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GLOSARIO

Fijacion: toda manipulacion sobre un ser vivo, o bien sobre parte de é€l, que tiene por
objeto mantener su arquitectura tanto estructural como quimica lo méas inalterada
posible, de tal forma que sus componentes celulares mantengan las mismas
caracteristicas que cuando dicho ser o tejido estaban vivos.

Florecimiento algal nocivo: es un incremento masivo en el nimero de células
fitoplancténicas que puede consumir el oxigeno o los nutrientes del agua,
indispensables para otros organismos, y asi afectar a la biota acuatica. También
pueden ocasionar dafos fisicos a otros organismos y/o causar intoxicaciones a
través de la produccidon de sustancias quimicas (toxinas), alterando la fisiologia de
los organismos afectados.

Fluorescencia: es un tipo particular de luminiscencia, que caracteriza a las
sustancias que son capaces de absorber energia en forma de radiaciones
electromagnéticas y luego emitir parte de esa energia en forma de radiacion
electromagnética de longitud de onda diferente.

Fluorocromo: moléculas quimicas que absorben luz a una determinada longitud de
onda y emiten a otra diferente. Se caracterizan por sus espectros de excitacion y de
emision.

Hibridacion: proceso por el cual se combinan dos cadenas de acidos nucleicos
antiparalelas y con secuencias de bases complementarias.

Hibridacion in situ: hibridacion de fragmentos marcados de ADN de una hebra o de
ARN con secuencias complementarias a ADN/ARN celular. Es una técnica que
detecta secuencias de acidos nucleicos en células, cromosomas o0 tejidos
preservados. Provee una visualizacion directa de la localizacion espacial de
secuencias especificas

Lisis: destruccion de una célula, normalmente por rotura de la membrana celular
mediante un agente especifico o un proceso fisico.

Sonda molecular: es un fragmento de ADN o ARN de pequefio tamafio usado en
biologia molecular como herramienta para detectar la presencia de ADN o ARN de
secuencia complementaria parecida o igual.

Tm: es la temperatura de desnaturalizacion, a la cual la mitad del ADN esta presente
en cadena sencilla (forma desnaturalizada).
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RESUMEN

El género Chattonella es un grupo de microalgas que poseen metabolitos
secundarios téxicos que afectan principalmente a los peces. Ya que carecen de una
estructura rigida que las proteja, son fragiles a los métodos tradicionales de
preservacion y fijacion. Aunado a ello, muchas de sus caracteristicas morfologicas
cambian bajo condiciones de estrés o con las condiciones de cultivo, dificultando su
identificacion por medio de la microscopia de luz. Una identificacion mas precisa se
logra con ayuda de técnicas moleculares, mediante el disefio de sondas que
permitan el reconocimiento de regiones especificas de ARNr; estas sondas unidas a
un marcador fluorescente permiten una identificacion mas facil mediante la técnica
de hibridacion fluorescente in situ (FISH), proveyendo de una herramienta util para el
monitoreo de florecimientos algales nocivos (FAN) de especies de Chattonella.
Debido a esta problematica se busca desarrollar sondas moleculares para la
cuantificacion e identificacién a nivel de especie de cepas de Chattonella, mediante
microscopia de fluorescencia. Asi se utilizaron las cepas CMPV-1, COPV-1 y
CSNAV-1 aisladas del Golfo de California, ademas se probaron cepas aisladas
provenientes de Japon y EUA. Para determinar cudl es el fijador més adecuado para
el FISH se probaron los fijadores: glutaraldehido, paraformaldehido, la combinacion
de ambos y alcohol salino. Para evaluar la lisis causada por efecto de la fijacion, se
contaron células antes y después de la fijacion. Las sondas se disefiaron a partir de
secuencias de la region 5.8S, ITS1 y SSU del ARNr de cepas aisladas del Golfo de
California, para poder diferenciar entre Chattonella subsalsa y Chattonella marina. El
paraformaldehido a una concentracion del 0.001% fue el fijador que presenté un
menor efecto de lisis. Las densidades celulares para CMPV-1, COPV-2 y CSNAV-1
fueron de 11570, 11170 y 15750 cel mL™ antes de ser fijadas (en vivo), y de 27750,
29400 y 59980 cel mL™ fijadas con paraformaldehido, respectivamente. Las sondas
Cm — 5.8S para C. marina y Cs-5.8S para C. subsalsa no lograron hibridar a ninguna
de las condiciones probadas. A diferencia de las sondas Csub-ITS y Csub-SSU
disefiadas para identificar a C. subsalsa para la cual si hubo una sefial de
fluorescencia, pero estas no fueron especificas ya que también hibridaron con cepas
de C. marina. La region ITS1-5.8S-ITS2 resulta no ser los suficiente variable como
para desarrollar sondas especificas para diferenciar especies de Chattonella. Con
base en lo anterior, se podria considerar el hacer el disefio de las sondas a partir de
secuencias que solo incluyan la region ITS2 y también el dominio hipervariable D2 de
la sub unidad grande (LSU) del ARN ribosomal ya que estas secuencias muestran
una gran variabilidad que permite diferenciar entre especies de Chattonella.

Palabras clave: Chattonella, fijacion, hibridacion, ARNr, sonda molecular, lisis
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ABSTRACT

The genus Chattonella is a group of microalgae with toxic secondary metabolites that
mainly affect fish. By lacking a rigid structure for protection, they appear fragile to the
traditional fixation and preservation methods. Moreover, many of their morphological
characteristics change under stress or culturing conditions, causing difficulties in the
species identification with light microscopy. A more accurate identification can be
accomplished using molecular tools through the design of probes that allow
recognition of rRNA specific regions; these probes, together with a fluorescent
marker, enable an easier identification by fluorescence in situ hybridization technique
(FISH), providing a useful tool for monitoring harmful algal blooms (HAB) caused by
these species. Due to this identification and preservation problems, development of
molecular probes for the quantification and identification to species level of
Chattonella strains using fluorescence microscopy is pursued in this research. The
strains CMPV-1, COPV-1, and CSNAV-1 isolated from the Gulf of California were
used; additionally, isolated strains from Japan and USA were tested. Determination of
the most suitable fixation method for FISH was done testing the following fixatives:
glutaraldehyde, paraformaldehyde, the combination of both, and saline ethanol. To
evaluate lysis caused by the fixation effect, cells were quantified before and after
fixation. Probes were designed from the 5.8 S rRNA region sequences obtained from
isolated from the Gulf of California to discriminate between Chattonella subsalsa and
Chattonella marina. Fixation with paraformaldehyde (0.001% concentration) showed
the lowest lysis effect. The cell densities for CMPV-1, COPV-2, and CSNAV-1 were
11570, 11170, and 15750 cell mL™ respectively before fixation done (live cells), and
27750, 29400, and 59980cell mL™* when preserved with paraformaldehyde. The
probe Cm — 5.8 S for C. marina and Cs-5.8 S for C. subsalsa did not accomplish
hybridization with none of the proven conditions. In contrast, probes Csub-ITS and
Csub-SSU designed to identify C. subsalsa presented a fluorescence signal,
however, it resulted in non-specific species probe given that it also hybridized with C.
marina strains. The region ITS1-5.8 S-ITS2 is not variable enough to develop specific
probes for the discrimination of Chattonella species, the design of probes from
sequences that only include ITS2 region could be considered in further investigations,
as well as the hypervariable dominion D2 of large sub-unit (LSU) rRNA given these
sequences show greater variability that could allow discriminate between Chattonella
species.



1. INTRODUCCION

Los reportes sobre incidencias de florecimientos algales nocivos (FAN) ha
tenido un incremento a nivel mundial. Dichos eventos han tenido un impacto negativo
en la acuacultura, pesquerias y turismo; asi como en el ambiente y la salud publica
(Chen et al., 2008). Aunado a lo anterior, se ha observado que hay una aparente
ampliacion del rango geogréfico tanto regional como a escala mundial de ciertas

especies nocivas del fitoplancton (Walsh et al., 1998; Band-Schmidt et al., 2003).

Por esta razébn en muchas regiones del mundo se han implementado
programas de monitoreo para proteger la salud publica principalmente y reducir las
pérdidas econdmicas que ocasionan dichos florecimientos en diversos sectores de la
sociedad (acuacultura, pesca, turismo y salud publica). Estos programas ofrecen un
aviso acerca de un potencial florecimiento y su vez provee mayor informacion sobre
el conocimiento de la dindmica local del fitoplancton toxico en la zona (MacKenzie et
al., 2004, Karlson et al., 2010).

La identificacion de especies toxicas 0 no tdxicas mediante microscopia de luz
y por microscopia electrénica es un trabajo minucioso y que requiere de mucho
tiempo la mayoria de las muestras son enviadas a laboratorios especializados donde
el fitoplancton es identificado y cuantificado por especialistas. El enviar y procesar las
muestras crea retrasos en alertar a los acuacultores de un potencial florecimiento
algal nocivo. Un problema comun pasa cuando la especie de interés es solamente un
componente minoritario de la comunidad; otro es no poder diferenciar entre especies
0 cepas porque son muy parecidas morfologicamente. La identificacion puede
realizarse en menor tiempo y también ser mas precisa, diferenciando entre familias,
géneros y especies con ayuda de técnicas moleculares lo que permitiria hacer un
diagnéstico mas rapido y certero (Walsh et al., 1998; Anderson et al., 1999; Chen et
al., 2008).



