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DESCRIPCION
Deteccion de dinoflagelados productores de saxitoxina
Campo técnico

La invencion se refiere en general al campo de las saxitoxinas y a la identificacion de microorganismos capaces de
producirlas. Mas especificamente, la invencién se refiere a la identificacion de genes que codifican saxitoxina en
dinoflagelados, y a métodos para la deteccién especifica de dinoflagelados que son productores de saxitoxinas.

Antecedentes

La saxitoxina (STX) es una potente neurotoxina que se produce en entornos acuaticos de todo el mundo y tiene
importantes repercusiones econdmicas, ambientales y para la salud humana. La ingesta de especies vectores puede
conducir una intoxicacién paralizante por mariscos, una enfermedad humana grave que puede provocar paralisis y
muerte. Se estima que cada afio se producen 2.000 casos de intoxicacién paralizante por mariscos en seres
humanos, con una tasa de mortalidad del 15%. Los costes de la monitorizacién y mitigacion de STX han llevado a
una pérdida econdémica anual por proliferaciones dafiinas de plancton calculadas en 895 millones de ddlares
americanos. En entornos de agua dulce, STX se produce predominantemente por cianobacterias procariotas. Sin
embargo, en entornos marinos los dinoflagelados eucariotas se han asociado con la presencia de STX. A pesar de
la asociacion de varias especies de dinoflagelados con la produccién de STX, la base genética para la produccién de
STX en estos microorganismos sigue sin concretarse.

Existe la necesidad de métodos para detectar la presencia (o ausencia) de dinoflagelados productores de STX en
muestras marinas.

Resumen de lainvencién

Varios estudios han intentado sin éxito identificar genes y/o enzimas de la ruta de STX en dinoflagelados por
caracterizacion enzimatica, enfoques de PCR, analisis in silico de bibliotecas de etiquetas de secuencias expresadas
(EST), o el uso de otras secuencias de nucledtidos disponibles publicamente. Ademas, varios estudios anteriores
han sugerido que STX de hecho puede no ser producido por dinoflagelados, sino por bacterias cocultivadas.

Los presentes inventores han determinado que los dinoflagelados son de hecho productores de STX y han
identificado genes responsables de la produccion de STX en estos microorganismos. La identificaciéon de genes
responsables de la produccion de STX proporciona una base para numerosas pruebas moleculares para detectar
dinoflagelados productores de STX tanto en agua dulce como en entornos marinos.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un método para detectar un dinoflagelado productor de saxitoxina en
una muestra, comprendiendo el método:

obtener una muestra para su uso en el método, y

analizar la muestra para detectar la presencia de uno o mas de un polinucleétido de saxitoxina A de
dinoflagelado o un polipéptido codificado por dicho polinucleétido,

en el que el dominio catalitico de saxitoxina se selecciona de: dominio catalitico de saxitoxina A4 o un
fragmento de un dominio catalitico de saxitoxina A4; y

la presencia de dicho polinucleétido o polipéptido indica la presencia de un dinoflagelado productor de
saxitoxina en la muestra.

En una realizacion del primer aspecto, el polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos de saxitoxina A
seleccionada de las expuestas en cualquiera de las SEQ ID NOS: 230-242 o un fragmento o variante de una
cualquiera de esas secuencias.

En una realizacién del primer aspecto, el polinucleétido comprende una secuencia de dominio catalitico de
saxitoxina A4, o un fragmento de la misma.

En una realizacién del primer aspecto, la secuencia del dominio catalitico de saxitoxina A4 o fragmento de la misma

comprende los nucleétidos 3115-4121 de la secuencia de polinucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 3, los
nucledtidos 3597-3721 de la secuencia de polinucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 3, o un fragmento o variante
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de cualquiera de las secuencias.

En una realizacién del primer aspecto, la secuencia del dominio catalitico de saxitoxina A4 o fragmento de la misma
consiste en los nucledtidos 3115-4121 de la secuencia de polinucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 3, los
nucledtidos 3597-3721 de la secuencia de polinucledtidos indicada en la SEQ ID NO: 3, o un fragmento o variante
de cualquiera de las secuencias.

En una realizacion del primer aspecto, el andlisis comprende la amplificacién de polinucleétidos de la muestra
mediante reaccion en cadena de la polimerasa.

En una realizacién del primer aspecto, la reaccién en cadena de la polimerasa utiliza uno o mas cebadores que
comprenden una secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 198 o SEQ ID NO: 199, o un fragmento o variante de
cualquiera de las secuencias.

En una realizacién del primer aspecto, la reaccion en cadena de la polimerasa utiliza uno o mas cebadores que
consisten en una secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 198 o SEQ ID NO: 199, o un fragmento o variante de
cualquiera de las secuencias.

En una realizacién del primer aspecto, la reaccién en cadena de la polimerasa utiliza uno o mas cebadores que
comprenden o consisten en una secuencia expuesta en cualquiera de las SEQ ID NOs: 198-199, 228-229 y 243-
244, o un fragmento o variante de una cualquiera de esas secuencias.

En una realizacion del primer aspecto, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos de saxitoxina A
expuesta en SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, o un fragmento o variante de cualquiera de las secuencias.

En una realizacién del primer aspecto, el polipéptido consiste en una secuencia de aminoacidos de saxitoxina A
expuesta en la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, o un fragmento o variante de cualquiera de las secuencias.

En una realizacion del primer aspecto, el dinoflagelado productor de saxitoxina es del género Alexandrium,
Pyrodinium o Gymnodinium.

En una realizacion del primer aspecto, el dinoflagelado productor de saxitoxina se selecciona del grupo que consiste
en A. catenella, A. fundyense, A lusitanicum, A. minutum, A. ostenfeldii, A. tamarense, G. catenatum, y P.
bahamense var compressum.

En una realizacidon del primer aspecto, dicho andlisis se realiza usando un par de cebadores del decimoprimer o
decimosegundo aspecto.

En un tercer aspecto, la divulgacién proporciona un kit para la deteccidon de un dinoflagelado productor de saxitoxina
en una muestra, comprendiendo el kit al menos un agente para detectar la presencia de un polinucleétido de
saxitoxina A de dinoflagelado o un polipéptido codificado por dicho polinucleétido.

En un cuarto aspecto, la divulgacion proporciona un kit para determinar la ausencia de un dinoflagelado productor de
saxitoxina en una muestra, comprendiendo el kit al menos un agente para detectar la presencia de un polinucleétido
de saxitoxina A de dinoflagelado o un polipéptido codificado por dicho polinucledtido.

En una realizacion del tercer o cuarto aspecto, el agente se une especificamente a un polinucleétido que comprende
una secuencia de nucleétidos de saxitoxina A seleccionada de las expuestas en una cualquiera de las SEQ ID NOS:
230-242 o un fragmento o variante de una cualquiera de esas secuencias.

En una realizacién del tercer o cuarto aspecto, el agente se une especificamente a una secuencia del dominio
catalitico de saxitoxina A4, o un fragmento de la misma.

En una realizacion del tercer o cuarto aspecto, la secuencia del dominio catalitico de saxitoxina A4 o fragmento de la
misma comprende los nucleétidos 3115-4121 de la secuencia de polinucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 3, los
nucleétidos 3597-3721 de la secuencia de polinucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 3, o un fragmento o variante
de cualquiera de las secuencias.

En una realizacion del tercer o cuarto aspecto, la secuencia del dominio catalitico de saxitoxina A4 o fragmento de la
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misma consiste en los nucledtidos 3115-4121 de la secuencia de polinucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 3, los
nucledtidos 3597-3721 de la secuencia de polinucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 3, o un fragmento o variante
de cualquiera de las secuencias.

En una realizacién del tercer o cuarto aspecto, el agente es un cebador, sonda o anticuerpo.

En una realizacion del tercer o cuarto aspecto, el agente es un cebador que comprende una secuencia expuesta en
la SEQ ID NO: 198 o SEQ ID NO: 199, o un fragmento o variante de cualquiera de las secuencias.

En una realizacion del tercer o cuarto aspecto, el agente es un cebador que consiste en una secuencia expuesta en
la SEQ ID NO: 198 o0 SEQ ID NO: 199, o un fragmento o variante de cualquiera de las secuencias.

En una realizacion del tercer o cuarto aspecto, el agente es un cebador que comprende o consiste en una secuencia
expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 198-199, 228-229 y 243-244, o un fragmento o variante de una
cualquiera de esas secuencias.

En una realizacion del tercer o cuarto aspecto, el agente se une especificamente a una secuencia de aminoacidos
de saxitoxina A expuesta en la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, o un fragmento o variante de cualquiera de las
secuencias.

En una realizacién del tercer o cuarto aspecto, el kit comprende dos agentes, en el que los dos agentes son un par
de cebadores del decimoprimer o decimosegundo aspecto.

En una realizacién del primer, segundo, tercer o cuarto aspecto, la muestra es una muestra ambiental.

En una realizacién del primer, segundo, tercer o cuarto aspecto, la muestra es una muestra de agua salada.
En una realizacién del primer, segundo, tercer o cuarto aspecto, la muestra es una muestra de agua dulce.
En una realizacién del primer, segundo, tercer o cuarto aspecto, la muestra es una muestra marina.

En un quinto aspecto, la divulgacion proporciona un polinucleétido aislado que comprende la secuencia expuesta en
la SEQ ID NO: 1, o una variante o fragmento de la misma.

En una realizacion del quinto aspecto, el polinucledtido aislado consiste en la secuencia expuesta en la SEQ ID NO:
1, o una variante o fragmento de la misma.

En un sexto aspecto, la invencién proporciona un polinucleétido aislado que comprende la secuencia expuesta en la
SEQ ID NO: 3, o una variante o fragmento de la misma.

En una realizacién del sexto aspecto, el polinucleétido aislado consiste en la secuencia expuesta en la SEQ ID NO:
3, o una variante o fragmento de la misma.

En un séptimo aspecto, la divulgaciéon proporciona un polinucleétido aislado que comprende la secuencia expuesta
en cualquiera de las SEQ ID NOS: 5-197, 224-227, 230-242 y 247 o una variante o fragmento de una cualquiera de
esas secuencias.

En una realizacion del séptimo aspecto, el polinucleétido aislado consiste en la secuencia expuesta en una
cualquiera de las SEQ ID NOS: 5-197, 224-227, 230-242 y 247 o una variante o fragmento de una cualquiera de
esas secuencias.

En un octavo aspecto, la divulgacion proporciona un polipéptido aislado codificado por uno cualquiera de los
polinucledtidos de acuerdo con el quinto, sexto o séptimo aspecto.

En un noveno aspecto, la divulgacion proporciona un cebador o sonda que se une especificamente a un
polinucledétido de acuerdo con el quinto, sexto o séptimo aspecto.

En un décimo aspecto, la divulgacién proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido de
acuerdo con el octavo aspecto.
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En un decimoprimer aspecto, la divulgacion proporciona un par de cebadores para detectar un dinoflagelado
productor de saxitoxina en una muestra, en donde dicho par de cebadores comprende un primer cebador que
comprende la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 198, o un fragmento o variante de la misma, y un
segundo cebador que comprende la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 199, o un fragmento o variante
de la misma.

En una realizacion del decimoprimer aspecto, el par de cebadores comprende un primer cebador que consiste en la
secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 198, o un fragmento o variante de la misma, y un segundo cebador
que consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 199, o un fragmento o variante de la misma.

En un decimosegundo aspecto, la divulgacion proporciona un par de cebadores para detectar un dinoflagelado
productor de saxitoxina en una muestra, en donde dicho par de cebadores comprende:

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 198 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 199; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 200 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 201; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 202 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 203; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 204 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 205; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 206 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 207; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 208 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 209; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 210 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 211; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 220 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 221; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 222 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 223; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 228 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 229; o

un primer cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 243 y un
segundo cebador que comprende o consiste en la secuencia de polinucledtidos de la SEQ ID NO: 244.

Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones preferidas de la presente invencion se describiran ahora, solo a modo de ejemplo, con referencia a
los dibujos adjuntos en los que:

La Figura 1 es un diagrama que muestra la estructura de sxtA en dinoflagelados y cianobacterias. A.
Estructura de transcripcion de las transcripciones de sxtA en A. fundyense CCMP1719. B. Estructura
gendmica de sxtA de C. raciborskii T3. C. Estructura de STX con enlaces y moléculas introducidas por sxtA
marcadas en negrita.

