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RESUMEN

Pseudo-nitzschia es un género de diatomea marina que incluye algunas especies capaces
de producir la potente neurotoxina acido domoico (AD). Esta neurotoxina puede afectar a
diferentes organismos de la red trofica, como aves y mamiferos marinos e inclusive a
humanos. En el Estado de Oaxaca la informacion sobre la presencia de este género es
escasa. En el presente estudio se evaluaron las caracteristicas de crecimiento de cepas de
Pseudo-nitzschia, aisladas de muestras provenientes de la region. Se caracterizaron, las
condiciones ambientales asociadas a la presencia del género Pseudo-nitzschia en la Bahia
de Puerto Angel v sitios aledafios asi como su capacidad de produccion de AD en cultivo.
Las cepas fueron identificadas morfol6gicamente a través del uso de microscopia dptica y
micrografias obtenidas en Microscopio Electrénico de Transmisién (MET, o TEM, en
inglés). La identificacion molecular se realiz6 mediante el marcador genético del
espaciador interno transcrito ITS (ITS1, 5.8S, e ITS2) del ADNr codificado en el nicleo.
La estructura secundaria del 1TS2 de todas las especies fue modelada para observar la
variabilidad genética. Finalmente se evalud la capacidad de produccion de AD en cultivo
(HPLC-UV). Durante el periodo de estudio se registrd una proliferacion de especies de
Pseudo-nitzschia que se asocié a una limitacion por fosfatos y bajas temperaturas.
Mediante caracteristicas morfoldgicas se identificd a P. cuspidata (Pn3), P. brasiliana
(Pn5) y P. dolorosa (Pn7) mientras que por técnicas moleculares se identificaron dos
cepas de P. brasiliana (Pnl y Pn6) asi como a P. dolorosa (Pn2) y P. decipiens (Pn4).
La presencia de algunos Cambios de Base Compensatorias (CBC’s) y Cambios de Base
semi-compensatorias (CBSC’s) en las cepas Pn2, Pn3, Pn4 y Pn6 indican que podrian
tratarse de especies con genotipos diferentes. La presencia en la zona de cepas con
potencial toéxico, como P. brasiliana (Pn5) productora de AD y P. cuspidata identificada
en otros estudios como potencialmente tdxica, aunado al registro de una proliferacion del
género Pseudo-nitzschia representa un riesgo para el area de estudio. Por lo que se
sugiere ampliar el monitoreo e incluir ensayos de compatibilidad sexual y fisiol6gicos

para complementar los resultados del presente trabajo.

Palabras clave: Pseudo-nitzschia, Oaxaca, Acido Domoico, ITS2, MET, Técnicas

moleculares.



ABSTRACT

Pseudo-nitzschia is a genus of marine diatom including some species able to produce the
potent neurotoxin domoic acid (DA). This neurotoxin can affect different organisms of
the food chain like birds, marine mammals, and even humans. In the State of Oaxaca
information on the presence of this genus is scarce. In the present study the growth
characteristics of Pseudo-nitzschia strains isolated from the region were evaluated.
Environmental conditions associated with the presence of the genus Pseudo-nitzschia at
the Bay of Puerto Angel and neighboring sites as well as its capacity to produce DA in
culture were characterized. The strains were morphologically identified through the use
of optical microscopy and micrographs obtained from Transmission Electron Microscopy
(TEM). The molecular identification was performed by the genetic marker internal
transcribed spacer ITS (ITS1, 5.8S, and I1TS2) rDNA encoded in the nucleus. ITS2
secondary structure of all species was modeled to observe genetic variability. Finally, the
capacity to produce DA in each culture was tested (HPLC-UV). During the period of
study a proliferation of Pseudo-nitzschia species that was associated with phosphate
limitation and low temperatures was register. P cuspidata (Pn3), P. brasiliana (Pn5), and
P. dolorosa (Pn7) were identified by their morphological characteristics while two strains
of P. brasiliana (Pnl1 and Pn6), P. dolorosa (Pn2), and P. decipiens (Pn4) were
identified by molecular techniques. The presence of some Compensatory Base Changes
(CBC's) and Semi-compensatory Base Changes (HCBC's) in the strains Pn2, Pn3, Pn4
and Pn6, indicate that they could be species with different genotypes. The presence of
toxic potential strains in the area, like P. brasiliana (Pn5) a domoic acid producer and P.
cuspidata identified in other studies as potentially toxic, together with a Pseudo-nitzschia
proliferation record represent a risk for the study area. Therefore the research suggests
expanding the monitoring and including sexual compatibility and physiological tests to

complement the results of this work.
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Area de Estudio durante el periodo de noviembre 2011 a marzo
2013.