Desde hace tiempo se han realizado estudios filogenéticos moleculares,
utilizando las secuencias de la familia de genes del ARN ribosomal (5.8S, 18S, 28S)
y la region del espaciador interno transcrito 1y 2 (ITS1 e ITS2), mediante el uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la cual ha sido util para poder discernir
sobre la taxonomia a nivel intraespecifico y niveles taxonémicos mayores.
Considerando el uso de marcadores genéticos basados en datos filogenéticos
moleculares, es posible disefiar sondas que permitan el reconocimiento de regiones
especificas de ARNr de una amplia variedad de microorganismos; de tal forma se
pueden identificar grupos de diferentes niveles taxondémicos o ser selectivas a nivel
de identificacion de especies. Cuando estas sondas se unen a un marcador
fluorescente, el organismo blanco puede identificarse facilmente mediante la técnica
de hibridacioén fluorescente in situ (FISH) la cual se ha utilizado para la deteccién de
algunas especies de microalgas, representando una técnica Util para el monitoreo de
los florecimientos algales nocivos (Scholin et al., 1994; Miller & Scholin, 1998; Hosoi-
Tanabe et al., 2006).

El fundamento de la técnica FISH se basa en el principio general de la
hibridacién de &cidos nucleicos, la sonda se une a un blanco especifico del ARN
ribosomal de las células, resultando en un marcado brillante del alga entera por la
gran cantidad de ribosomas objetivo dentro de la célula. La unién de la sonda al
acido nucleico se detecta mediante microscopia de epifluorescencia a una longitud
de onda determinada por el fluorocromo utilizado para el marcaje de la sonda. Las
condiciones del ensayo como son la concentracion de formamida, la temperatura y el
tiempo de hibridacion deben optimizarse para favorecer la emision de una sefal
fuerte de fluorescencia (Metfies et al., 2006; Tobe et al., 2010).

Un aspecto fundamental para la utilizacion de FISH es la técnica utilizada para
la fijacion de la muestra, ya que la fijacion de la misma ademas de preservar la forma
de la célula, reduce la autofluorescencia y favorece la permeabilidad de la membrana
celular (Metfies et al., 2006; Katano et al., 2009; Tobe et al., 2010).



Las especies del género Chattonella son productoras de ictiotoxinas;
principalmente sustancias hemoliticas, compuestos hemoaglutinantes y metabolitos
tipo brevetoxinas. Ademas poseen especies reactivas de oxigeno (ROS), que
incluyen peroxido de hidrégeno, el anién superoxido y radicales hidroxilo, asi como
acidos grasos poliinsaturados libres de cadena larga (Oda et al., 1994; Tanaka et al.,
1994; Ishimatsu et al., 1996; Twiner & Trick, 2000; Kim et al., 2001). Las especies de
este género tienen una distribucion en zonas tropicales, subtropicales y templadas, y
debido a esto han causado dafios en la industria pesquera de E.U.A., India, China,
Brasil y sobre todo en Japdn y Australia, paises que han tenido pérdidas importantes
en la industria de la acuacultura (Imai et al., 1998; Marshall & Hallegraeff, 1999;
Tiffany et al., 2001; Imai & Yamaguchi, 2012).

La fijacion celular es una técnica basica e importante para el estudio de las
microalgas, fijadores como el formol, glutaraldehido y la solucion de lugol han sido
utilizados ampliamente para estos fines (Katano et al., 2009). La membrana celular
de especies del género Chattonella posee un glicocalix en la superficie que al
carecer de una estructura rigida que las proteja las hace muy fragiles a los métodos
tradicionales de recolecta y a la preservacion, lo que en algunas ocasiones las
destruye y deforma debido a los cambios osméticos producidos durante el proceso
de fijacion, dificultando su identificacion por medio de la microscopia de luz. (Bravo-
Sierra, 2004; Katano et al., 2009).

Consecuentemente existe una confusion considerable en lo que respecta a la
taxonomia del grupo y en algunos casos se han asignado a otras clases de algas. En
el caso del género Chattonella su pared celular fragil y otras caracteristicas
morfolégicas cambian en condiciones de estrés y/o bajo las condiciones de cultivo
(Hallegraeff & Hara, 1995; Band-Schmidt et al., 2004; Hosoi-Tanabe et al., 2006).
Aunado a esto, durante su ciclo de vida presentan diferentes formas, en el caso de
Chattonella marina, durante la fase de crecimiento exponencial generalmente tiene
una forma ovoide y en la fase estacionaria presenta una forma mas alargada,

dificultando su identificacién a nivel de especie (Gall et al., 2008).



El desarrollo de sondas moleculares que permitan una identificacion precisa
de especies de Chattonella en complemento con la identificacion por microscopia de
luz, ayudard a implementar programas de monitoreo especificos para este grupo
fitoplanctonico y contribuir a un mayor conocimiento sobre la dinamica y los factores

que favorecen su proliferacién en diversos ambientes marinos.

2. ANTECEDENTES

2. 1. Estudios sobre Chattonella en México

En México los estudios sobre las especies de Chattonella se han enfocado
principalmente en los registros de florecimientos; los cuales se han enfocado en un
principio a la identificacion y recuento de las especies, y la relacion que presentan

con las condiciones hidrograficas presentes.

En el Golfo de California recientemente se han tenido incidencia de especies
del género Chattonella que, en algunos casos, han causado la mortandad de peces.
En las costas de Sonora se observdo mortandad de peces y algunas especies de
almejas y pepinos de mar asociadas a un florecimiento de Chattonella marina y C.
ovata en el 2003 (Barraza-Guardado et al., 2003). Ademas, se tiene el primer registro
de Chattonella marina dentro de la Bahia de La Paz en 2005, en el cual se reportaron
densidades entre 1.9 a 3.5 x 10° cel L™ (Band-Schmidt et al., 2005). En Sinaloa se
tienen dos registros de floraciones, uno en la Bahia de Navachiste en el que se
observé a Chattonella subsalsa y un segundo florecimiento a lo largo de la costa del
estado por Chattonella marina y C. ovata ocasionando una mortandad de peces de

entre 12 y 15 toneladas (Cortés-Altamirano et al., 2006; Martinez-Lopez et al., 2006).

No solo en el Golfo de California se ha registrado la presencia de estas
especies, también se han reportado en el Golfo de México y en costas del Pacifico
acompafadas de Fibrocapsa japonica y Heterosigma akashiwo, especies
pertenecientes a la Clase Raphidophyceae, misma a la que pertenece Chattonella
(Band-Schmidt et al., 2004; Rodriguez-Palacios et al., 2011).



Si bien se ha observado la presencia de Chattonella a lo largo del Golfo de
California formando florecimientos, es una especie que se encuentra con
abundancias altas durante Abril y Mayo y se ha registrado su presencia hasta
octubre con densidades menores a las de primavera (Géarate-Lizarraga et al., 2005).
También se ha reportado un florecimiento multiespecifico en la Bahia de La Paz
dominada por Chattonella spp. en enero, mes para el que no se tenia reporte de
presencia de este género en afos anteriores (Verdugo-Diaz et al., 2013). Ademas,
no es raro el que las especies de este género se encuentren asociados a otros
grupos del fitoplancton; en este sentido se ha reporto un florecimiento en la que co-
ocurrieron Gymnodinium catenatum y Chattonella marina, habiendo una dominancia

de esta ultima sobre el dinoflagelado (Lépez-Cortés et al., 2011).

Recientemente se confirmé la presencia de Chattonella subsalsa, C.marina, y
Fibrocapsa japonica en las costas del Golfo de California mediante el uso de genes
ribosomales y del gen COI, ademas de que las cepas del Golfo presentan el radical
superoxido y peroxidacion lipidica. Ademas tienen la composicion tipica de acidos
grasos de la clase Raphidophyceae y la produccion de un compuesto parecido a la
brevetoxina (Band-Schmidt et al., 2012).

Se comprobdé el potencial ictiotoxico en las fases iniciales de Paralabrax
maculatofasciatus, demostrando que son altamente sensibles a la exposicién a
cepas de Chattonella en un tiempo corto, ademas de que no es necesario una
exposicion directa para causar la mortalidad de las larvas, y el efecto toxico es mayor
cuando los embriones estan recién eclosionados (Pérez-Morales et al., 2014).



2. 2. ldentificacion de especies de Chattonella mediante el uso de técnicas

moleculares

Debido a los problemas de la identificacion por medio de microscopia de luz
se ha tenido el interés en desarrollar técnicas que permitan tener una rapida y certera
identificacion de las especies de Raphidophyceae; ademas, se propone que se haga
una revision taxonémica del género Chattonella debido a que las secuencias de ADN
ribosomal no son lo suficiente variables para separar en especies distintas a C.
marina, C. antiqua y C. ovata (Edvardsen & Imai, 2006).

En un principio se utilizaron los anticuerpos monoclonales para diferenciar
entre Chattonella marina y C. antiqua (Hiroishi et al., 1988), no asi con el perfil de
acidos grasos y esteroles que si bien puede separar entre Heterosigma y
Chattonella, no son lo suficientemente especificos para poder distinguir entre C.

marina y C. antiqua (Marshall et al., 2002).