La Figura 2 es un grafico que muestra el contenido de GC de transcripciones de sxtA de A. fundyense y de
genes cianobacterianos de sxtA. El contenido de GC se calcul6 cada 10 pb con un tamafio de ventana de
1000 pb.

La Figura 3 muestra un arbol filogenético de SxtAl. Representacion esquematica, dibujada a escala (para
ver el arbol completo, véase la Figura 5). Se muestra la topologia de probabilidad maxima. Los nimeros en
los nodos representan valores bootstrap de maxima probabilidad y analisis bayesianos, respectivamente.

La Figura 4A muestra un arbol filogenético de SxtA4. Representacién esquematica, dibujada a escala (para
ver el arbol completo, véase la Figura 6). Se muestra la topologia de probabilidad maxima. Los numeros en
los nodos representan valores bootstrap de maxima probabilidad y analisis bayesianos, respectivamente.

La Figura 4B es un grafico que muestra el numero de copias gendmicas de sxtA4 en ACSHO02 de A.
catenella en tres puntos temporales diferentes durante el ciclo de crecimiento.

La Figura 5 muestra un arbol filogenético de SxtAl. Se muestra la topologia de probabilidad maxima. Los
numeros en los nodos representan valores bootstrap de maxima probabilidad y andlisis bayesianos,
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respectivamente. Las secuencias en negrita son secuencias derivadas de transcripcion; ya sean generadas
usando RACE o son coéntigos del ensamblaje de lectura 454.

La Figura 6 muestra un arbol filognético de SxtA4. Se muestra la topologia de probabilidad méxima. Los
numeros en los nodos representan valores bootstrap de maxima probabilidad y analisis bayesianos,
respectivamente. Las secuencias en negrita son secuencias derivadas de transcripcion; ya sean generadas
usando RACE o son contigos del ensamblaje de lectura 454.

La Figura 7 es un mapa que muestra sitios de muestreo de fitoplancton y S. glomerata a los que se hace
referencia en el Ejemplo 2. A. Nueva Gales del Sur, Australia, y los tres estuarios en los que se tomaron
muestras de proliferaciones: B. Agua de Brisbane, C. el rio Georges y D. Wagonga Inlet. La barra de escala
en D representa 1 km en los mapas insertados B, C y D.

La Figura 8 es un grafico que muestra una curva estandar del par de cebadores de sxtA4 basado en
diluciones de ADN a partir de numeros conocidos de células de tres cepas de Alexandrium catenella que
crecen exponencialmente. El ensayo se prob6 usando concentraciones de ADN que representan 30-2600
células en las diferentes cepas.

La Figura 9 proporciona dos graficos que muestran la abundancia de copias génicas de sxtA4 (eje y
primario) y estimaciones de células de Alexandrium catenella (eje y secundario) en base a los recuentos de
identificaciones de células microscopicas y qPCR usando un par de cebadores de ADNr LSU en A. rio
Georges y B. sitios de muestreo de Wagonga Inlet, durante noviembre de 2010.

La Figura 10 proporciona un grafico que muestra el niumero o las copias de sxtA4 ' y las células de
Alexandrium catenella, segun se determina usando un recuento manual bajo los microscopios épticos, cada
semana en el sitio de muestreo.

La Figura 11 proporciona un grafico que muestra una ecuacion de regresion entre la abundancia de células
de Alexandrium catenella y las copias de sxtA4.

La Figura 12 muestra imagenes SEM de Alexandrium tamarense ATNWBO01. A) Vista ventral, con
membrana celular intacta, que muestra el tamafio y la forma general de la célula, barra de escala = 5 ym, B)
Vista dorsal, con membrana celular intacta, que muestra la forma de la célula, barra de escala = 10 um, C)
Epicono en vista apical que muestra APC y poro en placa de 1', barra de escala = 5 ym, D) Hipocono en
vista antapical, que muestra patrones de placa, barra de escala = 10 pym, E) Complejo de poros apicales,
que muestra la forma de la coma, F) Placa sulcal posterior, que muestra el poro, barra de escala = 2 ym

La Figura 13 muestra imagenes SEM de cepas de Alexandrium tamarense ATCJ33, ATEBO1 y ATBBO01
(para comparacion, tomadas de Hallegraeff et al 1991). AD, ATCJ33, A) ATCJ33 que muestra una cadena
de 2 células, y tamafio y forma general de la célula, barra de escala = 10 ym, B) Primera placa apical, que
muestra poro ventral, C) APC, que muestra la forma de la coma, D) Primera placa apical que muestra el
poro ventral, E, F, H ATEBO1. E) ATEBO1 que muestra el tamafio y la forma general de las células, barra de
escala = 10 ym, F) ATEBO1, primera placa apical que muestra el poro ventral, G) ATBB01 que muestra el
poro ventral y APC, H) ATEBO1 que muestra la APC.

La Figura 14 muestra la filogenia concatenada de ADNr 18S+ITS1-5.8S-ITS2+28S del complejo A.
tamarense (2821 caracteres). El arbol se reconstruye con inferencia bayesiana (Phylobayes). Los nimeros
en los nodos internos representan la probabilidad posterior y los valores bootstrap (>50%) para Phylobayes
y RAXML (ordenado; Phylobayes/RaxML). Los circulos de color negro indican un valor de probabilidad
posterior de 1.00 y bootstrap >90%. Los clados del grupo 1-4 se han colapsado, para una version
expandida de la filogenia, véase

La Figura 15 es un perfil de toxina de ATNWBO01 usando HPLC, se determinaron los picos indicados contra
los estandares de toxinas de PSP.

La Figura 16 muestra la filogenia concatenada de ADNr 18S+ITS1-5.8S-ITS2+28S del complejo A.
tamarense (2821 caracteres). El arbol se reconstruye con inferencia bayesiana (Phylobayes). Los nimeros
en los nodos internos representan la probabilidad posterior y los valores bootstrap (>50%) para Phylobayes
y RAXML (ordenado; Phylobayes/RaxML). Los circulos de color negro indican un valor de probabilidad
posterior de 1.00 y bootstrap >90%.

Definiciones

una" y "el/la" incluyen referencias en plural a menos que

Como se usa en el presente documento, la expresion "que comprende” significa "que incluye". Las variaciones de la
palabra "que comprende", tales como "comprender" y "comprende", tienen significados correspondientemente
variados. Por lo tanto, por ejemplo, un polinucleétido "que comprende" una secuencia que codifica una proteina
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puede consistir exclusivamente en esa secuencia o puede incluir una o mas secuencias adicionales.

Como se usa en el presente documento, el término "saxitoxina" incluye saxitoxina pura y analogos de la misma,
ejemplos no limitantes de los cuales incluyen neosaxitoxina (neoSTX), gonyautoxinas (GTX), descarbamoilsaxitoxina
(dcSTX), analogos no sulfatados, analogos mono-sulfatados, analogos disulfatados, analogos descarbamoilados y
analogos hidrofobos.

Cualquier descripcién de los documentos de la técnica anterior en el presente documento, o declaraciones en el
presente documento derivadas o basadas en estos documentos, no es una admision de que los documentos o
declaraciones derivadas sean parte del conocimiento general comun de la técnica relevante.

Descripcion detallada

Los presentes inventores han determinado que los dinoflagelados son productores de saxitoxina (STX) y han
identificado genes responsables de la produccion de STX en estos microorganismos. En base a este
descubrimiento, los inventores han desarrollado un ensayo capaz de discernir entre especies de dinoflagelados
productores de STX y especies de dinoflagelados que no producen STX.

Por consiguiente, ciertos aspectos de la invencion se refieren a la provision de secuencias polinucleotidicas y
polipeptidicas de STX presentes en dinoflagelados.

También se proporcionan métodos para la deteccion de dinoflagelados productores de STX en una muestra dada en
base a la deteccion de la presencia (o ausencia) de una o mas secuencias de la invencion en la muestra.

También se proporcionan kits para la deteccion de dinoflagelados productores de STX en una muestra dada que
comprende uno o mas agentes para detectar la presencia (o ausencia) de una o mas secuencias de la invencién en
la muestra.

Polinucle6tidos y polipéptidos

Se divulgan en el presente documento secuencias de polinucledtidos y polipéptidos de saxitoxina de dinoflagelado
("polinucledtidos de la invencién" y "polipéptidos de la invencién”, respectivamente). Los polinucleétidos de la
invencion pueden ser acidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos ribonucleicos (ARN) o acidos desoxirribonucleicos
complementarios (ADNCc).

En ciertas realizaciones, las secuencias son secuencias de polinucledtidos del gen de saxitoxina A (sxtA) o
secuencias de polipéptido de saxitoxina A (STXA).

Las secuencias de polinucleétidos de sxtA pueden comprender uno o0 mas dominios cataliticos del gen sxtA (es
decir, los dominios cataliticos sxtAl, sxtA2, sxtA3 o sxtA4), o uno o mas fragmentos de los mismos. A modo de
ejemplo no limitante Unicamente, la secuencia sxtAl puede definirse por los nucledtidos 160-1821 de la secuencia
de polinucledtidos expuesta en el GenBank nimero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 1) o los nucleétidos 277-2022
de la secuencia de polinucledtidos expuesta en el GenBank nuimero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 3). La
secuencia sxtA2 puede definirse por los nucleétidos 1837-2415 de la secuencia de polinucledtidos expuesta en el
GenBank numero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 1) o los nucledtidos 2038-2604 de la secuencia de
polinucledtidos expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 3). La secuencia sxtA3 puede
definirse por los nucledtidos 2479-2694 de la secuencia de polinucledtidos expuesta en el GenBank numero de
acceso JF343238 (SEQ ID NO: 1) o los nucledtidos 2722-2949 de la secuencia de polinucleétidos expuesta en el
GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 3). La secuencia sxtA4 puede definirse por los nucleétidos
3115-4121 de la secuencia de polinucledtidos expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO:
3) o los nucledtidos 3597-3721 de la secuencia de polinucledtidos expuesta en el GenBank numero de acceso
JF343239 (SEQ ID NO: 3).

Otros ejemplos no limitantes de secuencias de polinucledtidos del gen sxtA de la invencidon incluyen los
proporcionados en el GenBank nimero de acceso JF343238 y JF343239 (SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 3).

Las secuencias polipeptidicas de STXA pueden comprender uno cualquiera o mas dominios cataliticos de proteina

STX (es decir, los dominios cataliticos STXA1, STXA2, STXA3 o STXA4) o uno o mas fragmentos de los mismos. A
modo de ejemplo no limitante Unicamente, la secuencia STXA1 puede definirse por los residuos de aminoacidos 1-
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554 de la secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank nimero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 2) o los
residuos de aminoacidos 1-582 de la secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239
(SEQ ID NO: 4). La secuencia STXA2 puede definirse por los residuos de aminoacidos 560-752 de la secuencia
polipeptidica expuesta en el GenBank numero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 2) o los residuos de aminoacidos
588-776 de la secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 4). La
secuencia STXA3 puede definirse por los residuos de aminoacidos 774-845 de la secuencia polipeptidica expuesta
en el GenBank nimero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 2) o los residuos de aminoacidos 816-891 de la
secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 4). La secuencia
STXA4 puede definirse por los residuos de aminoacidos 947-1281 de la secuencia polipeptidica expuesta en el
GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 4).

Otros ejemplo no limitantes de secuencias de polipéptidos STX de la invenciéon incluyen las proporcionadas en el
GenBank numero de acceso JF343238 y JF343239 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4).

Preferiblemente, las secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas son de dinoflagelados productores de saxitoxina.
Por ejemplo, las secuencias polinucleotidicas y polipeptidicas pueden ser de dinoflagelados del orden
Gonyaulacales o Gymnodiniales. Preferiblemente, los dinoflagelados son del género Alexandrium (anteriormente
Gonyaulax), Pyrodinium o Gymnodinium.

Los ejemplos no limitantes de especies Alexandrium preferidas incluyen A. catenella (por ejemplo, las cepas
ACCCO01, ACSH02, ACTRA02 y CCMP1493), A. fundyense (por ejemplo, las cepas CCMP1719 y CCMP1979), A
lusitanicum, A. minutum (por ejemplo, las cepas CCMP1888, CCMP113, ALSP01, ALSP02 y AMD16/AMAD16), A.
ostenfeldii, y A. tamarense (por ejemplo, las cepas CCMP1771, ATBB01, ATEBO1, ATCJ33 y ATNWBO1). Los
ejemplos no limitantes de especies preferidas de Gymnodinium incluyen G. catenatum (por ejemplo, las cepas
GCTRAO1 y CS-395). Los ejemplos no limitantes de especies preferidas de Pyrodinium incluyen P. bahamense var
compressum.