Caracteristicas morfométricas y ultraestructurales de las especies de
Pseudo-nitzschia. A) Amplitud y L) Longitud Valvar. E) Estrias, F)
Fibulas, 1) Interestrias, P) Poroides y en el recuadro inferior derecho
un poroide simple. (Foto: Yuri Okolodkov).

Variacion de la temperatura superficial del mar (TSM, °C) en Puerto
Angel, La Mina y La Tijera durante el periodo comprendido entre
noviembre de 2011 y marzo de 2013.

Variacion del oxigeno disuelto en aguas superficiales en Puerto
Angel, La Mina y La Tijera durante el periodo comprendido entre
noviembre de 2011 y marzo de 2013.

Crecimiento poblacional de cepas de Pseudo-nitzschia aisladas en la
zona de Estudio. La linea representa el ajuste al modelo de
Gompertz.

Pseudo-nitzschia cuspidata. Cepa Pn3. Micrografias de luz. (A)
Células en vivo mostrando el traslape celular. Micrografias TEM.
(B) Forma de las puntas valvares. (C) Fibulas, estrias y lineas de
poroides. (D) Parte media de la célula mostrando la presencia del
nodulo central. (E) Patron de formacion de los poroides. (Foto A:
Ivonne Santiago. Fotos B, C, D y E: Yuri Okolodkov).
Pseudo-nitzschia brasiliana. Cepa Pn5. Micrografias de luz. (A)
Células en vivo mostrando el traslape celular. Micrografias TEM.
(B) Forma de las puntas valvares. (C) Fibulas, estrias y poroides. (D)
Lineas de Poroides. (E) Patron de formacion de los poroides. (Foto
A: lvonne Santiago. Fotos B, C, Dy E: Yuri Okolodkov).
Pseudo-nitzschia dolorosa. Cepa Pn7. Micrografias de luz. (A)
Células en vivo mostrando el traslape celular. Micrografias TEM.
(B) Forma de las puntas valvares. (C) Fibulas, estrias y lineas de
poroides. (D) Parte media de la célula mostrando la presencia del
nodulo central. (E) Patron de formacion de los poroides. (Foto A:
Ivonne Santiago. Fotos B, C, D y E: Yuri Okolodkov).

Arbol filogenético del vecino més cercano (Neighbor-Joining) del
andlisis del ITS1, 5.8S5 e ITS2 del ADNr con los valores de
remuestreo  (Bootstrap) de maéaxima verosimilitud (Maximum
Likelihood), m&xima parsimonia (Maximum Parsimony) e inferencia
bayesiana (Bayesian Inference). El arbol es enraizado. Las ramas en
negritas indican un valor del 100 % en todos los anélisis. Las letras
en negritas indican las cepas del presente estudio.

Estructura secundaria del ITS2 del ADNr de Pseudo-nitzschia
brasiliana. La estructura general representa a la cepa Pnl del
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presente estudio. Se muestran ademads, las principales diferencias
respecto a la cepa Pn6. Las regiones donde se observaron sitios
polimoérficos (SNP) se muestran en circulo. Las regiones donde se
observaron CBC’s se muestran en los rectangulos sombreados y las
flechas indican los HCBC's. Los circulos negros indican las regiones
donde se observaron inserciones de nucledtidos. Se muestra la
numeracion de las hélices (I-1V) asi como la hélice adicional lla
Estructura secundaria del ITS2 del ADNr de Pseudo-nitzschia
dolorosa. La estructura general representa a la cepa Pn2 del presente
estudio. Las regiones donde se observaron sitios polimorficos (SNP)
se muestran en circulo. Las regiones donde se observaron CBC’s se
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HCBC’s. Los circulos negros indican las regiones donde se
observaron inserciones de nucleotidos. Se muestra la numeracion de
las hélices (I-1V) asi como la hélice adicional Ila.

Estructura secundaria del ITS2 del ADNr de Pseudo-nitzschia
cuspidata. La estructura general representa a la cepa Pn3 del
presente estudio. Las regiones donde se observaron @ sitios
polimoérficos (SNP) se muestran en circulo. Las regiones donde se
observaron CBC’s se muestran en los rectangulos sombreados y las
flechas indican los HCBC's. Los circulos negros indican las regiones
donde se observaron inserciones de nucledtidos. Se muestra la
numeracion de las hélices (I-1V) asi como la hélice adicional Ila.
Estructura secundaria del ITS2 del ADNr de Pseudo-nitzschia
decipiens. La estructura general representa a la cepa Pn4 del presente
estudio. Las regiones donde se observaron sitios polimérficos (SNP)
se muestran en circulo. Las regiones donde se observaron CBC’s se
muestran en los rectdngulos sombreados y las flechas indican los
HCBC’s. Los circulos negros indican las regiones donde se
observaron inserciones de nucleétidos. Se muestra la numeracion de
las hélices (I-1V) asi como la hélice adicional Ila.
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