La familia de genes del ARNr ha sido utilizada para estudios filogenéticos de
Chattonella, asi como para la revisibn completa de la clase Raphidophyceae,
observandose que Chattonella marina, C. antiqua y C. ovata tienen secuencias
idénticas (Bowers et al., 2006; Hosoi-Tanabe et al., 2006). El gen COIl y el gen rbcL
también han sido utilizados para el desarrollo de microsatelites, asi como para hacer
la revision taxondmica del género, con la cual se propone una nueva clasificacion, en
donde C. ovata y C. antiqua pasan a ser variedades de C. marina, debido a la
similitud de sus secuencias y sus caracteristicas morfologicas (Kamikawa et al.,
2007; Demura et al., 2009).

Las técnicas moleculares basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) han sido de las mas utilizadas. E. gr., la técnica del PCR en tiempo real para
la identificacion y cuantificacion de muestras de campo de las especies Chattonella
subsalsa y Heterosigma akashiwo pudiendo diferenciar entre ambas especies
(Coyne et al., 2005); también por medio de la misma técnica se buscéd la

cuantificacion simultanea de H. akashiwo, C. verruculosa y C. subsalsa (Handy et al.,



2005). Asimismo, se ha utilizado de la técnica de PCR en tiempo real a partir de
muestras de cultivos de C. subsalsa, C. marina, H. akashiwo y Fibrocapsa japonica
(Bowers et al., 2004). ElI PCR de una célula (single cell-PCR) se ha utilizado para la
deteccion de especies de rafidoficeas Heterosigma akashiwo, C. marina y C. ovata,
para emplear esta técnica no se requiere una biomasa grande de la especie objetivo

para su identificacion (Kai et al., 2006).

2. 3. Uso de la Hibridacion Fluorescente In Situ en fitoplancton

La técnica de la hibridacion fluorescente se ha utilizado principalmente para
distinguir e identificar grupos del fitoplancton que se caracterizan por comprender
especies que son similares morfologicamente y en donde su discriminacion por
medio de la microscopia de luz es dificil. Esta se caracteriza por preservar intacta la
célula, al contrario de otras técnicas moleculares que solo es necesario el material
genético, ya que la hibridacion se lleva a cabo (in situ) dentro de la célula (Anderson
et al., 2005; Metfies et al., 2006).

El poder discriminar entre especies morfolégicamente parecidas permite
distinguir entre especies que pueden producir toxinas y otras que no tienen un efecto
téxico. Como en el caso de las diatomeas del género Pseudo-nitzchia, ya que
algunas de las especies producen acido domoico (Bates & Douglas, 1993; Lundholm
et al., 1994). Asi, se han desarrollado sondas especificas a partir de la sub unidad
grande (LSU) del ARN ribosomal para la identificacion de Pseudo-nitzchia australis,
la cual es potencialmente toxica y poder asi diferenciarla de sus congéneres en
muestras de cultivo; se ha observado que la sonda disefiada si diferencia a P.
australis de las demas especies (Scholin et al., 1996). No obstante, en algunos
casos las sondas disefiadas no resultan ser lo suficientemente especificas como
para poder discriminar entre especies, una sonda disefiada para diferenciar a P.

subpacifica reacciond con cepas de P. fraudulenta y P. heimii; de igual manera, la
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sonda disefiada para P. pungens no pudo distinguir cepas de la misma especie
(Miller & Scholin, 1998).

Esta misma problematica existe con dinoflagelados del género Alexandrium;
las especies Alexandrium tamarense, A. fundyense y A. catenella son similares
morfoldégicamente y algunos autores los agrupan en el “complejo tamarense”, y
existiendo ademas diferencias geograficas en las secuencias del ARN ribosomal
(Scholin et al., 1994; Scholin et al., 1995).

Aunado a lo anterior se han desarrollado sondas que permiten distinguir entre
las distintas especies y sondas para la identificacion de A. fundyense, ademas del
uso de anticuerpos para utilizarlos en distintas etapas de crecimiento (Anderson et
al., 1999). También se han disefiado sondas para identificar a A. tamarense y A.
catenella, determinando que las sondas disefiadas para estas especies si son
especificas, al demostrar que no tienen reaccion con otras especies del mismo
género (Sako et al., 2004). Dado que se puede distinguir una diferencia geografica
con las secuencias de ARN ribosomal, se han hecho sondas que permiten distinguir

cepas de distintas areas geograficas (John et al., 2005).

Para Raphidophyceae también se han desarrollado sondas moleculares que
permitan una deteccion rapida de las especies, ya que se han asociado a
mortandades de peces. Se han disefiado sondas a partir de la sub unidad grande
(LSU) del ARN ribosomal para la deteccién de Fibrocapsa japonica y Heterosigma
akashiwo y asi facilitar la identificacién, dada la fragilidad que tienen estas especies
(Tyrrell et al., 2001). Ademas de estas sondas, también se disefiaron unas a partir de
la sub unidad chica y de la region ITS1 solamente para la deteccion de Heterosigma
akashiwo en cepas de Corea, teniendo una eficiencia de entre el 70 y 80% en la
deteccion de las cepas en todo su ciclo de crecimiento (Chen et al., 2008).



3. HIPOTESIS

Dado que las regiones del ARN ribosomal son lo suficientemente variables
para diferenciar entre especies, el desarrollar sondas moleculares a partir de las
regiones 5.8S, ITS1 y SSU del ARNr y por medio de la hibridacion fluorescente in
situ permitira distinguir entre las especies Chattonella marina y Chattonella subsalsa,

facilitando su identificacion y cuantificacion.

4. OBJETIVO

Desarrollar sondas moleculares para la identificacion y cuantificacion de

especies de Chattonella mediante la hibridacién fluorescente in situ.

4. 1. Objetivos particulares

Seleccionar un fijador que permita mantener la forma de la célula y la

permeabilidad de la membrana para las cepas de Chattonella.

Desarrollar una sonda molecular a partir de secuencias de la regién ITS1-
5.8S-ITS2 del ARNr de las cepas de Chattonella del Golfo de California para su

identificacion y cuantificacion.

Optimizar las condiciones de temperatura y tiempo de hibridacion para

favorecer una emisién de fluorescencia definida.



5. MATERIAL Y METODO

5. 1. Cepas

Se utilizaron las cepas COPV - 2 aislada de Bahia de La Paz y CMCV -1
aislada de Bahia Concepcion, las cuales corresponden a la especie Chattonella
marina. La cepa CSNAV — 1 de Bahia Navachiste, México la cual esta identificada
como Chattonella subsalsa.

Ademas de estas cepas de México, se utilizaron cepas de la C. subsalsa de:
Florida Cha9706-1, California Cha9706-1 de E.U.A. y una de Singapur Cha0409-1.

Ademas se utilizé una cepa de C. antiqua de Japén Cha0605-1.

5. 2. Medio de cultivo

Las cepas se mantuvieron en medio GSe (Blackburn et al., 2001). Este medio
consiste en una solucién de nutrientes (nitratos y fosfatos), vitaminas, metales traza y

extracto de suelo, adicionados en agua de mar previamente filtrada y esterilizada.

5. 3. Condiciones de cultivo

Las condiciones de los cultivos fueron: temperatura de 24°C = 1°C, con un
ciclo de 12:12 horas de luz:oscuridad, con una irradiancia de 150 umol m?s™y una
salinidad de 34 ups. Las cepas se mantuvieron en tubos de 50 mL con 20 mL de

medio.
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5. 4. Prueba de fijacion

Los fijadores a probar fueron glutaraldehido (GA), paraformaldehido (PFA), la
combinacion de ambos (GA/PFA) y una solucion de etanol salino. Para hacer la
solucion stock de paraformaldehido al 10% se calentdé agua destilada a 65°C en una
plancha con un agitador magnético; una vez caliente el agua se le afiadio el
paraformaldehido en polvo, durante la agitacion se le fueron agregando unos
mililitros de NaOH (10 M) hasta que se disolviera el paraformaldehido; ya disuelto se
hizo una dilucion para tener una concentracion final al 1%. La solucion stock fue
congelada a -18°C. Se utiliz6 una soluciébn de glutaraldehido al 25% para
microscopia electrénica (Sigma — Aldrich), de la cual se hizo la disolucion para tener
la concentracion al 1%. Se utiliz6 una solucién amortiguadora de Hepes (30 mM) en
la que se hizo la dilucién del glutaraldehido, paraformaldehido y la combinacién de
ambos (Katano et al., 2009).

La solucion de etanol salino se prepar6 a 22:5:3 volimenes de etanol al 96%,
agua destilada y solucién amortiguadora SET 25X (3.75 M NacCl, 0.5 M Tris/HCl y 25
mM EDTA, pH 7.8) respectivamente, se procuré que antes de adicionar el EDTA se
tuviera un pH 8 ajustandolo con NaOH 10 M (Tdbe et al., 2010).

Antes de evaluar el efecto de los fijadores en las células, se determiné primero
la concentracion necesaria del fijador para cada muestra; para esto se fueron
agregando alicuotas una mayor a una menor concentracion de cada uno de los
fijadores. Las cepas se cultivaron hasta la fase exponencial de crecimiento, en ella
las células presentan la morfologia caracteristica de cada especie. Las
concentraciones a probar fueron: 1%, 0.05%, 0.02%, 0.01%, 0.005%, 0.002% vy
0.001% de cada uno de los fijadores. Las muestras se mantuvieron por una hora con

cada fijador y entonces se hicieron observaciones al microscopio.

Para este caso se realizO una evaluacion cualitativa, observando
principalmente que la membrana celular no estuviera rota, que la célula conservara la

forma caracteristica de la especie y la presencia del flagelo. Se buscé que la
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totalidad de las células tuvieran las caracteristicas anteriores. Se realizé un registro

con una camara ScopePhoto 3.0.