Los fragmentos de ambos polinucleétidos de la invencién y polipéptidos de la invencion también se proporcionan en
el presente documento.

Un "fragmento" de polinucleétido como se contempla en el presente documento es una molécula de polinucleétido
que es un constituyente de un polinucledtido de la invencion o variante del mismo. Los fragmentos de un
polinucledtido no necesitan necesariamente codificar polipéptidos que retengan actividad bioldégica aunque esto no
esta excluido de ser el caso. En ciertas realizaciones, el fragmento puede ser util como sonda de hibridacion o
cebador de PCR. El fragmento puede derivarse escindiendo un polinucleétido de la invencién o, como alternativa,
puede sintetizarse por otros medios, por ejemplo, mediante sintesis quimica. Un fragmento de polinucleétido como
se contempla en el presente documento puede ser de menos de aproximadamente 5000 nucleétidos de longitud,
menos de aproximadamente 4500 nucleétidos de longitud, o menos de aproximadamente 4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100, 75, 50, 25 o 15 nucledtidos de longitud. Adicionalmente, o
como alternativa, un fragmento de polinucleétido como se contempla en el presente documento puede tener mas de
aproximadamente 15 nucleétidos de longitud, mas de aproximadamente 25 nucleétidos de longitud, o mas de
aproximadamente 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500 o 4000
nucledtidos de longitud. Adicionalmente o como alternativa, un fragmento de polinucleétido como se contempla en el
presente documento puede tener entre aproximadamente 25 y aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, entre
aproximadamente 25 y aproximadamente 75 nucledtidos de longitud, o entre aproximadamente 25 vy
aproximadamente 100, 100 y 250, 100 y 500, 250 y 500, 100 y 1000, 500 y 2000, 1000 y 2000 nucledtidos de
longitud.

Los fragmentos de polinucledtidos de la invencion comprenden fragmentos del gen sxtA. Por ejemplo, los
fragmentos de polinucleétidos de la invencion pueden comprender uno cualquiera o mas de los dominios cataliticos
SxtAl, sxtA2, sxtA3 o sxtA4, o uno o mas fragmentos de los mismos. Los fragmentos polipeptidicos de la invencién
comprenden fragmentos de la proteina STX. Por ejemplo, los fragmentos de polinucledtidos de la invencion pueden
comprender uno cualquiera 0 mas de los dominios cataliticos de STXA1, STXA2, STXA3 o STXA4, o uno o mas
fragmentos de los mismos.

Los ejemplos especificos y no limitantes de los fragmentos de la secuencia de polinucledtidos del gen sxtA de la
invencion incluyen los proporcionados en el GenBank nimeros de acceso JF343240 - JF343432 (SEQ ID NO: 5 -
SEQ ID NO: 197), y los expuestos en las SEQ ID NOs: 224-227, 230-242 y 247.
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Los ejemplos especificos y no limitativos adicionales de fragmentos de la secuencia de polinucledtidos del gen sxtA
de la invencion incluyen los definidos por los nucledtidos 3115-4121 y los nucleétidos 3597-3721 de la secuencia de
polinucledtidos expuesta en el GenBank numero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 3), y fragmentos y variantes de
la misma.

Los ejemplos especificos y no limitantes de secuencias del dominio catalitico de sxtAl incluyen los expuestos en las
SEQ ID NOs: 224-227 y 247.

Los ejemplos especificos y no limitantes de secuencias del dominio catalitico de sxtA4 incluyen los expuestos en las
SEQ ID NOs: 230-242.

Un "fragmento"” polipeptidico como se contempla en el presente documento es una molécula polipeptidica que es un
constituyente de un polipéptido de la invencion o una variante del mismo. Tipicamente, el fragmento posee actividad
bioldgica cualitativa en comun con el polipéptido del cual es un constituyente 0 aunque esto no sea necesariamente
requerido. Un fragmento de polipéptido como se contempla en el presente documento puede ser menor de
aproximadamente 1500 residuos de aminoacidos de longitud, menor de aproximadamente 1400 residuos de
aminoacidos de longitud, o menor de aproximadamente 1300, 1200, 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
250, 200, 150, 100, 75, 50, 25 o 15 residuos de aminoacidos de longitud. Adicionalmente o como alternativa, un
fragmento polipeptidico como se contempla en el presente documento puede ser de mas de aproximadamente 15
residuos de aminoacidos de longitud, mas de aproximadamente 25 residuos de aminoacidos de longitud, o0 mas de
aproximadamente 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, o 1300 residuos
de aminoacidos de longitud. Adicionalmente o como alternativa, un fragmento polipeptidico como se contempla en el
presente documento puede ser de entre aproximadamente 15 y aproximadamente 25 residuos de aminoacidos de
longitud, entre aproximadamente 15 y aproximadamente 50 residuos de aminoacidos de longitud, o entre
aproximadamente 15y 75, 15y 100, 15y 150, 25 y 50, 25 y 100, 50 y 100, 50 y 150, 100 y 200, 100 y 250, 100 y
300, 100 y 500, 500 y 750, 500 y 1000, o 1000 y 1300 residuos de aminoéacidos de longitud.

Los ejemplos especificos y no limitantes de fragmentos de secuencia de polipéptidos de STXA de la invencion
incluyen los definidos por los residuos de aminoacidos X-Y de la secuencia de polipéptidos expuesta en el GenBank
nimero de acceso JF343248 (SEQ ID NO: 3), los definidos por los residuos de aminoacidos 947-1281 de la
secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 4), y fragmentos y
variantes de la misma.

Las variantes de polinucleétidos de la invencion y polipéptidos de la invencion, y fragmentos de los mismos, también
se proporcionan en el presente documento.

Una "variante" como se contempla en el presente documento, se refiere a una secuencia sustancialmente similar. En
general, dos secuencias son "sustancialmente similares" si las dos secuencias tienen un porcentaje especificado de
residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (porcentaje de "identidad de secuencia"), en una region
especifica 0, cuando no se especifica, por toda la secuencia. Por consiguiente, una "variante" de una secuencia
polinucleotidica y polipeptidica desvelada en el presente documento puede compartir al menos un 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 83% 85%, 88%, 90%, 93%, 95%, 96%, 97%, 98% o un 99% de identidad de
secuencia con la secuencia de referencia.

En general, las variantes de secuencias polipeptidicas poseen actividad bioldgica cualitativa en comun. Las
variantes de secuencia de polinucleétidos generalmente codifican polipéptidos que generalmente poseen actividad
bioldgica cualitativa en comun. También se incluyen dentro del significado del término "variante" los homélogos de
los polinucleétidos de la invencion y los polipéptidos de la invencion. Un homélogo de polinucledtido es tipicamente
de una especie de dinoflagelado diferente pero que comparte sustancialmente la misma funcion o actividad bioldgica
que el polinucledtido correspondiente desvelado en el presente documento. Un homodlogo de polipéptido es
tipicamente de una especie de dinoflagelado diferente pero que comparte sustancialmente la misma funcién o
actividad bioldgica que el polipéptido correspondiente desvelado en el presente documento. El término "variante"
también incluye analogos de los polipéptidos de la invencion. Un "analogo" polipeptidico es un polipéptido que es un
derivado de un polipéptido de la invencién, cuyo derivado comprende la adicion, eliminacion, sustitucién de uno o
mas aminoacidos, de tal forma que el polipéptido conserva sustancialmente la misma funcién. La expresion
"sustitucién conservativa de aminoacidos" se refiere a una sustitucién o reemplazo de un aminoacido por otro
aminoacido con propiedades similares dentro de una cadena polipeptidica (secuencia primaria de una proteina). Por
ejemplo, la sustitucion del aminoacido cargado acido glutamico (Glu) por el aminoacido cargado acido aspartico
(Asp) de manera similar seria una sustitucidon conservativa de aminoéacidos.
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Tipicamente, los polinucleétidos y polipéptidos de la divulgacion estan "aislados". Se entendera que el término
"aislado" en este contexto significa que el polinucleétido o polipéptido se ha eliminado o no esta asociado con
algunos o ninguno de los demas componentes con los que se encontraria en su estado natural. Por ejemplo, un
polinucledtido "aislado" puede eliminarse de otros polinucleétidos de una secuencia de polinucleétidos mayor, o
puede eliminarse de componentes naturales tales como polinucleétidos no relacionados. Asimismo, un polipéptido
"aislado" se puede eliminar de otros polipéptidos de una secuencia polipeptidica mas grande, o se puede eliminar de
componentes naturales tales como polipéptidos no relacionados. En aras de la claridad, un polinucleétido "aislado"
de polipéptido también incluye un polinucleétido o polipéptido que no se ha tomado de la naturaleza, sino que se ha
preparado de nuevo, tal como quimicamente sintetizado y/o preparado por métodos recombinantes. Como se
describe en el presente documento, un polipéptido aislado de la invencidon puede incluirse como una parte
componente de un polipéptido o proteina de fusién mas larga.

En ciertas realizaciones, los polinucleétidos de la divulgacion se pueden clonar en un vector. El vector puede
comprender, por ejemplo, una secuencia de ADN, ARN o ADN complementario (ADNc). El vector puede ser un
vector plasmidico, un vector viral, o cualquier otro vehiculo adecuado adaptado para la insercién de secuencias
extrafias, su introduccion en células y la expresion de las secuencias introducidas. Tipicamente, el vector es un
vector de expresion y puede incluir secuencias de control y procesamiento de la expresion tales como un promotor,
un potenciador, sitios de unidon a ribosomas, sefiales de poliadenilacién y secuencias de terminacion de la
transcripcion. La invencion también contempla células huésped transformadas por dichos vectores. Por ejemplo, los
polinucledtidos de la invencidon se pueden clonar en un vector que se transforma en una célula huésped bacteriana,
por ejemplo, E. coli. Los métodos para la construccién de vectores y su transformaciéon en células huésped se
conocen generalmente en la técnica, y se describen en textos estandar tales como, por ejemplo, Sambrook et al.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva
York; y Ausubel et al. (Eds) Current Protocols in Molecular Biology (2007), John Wiley and Sons, Inc.

Sondas, cebadores y anticuerpos

Los polinucleétidos de la divulgacién incluyen derivados y fragmentos de los mismos para su uso como cebadores y
sondas.

Los derivados y fragmentos pueden estar en forma de oligonucleétidos. Los oligonucleétidos son tramos cortos de
residuos de nucledtidos adecuados para su uso en reacciones de amplificacion de acidos nucleicos tales como PCR,
siendo tipicamente de al menos aproximadamente 5 nucleétidos a aproximadamente 80 nucledtidos de longitud,
mas tipicamente de aproximadamente 10 nucledtidos de longitud a aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, y
aun mas tipicamente de aproximadamente 15 nucledtidos de longitud a aproximadamente 30 nucledtidos de
longitud.

En una realizacion, la sonda comprende o consiste en una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 245 o SEQ
ID NO: 246.

Las sondas son secuencias de nucleétidos de longitud variable, por ejemplo, entre aproximadamente 10 nucledtidos
y varios miles de nucledtidos, para su uso en la deteccion de secuencias homologas, tipicamente por hibridacion.
Las sondas de hibridacion pueden ser fragmentos de ADN gendmico, fragmentos de ADNc, fragmentos de ARN u
otros oligonucledtidos.

Los métodos para el disefio y/o la produccion de sondas y/o cebadores de nucledtidos se conocen en la técnica, y
se describen en textos estandar tales como Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York; y publicaciones tales como ltakura et al. (1984) Annu.
Rev. Biochem. 53: 323; Innis et al. (Eds) (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic
Press, Nueva York; Innis y Gelfand, (Eds) (1995) PCR Strategies, Academic Press, Nueva York; y Innis y Gelfand,
(Eds) (1999) PCR Methods Manual, Academic Press, Nueva York.

Se pueden preparar cebadores y sondas de polinucleétidos, por ejemplo, mediante técnicas de sintesis quimica
tales como los métodos de fosfodiéster y fosfotriéster (véase, por ejemplo, Narang et al. (1979) Meth. Enzymol. 68:
90; Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68:109; y la Patente de Estados Unidos N.° 4356270), y el método de
dietilfosforamidita (véase Beaucage et al. (1981) Tetrahedron Letters, 22: 1859-1862).

