologia para el
preciso y rapido genotipado de poblaciones monotipicas de Symbiodinium spp.

En este trabajo, nuestro objetivo fue determinar si mediante el uso de la técnica
HRM la resolucion de los fragmentos V4 SSU y D2 LSU podria incrementarse
para resolver e identificar entre varias especies de dinoflagelados. Utilizando
oligos universales para eucariontes (V4) se obtuvo un amplicén de 350 pb a
partir de ADN gendmico extraido de cultivos puros de P. belizeanum (PBHV-1),
P. minimum (PIPV-1), P. lima (PLHV-1), P. maculosum (PBHV-1) y P. rathymum
(PXHV-1). En el perfil de disociacion (HMR) se observan multiples picos de
fluorescencia, comparable para todas especies (Figura 5A).

Por otro lado, la regién variable D2 fue amplificada a partir de ADN genémico
de varias especies de dinoflagelados, generando en todos los casos amplicones de
389 pb. En la Tabla 5 y la Figura 5B se presentan las temperaturas de disociaciéon y
los perfiles de disociacién de cada una de las especies. En este caso, la temperatura
de disociacion de las 12 especies resulté muy similar, como en el caso particular
de Alexadrium margalefii (AMCQ-1) y Akashiwo sanguinea (ASCQ-1), quienes a
pesar de pertenecer a géneros con amplias distancias filogenéticas, presentan una
diferencia de disociacion de 0.03°C.

Generalmente, los diferentes productos de PCR tienen diferente temperatura
de disociacion, dependiendo de su relacion de GC/AT, tamafo, composicién de
secuencia y temperatura de corrimiento, entre otros (Ririe et. al.,, 1996; Talmi-
Frank et. al., 2010). Ademas, se recomienda utilizar fragmentos cortos (entre
100 y 300 pb) debido a que el tamafo del amplicén afecta considerablemente la
resolucion de esta metodologia. Bajo esta premisa, es posible identificar que estas
variables son las mismas que afectan la resolucion de la metodologia CE-SSCP, lo
cual refuerza la importancia del tamano del amplicén en la aplicacion de este tipo
de herramientas analiticas.
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Conclusion y recomendaciones para andlisis de perfil de disociacion (High
Resolution Melt -HRM). 1) Los resultados obtenidos mediante el andalisis HRM,
para el fragmento V4 SSU y para el D2 LSU son similares a los obtenidos con
CE-SSCP; 2) Se recomienda utilizar un fragmento de menor tamafo, como el
fragmento D7, para poder comparar los resultados obtenidos con CE-SSCP, asi
como las secuencias inter-transcritas 1 y 2 (ITS1 e ITS2) y 3) Esta metodologia
puede ser util para la discriminacion de especies pertenecientes al mismo género,
por lo tanto, los trabajos siguientes se enfocaran a la diferenciacion de especies del
género Prorocentrum.

dF/ /

Temperatura, * C

-dFidT

Temperatura, * C

Figura 5. A = Perfil de disociacion de HRM del fragmento V4 de P. belizeanum (sPBHV-1), P
minimum (sPIPV-1), P. lima (sPLHV-1), P. maculosum (sPBHV-1) y P. rhathynum (sPXHV-1).
B = Perfil de disociacion de HRM del fragmento D2 para las especies A. margalefii (sAMCQ-1), A.
sanguinea («ASPV-1), C. balechii (sxCBMV-1), C. polikrikoides («CPPV-1), C. monotis (®CMHV-1y

CMPV-1), G. catenatum (sGCCV-11y sGCMV-2), G. spinifera (sGSCQ-1), L. polyedrum (sLPCQ-
1), P. belizecanum (sPBHV-1), P. minimum(=PIPV-1), P. maculosum (-PMHV-1), P. reticulatum
(+PRPV-1) y P. rhathymum (sPXHV-1).
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Tabla 5. Analisis de disociaciéon HRM del fragmento D2.

Cepa Color Temperatura de disociacion
PICO 1 PICO 2 PICO 3
AMCQ1 B
ASCQ-1 87.05
CBMV-1 - 87.15
CMHV-1 86.85
CMPV-1 86.98
CPPV-1 - 86.95
GCCV-11 87.45
GCMV-2 82.88 83.6 87.45
GSCQ-1 87.32
LPCQ-1 87.12
PBHV-1 87.1
PIPV-1 87.17
PMHV-1 87.27
PRPV-1 87.23
PXHV1 I o

Hasta el momento, nuestra investigacion se encuentra en un punto intermedio
de desarrollo, ya que las primeras etapas que consideran el desarrollo y/o
identificacion de las herramientas mas utiles y resolutivas (dentro del contexto
de su facil implementacién en un pais con recursos econémicos limitados como
el nuestro), de alguna forma han sido alcanzadas y lo que resta por hacer es la
optimizacién de cada una de ellas y su evaluacién en muestras de campo, ademas
de mejorar el formato de presentacion, en vias de la generacion a largo plazo de
uno o varios kits para su aplicacion en actividades de monitoreo. Los resultados
obtenidos son prometedores, ya que la técnica HMR proporciona una resolucion
similar a la CE-SSCP, sin el requerimiento de un equipo tan complicado y costoso
como un secuenciador.

Por otra parte, estamos cada vez mas cerca de generar un cambio en la forma de
llevar a cabo el monitoreo, en donde los métodos convencionales se complementen
con herramientas moleculares que, como se ha visto, ofrecen una gran factibilidad
de implementacion, analisis simultaneo de un gran numero de muestras (de 1 a 96
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en una misma corrida), con una inversion de tiempo y esfuerzo menor, ademas
de facil interpretacion de resultados. Esta nueva estrategia permitird llevar a cabo
un analisis mas cercano al tiempo real del ecosistema (logrando profundizar en el
entendimiento de la ecologia de las diferentes especies presentes en eventos FAN)
y, finalmente, ofrecerd un sistema de alerta temprana para las costas de BCS,
permitiendo la posibilidad de establecer estrategias de mitigacion. Ademads, estos
métodos generan informacion complementaria (secuencias genéticas) las cuales
pueden ayudar a generar mds conocimiento en torno a la diversidad genética de
las especies formadoras de FAN.
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