Después de obtener la concentracion adecuada, se evaluo la lisis celular por
efecto de la fijacion realizando conteos antes (células vivas) y después de fijar las
células. Los conteos se hicieron a los 9 dias de crecimiento, tiempo en el cual se
encuentran en la fase exponencial de crecimiento para cada una de las cepas. Se
tomaron dos mililitros de muestra y se hizo una dilucién 1:50, se les adicioné la cada
uno de los fijadores elegidos ajustados a la concentracion establecida anteriormente
y se dejaron reposar durante una hora. Los conteos se realizaron por triplicado en
una camara de Sedgewick — Rafter. También se realiz6 una comparacion con
conteos utilizando lugol como fijador, el cual es usado habitualmente para fijar

muestras de fitoplancton.

Los conteos se graficaron observar las diferencias en los conteos y se hizo un
analisis de varianza para determinar si hay diferencias significativas entre los

fijadores y los conteos en vivo, con el programa SigmaPlot 11.0

5. 5. Disefio de las sondas

Las sondas se disefiaron a partir de secuencias de la region 5.8S del ARN
ribosomal del género Chattonella. Las secuencias utilizadas corresponden a cepas
de Chattonella aisladas del Golfo de California, E.U.A. y Japén las cuales se
encuentran depositadas en la base de datos de GenBank. Se buscé que las

secuencias fueran especificas para Chattonella marina y para C. subsalsa.

Las secuencias fueron alineadas con el programa Mega 5.1 utilizando clustal
W, esto con el fin de obtener una secuencia consenso la cual fue utilizada para el

disefio del oligonucleotido, la alineacion fue revisada a mano.

La sonda se diseiio con el programa Primer3 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/),la

secuencia consenso obtenida de la alineacion se introdujo al programa. Para el
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disefio se consideraron las siguientes caracteristicas: tamafio de la sonda de 20
bases, porcentaje de guaninas (G) y citosinas (C) del 50%, una Tm (temperatura de
fusidén) 60°C. Las demas opciones presentes en el programa no se modificaron. El

programa genero cuatro pares de oligonucledtidos.

Para comprobar cual de los oligonucleédtidos disefiados resultaba especifico
para C. marina y C. subsalsa, se compararon los 8 oligonucleotidos en la base de
datos del GenBank mediante el programa BLAST (Basic Local Aligment Search
Tool). Este programa hace una busqueda en toda la base de datos, para que un
oligonucledtido sea seleccionado habria de tener una similitud del 100% de la

secuencia y un valor de E cercano a cero.

También se realizo el disefio de las sondas a partir de secuencias de la regiéon
ITS-1 - 5.8S — ITS-2 del ARN ribosomal en ambas especies utilizando el programa
CLC Main Workbench 6.8.4. Para este caso se construyo0 la estructura secundaria de
la secuencia mediante el método de minima energia libre (Zuker, 1989). El disefio de
la sonda se hizo con base en las partes exteriores de la estructura secundaria (fig. 1),
las cuales son las zonas con una mayor variabilidad. Las caracteristicas que se
indicaron en el programa fue que tuvieran una longitud de entre 18 — 20 bases y una
temperatura de fusion entre 48 — 58°C, buscando que solo disefara el
oligonucledtido reversa. Se hizo el mismo procedimiento en BLAST descrito
anteriormente para encontrar la secuencia que fuera lo mas especifica para cada una

de las especies.
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Secondary structure: AG = -204.5kcal/mol

A

sitio seleccionado para
el disefio de la sonda

Secondary structure: AG = -199.4kcal/mol

@ sitio seleccionado para
el disefio de la sonda

Figura 1. Estructuras secundarias de secuencias de la region ITS-1 - 5.8S - ITS-2
del ARN ribosomal de A)Chattonella marina y B)Chattonella subsalsa.
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Por otra parte se hizo el disefio de una sonda para Chattonella subsalsa a
partir de la region 18S del ARN ribosomal en el programa CLC Main Workbench
6.8.4. Primero se realizé la alineaciéon de secuencias que correspondieran a esta
region para obtener la secuencia consenso; una vez obtenida la secuencia consenso
que es de 1,800 pares de bases, se seleccion6 un fragmento de 350 pares de bases,
tomando en cuenta los oligonucledtidos Cs 1350F y Cs 1750R (tabla 1); este
fragmento corresponde a la zona variable de la regién 18S (Coyne et al., 2005). A
partir de este fragmento se disefiaron los oligonucledtidos utilizando las

caracteristicas mencionadas anteriormente.

Tabla I. Oligonucleétidos seleccionados para el disefio de la sonda de Chattonella
subsalsa.

ADN objetivo Clave Secuencia (5 - 3’)
Chattonella subsalsa 18S ADNr Cs 1350F CTAAATAGTGTGGGTAATGCTTAC
Cs 1750R GGCAAGTCACAATAAAGTTCCAA

Ademéas de las sondas disefladas, se utilizaron las sondas UniC (5
GWATTACCGCGGCKGCTG-3') como  control positvo 'y  UniR  (5-
CAGCMGCCGCGGUAAUWC-3') como un control negativo (Embley et al., 1992).

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por la empresa Macrogen, realizando
una sintesis automatica mediante el Mermade 192 (Bioautomitation E.U.A.) y una
purificacion PAGE, marcandose la region 5 con un flurocromo FAM (6 —
carboxifluoresceina), con una longitud de onda (A) de excitacion a los 492 nmy una

emision a los 518 nm de longitud de onda.
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5. 6. Hibridacion fluorescente in situ

Las sondas se prepararon a una concentraciéon de 1 nmol pL™, posteriormente
se hizo una dilucion con TE (TrisHCI, EDTA) para obtener una concentracion final de
200 ng pL™, se hicieron alicuotas y se congelaron. Se trabajé con un buffer de
hibridaciéon SET 5X (3.75 M NaCl, 0.5 M Tris HCIl y 25 mM EDTA, pH 8), y el buffer
de lavado SET 1X.

Las muestras se fijaron con paraformaldehido a una concentracion de 0.001%
y de 1%, y también con etanol salino al 25%, se utilizaron alrededor de 2 mL de
muestra y se dejaron reposar una hora, después se hizo una dilucion 1:50 con medio

GSe para tener una concentracion celular de alrededor de 300 cél mL™.

Se filtraron 2 mL de la muestra diluida a través de un filtro de policarbonato de
0.4 um de tamafo de poro, los filtros se pusieron en un portaobjetos. Para llevar a
cabo la hibridacion las membranas se cubrieron con 80 pL del buffer de hibridacion el
cual contenia las sondas a probar y formamida, los portaobjetos con los filtros fueron
puestos a incubar. Las temperaturas de hibridacién y lavado asi como los tiempos de
hibridacién fueron optimizados para tener una fluorescencia especifica intensa y
remover la sefial no especifica. Para la prueba de tiempo de hibridacién, se tomé un
tiempo de 1 a 4 hrs., y las temperaturas de hibridacién variaron entre 35 - 55°C y de
lavado entre 40 - 65°C. Ademas se probaron tres concentraciones de formamida
15%, 20% y 35%. Después de la incubacion el filtro se lavé en 10 mL del buffer de
lavado dejando incubar durante 20 minutos.

Todas las observaciones se efectuaron en un microscopio de epifluorescencia

Olympus BX60 con un filtro azul.

Para determinar que las sondas disefiadas son especificas para una especie,
se hicieron pruebas cruzadas; esto es, se prob¢ la sonda disefiada para C. subsalsa
en muestras de C. marina y viceversa. Ademas se utilizaron muestras de

Gymnodinium catenatum para confirmar la especificidad de las sondas.
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6. RESULTADOS

6.1. Preservacion de células en cultivo de Chattonella.

La respuesta de las cepas de C. marina var. marina y de C. marina var. ovata
fueron diferentes de acuerdo a los fijadores y a la concentracion de cada uno de

ellos.

El glutaraldehido y la combinacion de glutaraldehido y paraformaldehido a
todas las concentraciones probadas causaron lisis en ambas cepas, por lo que no se
pudo distinguir la membrana celular en la totalidad de las células evaluadas,
deforméandose y perdiéndose el flagelo de la célula (figs. 2E. 2F. 3E. 3F. 4E. 4F).
Ademas, al agregar el fijador se formé una aglomeracién de las células, que al
observarse al microscopio se vio que habia una agrupacion de células deformadas

rodeadas de mucus.

Se observé que el paraformaldehido en las concentraciones mas bajas (0.005
y 0.001%) y en la concentracion de 1% conserva de mejor manera la membrana
celular y en algunos casos se puede observar todavia el flagelo. La forma de la
célula se ve modificada, haciendo que la célula adquiera una forma redonda. En el
caso de C. marina var. ovata (fig. 3b) se pueden distinguir las vacuolas, las cuales
son una caracteristica distintiva de esta variedad. En ambas cepas también se puede
ver que el interior de la célula permanece intacto, ya que se pueden observar una
gran cantidad de cloroplastos. En este caso no se observé la formacion de mucus

gue aglomerara a las células.