Los polinucledtidos de la divulgacion que incluyen las sondas y cebadores mencionados anteriormente, pueden
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marcarse mediante la incorporacion de un marcador para facilitar su deteccién. Las técnicas para marcar y detectar
acidos nucleicos se describen, por ejemplo, en textos estandar tales como Ausubel et al. (Eds) Current Protocols in
Molecular Biology (2007), John Wiley and Sons, Inc. Los ejemplos no limitantes de marcadores adecuados incluyen
moléculas fluorescentes (por ejemplo, acetilaminofluoreno, 5-bromodesoxiuridina, digoxigenina y fluoresceina) e
isétopos radiactivos (por ejemplo, 32P, 35S, 3H, 33P). La deteccién del marcador se puede lograr, por ejemplo,
mediante técnicas quimicas, fotoquimicas, inmunoquimicas, bioquimicas o espectroscopicas.

Las sondas y los cebadores se pueden usar, por ejemplo, para detectar o aislar dinoflagelados en una muestra de
interés. En ciertas realizaciones, las sondas y cebadores pueden usarse para detectar dinoflagelados productores de
STX en una muestra de interés. Adicionalmente o como alternativa, las sondas o cebadores se pueden usar para
aislar secuencias correspondientes en otros organismos incluyendo, por ejemplo, otras especies de dinoflagelados.
Se pueden usar métodos tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), hibridacion y similares, para
identificar dichas secuencias en base a su homologia de secuencia con las secuencias expuestas en el presente
documento. Las secuencias que se seleccionan en base a su identidad de secuencia con las secuencias completas
expuestas en el presente documento o a fragmentos de las mismas se incluyen por las realizaciones. Dichas
secuencias incluyen secuencias que son ortélogos de las secuencias desveladas. El término "ortélogos" se refiere a
genes derivados de un gen ancestral comun y que se encuentran en diferentes especies como resultado de la
especiacion. Los genes encontrados en diferentes especies se consideran ortélogos cuando sus secuencias de
nucleostidos y/o sus secuencias de proteinas codificadas comparten una identidad sustancial como se define en otra
parte en el presente documento. Las funciones de los ortélogos suelen estar altamente conservadas entre las
especies.

En técnicas de hibridacién, la totalidad o parte de una secuencia de nucleétidos conocida se usa para generar una
sonda que se hibrida selectivamente a otras secuencias de acidos nucleicos correspondientes presentes en una
muestra dada. Las sondas de hibridacion pueden ser fragmentos de ADN gendmico, fragmentos de ADNCc,
fragmentos de ARN, u otros oligonucleétidos, y pueden marcarse con un marcador detectable. Por lo tanto, por
ejemplo, las sondas para la hibridacion pueden prepararse marcando oligonucledtidos sintéticos basados en las
secuencias de la invencion. El nivel de homologia (identidad de secuencia) entre la sonda y la secuencia diana se
determinara en gran medida por la rigurosidad de las condiciones de hibridacion. En particular, la secuencia de
nucleodtidos utilizada como sonda puede hibridarse con un homdlogo u otra variante de un polinucleétido desvelado
en el presente documento en condiciones de baja rigurosidad, rigurosidad media o alta rigurosidad. Existen
numerosas condiciones y factores, bien conocidos por los expertos en la técnica, que pueden emplearse para alterar
la rigurosidad de la hibridacion, tales como, por ejemplo, la longitud y la naturaleza (ADN, ARN, composicion de
base) del acido nucleico a hibridar con un acido nucleico especificado; concentracion de sales y otros componentes,
tales como la presencia o ausencia de formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol, etc.; y alterando la
temperatura de las etapas de hibridacion y/o lavado.

Bajo un enfoque de PCR, los cebadores de oligonucleétidos pueden disefarse para su uso en reacciones de PCR
para amplificar secuencias de ADN correspondientes a partir de ADNc o ADN gendmico extraido de cualquier
organismo de interés. Los métodos para disefiar cebadores de PCR y clonacion por PCR son generalmente
conocidos en la técnica. Los métodos conocidos de PCR incluyen, pero sin limitacién, métodos que usan cebadores
emparejados, cebadores anidados, cebadores especificos individuales, cebadores degenerados, cebadores
especificos de gen, cebadores especificos de vector, cebadores parcialmente desapareados, y similares.

El destinatario experto reconocera que los cebadores descritos en el presente documento para su uso en PCR o RT-
PCR también se pueden usar como sondas para la deteccidon de secuencias de genes sxt de dinoflagelados.

También se contemplan en la divulgacion anticuerpos que son capaces de unirse especificamente a polipéptidos
descritos en la descripcion. Los anticuerpos pueden usarse para detectar y analizar cualitativa o cuantitativamente
uno o mas polipéptidos STX en una muestra dada. Al "unirse especificamente", se entendera que el anticuerpo es
capaz de unirse al polipéptido diana o fragmento del mismo con una afinidad mayor que la que se une a una
proteina no relacionada. Por ejemplo, el anticuerpo se puede unir al polipéptido o fragmento del mismo, con una
constante de union en el intervalo de al menos aproximadamente 104 M a aproximadamente 100 M.
Preferiblemente, la constante de union es al menos aproximadamente 105 M, o al menos aproximadamente 106 M.
Mas preferiblemente, la constante de union es al menos aproximadamente 107 M, al menos aproximadamente 108
M, o al menos aproximadamente 10°° M o mas. En el contexto de la presente invencion, la referencia a un anticuerpo
especifico para un polipéptido STX de la invenciéon incluye un anticuerpo que es especifico de un fragmento del
polipéptido.
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Los anticuerpos de la divulgacion pueden existir en una diversidad de formas incluyendo, por ejemplo, en forma de
un anticuerpo completo, o como un fragmento de anticuerpo, u otro fragmento inmunolégicamente activo del mismo,
tal como regiones determinantes de complementariedad. De forma similar, el anticuerpo puede existir como un
fragmento de anticuerpo que tiene dominios funcionales de unién a antigeno, es decir, dominios variables de cadena
pesada y ligera. Ademas, el fragmento de anticuerpo puede existir en una forma seleccionada del grupo que
consiste en, pero sin limitacion: Fv, Fab, F(ab)z2, scFv (Fv monocatenario), dAb (anticuerpo de dominio individual),
anticuerpos quiméricos, anticuerpos bi-especificos, diacuerpos y triacuerpos.

Se puede producir un "fragmento" de anticuerpo por modificacion de un anticuerpo completo o por sintesis del
fragmento de anticuerpo deseado. Los métodos para generar anticuerpos, incluyendo fragmentos de anticuerpos, se
conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, sintesis mediante tecnologia de ADN recombinante. El destinatario
experto conocera los métodos de sintesis de anticuerpos, tales como los descritos en, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N.° 5296348 y textos estandar tales como Ausubel et al. (Eds) Current Protocols in Molecular
Biology (2007), John Wiley and Sons, Inc.

Preferiblemente, los anticuerpos se preparan a partir de regiones discretas o fragmentos del polipéptido STX de
interés. Una porcién antigénica de un polipéptido de interés puede ser de cualquier longitud apropiada, tal como de
aproximadamente 5 a aproximadamente 15 aminoacidos. Preferiblemente, una porcién antigénica contiene al menos
aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o 14 residuos de aminoacidos.

Los anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de la divulgacién se pueden preparar, por ejemplo,
usando polipéptidos STX purificados de la invencion, o secuencias de polinucleétidos sxt purificadas de la invencion
que codifican polipéptidos STX de la invenciéon usando cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal, que contiene tipicamente porciones de Fab, se puede preparar usando la
tecnologia de hibridoma descrita en Harlow y Lane (Eds) Antibodies - A Laboratory Manual, (1988), Cold Spring
Harbor Laboratory, N.Y; Coligan, Current Protocols in Immunology (1991); Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice (1986) 22 ed; y Kohler & Milstein, (1975) Nature 256: 495-497. Dichas técnicas incluyen, pero sin
limitacion, preparacion de anticuerpos por seleccion de anticuerpos de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en
fagos o vectores similares, asi como preparacion de anticuerpos policlonales y monoclonales inmunizando conejos o
ratones (véase, por ejemplo, Huse et al. (1989) Science 246: 1275-1281; Ward et al. (1989) Nature 341: 544-546).

También se entendera que los anticuerpos de la divulgacién incluyen anticuerpos humanizados, anticuerpos
quiméricos y anticuerpos completamente humanos. Un anticuerpo de la invencidon puede ser un anticuerpo
biespecifico, que tiene especificidad de unién a mas de un antigeno o epitopo. Por ejemplo, el anticuerpo puede
tener especificidad para uno o mas polipéptidos STX o fragmentos de los mismos, y adicionalmente tener
especificidad de unién por otro antigeno. Los métodos para la preparacion de anticuerpos humanizados, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos completamente humanos y anticuerpos biespecificos se conocen en la técnica e incluyen,
por ejemplo, los descritos en la Patente de Estados Unidos N.° 6995243.

Generalmente, una muestra que comprende potencialmente un polipéptido STX de la divulgacion se puede poner en
contacto con un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido STX o fragmento del mismo. Opcionalmente,
el anticuerpo puede fijarse a un soporte sélido para facilitar el lavado y posterior aislamiento del complejo, antes de
poner en contacto el anticuerpo con una muestra. Los ejemplos de soportes sélidos incluyen, por ejemplo, placas de
microtitulacion, perlas, marcas o microperlas. Los anticuerpos también se pueden unir a una matriz ProteinChip o un
sustrato de sonda como se ha descrito anteriormente

Las etiquetas detectables para la identificacién de anticuerpos unidos a polipéptidos de la invencién incluyen, pero
sin limitacion, fluorocromos, tintes fluorescentes, radiomarcadores, enzimas tales como peréxido de rabano picante,
fosfatasa alcalina y otros usados cominmente en la técnica, y etiquetas colorimétricas, incluyendo oro coloidal o
perlas de vidrio o plastico de colores. Como alternativa, el anticuerpo se puede detectar usando un ensayo indirecto,
en el que, por ejemplo, se usa un segundo anticuerpo marcado para detectar el anticuerpo especifico del polipéptido
unido.

Los métodos para detectar la presencia, o medir la cantidad, de un complejo anticuerpo-marcador incluyen, por
ejemplo, deteccidén de fluorescencia, quimioluminiscencia, luminiscencia, absorbancia, birrefringencia, transmitancia,
reflectancia o indice de refraccion, tal como resonancia de plasmén superficial, elipsometria, un método especular
resonante, un método de guia de onda de acoplador de rejilla, o interferometria. Los métodos de radiofrecuencia
incluyen espectroscopia de resonancia multipolar. Los métodos electroquimicos incluyen métodos de amperometria
y voltametria. Los métodos 6pticos incluyen métodos de imagenes y métodos sin imagenes y microscopia.
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Los ensayos Utiles para detectar la presencia, o medir la cantidad, de un complejo anticuerpo-marcador incluyen,
incluyen, por ejemplo, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un ensayo radioinmune (RIA), o un
ensayo de transferencia Western. Dichos métodos se describen, por ejemplo, en Stites & Terr, (Eds) (1991) Clinical
Immunology, 72 ed; y Asai, (Ed) (1993) Methods in Cell Biology: Antibodies in Cell Biology, volumen 37.

Métodos para detectar dinoflagelados

La divulgacion proporciona métodos para la deteccién y/o el aislamiento de polinucledtidos de la invencién y/o
polipéptidos de la invencion ("métodos de la invencion").

En una realizacion, la invencion proporciona un método para detectar un dinoflagelado en una muestra. El método
comprende obtener una muestra para su uso en el método, y detectar la presencia de un polinucleétido de la
invencién y/o un polipéptido de la invencion, o un fragmento o variante de los mismos en la muestra. La presencia
del polinucledtido, polipéptido o variante o fragmento del mismo en la muestra es indicativo de dinoflagelados en la
muestra.

Los presentes inventores han determinado que el gen sxtA esta presente en dinoflagelados productores de
saxitoxina pero ausente en dinoflagelados que no producen saxitoxina. En particular, se ha identificado que la
deteccién de los dominios cataliticos de sxtAl y/o sxtA4 del gen sxtA son indicativos de dinoflagelados productores
de saxitoxina.

Por consiguiente, en otra realizacion, la invencién proporciona un método para detectar un dinoflagelado productor
de saxitoxina en una muestra. El método comprende obtener una muestra para su uso en el método, y detectar la
presencia de un polinucledtido de la invencién y/o un polipéptido de la invencion, o un fragmento o variante de los
mismos en la muestra. La presencia del polinucleétido, polipéptido, o variante o fragmento de los mismos en la
muestra es indicativo de un dinoflagelado productor de saxitoxina en la muestra.

