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Caracteristicas dinoflagelados
® Peridiniales vs. Gonyaulacales
> Genero Alexandrium

> Especies de interes:

= Caracteristicas morfologicas - distribucion mundial
= Criterios para identificacion en muestras del sur de Chile

® Registros de A. cf. tamarense en Los Lagos

> Metodologias para identificacion especies
= Epifluorescencia — Ventajas y costos
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&8 Caracteristicas Dinoflagelados

= Pertenecen junto a Protozoos ciliados, Apicomplexa y
otros al Grupo Alveolata (Keeling, 2004)

= Division Dinophyta
u Clase Dinophyceae

+ SubClase Peridiniphycidae
» Orden Gonyaulacales

» Orden Peridiniales
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Cerati




Gonyaulax

T SUTURE

l PLATE X3
POSTERIOR

Comparacion morfologia general entre peridiniales y gonyaulacales
(Adaptado de Larsen, 2011)
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Peridiniales vs. Gonyaulacales

Principales diferencias entre las placas de peridinioides y gonyaulacoides
(Adaptado de Larsen, 2008)
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Tabulacion apical de peridiniales (Protoperidinium) y gonyaulacales (Alexandrium)
(Adaptado de Larsen, 2008)
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Gonyaulacales

(Gonyaulax y Alexandrium)

RIOR Poro ventral

T

6 Oﬂ)’a U/ aX A eX a” ar Um Complejo del poro apical (APC)

POSTERIOR Placa del poro (Po)

VENTRAL SURFACE i DORSAL SURFACE Formula 4’.6”
Férmula 3’, 2a, 6” ’

Poro de unién anterior

— Poro de unlon/, =

g} \ ! / posterior ~ ‘

0 “0) \ 4
0 ',k‘_ / 3 . 0

Diferencias de tabulacion entre Gonyaulax y Alexandrium
(Adaptado de Balech, 1995 y Larsen, 2011)
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Caracteristicas diagndsticas

» tamafio y forma
'y 6”
savy sp
APC
poros APC, T’, psp

From Balech 1995

Arreglo de las placas en el género Alexandrium
(Adaptado de Balech, 1995 y Larsen, 2011)

R, HE — MR pAS] (s pa O U gl = D E F D M E N T D PE s G il E R D



Geénero Alexandrium
31 especies vigentes (Anderson, 2012)

Morfo-grupos:

® grupo minutum

® grupo ostenfeldil

® grupo catenella

® grupo fraterculus

® grupo kutnerae

® grupo tamarense

© subgénero Gessnerium
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Género Alexandrium

(grupo ostenfeldii)

1' angosta con poro ventral de gran tamafo, 2 sinGbnimos?
Especies: , A. peruvianum
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(Fukuyo, 2000) Alexandrium ostenfeldii
(http://dinos.anesc.u-tokyo.ac.jp/Jpeg/Alexandrium/fra-tam-ost.-comp.jpg)
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Género Alexandrium

(grupo ostenfeldii)

1' angosta con poro ventral de gran tamafo, 2 sinbnimos?
Especies: A. ostenfeldii, A. peruvianum

Caracteristicas
> forma sa

sutura 1’

>
> sutura?2’ -3’
> perfil toxinas

Balech, 1995
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Estandares de toxinas Pizarro etal, 2012

ETHI - 11 931
ETHZ - 12750

AETHD - 11
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Extracto de A. ostenfeldi
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Figura 30. Cromatogramas de las foxinas paralizantes detectadas en cultivos de A. ostenfeldii procedente
de |. Vergara (confirmacion gentileza de José Franco e Isabel Bravo, investigadores del Instituto
de Ciencias Marinas y Espafiol de Oceanografia de Vigo).




Género Alexandrium
(grupo ostenfeldii)

Distribucion de
(Adaptado de Larsen, 2008)
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Género Alexandrium
(grupo ostenfeldii)

Distribucion de
(Adaptado de Fraga, 2007)
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Género Alexandrium
(grupo ostenfeldii)

Alexandrium
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Género Alexandrium
(grupo ostenfeldii)

10 micron

Deteccion de A.ostenfeldii desde afio 2009 — inicio uso de epifluorescencia
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Género Alexandrium

(grupo catenella)

Ceélulas comprimidas antero-posteriormente, formadoras de cadenas,
poro ventral ausente. Especies: , A. compressum

Photos: Santiago Fraga
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Género Alexandrium
(grupo catenella)

(Faust y Guledge, 2002)
http://www.nmnh.si.edu/botany/projects/dinoflag/Taxa/Acatanella.htm