Aungue a la concentracion al 0.005% de paraformaldehido si logra conservar
a Chattonella, se observa que después de una hora, algunas células se desintegran;
en otras el citoplasma sale de la célula y no se puede distinguir la membrana ni el
flagelo. En cambio en la concentracién al 0.001%, casi la totalidad de las células

conservan la membrana intacta asi como su flagelo.
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La concentracion de la solucion de etanol al 25% permitio mantener la forma y
la integridad de la membrana, asi como al flagelo en las cepas de C. marina var.
marina (fig. 2d). En caso contrario la cepa de C. marina var. ovata (fig. 3d) no pudo
ser fijada con la solucién de etanol salino en todas las concentraciones evaluadas se
observo el efecto de lisis en la célula. Observandose que existen diferencias entre las
cepas de una misma especie.

Con base en lo anterior el paraformaldehido a la concentracion al 0.001% fue
el fijador seleccionado para la prueba de hibridaciéon al igual que la solucién de etanol

salino al 25%.

A

Figura 2. Células de Chattonella marina var. marina A) viva; y fijadas con B)
paraformaldehido al 0.001%, C) paraformaldehido al 0.002%, D) etanol salino al
25%, E) glutaraldehido/paraformaldehido al 0.001% y F) glutaraldehido al 0.001%.
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Figura 3. Células de Chattonela marina var. ovata A) vivas y fijadas con B)
paraformaldehido 0.001%, C) paraformaldehido 0.002%, D) etanol salino 25%, E)
paraformaldehido/glutaraldehido 0.001% y F) glutaraldehido 0.001%.

Las células de C. subsalsa tienen una respuesta distinta a los fijadores en
comparacion a las cepas anteriores. Con el glutaraldehido se observa lisis pero no es
en la totalidad de las células, ademas de que se observa mucus alrededor de la
membrana. La combinacion del glutaraldehido y el paraformaldehido provoca el
efecto de lisis en las células en todas sus concentraciones probadas.

El paraformaldehido en casi todas las concentraciones evaluadas fija a las
células de C. subsalsa lograndose distinguir la membrana y el flagelo, aunque
cambia un poco la forma todavia puede observarse la forma caracteristica de la
especie, siendo de una forma ovalada. La concentracion al 0.001% de
paraformaldehido es la concentracion que mejor fija a la célula. En las
concentraciones de 0.005% y de 0.002% con paraformaldehido no se ve un efecto

de lisis, pero si una deformacion ligera de la célula.
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La solucion de etanol salino al 25% es un buen fijador para C. subsalsa. En
este caso no se conserva intacta la forma de la célula y cambian ciertas

caracteristicas del interior de la célula, ademas se puede distinguir la membrana

celular, con este fijador la célula pierde el flagelo.

Figura 4. Células de Chattonella subsalsa A)viva y fijadas con B) paraformaldehido
0.001%, C) paraformaldehido 0.002%, D) etanol salino 25%, E)
paraformaldehido/glutaraldehido 0.001% y F) glutaraldehido 0.001%.

El paraformaldehido en la concentracion del 0.001% y la solucion de etanol a
una concentracion 25% fueron los fijadores que conservaron la forma y la integridad
de la membrana de las células de Chattonella; fueron los seleccionados para hacer
las comparaciones en los conteos celulares, entre las células vivas y fijadas, también

se utilizaron conteos realizados con lugol.
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En los conteos se observa que hay una diferencia cuando estos se hacen con
las células fijadas en comparacion con los realizados con las células vivas. Los
conteos son mayores cuando se fijan con paraformaldehido, seguido por el etanol
salino. Cabe resaltar que el lugol, siendo uno de los fijadores que mas se utilizan en

muestras de fitoplancton, es con el cual se obtiene una menor densidad celular.

Las densidades celulares de C. marina var. marina y C. marina var. ovata
cuando se fijan con paraformaldehido son similares y se observa que esta densidad
es mayor en comparacion de los conteos con células vivas, hay una diferencia del
50% entre las células fijadas con el paraformaldehido en comparacién con las células
vivas (fig 5a y 5b). En el caso de C. marina var. marina con los conteos de células
fijadas con etanol salino es mayor que las densidades de células vivas, pero menor
gue las densidades de células fijadas con paraformaldehido. Esto indica que hay una
pérdida de células cuando se hace la fijacion con la solucién de etanol salino por un
efecto de lisis celular (fig. 5a). Las densidades de C. subsalsa (60 x 10° cel mL™)
fijadas con paraformaldehido son mayores (50% mayor) a las cepas de C. marina
(fig. 5), pero cuando se comparan las densidades de células vivas son similares a las
de C. marina al igual que las densidades fijadas con etanol salino.

Dado que la solucion de etanol salino causaba lisis en las células de C. marina

var. ovata no se realizaron conteos.

En las tres cepas analizadas, las densidades celulares de las muestras fijadas
con lugol son menores a las demas densidades analizadas, esto quiere decir que el
lugol no conserva de forma adecuada las células del género Chattonella debido a un

efecto de lisis.
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Figura 5. Comparacion entre las concentraciones celulares (cel mL™) de las cepas de
a) Chattonella marina var. marina, b) Chattonella marina var. ovata y c) Chattonella
subsalsa vivas, fijadas con paraformaldehido, etanol salino y lugol.
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6.2. Sondas disefiadas para identificar Chattonella marina y Chattonella
subsalsa

El programa primer3 generod cuatro pares de oligonucleotidos de los cuales se
seleccionaron dos secuencias (tabla Il) que de acuerdo a la busqueda que se realizé
con el programa BLAST en la base de datos de GenBank, una resulta ser especificas
para Chattonella marina y la otra para C. subsalsa a partir de secuencias del Golfo
de California, Japon y E.U.A., estas secuencias son las que corresponden a la region
5.8S del ARN ribosomal.

Para el caso de las sondas disefiadas a partir de la estructura secundaria de la
region ITS-1 — 5.8S — ITS-2, solo se selecciond una secuencia la cual fue la que
obtuvo un valor menor de E (Tabla II), el cual indica una mayor especificidad para la
especie en ambos casos, y en donde la zona a partir de la cual se disefid la sonda

corresponde a la regién ITS-1 en ambos casos.

Para la region SSU solo se pudo hacer el disefio para Chattonella subsalsa ya
qgue los primers seleccionados del trabajo de Coyne et al. (2005) fueron disefiados
para la identificacion de esta especie, al igual que las sondas anteriores solo se
seleccioné la sonda que tuvo el menor valor de E dado por el programa BLAST. Se
intentd tomar la misma zona que cubrian estos primers para Chattonella marina pero
de todas las secuencias formadas no resultaban lo suficientemente especificas como

para discriminar C. marina de C. subsalsa.

La maxima diferencia que se obtuvieron con las sondas Csub-ITS y Csub-SSU
comparando en el programa BLAST con secuencias de C. marina es de 95%. Esta
diferencia del 95% va a corresponder a una sola base que no estan reconociendo las
sondas en los sitios de unién en las secuencias. Haciendo una busqueda de la
especificidad de las sondas en BLAST, se observd que la especificidad de las
sondas Csub — ITS y Csub — SSU es del 95% para detectar a la especie C. marina,

esto quiere decir que de las 20 bases que corresponden a la sonda, solamente una
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va a ser la que varia y no reconoce el sitio de union, sin embargo, esto no es

determinante como para evitar que la sonda hibride con la secuencia de ARN.

Es importante sefialar que el tamafo de las sondas disefiadas va a conferir
una mayor especificidad disminuyendo el valor de E, por lo que el tamafio que se
decidi6 utilizar fue de 20 bases, ademas de tener el tamafio adecuado para penetrar

en la célula.

Tabla Il. Sondas disefiadas a para la hibridacion fluorescente in situ en células de
Chattonella.

Especie objetivo Region Nombre Secuencia Valor E
5-3
Chattonella 5.8S Cm-5.8S GCAACTACCGCCACTTCTTC 0.086
marina
Chattonella 5.8S Cs-5.8S TGGTCCAACAGACACTCCAA 0.086
subsalsa ITS Csub-ITS GTCGAATGGGTTGGTTGGGT 0.086
sSsuU Csub-SSU  TAAAGTTCCAAGCCATAGTC 0.086

6. 3. Hibridacion fluorescente in situ

Uno de los factores mas importantes para realizar la hibridacion fluorescente
es la fijacién de la célula. Para este trabajo se utilizé el paraformaldehido a una
concentracion de 0.001% y 1% asi como la solucién de etanol salino al 25%, estos
fijadores y las concentraciones utilizadas corresponden a las analizadas en las

pruebas de fijacion.

En las primeras hibridaciones realizadas se observd que el paraformaldehido
al 0.001% no conservaba la forma de la célula de manera eficiente, se observo lisis
celular en la totalidad de las células tanto para las cepas de C. marina como para C.
subsalsa. Por ello, no se pudo observar una fluorescencia especifica, solo material

celular y autofluorescencia.
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Figura 6. Lisis celular de cepas de Chattonella fijadas con paraformaldehido al
0.001%.

Con la solucién de etanol salino se dio este mismo efecto de lisis paras las
cepas de C. marina. En caso contrario con C. subsalsa no se dio este efecto con la
solucién de etanol salino (Fig. 7), las células presentaron una forma redondeada y la

membrana tenia una apariencia de estar hinchada.

Las células de C. marina y C. subsalsa tuvieron una mejor respuesta con el
paraformaldehido al 1%, aunque se observo que la forma de la célula cambiaba de
una forma ovalada que es caracteristica del género, a una forma redondeada; la
membrana celular se mantenia intacta y lo suficientemente permeable para permitir

la entrada de la sonda.