En otra realizacion, la invencion proporciona un método para determinar la ausencia de dinoflagelados productores
de saxitoxina en una muestra. EI método comprende obtener una muestra para su uso en el método, y determinar la
ausencia de un polinucleétido de la invencién y/o un polipéptido de la invencién, o un fragmento o variante de los
mismos en la muestra. La ausencia del polinucleétido, polipéptido, o variante o fragmento de los mismos en la
muestra es indicativo de que los dinoflagelados productores de saxitoxina no estan presentes en la muestra.

En el contexto de los métodos de la divulgacion (incluyendo aquellos a los que se hace referencia en los parrafos
inmediatamente anteriores), la secuencia de polinucleétidos puede ser una secuencia del gen saxitoxina A (sxtA). La
secuencia de polinucledtidos de sxtA puede comprender uno o mas dominios cataliticos del gen sxtA (es decir, los
dominios cataliticos sxtAl, sxtA2, sxtA3 o sxtA4), o uno o mas fragmentos de los mismos. Preferiblemente, la
secuencia de polinucleétidos sxtA comprende un dominio sxtAl y/o sxtA4, o uno o mas fragmentos de la misma.
Mas preferiblemente, la secuencia de polinucledtidos sxtA comprende un dominio sxtA4, o uno o mas fragmentos de
la misma. La secuencia polipeptidica puede ser una secuencia del polipéptido saxitoxina A (STXA).

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos corresponde a una secuencia proporcionada en uno
cualquiera de los numeros de acceso al GenBank JF343238 y JF343239 (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3), o un
fragmento o una variante de cualquiera de las secuencias.

En otras realizaciones, la secuencia de polinucledtidos corresponde a una secuencia proporcionada en uno
cualquiera de los numeros de acceso al GenBank JF343240 - JF343432 (SEQ ID NO: 5 - SEQ ID NO: 197), o un
fragmento o una variante de una cualquiera de las secuencias.

En otras realizaciones, la secuencia de polinucleétidos comprende una secuencia de dominio catalitico de sxtA1
proporcionada en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 224-227 y 247, o un fragmento o una variante de una
cualquiera de las secuencias.

En otras realizaciones, la secuencia de polinucleétidos comprende una secuencia de dominio catalitico de sxtA4
proporcionada en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 230-242, o un fragmento o una variante de una cualquiera de
las secuencias.

En otras realizaciones, la secuencia de polinucleétidos puede comprender los nucledtidos 160-1821 de la secuencia
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de polinucledtidos expuesta en el GenBank nimero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 1); los nucledtidos 277-2022
de la secuencia de polinucleétidos expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 3); los
nucleotidos 1837-2415 de la secuencia de polinucleétidos expuesta en el GenBank numero de acceso JF343238
(SEQ ID NO: 1); los nucledtidos 2038-2604 de la secuencia de polinucledtidos expuesta en el GenBank numero de
acceso JF343239 (SEQ ID NO: 3); los nucledtidos 2479-2694 de la secuencia de polinucledtidos expuesta en el
GenBank numero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 1); los nucleétidos 2722-2949 de la secuencia de
polinucledtidos expuesta en el GenBank niumero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 3); los nucleétidos 3115-4121 de
la secuencia de polinucleétidos expuesta en el GenBank nuimero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 3); los
nucledtidos 3597-3721 de la secuencia de polinucledtidos expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239
(SEQ ID NO: 3); o un fragmento o una variante de una cualquiera de las secuencias.

En el contexto de los métodos de la divulgacion (incluyendo los referidos en los parrafos anteriores), la secuencia
polipeptidica puede ser una secuencia de proteina saxitoxina A (STXA). La secuencia polipeptidica de STXA puede
comprender uno cualquiera o mas dominios cataliticos de proteina STXA (es decir, los dominios cataliticos STXA1,
STXA2, STXA3 o STXA4) o uno o mas fragmentos de los mismos. Preferiblemente, la secuencia del polipéptido
STXA comprende un dominio STXA1 o STXA4, o uno o mas fragmentos del mismo. Mas preferiblemente, la
secuencia polipeptidica de STXA comprende un dominio STXA4, o uno o més fragmentos del mismo.

En algunas realizaciones, la secuencia de polipéptido corresponde a una secuencia proporcionada en el GenBank
numeros de acceso JF343238 o JF343239 (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4), o un fragmento o una variante de
cualquiera de las secuencias.

En otras realizaciones, la secuencia polipeptidica puede comprender los residuos de aminoacidos 1-554 de la
secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank numero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 2); los residuos de
aminoacidos 1-582 de la secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID
NO: 4); los residuos de aminoacidos 560-752 de la secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank numero de
acceso JF343238 (SEQ ID NO: 2); los residuos de aminoacidos 588-776 de la secuencia polipeptidica expuesta en
el GenBank numero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 4); los residuos de aminoacidos 774-845 de la secuencia
polipeptidica expuesta en el GenBank numero de acceso JF343238 (SEQ ID NO: 2); los residuos de aminoacidos
816-891 de la secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank niumero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 4); los
residuos de aminoacidos 947-1281 de la secuencia polipeptidica expuesta en el GenBank nimero de acceso
JF343239 (SEQ ID NO: 4); o un fragmento o una variante de una cualquiera de las secuencias.

Los dinoflagelados detectados en una muestra o determinados como ausentes de una muestra usando los métodos
de la invencion pueden ser dinoflagelados productores de saxitoxina. Sin imponer ninguna limitacién particular, los
dinoflagelados pueden ser del orden Gonyaulacales o Gymnodiniales. Los dinoflagelados pueden ser del género
Alexandrium (anteriormente Gonyaulax), Pyrodinium o Gymnodinium. Los ejemplos adecuados de especies
Alexandrium incluyen A. catenella (por ejemplo, las cepas ACCCO01, ACSH02, ACTRA02 y CCMP1493), A.
fundyense (por ejemplo, las cepas CCMP1719 y CCMP1979), A lusitanicum, A. minutum (por ejemplo, las cepas
CCMP1888, CCMP113, ALSP01, ALSP02 y AMD16/AMAD16), A. ostenfeldii y A. tamarense (por ejemplo, las cepas
CCMP1771, ATBB01, ATEBO1, ATCJ33 y ATNWBO1). Los ejemplos adecuados de especies Gymnodinium incluyen
G. catenatum (por ejemplo, las cepas GCTRAO1 y CS-395). Los ejemplos adecuados de especies Pyrodinium
incluyen P. bahamense var compressum.

Una muestra para su uso en los métodos de la invencion se puede "obtener" por cualquier medio. Por ejemplo, la
muestra puede obtenerse retirandola de un estado de origen natural (por ejemplo, una muestra de un lago, océano o
rio), o retirandola de un estado "no natural" (por ejemplo, un cultivo en un entorno de laboratorio, presa, depésito,
tanque, etc.).

Puede sospecharse que una muestra para su uso en los métodos de la invencion comprende uno o mas
dinoflagelados, o uno o mas dinoflagelados productores de saxitoxina. La muestra puede ser una muestra
comparativa o de control, por ejemplo, una muestra que comprende una concentracion o densidad conocida de
dinoflagelados o dinoflagelados productores de saxitoxina o una muestra que comprende una o mas especies
conocidas o cepas de dinoflagelados o dinoflagelados productores de saxitoxina. La muestra puede obtenerse a
partir de cualquier fuente. Por ejemplo, una muestra puede ser una muestra ambiental. La muestra ambiental puede
derivarse, por ejemplo, de agua salada, agua dulce, un rio, un lago, un océano o las aguas costeras. La muestra
ambiental puede derivarse de una proliferacion de dinoflagelados. Como alternativa, la muestra puede derivarse de
una fuente de laboratorio, tal como un cultivo o una fuente comercial. Como alternativa, la muestra puede derivarse
de una fuente biolégica tal como, por ejemplo, tejido o fluido biologico. La muestra puede modificarse desde su
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estado original, por ejemplo, mediante purificacién, dilucion o la adicion de cualquier otro componente o
componentes.

En ciertas realizaciones, una muestra analizada usando los métodos de la invencién puede proporcionar informacion
con respecto a la presencia o ausencia de saxitoxina en animales que pueblan la fuente de la muestra. Por ejemplo,
la muestra puede ensayarse para determinar la presencia o ausencia de saxitoxina en alimentos marinos animales
tales como, por ejemplo, pescado (por ejemplo, pez globo) y en particular mariscos (por ejemplo, mejillones, almejas,
ostras, vieiras y similares).

Los polinucledtidos y polipéptidos para su uso en los métodos de la invencidn se pueden aislar (es decir, extraer) de
microorganismos en cultivo mixto o como especies individuales o aislados de género. Por consiguiente, los
microorganismos de una muestra pueden cultivarse antes de la extraccion, o la extraccidon puede realizarse
directamente en una muestra dada. Los métodos adecuados para el aislamiento (es decir, extraccion) y la
purificacion de polinucleétidos y polipéptidos para el analisis usando métodos de la invencion son generalmente
conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en textos estandar tales como Ausubel (Eds) Current Protocols
in Molecular Biology (2007), John Wiley and Sons, Inc; Coligan et al. (Eds) Current Protocols in Protein Science
(2007), John Wiley and Sons, Inc; Walker, (Ed) (1988) New Protein Techniques: Methods in Molecular Biology,
Humana Press, Clifton, N.J; y Scopes, R. K. (1987) Protein Purification: Principles and Practice, 32. Ed., Springer-
Verlag, Nueva York, N.Y. Se describen métodos adicionales en Neilan (1995) Appl. Environ. Microbiol. 61: 2286-
2291. Las técnicas de purificacion de polipéptidos adecuadas aptas para su uso en los métodos de la invencién
incluyen, pero sin limitacion, cromatografia de fase inversa, cromatografia de interaccién hidréfoba, centrifugacion,
filtracion en gel, precipitacion con sulfato de amonio, e intercambio iénico.

En realizaciones alternativas, los métodos de la invencién pueden realizarse sin aislar acidos nucleicos y/o
polipéptidos de la muestra.

La deteccion de la presencia (o determinacion de la ausencia) de polinucledtidos de la invencion y/o polipéptidos de
la invencion en una muestra dada se puede realizar usando cualquier técnica adecuada. Dichas técnicas adecuadas
pueden implicar tipicamente el uso de un cebador, sonda o anticuerpo especifico para uno cualquiera o mas
polinucledtidos de la invencidén o uno cualquiera o mas polipéptidos de la invencion. Las técnicas adecuadas
incluyen, por ejemplo, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y variaciones relacionadas de esta técnica (por
ejemplo, PCR cuantitativa), ensayos basados en anticuerpos tales como ELISA, transferencia Western, citometria de
flujo, microscopia fluorescente, y similares. Estas y otras técnicas adecuadas son generalmente conocidas en la
técnica y se describen, por ejemplo, en textos estandar tales como Coligan et al. (Eds) Current Protocols in Protein
Science (2007), John Wiley and Sons, Inc; Walker, (Ed) (1988) New Protein Techniques: Methods in Molecular
Biology, Humana Press, Clifton, N.J; y Scopes (1987) Protein Purification: Principles and Practice, 32. Ed., Springer-
Verlag, Nueva York, N.Y.

En realizaciones preferidas, la deteccion de la presencia (o determinacion de la ausencia) de polinucleétidos de la
invencion en una muestra dada se logra por amplificacién de acidos nucleicos extraidos de una muestra de interés
mediante reaccion en cadena de la polimerasa usando cebadores que hibridan especificamente con la secuencia de
polinucledtidos, y detectando la secuencia amplificada. Bajo el enfoque de PCR, los cebadores de oligonucledtidos
pueden disefarse para su uso en reacciones de PCR para amplificar polinucledtidos de la invencién tales como, por
ejemplo, ARN (por ejemplo, ARNm), ADN y/o polinucleétidos de ADNc. Los métodos adecuados de PCR incluyen,
pero sin limitacion, los que usan cebadores emparejados, cebadores anidados, cebadores especificos individuales,
cebadores degenerados, cebadores especificos de gen, cebadores especificos de vector, cebadores parcialmente
desapareados, y similares. Los métodos para disefiar cebadores de PCR y RT-PCR son generalmente conocidos en
la técnica y se desvelan, por ejemplo, en textos estandar tales como Ausubel et al. (Eds) Current Protocols in
Molecular Biology (2007), John Wiley and Sons, Inc; Maniatis et al. Molecular Cloning (1982), 280-281; Innis et al.
(Eds) (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic Press, Nueva York); Innis y Gelfand,
(Eds) (1995) PCR Strategies (Academic Press, Nueva York); Innis y Gelfand, (Eds) (1999) PCR Methods Manual
(Academic Press, Nueva York); y Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York.