R, R — W RS (s pay B U g = D E E B M E SN PR s T a

E


http://www.nmnh.si.edu/botany/projects/dinoflag/Taxa/Acatanella.htm

Género Alexandrium
(grupo catenella)
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Género Alexandrium
(grupo catenella)

Distribucion de
(Adaptado de Fraga, 2007)
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Género Alexandrium
(grupo catenella)

10 micron 10 micron
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Geénero Alexandrium
(comparacion A. ostenfeldii y A. catenella)
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Género Alexandrium

(grupo tamarense)

Dificil de definir morfoldgicamente, Unica caracteristica en comun podria
ser la forma de la placa sp. Con o sin poro ventral.
Especies: , A. acatenella, A. fundyense, A. tropicale

(Adaptado de Fraga, 2007)
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Género Alexandrium
(grupo tamarense)

Alexandrium
tamarense




Género Alexandrium
(grupo tamarense)

Distribucion de

Cepas toxicas y no-toxicas
(Adaptado de Fraga, 2007) £ y
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Grupo tamarense ~ minutum

(Adaptado de Larsen, 2011)
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(Quaedvlieg etal, 2011)

+460 bp

L5U_Sep_53
$ITS2 LSU_Sep_230 = LE-LJ_!'-EIJ_!'-‘J‘!-
e - -  -p

Region D1/D2 de LSU rDNA usada para revelar
relaciones evolutivas, estudios de identificacion y biogeograficos,

deteccion y cuantiticacion.
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Prorccenfrun minvnum (AFD42813)

Covatium Moeatum (AF260G91)

L

Prodocsvanum redicufanum K-0485 (AF260GSS)

Gonyaidax hattcs K-O487 (AF260335)
G961 Pyrocystis nocfiluca CCMPTIZ FJSGR576)
{ FragWicin subgvobosum (AFZE0G87)

1:-)| Pyrodithum bahamévise var. compressum POSADE (AYSE5192)
Pyroditiunm beftsnanss vae compressum PLSPO3 (AYS85193)
A sadoanum JHWOOOT-8 (AY438020)
100 ) A pesudogonyaulax APSN (AB0BB2ET)
1no| A pssudgogonyautax CAWDS4 (AY2II8752)
A, tirany NIES-812 (AY438018)
100 A tayion AYIT (AJ535347)
A. tayvari AY2T (AJS35348)
100~ A. foad AIMSDZ (AYSS5183)
L A o JHADODS.Z (AY433019)
A andarsond TCOZ (U44937)
A margakely Bream Bay isolate’ (AFDI3531)

A, margaafi X12 (AF318230)

astanfaiay AOTVAAL (FID11440)

‘A, ostenfeldii [ peruvianum species complex'

cafenfer BAHME136 (AJ
o A lamufure AT3 (AJSISSET)

= A flamutom SZNZS (AJS3SITI)
9 [ Alinsustum AIN04 [ABOSS24B)

A insuedn X8 |AFI18233)
100; A. mimufure “Anakoha Bay solate’ (AF033532) S

A, minuforn CAWD11 (AYS628452) I Pacific clade ‘A. minwtum species oomp[ox‘

/ A, minutum 954 (AF31B264| x
100° A minctvn AMADDE (U44935) I Globel clade
?I A affine CU1T (LI44035)

1001 A &ffe %21 {AF318229)
A, concavum CAWDS2 (AF032348)
100 A fratarcudug JHWOT10-1 (AYA3Z01T)
| A fralarcudus SIVGTOR (ABCAE2G2)
_100) 5001 A. tropicale CU-15 |AY268607)
> A topicale * CU13 (U44934)
t51 A lamvpavamoba PSAAT (FOE52048)
1008 A tamiyavamohy PSABZ (FIBE52048)
A coharticuls (AF1T74614)
100V A, famiyavanichd TAMEZ207 (AS083257)
A tamarense 'Plymouth ksclate’ (AF0335634)
A hncyense AFNFA3 1 (U44326) North Amencan clade )
A, catenala A3 (AF200667) oup
100 A tamarense SZN01 (AJ535353) Maditerranean clada / . rense |
A tamevense SZN13 (AJ535370) Group ¥ gréi’gga! '
A tamacense UWA2 (AJE03428) Wastern European dade 1| fundyense
A lamarenss UWS3 (AL303429) Group 1l species complex’
A cabenalls JHWOO0O0T-T (AY433016) Temperate Aslan clade (
A, cotenels ATTE8 (AF316220) Group v
A tarngrense ATBBO1 (U449533) Tasmanan clade /
A farmrarsnss ATNWEO1 (EF178148) Group V

0.2




Variabilidad intraespecifica
A. tamarense

Table 1

Percentage of A. tamarense cells with a ventral pore (% vp.)n a
field sample from Golfo Nuevo and in clones AT-3D and AT-2D
cultured under different conditions

Samples Temperature  Irradiance % v.p.