26



Figura 7. Autofluorescencia de cepas de Chattonella subsalsa fijadas con a) etanol

salino 25% y b) paraformaldehido 1%.

Entonces el paraformaldehido al 1% fue el fijador seleccionado para continuar

con las pruebas de hibridacién para C. marina y C. subsalsa, y el etanol salino al

25% solamente para C. subsalsa.

Las primeras sondas a probar fueron las disefiadas para la region 5.8S del

ARN ribosomal. Se hicieron distintas combinaciones entre las temperaturas de

hibridacién, lavado y las concentraciones de formamida (Tabla IlI).

Tabla lll. Combinaciones de temperaturas de hibridacién, lavado y concentracion de

formamida utilizadas para la pruebas de hibridacion.

Temperatura Temperatura lavado Concentracién

hibridacion formamida
35°C 40°C 35%
40°C 45°C 30%
45°C 50°C 20%
50°C 55°C 10%
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No se observo fluorescencia de las células de ambas especies con las sondas
disefiadas para la regibn 5.8S en todas las combinaciones especificadas
anteriormente. Lo que se observa es la autofluorescencia de la clorofila que
contienen las células. Aun con el control positivo, el cual esta disefiado para hibridar
con cualquier célula, tampoco mostro una sefal de fluorescencia. En todos estos
tratamientos el tiempo de hibridacién fue de una hora.

Dado que no se observo fluorescencia se hizo una prueba de tincion de acidos
nucleicos con SYBR Gold, este fluorocromo se intercala entre las bandas de ADN.
Esto se hizo para poder discriminar que la membrana no fuera lo suficientemente
permeable como para permitir la entrada de la sonda a la célula. De acuerdo a esta
prueba se observa que hay una sefial de fluorescencia en los nucleos, lo cual indica

gue la membrana si es permeable y permite la entrada de la sonda (Fig. 8).

Figura 8. Pruebas de SYBR en cepas de Chattonella subsalsa fijadas con a)
paraformaldehido 1% y b) etanol salino 25%.

Las sondas a probar disefiadas a partir de la region ITS — 1 y de la Sub
Unidad Chica (SSU) del ARN ribosomal, la temperatura de hibridacién y lavado
fueron 40°C y 45°C respectivamente y la concentracién de formamida de 15%. En
estas pruebas lo Unico que se varié fue el tiempo de hibridacion. Dado que una hora
no fue considerado tiempo suficiente para la hibridacion, se dej6 hibridando durante
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24 horas asegurando asi que la sonda entre a la célula e hibride con los ribosomas.
Dejando este tiempo se observo una sefial de fluorescencia no muy intensa en el

centro de la célula, indicando que las sondas si habian hibridado con los ribosomas.

Lo siguiente fue reducir el tiempo de hibridacién, se probaron cinco y tres
horas. Con tres horas de hibridacion se observa que hay una sefial de fluorescencia
pero esta es un poco menor a la que se observo dejando durante cinco horas, la

cual es similar a la que se generé cuando se dej6 hibridando durante 24 horas.

La sefial de fluorescencia que se observa por la hibridacibn no es lo
suficientemente intensa, se alcanzan a observar puntos definidos que posiblemente
son los ribosomas, pero la sefial se ve opacada por la autofluorescencia de la
clorofila, o bien debido a que las células tienen una cantidad pequefa de ribosomas.
En las muestras que hibridaron con la sonda Csub-SSU tiene una intensidad mayor
en comparacion a la sonda de la region ITS (Csub-ITS).

Con el fin de validar la especificidad de las sondas se realizaron pruebas
cruzadas, las sondas disefiadas para diferenciar de C. subsalsa de C. marina no son
lo suficientemente variables, al momento de hacer la hibridacion con sondas para
identificar C. subsalsa con cepas de C. marina se observa que hay una sefal de
fluorescencia. Esto quiere decir que las sondas no pueden diferenciar entre especies
de un mismo género. Pero cuando se hizo la hibridacion con Gymnodinium
catenatum, no se generé una sefial de fluorescencia utilizando las sondas disefiadas

para Chattonella subsalsa.

Ademas de las cepas del Golfo de California se analizaron cepas de distintas
regiones del mundo y en todos los casos se detectd una sefial de fluorescencia, este
resultado se generd también con cepas de C. marina var. marina y con C. marina
var. antiqua, indicando que las sondas no son especificas para C. subsalsa, y que
también permite el reconocimiento de cepas de distintas regiones del mundo con
estas sondas; ello indica que las secuencias del ARN ribosomal son bastante

conservados tanto entre especies como entre regiones geograficas.
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Figura 9. Pruebas de fluorescencia con las sondas disefiadas para detectar C.
subsalsa en varias cepas de Chattonella y en Gymnodinium catenatum.
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Para corroborar la especificidad de las sondas y su eficiencia de hibridacion se
realizaron las pruebas con el programa mathFISH (Yilmaz et al. 2011). Se observo
gue las sondas tenian una alta eficiencia de hibridacion tanto con secuencias de
Chattonella subsalsa como con C. marina (fig. 10) con las mismas condiciones de
temperaturas de hibridacion, y que el 95% de diferencia entre el sitio complementario
gue reconoce la sondas Csub-ITS y Csub-SSU solo es un cambio en una base; esto
quiere decir, que aunque haya una base que no reconoce la sonda, cuando se lleva
a cabo la hibridacion la sonda va a tener un alto grado de que se una al sitio
complementario en ambas especies, por lo que al momento de hacer las
observaciones en el microscopio de fluorescencia se detecta una sefial de

fluorescencia en ambas especies.

Contrario a lo que pasa con las sondas de la region 5.8S (fig. 11), en este
caso las eficiencias de hibridacion para secuencias de C. marina como para C.
subsalsa fueron bajas, lo que indica por qué al momento de hacer las pruebas de

hibridacion no se observd una sefial de fluorescencia.

Las gréficas indican la relacion entre la afinidad de la sonda y la eficiencia de
hibridacién, en cuanto mas cercano a uno se encuentre es una mayor eficiencia, pero
también el color indica la afinidad de la sonda, el color verde indica una alta afinidad
de la sonda al sitio complementario de la secuencia, por esta razén las sondas Csub

— SSU y Csub - ITS se observa una sefial de fluorescencia en ambas especies.

El color naranja indica que la afinidad de la sonda es baja, las sondas de la
regiébn 5.8S para ambas especies tienen una baja afinidad al momento de llevar a
cabo la simulacion de hibridacion, y esto explica por qué no se observo una sefial de

fluorescencia.
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Figura 10. Eficiencias de hibridacion de la sonda Csub-ITS en secuencias de A)
Chattonella subsalsa y B)Chattonella marina, en la parte superior de cada grafica se
muestra el sitio complementario que reconoce la sonda disefiada en las secuencias,
el color indica el grado de eficiencia de hibridacion.
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Figura 11. Eficiencias de hibridacion de la sonda Csub-SSU en secuencias de A)
Chattonella subsalsa y B)Chattonella marina, en la parte superior de cada grafica se
muestra el sitio complementario que reconoce la sonda disefiada en las secuencias,
el color verde indica un alto grado de eficiencia de hibridacion.
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Figura 12. Eficiencia de hibridacion de la sonda Cm-5.8S en secuencia de
Chattonella marina en donde se muestra el sitio complementario que reconoce la
sonda en las secuencias, el color naranja indica un bajo grado de eficiencia de
hibridacion.
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El sitio complementario en el que se van a unir las sondas disefiadas es
importante, sobre todo cuando se toma en cuenta la estructura secundaria ya que las
partes externas de estas estructuras va a ser mas variables que las zonas internas,

que son regiones mas conservadas (Tobe et al., 2010).

Ademas de que dependiendo de como esté la estructura secundaria va a
influir en la facilitacion del reconocimiento de la sonda de su sitio complementario, ya
que cuando se encuentran en zonas de dificil acceso va a complicar méas el
reconocimiento de la sonda al sitio. Para la sonda Csub-ITS se observo que el sitio
complementario que reconoce la sonda se encuentra en un brazo de la estructura
secundaria en ambas especies (Fig. 12. Fig. 13), lo que facilitaria el reconocimiento

en ambas especies.

La sonda Cm-5.8S reconoce un sitio complementario que se encuentra en la
zona interna de la estructura secundaria, por lo que se podria esperar que esto
dificulte el acoplamiento de la sonda. En el caso de la sonda Cs-5.8S el sitio de
reconocimiento se encuentra en un brazo de la estructura secundaria, en este caso
se esperaria la sonda si pudiera hibridar con las secuencias, pero en este caso se
observé que no hubo una sefial de fluorescencia lo que nos indica que no estan

reconociendo estos sitios.
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Figura 13. Estructura secundaria de la region ITS1-5.8S-ITS2 de Chattonella marina
en donde se muestran los sitios de union de las sondas Csub-ITS y Cm-5.8S.
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7. DISCUSION

El problema inicial que se tiene que resolver antes de intentar una hibridacion
fluorescente es el de preservar la célula para que la membrana sea lo
suficientemente permeable y permita la entrada de la sonda. Es importante tomar en
cuenta la concentracion en que se utiliza el fijador y también el tiempo en que va a
dejar la muestra, Lin & Carpenter (1996) en muestras de fitoplancton para hacer
pruebas de epifluorescencia utilizaron el paraformaldehido a una concentracién del
4%, resultando esta la concentracion adecuada, misma que reprodujeron en varios
grupos fitoplancténicos, desde Chlorophyta hasta dinoflagelados; si bien en algunos
de estos grupos presentan estructuras rigidas de proteccion la concentracion que se
utiliza es baja, y esto puede ser congruente por lo que el paraformaldehido al 1%
tiene resultados 6ptimos al tratar de fijar las células de Chattonella, siendo una
concentracion menor ya que Chattonella carece de estructuras rigidas de proteccion,
esta concentracion es la adecuada ya que el fijador entra lo suficientemente rapido a
la célula y hace que el cambio osmaético no provoque la lisis celular (Lindsay et al.,
1995).