El experto en la técnica apreciara facilmente que diversos parametros de los procedimientos de PCR y RT-PCR
pueden alterarse sin afectar a la capacidad para obtener el producto deseado. Por ejemplo, la concentraciéon de sal
se puede variar o el tiempo y/o la temperatura de una o mas de las etapas de desnaturalizacion, hibridacién y
extensién pueden variarse. De forma similar, la cantidad de plantilla de ADN, ADNc o ARN también se puede variar
dependiendo de la cantidad de acido nucleico disponible o la cantidad 6ptima de plantilla requerida para la
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amplificacion eficiente. Los cebadores para su uso en los métodos y kits de la presente invencion son tipicamente
oligonucledtidos, siendo tipicamente de al menos aproximadamente 5 nucleétidos a aproximadamente 80
nuclestidos de longitud, mas tipicamente de aproximadamente 10 nucleétidos de longitud a aproximadamente 50
nuclestidos de longitud, y aun mas tipicamente de aproximadamente 15 nucleétidos de longitud a aproximadamente
30 nucledtidos de longitud.

El experto en la técnica reconocera que los cebadores de la divulgacion pueden ser Utiles para varias aplicaciones
diferentes, incluyendo, pero sin limitacién, PCR, RT-PCR y como sondas para la deteccion de polinucledtidos de la
invencién. Dichos cebadores se pueden preparar mediante cualquier método adecuado, incluyendo, por ejemplo,
sintesis quimica directa o clonacién y restriccion de secuencias apropiadas. No todas las bases en el cebador
necesitan reflejar la secuencia de la molécula de plantilla en la que se hibridara el cebador. El cebador solo necesita
contener suficientes bases complementarias para permitir que el cebador hibride con la plantilla. Un cebador
también puede incluir bases de desapareamiento en una o mas posiciones, que son bases que no son
complementarias a las bases en la plantilla, sino que estan disefiadas para incorporar cambios en el ADN tras la
extension o amplificacion de la base. Un cebador puede incluir bases adicionales, por ejemplo en forma de una
secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion en el extremo 5', para facilitar la clonaciéon del ADN
amplificado.

Los métodos de la divulgacion implican detectar la presencia (o determinar la ausencia) de polinucleétidos de la
invencion y/o polipéptidos de la invencion en una muestra dada. Como se ha indicado anteriormente, las secuencias
pueden comprender secuencias de saxitoxina A que incluyen una cualquiera o0 mas de las secuencias del dominio
catalitico de saxitoxina A1, A2, A3 o A4 (o uno o mas fragmentos de la misma). Preferiblemente, la secuencia
comprende el dominio de saxitoxina A1 y/o de saxitoxina A4 (0 uno o mas fragmentos de la misma). Mas
preferiblemente, la secuencia comprende el dominio de saxitoxina A4 (o uno o mas fragmentos de la misma).

El experto en la técnica reconocerd que puede usarse cualquier cebador que sea capaz de amplificar un
polinucledtido de la invencion, cualquier sonda capaz de detectar un polinucleétido de la invencion, o cualquier
anticuerpo capaz de detectar un polipéptido de la invencion, al realizar los métodos de la invencion. En realizaciones
preferidas, los cebadores, las sondas y los anticuerpos se unen especificamente a una cualquiera o mas de las
secuencias de saxitoxina A a las que se hace referencia en el parrafo anterior (es decir, el parrafo directamente
anterior).

Al "unirse especificamente" se entendera que el cebador, la sonda o el anticuerpo es capaz de unirse a la secuencia
diana con una afinidad mayor que la que se une a una secuencia no relacionada. Por consiguiente, cuando se
expone a una pluralidad de secuencias diferentes pero igualmente accesibles como posibles comparfieros de unién,
el cebador, sonda o anticuerpo especifico para una secuencia diana se unira selectivamente a la secuencia diana y
otros compafieros de unién potenciales alternativos permaneceran sustancialmente sin unirse por el cebador, sonda
o anticuerpo. En general, un cebador, sonda o anticuerpo especifico para una secuencia diana se unira
preferiblemente a la secuencia diana al menos 10 veces, preferiblemente 50 veces, mas preferiblemente 100 veces,
y mucho mas preferiblemente mas de 100 veces mas frecuentemente que a otras secuencias potenciales que no
son secuencias diana. Un cebador, sonda o anticuerpo especifico para una secuencia diana puede ser capaz de
unirse a secuencias no diana a un nivel débil pero detectable. Esto se conoce comunmente como unién de fondo y
se puede distinguir facilmente de la unién especifica, por ejemplo, mediante el uso de un control apropiado.

En realizaciones preferidas, los cebadores, sondas o anticuerpos se unen especificamente a una secuencia de
polinucleotidica o polipeptidica del dominio catalitico de A4, o un fragmento de la misma. Mas preferiblemente, los
cebadores, sondas o anticuerpos se unen especificamente a una secuencia de polinucleétidos o de polipéptidos del
dominio catalitico de saxitoxina A4, o un fragmento de la misma.

Los cebadores y las sondas adecuadas pueden unirse especificamente a cualquier fragmento de una secuencia de
polinucledtidos del dominio catalitico de saxitoxina A4. A modo de ejemplo no limitante Unicamente, los cebadores y
las sondas adecuadas pueden unirse especificamente a un fragmento de la secuencia de polinucleotidos del
dominio catalitico de saxitoxina A4 definida por los nucleétidos 3115-4121 de la secuencia de polinucleétidos
expuesta en el GenBank nimero de acceso JF343239 (SEQ ID NO: 3). Los anticuerpos adecuados pueden unirse
especificamente a un fragmento de una secuencia de polipéptidos del dominio catalitico de saxitoxina A4 codificada
por dichas secuencias de polinucledtidos.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencion pueden implicar la deteccion de la presencia (o determinacion
de la ausencia) de polinucledtidos de la invencidon en una muestra que usa la amplificacién por PCR. Los pares de
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cebadores de oligonucleétidos adecuados para la amplificacion por PCR de las secuencias de polinucledtidos de
saxitoxina A pueden ser capaces de amplificar uno cualquiera o mas dominios cataliticos del gen sxt, o uno o mas
fragmentos de los mismos. Preferiblemente, los cebadores amplifican una secuencia que comprende una secuencia
de polinucledtidos del dominio catalitico de saxitoxina A4, o un fragmento de la misma. A modo de ejemplo no
limitante Unicamente, un par de cebadores adecuado para este fin puede comprender un primer cebador que
comprende la secuencia de polinucledtidos de SEQ ID NO: 198, o un fragmento o variante de la misma, y/o un
segundo cebador que comprende la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 199, o un fragmento o variante
de la misma. Otros ejemplos no limitantes de pares de cebadores adecuados incluyen los expuestos en las SEQ ID
NOs: 200-211, 220-223, 228-229 y 243-244 (incluyendo fragmentos y variantes de estas secuencias de pares de
cebadores).

El experto en la técnica reconocera que los cebadores ilustrados no pretenden limitar la region del gen de saxitoxina
A amplificada o los métodos de la invencién en general. El experto en la técnica también reconocera que la
invencién no se limita al uso de los cebadores especificos ilustrados, y también se pueden usar secuencias de
cebador alternativas, con la condicion de que los cebadores estén disefiados apropiadamente para permitir la
amplificacion de secuencias de polinucleétidos de saxitoxina, preferiblemente secuencias de polinucleétidos de
saxitoxina A, y mas preferiblemente secuencias de polinucleétidos del dominio de saxitoxina A4.

En otras realizaciones, los métodos de la invencion pueden implicar la deteccidn de la presencia (o determinacion de
la ausencia) de polinucledtidos de la invencion en una muestra mediante el uso de sondas adecuadas. Las sondas
de la invencién se basan en las secuencias de polinucledtidos sxt de la invencién. Las sondas son secuencias de
nucleotidos de longitud variable, por ejemplo, entre aproximadamente 10 nucleétidos y varios miles de nucledtidos,
para su uso en la deteccién de secuencias homélogas, tipicamente por hibridacién. Las sondas de hibridacién de la
invencion pueden ser fragmentos de ADN gendmico, fragmentos de ADNc, fragmentos de ARN u otros
oligonucledtidos. Las sondas de la invencién pueden marcarse mediante la incorporacion de un marcador para
facilitar su deteccidon. Los ejemplos de marcadores adecuados incluyen moléculas fluorescentes (por ejemplo,
acetilaminofluoreno, 5-bromodesoxiuridina, digoxigenina, fluoresceina) e isétopos radiactivos (por ejemplo, 32P,
35S, 3H, 33P). La deteccion del marcador se puede lograr, por ejemplo, mediante técnicas quimicas, fotoquimicas,
inmunoquimicas, bioquimicas o espectroscopicas. Los métodos para el disefio y/o produccién de sondas de
nucledtidos se conocen generalmente en la técnica, y se describen, por ejemplo, en textos estandar tales como
Robinson et al. (Eds) Current Protocols in Cytometry (2007), John Wiley and Sons, Inc; Ausubel et al. (Eds) Current
Protocols in Molecular Biology (2007), John Wiley and Sons, Inc; Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York; y Maniatis et al. (1982)
Molecular Cloning, 280-281.

En otras realizaciones, los métodos de la divulgacién pueden implicar la deteccion de la presencia (o determinacion
de la ausencia) de polipéptidos de la invencion en una muestra que usa anticuerpos. Los anticuerpos pueden usarse
para detectar y analizar cualitativa o cuantitativamente uno o mas polipéptidos STX de la invencién en una muestra
dada. Los anticuerpos pueden conjugarse con un fluorocromo que permite la deteccidn, por ejemplo, mediante
citometria de flujo, inmunohistoquimica u otros medios conocidos en la técnica. Como alternativa, el anticuerpo
puede estar unido a un sustrato que permita la deteccion colorimétrica o quimioluminiscente. La divulgacién también
contempla el uso de anticuerpos secundarios capaces de unirse a uno o mas anticuerpos capaces de unirse
especificamente a un polipéptido de la invencion.

Kits para detectar dinoflagelados

La divulgaciéon también proporciona kits para la deteccion y/o el aislamiento de polinucleétidos de la invencion y/o
polipéptidos de la invencion ("kits de la invencion”).

En ciertas realizaciones, los kits se usan para detectar un dinoflagelado en una muestra.
En otras realizaciones, los kits se usan para detectar un dinoflagelado productor de saxitoxina en una muestra.

En otras realizaciones, los kits se usan para determinar la ausencia de dinoflagelados productores de saxitoxina en
una muestra.

En general, los kits de la invencion comprenden al menos un agente para detectar la presencia de uno o mas

polinucledtidos de la invencion y/o uno o mas polipéptidos de la invencion, y/o variantes o fragmentos de los mismos
(véase la descripcion en la seccion anterior titulada "Polinucleétidos y polipéptidos"). Cualquier agente adecuado
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para este propodsito se puede incluir en los kits. Los ejemplos no limitantes de agentes adecuados incluyen
cebadores, sondas y anticuerpos tales como los descritos anteriormente en las secciones tituladas "Sondas,
cebadores y anticuerpos" y "Métodos para detectar dinoflagelados”.

En realizaciones preferidas, los kits son para su uso en los métodos de la invencién (véase la descripcion en la
seccion anterior titulada "Métodos para detectar dinoflagelados").

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un kit para la deteccion de un dinoflagelado en una muestra,
comprendiendo el kit al menos un agente para detectar en la muestra la presencia de uno o mas polinucleétidos de
la invencion, y/o uno o mas polipéptidos de la invencién, y/o una variante o fragmento de cualquiera.
Preferiblemente, el dinoflagelado es un dinoflagelado productor de saxitoxina.

En otras realizaciones, la invencién proporciona un kit para determinar la ausencia de un dinoflagelado en una
muestra, comprendiendo el kit al menos un agente para determinar en la muestra la ausencia de uno o mas
polinucledtidos de la invencién, y/o uno o mas polipéptidos de la invencién, y/o una variante o fragmento de
cualquiera. Preferiblemente, el dinoflagelado es un dinoflagelado productor de saxitoxina.