. . -7
() (pmolm™"s7)

Field sample 14

AT-3D clone 10 200
10 80
15 35

20 80

20 35

AT-2D clone

Caracteristicas morfologicas

Condiciones ambientales

Fig. 2. Morphology of A. tamarense from Golfo Nuevo. SEM.,
clone AT-3D: (a) detail of the apical pore scale bar = 2 wm; (b) plate

I 3 with ventral pore (arrow); (¢) plate |z without ventral pore scale (G ayoso y FU|CO, 2006)

bars = | pm.
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@4 Relacion tamarense - catenella

Alggand rium famarense, CAWD 21 AY3IIETLS
A. catereifa CAWDA4 AFKIS408

A cafeneda Hong Kong AF 118547
A careneda Japan U44831

A casteredy Hobsonis Bay, Australia AF 200668
A ramarensa Hang Kong (de Satas, urpubliskead)

A catanma, Triabunna, Tasmania AY 138754
Aje‘xaﬂdﬂum Catﬂﬂﬂﬂa A, lamaranse, Bell Bay, Tasmana L44533
AL rarmais, Plymauth, UK. 044330

A, tamanense Kores ABIBEZTE

A, tamarense JAPAN ABDSEZTR

A rararerse Japan La4o2s

A catenala, Calfornia, US4 AFI00EET

A temarenge, Alaska, ULS.A U44327

A, tamarensa, Soalland AFJ33534
@ A, affine Japan ABDEAZ2T

A, affine Japan (hipa b) ABJEE220
Alexandrium tamarense
A ostenteidy CAWDYE AFD33533

A giing Thalang 144335
A astertisiol Kefianng, Tasmania (de Salas, unpublished)

(MaCKenZ|e etal’ 2004) A ancraoni 5.4 ARLIEET

A minutwn, Toulan, Franca AF218231
A, s, Adelade, Ausiraka LE4EGE
A, minufim, Tha Rancs, France AF518232
A, mintum, CAWD1 AFD33532
A mirudum, CAWDT3 AYIATS]
A irsueiim Japan ASIBE24E

A, aifine Span L38E30
— A famanenss Thaland 44334
e A ramapavamchi Japan SEJSEGS
A. fraterculus, CAWDE2 AFGIZI0
A Fralercuing Soulh Korea ABLEE2E2
| . traterculus, CAWDST AYII8TS0
r A margaiel Francs AFS1E30
L &, margateti, CAWDI0 AFD33S3
I A peadogarianiax Japan ABJEEAES
| 4, preudegonisas, CAWDE AYIIETS2
A of. cancawum, CAWDS1 AY3I38T53
Frapiisheun subyrbbonen AF 560387

— 10 changas

Fiz 13. Phylogenetc relationships, based oo alirned D1-D2 LSU rDNA sequences, among 4lerandrinum species isolates from New Zealand
and elsewhere. The neighbour joming oes was constwcied uwsing maximum parsimeny as the search criterion. Distances are absolote, and

mames in bold were sequenced for this smdy. Accession mumbers for GenBank sequences and the Cawthron culhme collecdon desizmation
are provided afier the name.




A. catenella
(MacKenzie etal, 2004)
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Relacion tamarense - catenella

Tokuyama Bay (n =134 Tokuyama Bay {n = 134)
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Fig. 2. Cysi length-frequency distributions of the naturally oc- Fig. 3. Cyst width-frequency distributions of the naturally oe-
curring Alexandrinn cysts from Tokuyama Bay (upper) and Hi- -::ljl.ﬂ‘l.nﬂ '”Em.":fmqr cysts from Tokuyama Bay {upper) and Hi-
roshima Bay (lower). roshima Bay (lower).

Diferencias morfologia y germinacion de cistos (Itakura y Yamaguchi, 2005)
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@4 Relacion tamarense - catenella
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Fig. 4. PRelutionship between incubation temperature and germi- Fig. 5.
nation success of naturally occurring Alexondeim cysts from
Tokuyoma Bay {upper) and laboratory produced A, ramarevnse
cysis from Hiroshima Bay (lewer).

Relationship between incubation temperature and germi-
nation time of mnaturally occurring Alexandrium cysts from
Tokuyama Bay (upper) and laboratory produced A. tamarense
cysts from Hiroshima Bay (lower).