Cuando se usa la solucion de etanol salino se observa que hay una
deformacion de la células, estas se hacen redondas y se pierden los flagelos,
dificultando su identificacion por medio de la microscopia de luz, y esto mismo
sucede con Heterosigma akashiwo una rafidoficea que también presenta los mismos
efectos de redondeo de las células y cambio morfologico, esto puede limitar su
identificacion y asegurar la eficacia de las sondas (Tyrrell et al., 2001). Heterosigma
akashiwo sometida a diferentes fijadores (Paraformaldehido 4%, formaldehido 4%,
formailina 10%, glutaraldehido 2.5%, solucion de etanol salino) tiene diferentes
efectos, siendo la solucién de etanol salino el que preserva de mejor manera a las
células (Chen, 2008). Al igual que la especie Heterosigma akashiwo la solucion de
etanol salino si fijo a las células de C. subsalsa y C. marnina var. marina
observandose la misma deformacion de la célula que se hacen redondas y aumentan

su tamafio, pero a diferencia de H. akashiwo el paraformaldehido también funcioné
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como fijador de las tres cepas de Chattonella, la diferencia en este caso fue la
concentracion y el buffer, en H. akashiwo se utilizé PBS (buffer de fosfato salino) y en

este trabajo se uso una solucion de Hepes.

Existe una problematica al momento de fijar células de plantas, ya que la
presencia de las vacuolas hace a las células sumamente sensibles a los fijadores, si
las condiciones no son las adecuadas las vacuolas pueden romperse y liberar
enzimas hidroliticas al citoplasma (Melan, 1999). Las células de Chattonella marina
var. ovata presentan una gran cantidad de vacuolas alrededor de la membrana
celular, y esto posiblemente es lo que esté ocasionando que con la solucién de
etanol salino no puedan ser fijadas por la ruptura de las vacuolas, las cuales liberan

enzimas provocando la lisis celular.

En el trabajo de Katano et al. (2009) las densidades celulares para cepas de
Chattonella antiqua fijadas con paraformaldehido al 1% fueron de 5,000 cel mL™y en
células vivas 8,000 cel mL™. La combinacién de los resultados aqui obtenidos
demuestra que las células de Chattonella tienen una mejor respuesta al
parafolmaldehido al 1% con densidades de 27,000 cel mL™ aproximadamente y para
células vivas fueron de 11,000 cel mL™. En este caso con el paraformaldehido se

tienen densidades superiores a las densidades obtenidas al contar células vivas.

Estas diferencias en las densidades también se pueden observar para cepas
de C. marina y C. subsalsa las cuales fueron de 3168 + 254 cel mL™ y 4592 + 802,
siendo fijadas con lugol (Band-Schmidt et al., 2012). Estas disminuciones en las
densidades las explican tanto Katano et al. (2009) y Band-Schmidt et al. (2012) al
efecto de lisis que sufren las células al ser fijadas. Por esta razon se puede explicar
el aumento en las densidades cuando se hacen los conteos con células vivas, ya que

no hay una perdida por el efecto de lisis.

La solucién de etanol salino es ampliamente usada para la fijacion de células
en trabajos de hibridacion in situ, y en la mayoria de los casos este fijador tiene
buenos resultados para especies de Pseudo-nitzchia, Alexandrium, Cochlodinium

polikrykoides, Heterosigma akashiwo (Scholin et al., 1996; Anderson et al., 2005;

39



Chen et al., 2008; Mikulski et al., 2008). Aqui también se utilizo la solucidén de etanol
salino con buenos resultados solamente para la fijacion. Al momento de realizar las
pruebas de hibridacion, las cepas tuvieron una mejor respuesta con el
paraformaldehido 1%, observandose una mejor sefial de fluorescencia, ademas de
que las cepas de C. marina var. marina, al momento de hacer la incubacion las

células se rompian.

Para obtener una mejor intensidad de la fluorescencia es importante tener las
condiciones adecuadas de temperaturas de hibridacion, lavado y ademas del tiempo
de incubacion de las muestras; estas condiciones varian de acuerdo con la microalga
objetivo. En este caso se probaron cuatro intervalos de temperaturas: desde 35°C
hasta 50°C de hibridacion y de 40°C a 55°C de lavado con las sondas disefiadas
para la regiébn 5.8S, pero en ninguno de los casos se obtuvo una sefial de
fluorescencia debido a que el disefio de la sonda no fue el 6ptimo. Para células del
género Alexandrium las condiciones de temperatura en donde se obtiene una mejor
sefal de fluorescencia son 40°C de hibridacion y 50°C de lavado (Sako et al., 2004).
Para una rafidoficea del género Heterosigma las temperaturas en las que se obtiene
la mejor sefial de fluorescencia son 45°C de hibridacion y 55°C de lavado (Chen et
al., 2006). Estas temperaturas no varian mucho de acuerdo a las utilizadas para
hacer la hibridacion y el lavado utilizando las sondas Csub — ITS y Csub — SSU. En
ambos casos se utilizaron 40°C de hibridacién y 45°C de lavado, por lo que estas
temperaturas pueden ser las adecuadas para distintas especies de varios grupos del

fitoplancton.

El ADN se desnaturaliza entre 90° - 100°, y para la hibridacién in situ implica
que la preparaciéon puede ser hibridada a 65 — 75° por periodos prolongados y esto
puede deteriorar la morfologia del ADN, por esta razon se utilizan solventes
organicos reduciendo la estabilidad térmica de la cadena, por lo que la hibridacion
puede ser realizada a bajas temperaturas. La formamida puede reducir la
temperatura de desnaturalizacion (Tm) en 0.6 — 0.72 °C por porcentaje de formamida
(Raap et al., 1986). La razon por la se utilizaron temperaturas mayores a las

reportadas en otros trabajos es que se utilizaron concentraciones de formamida
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relativamente bajas (15%), esto se realiz0 debido a que las células de Chattonella
son fragiles, y con estas concentraciones bajas se queria evitar que las células

fueran dafiadas por este solvente organico.

El cambio importante que se puede ver en este trabajo es el tiempo de
hibridacién, ya que la sonda UniC seleccionada como control positivo no emitié una
sefal de fluorescencia con una hora de hibridacion y se aumento el tiempo que se
dejarian hibridar, en este caso se establecid que con 5 horas se obtenia la mejor
sefal de fluorescencia, este tiempo es mayor al utilizado para Heterosigma el cual es
de 1 hora y sobrepasa al utilizado para Alexandrium que con tan solo 5 minutos de
hibridacién genera una sefial de fluorescencia bien definida (Sako et al., 2004; Chen
et al., 2006). En este caso, las sondas van a tardar mas en entrar a la célula y unirse
con su complemento en el ribosoma, tal vez la permeabilidad de la membrana
dificulta la entrada de la sonda o los sitios de reconocimiento no se encuentran tan
expuestos como para que la sonda reconozca rapidamente los sitios

complementarios.

Otro método que puede servir para aumentar la intensidad de la fluorescencia
es hacer que el efecto de autofluorescencia de las células por la clorofila sea
atenuado por medio de solventes que degraden la clorofila. En células de
Alexandrium se utiliz6 acetona al 80%, etanol al 80% y metanol al 80% para
disminuir esta autofluorescencia y se obtuvo que la acetona es el solvente que redujo
este efecto (Hosoi — Tanabe & Sako, 2005). El principal problema que se tuvo con
Chattonella es que la autofluorescencia es muy intensa y esto atenda la sefal de la
fluorescencia de la sonda. Bien se podrian aplicar estos solventes para reducir este
efecto, pero se estaria corriendo el riesgo de que las células se destruyan por la
fragilidad que tienen; entonces se podrian aplicar concentraciones menores hasta
poder disminuir la autofluorescencia evitando la lisis celular, el uso de metanol podria
ser util ya que se ha utilizado para disminuir la autoflorescencia de la clorofila en C.
marina var. antiqua (Yamaguchi & Imai, 1994). Una alternativa al uso de solventes
fue el guardar las muestras ya montadas en los portaobjetos a -4°C durante unos

dias. Asi se observd que cuando se procedia a congelar las muestras habia una

41



mejor sefial de fluorescencia que cuando las observaciones se realizaron

inmediatamente después de haber sido preparados.

La fase de crecimiento en la que se encuentran las microalgas es un factor
importante que tiene que ver con la intensidad de la fluorescencia. En células de
Alexandrium fundyense hay una mayor sefial cuando las algas se encuentran en la
fase exponencial de crecimiento en comparacion con las que estdn en la fase
estacionaria (Anderson et al., 1999). El momento en que se hicieron las pruebas de
hibridacién con las cepas de Chattonella se procuré que fuera a los nueve dias de
crecimiento, cuando se encuentran en la fase exponencial de crecimiento; aungue no
se muestra el dato, se observé que hacer las pruebas de hibridacion con cultivos de
mas de nueve dias era menos intensa la sefial de fluorescencia, y esto puede
deberse a que el material genético no es de buena calidad, con lo que se puede
demostrar que la fase de crecimiento es importante para las pruebas de hibridacion
in situ, y es importante considerarlo cuando esta prueba se quiera implementar en

muestras de campo.