En general, los kits de la invencion pueden comprender cualquier cantidad de componentes adicionales. A modo de
ejemplo no limitante, los componentes adicionales pueden incluir componentes para recoger y/o almacenar
muestras, reactivos para cultivo celular, muestras de referencia, tampones, etiquetas, y/o instrucciones escritas para
realizar uno o mas métodos de la invencion.

Los dinoflagelados detectados en una muestra o determinados como ausentes de una muestra usando los kits de la
invencion pueden ser dinoflagelados productores de saxitoxina. Sin imponer ninguna limitaciéon particular, los
dinoflagelados pueden ser del orden Gonyaulacales o Gymnodiniales. Los dinoflagelados pueden ser del género
Alexandrium (anteriormente Gonyaulax), Pyrodinium o Gymnodinium. Los ejemplos adecuados de especies
Alexandrium incluyen A. catenella (por ejemplo, las cepas ACCCO01, ACSH02, ACTRAO2 y CCMP1493), A.
fundyense (por ejemplo, las cepas CCMP1719 y CCMP1979), A lusitanicum, A. minutum (por ejemplo, las cepas
CCMP1888, CCMP113, ALSP01, ALSP02 y AMD16/AMAD16), A. ostenfeldii y A. tamarense (por ejemplo, las cepas
CCMP1771, ATBBO1, ATEBO1, ATCJ33 y ATNWBO01). Los ejemplos adecuados de especies Gymnodinium incluyen
G. catenatum (por ejemplo, las cepas GCTRAO1 y CS-395). Los ejemplos adecuados de especies Pyrodinium
incluyen P. bahamense var compressum.

Ejemplos

La invencion se describira ahora con referencia a los ejemplos especificos, que no deben interpretarse de ninguna
manera como limitantes.

Ejemplo 1: Identificacién de genes con codificacion nuclear para la neurotoxina saxitoxina en dinoflagelados
Materiales y métodos
- Mediciones de cultivo y toxinas

Se obtuvieron cultivos de dinoflagelados productores y no productores de saxitoxina de diversas colecciones de
cultivos (Tabla 1).

Tabla 1. Lista de cepas de dinoflagelados usadas en este estudio, su produccién de STX y si los fragmentos sxtAl y
sxtA4 se amplificaron a partir de su ADN gendmico.
Orden Género Especie Cepa STX PCRsxtAl PCR sxtA4
Gonyaulacales

Alexandrium
affine CCMP112 n.d. n. d. n. d.
affine AABB01/01 n.d. n. d. n. d.
affine AABB01/02 n.d. n. d. n. d.
andersonii CCMP1597 n.d. n. d. n. d.
andersonii CCMP2222 n.d. n. d. n. d.
catenella ACCCO01 si si si
catenella ACSHO02 si si si
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catenella ACTRAO02 si si si
catenella CCMP1493 si si si
fundyense CCMP1719  si si si
fundyense CCMP1979  si si si
minutum CCMP1888 si si si
minutum CCMP113 si si si
minutum ALSPO1 si si si
minutum ALSP02 si si si
minutum AMD16 si si si
tamarense CCMP1771 n.d. si si
tamarense ATBBO1 n. d. si si
tamarense ATEBO1 n. d. si si
tamarense ATCJ33 n. d. si si
tamarense ATNWBO1 si si si
Gambierdiscus
australes CAWD148 * n. d. n. d.
Ostreopsis
ovata CAWD174 * n.d. n. d.
siamensis CAWD96 * n. d. n. d.
Gymnodiniales
Amphidinium
massarti CS-259 * n. d. n. d.
Gymnodinium
catenatum GCTRAO01 si si si
catenatum CS-395 si si si
Prorocentrales
Prorocentrum
lima CS-869 * n. d. n. d.

n.d. no detectado, *especie nunca reportada para sintetizar STX

Las culturas se mantuvieron en GSe (véase el método en Doblin et al. (1999), Growth and biomass stimulation of the
toxic dinoflagellate Gymnodinium catenatum (Graham) by dissolved organic substances. J Exp Mar Biol Ecol 236:
33-47) o medio L1 (véase el método en Guillard y Hargraves (1993) Stichochrysis immobilis is a diatom, not a
chrysophyte. Phycologia 32, 234-236) a 16 - 20 °C, bajo un ciclo de luz 12/12, y una irradiancia de fotones de ~100
micromoles de fotones m? s™'. La toxicidad de las cepas se determiné usando HPLC o LCMS. El limite de deteccién
del método por HPLC varié de aproximadamente 0,07 ug STXequiv./100 g para C1y C3 a 4,1 ug STXequiv./100 g
para GTX1. El limite de deteccién para el método por LCMS varié de aproximadamente 0,1 pg/célula para NEO y
STX a 0,5 pg/célula para C1y C2.

- Extraccion de ARN y ADN.

Para aislar el ARN total para la construccion de la biblioteca 454 (véase a continuacion), se recogieron cultivos de
Balech CCMP1719 de Alexandrium fundyense y Halim CCMP113 de Alexandrium minutum en fase exponencial a
través de centrifugacion (1 min, 1000 x g, 12 °C). Las células se lavaron con PBS, se expusieron a batido de perlas
en hielo seco con un batidor de perlas Fast Prep de Medinor (20 s, velocidad 4) usando perlas de 1,4 mm (Medinor)
y se extrajo el ARN total con el kit de células de ARN total ChargeSwitch® (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo
del fabricante.

Para el analisis RACE, se aisl6 ARNm enriquecido con poliA usando el kit Dynabeads DIRECT (Invitrogen). Las
células se recogieron por centrifugacion (2 min, 4 °C, 16000 x g), se lavaron dos veces con PBS, se afadié el
tampon de lisis/unién, y se homogeneizé usando el batidor de perlas (20 s, etapa 4). Después de la centrifugacion (1
min, 4 °C, 16000 x g), el homogenado transparente se transfirié a la mezcla Dynabeads y el ARNm se aislé de
acuerdo con el protocolo. Finalmente, el ARNm se traté con TURBO™ DNasa (Ambion) de acuerdo con el protocolo
suministrado.

Se aisl6 ADN gendémico de todas las cepas de dinoflagelados enumeradas en la Tabla 1 usando el kit

ChargeSwitch® de planta de ADN gendmico (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante, o mediante el
método CTAB.
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Se determinaron la calidad y la cantidad de ARN y ADN usando un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific),
amplificando genes de dinoflagelados de control (citocromo b, actina) y/o visualizandolos en un gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio.

- Construccion de la biblioteca de ADNc, secuenciacion 454, ensamblaje y andlisis

Las bibliotecas de ADNc enriquecidas con poliA normalizadas con adaptadores 454 unidos en cada extremo se
construyeron comercialmente por Vertis Biotechnologie AG (http://www.vertis-biotech.com/). Se secuencié media
placa de cada una de las bibliotecas de CCMP 1719 de A. fundyense y CCMP113 de A. minutum usando la
tecnologia TITAN de secuenciacion Roche 454 en el Centro Noruego de Secuenciacion de Alto Rendimiento
(http://www.sequencing.uio.no/). Solamente las lecturas 454 que poseian al menos un adaptador de ADNc se
consideraron adicionalmente. Los adaptadores y, en caso de estar presentes, las secuencias lider con corte y
empalme de dinoflagelados (SL) completas y parciales se eliminaron antes del ensamblaje utilizando una secuencia
de comandos PERL interna que ahora esta integrada en la herramienta bioinformatica CLOTU. Las lecturas se
ensamblaron usando el programa de software Mira v3.0.5 con los conmutadores principales "denovo", "est",
"preciso” y "454".

Para identificar secuencias putativas del gen sxt dentro de las dos bibliotecas 454, se realizaron busquedas BLAST
personalizadas en el portal de datos en linea disponible gratuitamente "Bioportal" (www.bioportal.no). Se usaron dos
estrategias: los genes sxt de cianobacterias se consultaron frente a los conjuntos de datos de Alexandrium
ensamblados o los conjuntos de datos de lecturas 454 sin ensamblar. Todos los aciertos con un valor de e <0,1 se
extrajeron y la secuencia con el menor valor de e para cada gen se sometié a BLAST con respecto a la base de
datos de proteinas no redundante en NCBI.

Para sxtA, todas las secuencias recuperadas se volvieron a ensamblar en el programa de software CLC Bio Main
Workbench, usando un solapamiento minimo de 10 pb y una rigurosidad de alineacion baja o alta. Las secuencias
de coéntigo resultantes se sometieron a BLAST con respecto a las bases de datos no redundantes y EST en NCBI
usando los algoritmos blastn, blastx y tblastx. La estructura de las transcripciones sxtA se determiné alineando su
secuencia traducida a sxtA de cianobacterias, asi como mediante busquedas de dominios conservados
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Se determinaron previamente los residuos cataliticos y de
union a sustrato de sxtA de cianobacterias. Se realizaron busquedas en las transcripciones para determinar la
presencia de posibles péptidos sefal y los correspondientes sitios de escisién usando las redes neuronales y los
modelos ocultos de Markov implementados en SignalP 3.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y el enfoque de
3 capas de Signal-3L (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Signal-3L/). Las hélices transmembrana se exploraron
utilizando TMHMM servidor 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) y perfiles de hidrofobicidad con graficos de
Kyte-Doolittle.

- Analisis RACE

Se disefiaron cebadores en regiones conservadas de los contigos con alta similitud con sxtA usando el software
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/; Tabla 2).

Tabla 2. Cebadores usados en PCR y secuenciacion

Nombre Secuenciab' - 3' QOrientaciéon Descripcion

TGCAGCGMTGCTACTCCTACTAC (SEQ ID NO: . se une en sxtA1, disefiado en
sxt001 Directo
200) lecturas 454

sxt002 | GGTCGTGGTCYAGGAAGGAG (SEQ ID NO: 201) | Inverso se une en sxtA1, disefiado en
lecturas 454

se une en sxtA4, disefado en

sxt007 | ATGCTCAACATGGGAGTCATCC (SEQ ID NO: 202) Directo
lecturas 454

GGGTCCAGTAGATGTTGACGATG (SEQ ID NO: se une en sxtA, disefiado en

$Xt008 203) Inverso lecturas 454
Cebadores adicionales usados para los analisis RACE y secuenciacién
GTAGTAGGAGTAGCKACGCTGCA (SEQ ID NO: .
sxt013 204) Inverso complemento inverso de sxt001
CTCCTTCCTRGACCACGACC Directo complemento inverso de sxt002
sxt014 (SEQ ID NO: 205)
sxt015 | GGATGACTCCCATGTTGAGCAT (SEQ ID NO: 206) Inverso complemento inverso de sxt007
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sxt016 CATCGTCAACATCTAZ%-;();GACCC (SEQID NOx Directo complemento inverso de sxt008
GGCAAGTATCTCCGCAGGCTTAC (SEQ ID NO: se une en sxtA1, aguas arriba de
sxt019 208) Inverso Sxt002
CGTGGAGGAGCATGTTGACAGAATC (SEQ ID . se une en sxtA1, aguas abajo de
sxt020 . Directo
NO: 209) sxt001
ACTCGACAGGCCGGCAGTACAGAT (SEQ ID NO: se une con sxtA4, aguas arriba de
sxt026 Inverso
210) sxt008
sx1040 | TGAGCAGGCACGCAGTCC (SEQ ID NO: 211) Directo se une en sxiAf en la
transcripcion larga
Cebadores para amplificar clones directamente
ToooF GGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTG (SEQ ID NO: Directo se une en el vector pPCR®2.1-
P 212) TOPO®
ToooR AGTCACGACGTTGTAAAACGACGG (SEQ ID NO: Inverso se une en el vector pPCR®2.1-
p 213) TOPO®
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El ADNc de la primera cadena se sintetizé con ~95 ng de ARNm enriquecido con poliA usando el cebador adaptador
AP de acuerdo con las instrucciones del fabricante para las transcripciones con alto contenido de GC (sistema
3'RACE, Invitrogen). Después del tratamiento con RNasa H, el producto RACE se diluyé 1:10 y se usé como plantilla
para PCR. Para amplificar el extremo 5' de la transcripcién, se usaron tres protocolos diferentes. En primer lugar, el
método de Zhang (Zhang et al. (2007) Spliced leader RNA trans-splicing in dinoflagellates. Proc Natl Acad Sci USA
104: 4618-4623) se uso con ligeras modificaciones: la biblioteca 3'RACE descrita anteriormente se amplificé con los
cebadores AUAP (cebador adaptador suministrado con el kit) y dinoSL enriquecer para transcripciones completas
(programa de PCR: 94 °C - 60 s; 30 x (94 °C - 30 s, 68 °C - 5 min); 68 °C - 10 min; mantenimiento a 8 °C; quimica de
PCR, véase a continuacion). El producto de la PCR se diluyd 1:10 y se usé como plantilla en las PCR anidadas, que
se amplificaron usando el cebador dinoSL como cebadores directos y varios cebadores inversos internos diferentes
(Tabla 2). Ademas, estos experimentos usaron los dos kits 5'RACE System (Invitrogen) y el kit GeneRacer
(Invitrogen), usando los cebadores adaptador 5' proporcionados y varios cebadores inversos internos diferentes
(Tabla 2). Todos los productos se clonaron y se secuenciaron como se describe a continuacion.