Diferencias morfologia y germinacion de cistos (Itakura y Yamaguchi, 2005)
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Variabilidad intraespecifica
A. catenella

. . AFNFA3.1 A, fundyense (U44926)
*]AFNFA3.2 A f; 4928 « 91/89186
Variabilidad molecular ARERRI A ndvtcs Ot

PWOB A, tamarene (U44927)
. . ULWE303 A. iamarense (AB0B89272)
Cepas varias localidades  |wars4 tanaense @aosazze)
ACQHO1 A, cafenefla (AYDS56823)
Q10 Quellén, Chiloé

Ausencia de poro ventral {5 s omad

e
uellén,

—0.01 911100784 HipE02 Puarte Edén

CCO7 Canal Costa

(Varela et al, 2012)

CTCC24 A. catenslia (AY311595)

97100184 CBO02 Canal
CTCCS A. oafen;g(Aﬂi 1584)
SD01 Santo Domingo

'YOC98c A lamarense (AYDB2045)
rAlex\W2 A. famarense (AJ303444)

Alex31 6 A. tamarense (AJ303433
NexwWi2 A famarenae((A.J3034435 =100/100/99

- Alex319 A. tamarense (AJ303434)
ATFEB A. lamarense (AY26B5
L] «¥SC98a A ca(eneﬂa (Avosznso) o 55160157
STI3NT6| 001100100 [ —HK1888 A. catensiia (AF 118548)
+ ACBOPNZ A. calenella (AF019408) « -T6/64
CMCS8b A. cateneila (AY0B204E) > Group IV
100/100/93 99/99/88| -fB9ROIATCI0N-1 A lamarense (AY268612)
ATEBD1 A. tamarense (U44933)
ATMS01 A, tamiyavanichi (AF174514)
100/100/100 —— CU-13 A. {ropicale (U44934)
AABCV-1 A. affine (AY152706)

AMADOE A, minufum (U44936) CCMP2228 K. brevis (EU165308)

Fig. 4. Maximum likelihood phylogenetic tree derived from partial LSU rDNA (D1-D3) sequences of different Alexandriumn species/strains closely related to the Chilean A
catenella isolates. Bootstrap support values for three phylogenetic approaches (NJ/MP/ML) are shown adjacent to the corresponding node. Dash (=) indicates bootstrap
support less than 50%.
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“Morphological and genetic examination
of strains obtained from different
geographical locations, including the
type locality of the different morpho-
species, Is required to formally re-
define several species.”

(Anderson etal, 2012)
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Alexandrium cf. tamarense
Deteccidon en region de Los Lagos

Poro ventral
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Alexandrium cf. tamarense
Deteccidon en region de Los Lagos
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Alexandrium cf. tamarense
Deteccion en region de Los Lagos

1 muestra

-H_Jsente (Nivel 0)
Rara (Nivel 1)

3 ene-11feb 12
b - 16 mar 12
ar-12abr12

]
)

Chayahué
I.T

. Ao
I. Chaullin
|. Trangui
E. Yaldad

I
|. Guapiquilan 2
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Alexandrium cf. tamarense
Detecc:lon en reglon de Los Lagos




p— Genero Alexandrium
Metodologias de analisis y deteccidn

N\

Uso de microscopia de epifluorescencia
® Tincion Calcofluor o Fluorescent Brightener

® Filtro DAPI

® Uso recomendado para identificacion de
dinoflagelados tecados

® Mayor costo que microscoplios
convencionales

© Equipos adquiridos por Ifop y en uso desde
2009 (region de Los Lagos)
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Género Alexandrium
Metodologias de analisis y deteccion

Uso de microscopia de epifluorescencia




Género Alexandrium
Metodologias de analisis y deteccion

Uso de microscopia de epifluorescencia
A o

- - . > . ST vl .
LR bhase-contrast J epi-fluorescence

(Adaptado de Fraga, 2007)
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g Género Alexandrium
N\ P o ol i
== Metodologias de analisis y deteccion

Escalas de abundancia relativa para Alexandrium

o A. ostenfeldii, . .
ESCALA - "o A catenella (2)
A. cf. tamarense (1) :

——

|:I|_|._| - ._'._l'l:|||

2731 - 10922
10923 - 43690
43691 - 174762
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Abundancia relativa y densidad Alexandrium catenella
Region Aysén. Periodo mayo 2006 - febrero 2007

Aflinue
ilim

. Cakquaman
Wagdalena

2 rrar O

24 sep - 11
13 e
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. Denmark, 20C
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