El principal problema de identificacion que se tiene con las especies del
género Chattonella es su similitud morfologica, basicamente una de las formas para
poder diferenciarlas por medio de microscopia de luz es el tamafo, y ciertas
caracteristicas como la punta anterior carente de cloroplastos en C. marina, la
presencia de vacuolas en la periferia en C. ovata (Hallegraef & Hara, 1995). De ahi la
justificacion para disefiar marcadores moleculares que faciliten la diferenciacion
entre las especies. En el caso de Chattonella se ha demostrado que los genes
ribosomales son sumamente conservados; en algunos casos, como por ejemplo las
especies C. marina, C. antiqua y C. ovata, no existe una variacion en las secuencias
de los genes ribosomales 18S, 28S y 5.8S (Hosoi — Tanabe et al., 2006), y ahi radica
el problema de disefiar sondas especificas para poder diferenciar entre las especies.
Las secuencias de Chattonella de la sub unidad chica del ARN ribosomal (SSU) son
sumamente similares; seguin Bowers et al. (2006) las secuencias de C. subsalsa y de
C. marina son similares en un 99%. Esto quiere decir que cualquier disefio de una

sonda a partir de secuencias de la region SSU tiene una alta probabilidad de que no
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sean especificas para una especie, por esta razon al momento de querer hacer el
disefio de la sonda para C. marina no se podia diferenciar de entre las de C.

subsalsa al momento de hacer la busqueda en BLAST.

La region ribosomal ITS 1 — 5.8S — ITS 2 se caracteriza por tener una tasa de
divergencia relativamente alta (Schlotterer et al., 1994). Por ello resulta una
referencia (til para poder hacer estudios geograficos entre especies y dentro de la
misma especie, por lo que se seleccion6 como primera opcion para el desarrollo de
una sonda especifica. En trabajos de estudios filogenéticos de rafidoficeas se ha
observado que la variacion que tiene C. marina con respecto a C. subsalsa es del
10% aproximadamente (Bowers et al., 2006; Hosoi — Tanabe et al., 2006; Demura et
al., 2009; Band-Schmidt et al., 2012). Se esperaba que la sonda Csub — ITS pudiera
reconocer cepas de una misma especie de distintas regiones geogréaficas y ademas
gue fuera lo suficientemente variable como para distinguir entre distintas especies, ya
que en las secuencias de esta region de C. subsalsa no hay variacion (Bowers et al.,
2006; Band — Schmidt et al., 2012). Por lo que seria un recurso Util para poder
detectar una misma especie en diferentes partes del mundo, en este caso si puede
hibridar con cepas que se encuentran geograficamente separadas; el problema es

gue no puede distinguir entre diferentes especies.

Una alternativa para el disefio de una sonda especifica utilizando la region
ITS1 — 5.8S — ITS2 podria ser el uso solamente del gen ITS2 por tres razones
descritas por Schultz y Wolf (2009): 1) el andlisis de la estructura secundaria
extiende la aplicacion taxondmica de este marcador. Considerando la rapida
evolucion de ITS2 resulta adecuado principalmente para andlisis a nivel de especie o
inferiores; al afiadir la informacion estructural permitird un analisis a rangos
taxondmicos mayores, 2) los resultados del analisis de la estructura secundaria
pueden mejorar la resolucion filogenética obtenida de la estructura primaria, y 3) la
informacion estructural pueden dar nueva informacion mediante el analisis de cambio
de base compensatoria (CBC) y proveer de una referencia para la delimitacion de
especies. Y esto no solo podria ayudar para el desarrollo de una sonda molecular

para la identificacion de especies, sino también podria esclarecer muchas dudas que
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se tienen acerca de la filogenia y taxonomia del género Chattonella, ya que en la
base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology Information) hay una

cantidad considerable de secuencias del gen ITS2 para el género.

El considerar el uso de la sub unidad grande (LSU) del ARN ribosomal para el
disefio de las sondas moleculares puede ser también otra alternativa, ya que esta
region ha sido usada ampliamente para el disefio de sondas moleculares para su
implementacion en la hibridacion in situ en especies del género Alexandrium y
Pseudo-nitzchia (Scholin et al., 1996; Miller & Scholin, 1998; Anderson et al., 2005).
La importancia que radica en esta region es que las secuencias del gen LSU
contiene 12 dominios hiper-variables, de los cuales el dominio 2 (D2) es considerado
la regibn mas variable y altamente informativa en microalgas nocivas (Ki & Han,
2006). Considerar hacer un disefio de una sonda a partir de este dominio podria
facilitar la identificacion a nivel de especie del género Chattonella. No solamente
permite el reconocimiento de distintas especies dentro de un mismo género; sino
también ha permitido determinar diferencias geogréficas en el complejo que forman
las especies Alexandrium catenella, A. tamarense y A. fundyense distinguiendo entre

cepas de América del Norte y de Asia (Scholin et al., 1994).

Para el género Chattonella se tienen reportadas secuencias del dominio
D1/D2 para las variedades de la especie C. marina y recientemente para C. subsalsa
(Hosoi — Tanabe et al., 2006; Kl6pper et al., 2013); si bien en el primer trabajo solo se
tienen secuencias de C. marina var. marina, C. marina var. ovata y C. marina var.
antiqua se observa que hay ligeras diferencias con alguna substituciones de bases
entre las variedades. Con el segundo trabajo que incluye a la especie C. subsalsa,
de acuerdo con los arboles filogenéticos, se observan diferencias entre las especies
similares a las obtenidas con el gen ITS. Esto quiere decir que el disefio a partir de
secuencias utilizando el dominio 2 de la regién 28S del ARN ribosomal permitira

obtener una sonda especifica para cada especie.
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Para el disefio de sondas especificas para las especies de Chattonella seria
necesario el contar con un niamero grande de secuencias, pero en realidad no se
cuentan con una gran cantidad de secuencias depositadas en las bases de datos
para este género, sobre todo para secuencias de la region 28S del ARN ribosomal,
en el cual se encuentra los dominios hipervariables D1/D2. Principalmente se han
obtenido secuencias de cepas de Japén (Demura et al., 2009; Imai & Yamaguchi,
2011). Lo que seria necesario es comenzar a generar una mayor cantidad de
secuencias de diferentes regiones geograficas, esto con el fin de tener una mayor
variabilidad para el disefio de las sondas y poder hacerlas especificas para cada
especie. Como por ejemplo lo obtenido por Klopper et al. (2013) con cepas de C.
subsalsa observaron que estas se diferencian de una cepa del Golfo de México de la

misma especie.
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8. CONCLUSION

Las sondas disefiadas permitieron el identificar las cepas de Chattonella a
nivel de género, pero no resultaron ser especie especifica, habiendo una hibridacion
cruzada utilizando las sondas Csub — ITS y Csub — SSU; ademas de que estas
sondas reconocen cepas aisladas de distintas regiones geogréficas. Esto quiere que
la region ITS1 — 5.8S — ITS2 del ARN ribosomal no es lo suficientemente variable
como para poder diferenciar entre las especies de Chattonella. La variabilidad que
presentan estas secuencias entre las especies de Chattonella parece no ser la
suficiente como para poder desarrollar una sonda especifica, pero se pueden seguir
haciendo analisis con esta misma secuencia tomando en cuenta solamente la region
ITS2, ya que esta muestra una mayor variabilidad y, considerando el uso de su
estructura secundaria se podria evaluar si esta secuencia es adecuada para su uso

como base para el disefio de una sonda molecular.

Tampoco se puede descartar la idea de usar secuencias de la sub unidad
grande del ARN ribosomal, ya que se ha demostrado que ésta region tiene buenos
resultados para la identificacion en otros grupos del fitoplancton. Aunado a que en la
bases de datos de GenBnak ya se encuentran secuencias de este gen para especies

de Chattonella.

La autofluorescencia de la clorofila fue uno de los efectos que inhibian una
sefal fuerte de fluorescencia por parte de la sonda que habia hibridado con los
ribosomas. El refrigerar las muestras ya montadas en el portaobjetos demostr6 ser
un recurso para poder aumentar la sefial de la fluorescencia, pero ademas de este
proceso se puede considerar el uso de solventes que degraden la clorofila para
disminuir la autofluorescencia, siendo el metanol uno de Ilos solventes

recomendados.
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La hibridacion fluorescente in situ es un recurso Util para poder identificar
especies con las que se tienen problemas de identificacion por medio de la
microscopia de luz, e implementarla en programas de monitoreo. En este trabajo se
buscé el adecuar el método descrito para la deteccidén de especies de Chattonella y
desarrollar una sonda que permita la identificacion de estas especies. En este
estudio se proporciona una evidencia de que el paraformaldehido 1% sirve para la
fijacion de estas células y es funcional con la hibridacion, asi también las
temperaturas y tiempos de hibridacion y lavado fueron adecuadas, pero se tiene que
investigar una region del ARN ribosomal que sea lo suficientemente variable y que
permita el desarrollo de una sonda especifica, ya que la region ITS1 no result6 ser lo
suficientemente variable como para poder diferenciar entre las especies de

Chattonella.
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