- PCR y secuenciacién

Todas las reacciones de PCR se realizaron en volumenes de 25 ul que contenian plantilla, 1 unidad tampén de PCR
10X BD Advantage 2 (BD Biosciences), dNTP 0,2 mM, 0,5 uM de cada cebador directo e inverso (Tabla 2), DMSO
(concentracion final al 10%) y 0,25 unidades 50X BD Advantage 2 Polymerase Mix (BD Biosciences). Si no se indica
otra cosa, las PCR se amplificaron como se indica a continuacion: 94 °C - 2,5 min; 5 x (94 °C - 30 s; 68 °C -
variable); 5 x (94 °C - 30 s; 66 °C - 30 s; 68 °C - variable); 25x (94 °C - 30 s; 64 °C - 30 s; 68 °C - variable); 68 °C -
10 min; 8 °C - mantenimiento. Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa tefidos con bromuro de
etidio al 1 %, se cortaron y se limpiaron con el gel Wizard® SV y el sistema PCR Clean-up (Promega) y se clonaron
con el kit de clonacion TOPO TA® de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen; vector pCR®2.1-
TOPO®; células E. coli componentes quimicamente resistentes a fagos One Shot® Machl™ T1). Las colonias
individuales se afiadieron directamente a 25 ul de reacciones de PCR que contenian 1 unidad de tampén de PCR
estandar 10X (Qiagen), cebador 0,4 yM TopoF y TopoR (Tabla 2), dNTP 0,2 mM, y 1 unidad de HotStarTaq
(Qiagen). Las condiciones de ciclado fueron 95 °C - 15 min, 30 x (94 °C -30s;60°C-30s;72°C-90s),72°C-5
min, 8 °C - mantenimiento. Los productos de PCR se diluyeron y se secuenciaron por Sanger directamente desde
ambos lados usando los cebadores M13F y M13R suministrados con el kit de clonacién.

- Amplificacién gendmica de SxtAl y sxtA4

Se analizaron todas las cepas de dinoflagelados (Tabla 1) para determinar la presencia de genes putativos sxtAl y
sxtA4. Las PCR se realizaron usando ADNg de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente. El fragmento sxtAl
se amplificd con los cebadores sxt001 y sxt002 (~550 pb) y el fragmento sxtA4 con los cebadores sxt007 y sxt008
(~750 pb) (Tabla 2).

- Andlisis filogenéticos

Las secuencias de nucleétidos de dinoflagelados se alinearon manualmente usando MacClade v4.07 (véase
Maddison y Maddison (1992) MacClade. 3 ed: Sinauer Associates) considerando la secuencia de codificacion en el
marco de lectura correcto antes de traducirse en la secuencia de aminoacidos correspondiente. Las secuencias de
aminoacidos de dinoflagelados se alinearon posteriormente, usando el modelo MAFFTv6 L-INS-I para las

21




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2663 075 T3

secuencias sxt ortdlogas para cianobacterias, ademas de una seleccion de aciertos de NCBI nr Blastp
estrechamente relacionados, que constituyen el exogrupo. Los alineamientos resultantes se verificaron
manualmente y las posiciones mal alineadas se excluyeron usando MacClade v4.07 (véase Maddison y Maddison
(1992) anterioremente).

ProtTest v2.4 (véase Abascal et al. (2005) ProtTest: selection of best-fit models of protein evolution. Bioinformatics
21: 2104-2105) determiné WAG como el modelo evolutivo 6ptimo para todos los alineamientos inferidos. Los analisis
de maxima probabilidad (ML) se realizaron con RAXML-VI-HPCv7.2.6, modelo PROTCATWAG con 25 tipos de
categorias (véase Stamatakis (2006) RAXML-VI-HPC: Maximum likelihood-based phylogenetic analyses with
thousands of taxa and mixed models. Bioinformatics 22: 2688-2690). La topologia mas probable se estableci6 a
partir de 100 busquedas separadas y se realizaron analisis bootstrap con 100 pseudo-réplicas. Las inferencias
bayesianas se realizaron usando Phylobayes v3.2e (véase Lartillot y Philippe (2004) A Bayesian mixture model for
across-site heterogeneities in the amino-acid replacement process. Mol Biol Evol 21: 1095-1109; y Lartillot y Philippe
(2006) Computing Bayes factors using thermodynamic integration. Syst Biol 55: 195-207) bajo el mismo modelo de
sustitucion con un numero libre de categorias de mezcla y una discreta variacion entre sitios en 4 categorias. Los
arboles se dedujeron cuando la diferencia maxima mas grande entre las biparticiones (cadenas) fue <0,1. Todos los
analisis modelo de estimacion y filogenéticos se hicieron en el "Bioportal" disponible gratuitamente
(http://www.bioportal.uio.no/).

- Determinacién del nimero de copias

Se cultivaron cultivos por lotes de 200 ml por triplicado de la cepa ACSH02 de Alexandrium catenella como se ha
descrito previamente, y se contdé la abundancia cada tres dias usando una camara Sedgewick-Rafter y un
microscopio de luz invertida (Leica Microsystems). Se tomaron muestras de 10 ml para la extraccion de ADNg en la
fase exponencial temprana, la fase exponencial tardia y la fase estacionaria.

Los cebadores adecuados para qPCR se disefiaron basdndose en regiones conservadas en un alineamiento de
lecturas 454 de A. fundyense y A. minutum que cubren la region sxtA4 usando el software Primer 3 que amplifica un
producto de 161 pb. Los ciclos de gPCR se realizaron en un Rotor Gene 3000 (Corbett Life Science) usando SYBR
Green PCR Master Mix (Invitrogen). Se realizaron ensayos de gPCR en un volumen final de 25 ul de volumen que
consiste en 12,5 yl de SYBR Green PCR master mix, 1 pyl de ADN plantilla, 1 yl de cada par de cebadores, 1 pl de
BSA y 8,5 pl de agua MilliQ. Los ensayos qPCR se realizaron por triplicado con el siguiente protocolo: 95 °C durante
10 s, y 35 ciclos de 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 30 s. El analisis de la curva de fusion se realizé al final de
cada programa para confirmar la especificidad de amplificacién, y los productos de PCR seleccionados se
secuenciaron. La curva estandar se construyé a partir de una serie de dilucién de 10 veces de una concentracion
conocida de producto de PCR reciente, que varia de 2 - 2 x 10°® ng. Las moléculas de producto de PCR se
determinaron: (A x 6,022 x 10%%) x (660 x B)™" con A: concentraciéon del producto PCR, 6,022 x 1023 nimero de
Avogadro, 660: peso molecular promedio por par de bases y B: longitud del producto de PCR. Se determiné el
numero de moléculas en las muestras desconocidas y se dividié por el nUmero conocido de células en la plantilla
gPCR para obtener el nimero de copias por célula. El limite de deteccién fue de aproximadamente 5000 copias de
la secuencia génica (es decir, ~20 - 30 células por ensayo, cada una con ~200 copias de la secuencia). Sin
embargo, los analisis se realizaron con 10 - 100 veces este numero de células, y por lo tanto, no se ejecutan en o
cerca del limite de deteccion.

Resultados
- Identificacion de secuencias sxt en el transcriptoma de A. minutum y A. fundyense

La secuenciaciéon 454 dio como resultado 589.410 lecturas en bruto para A. minutum y 701.870 lecturas en bruto
para A. fundyense (SRA028427.1: muestras SRS151150.1 y SRS151148.1, respectivamente). Después del control
de calidad, las lecturas se ensamblaron en 44.697 contigos y 539 singletones para A. minutum y 51.861 contigos y
163 singletones para A. fundyense. Las longitudes de céntigo y contenidos de GC fueron similares para ambas
bibliotecas: las longitudes de secuencia media (+ DE) de 669 pb (+ 360) y 678 pb (£ 361) y un contenido de GC del
59% y del 58% se calcularon para A. minutum y A. fundyense, respectivamente.

La busqueda de la biblioteca de ADNc 454 sin ensamblar con el gen sxtA de cianobacterias dio como resultado 94
aciertos para A. fundyense y 88 aciertos para A. minutum, respectivamente. La misma busqueda en los conjuntos de
datos ensamblados arrojé 10 céntigos de A. fundyense y 9 de la biblioteca de A. minutum. Después de agrupar
todas las secuencias y el reensamblaje, dos céntigos mostraron una gran similitud con sxtA de cianobacterias: uno
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para el dominio sxtAl (longitud de céntigo = 1450 bp, GC = 60,1%, puntuacion de bit = 213, valor de e = 5e%") y el

otro para sxtA4 (longitud de contigo = 1059 pb, GC = 65%, puntuacion de bit = 195, valor de e = 1e*"). Ambos

contigos contenian secuencias de ambas bibliotecas de Alexandrium, pero ninguno contenia un ORF completo, una

secuencia lider con corte y empalme con dinoflagelados o una cola de poliA. Los dos contigos se usaron para
5 disefiar cebadores sxtAl y sxtA4 para amplificacién gendmica, analisis RACE y secuenciacion.

Los resultados de la busqueda in silico para los genes sxt centrales restantes se resumen en la Tabla 3.
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Ademas de sxtA, se recuperaron contigos con una buena puntuacion de alineamiento (puntuacién de bits >55) y un
valor de e altamente significativo (<e?°) para el gen sxtG de la amidinotransferasa en ambas bibliotecas. El re-
blasting de los contigos con los valores de e mas bajos contra la base de datos de proteinas nr de NCBI mostré que
el gen mas similar era una glicina aminotransferasa actinobacteriana, mientras que la similitud con sxtG de
cianobacterias era menor pero aun muy significativa (Tabla 3). Para los genes de biosintesis central sxtB, sxtF/M,
sxtH/T, sxtl, sxtR y sxtU, se recuperaron contigos con un valor de e <0,1 de ambas bibliotecas de Alexandrium,
mientras que sxtS solo tuvo un acierto en la biblioteca de A. minutum (Tabla 3). No se recuperaron las coincidencias
para sxtC, sxtD y sxtE en ninguna de las bibliotecas. SxtC y sxtE son proteinas desconocidas y sxtD es una proteina
de tipo esterol desaturasa. Es posible que las proteinas de dinoflagelados sin similitud con los genes de las
cianobacterias realicen su funciéon. Como alternativa, estos genes no estaban presentes en el conjunto de datos
generado. Si bien el conjunto de datos es completo, no estd completo. Por ejemplo, algunas regiones de las
transcripciones sxtA tampoco se recuperaron en el conjunto de datos 454, pero solo se obtuvieron mediante analisis
RACE (véase anteriormente). El re-blasting contra la base de datos de proteina nr de NCBI recuperé aciertos de las
proteinas para sxtB (A. fundyense solamente), sxtF/M, sxtH/T, sxtl y sxtU que son similares a las codificadas en los
genes cianobacterianos sxt correspondientes. La similitud de secuencia real estaba menos conservada y no se
observaron aciertos significativos entre los contigos de Alexandrium y los genes sxt de cianobacterias.

- Estructura de transcripcién de sxtA en A. fundyense

Los experimentos de RACE dieron como resultado dos familias de transcripciones de tipo sxtA diferentes. Ambos
tenian secuencias lider con corte y empalme de dinoflagelados en el extremo 5' y colas de poliA en el extremo 3/,
pero diferian en secuencia, longitud, y en el nimero de dominios sxt que codificaban. Las transcripciones mas cortas
codifican los dominios sxtAl, sxtA2 y sxtA3, mientras que las transcripciones mas largas codifican los cuatro
dominios sxtA, que también se codifican por el gen cianobacteriano sxtA (Figura 1).

La secuencia de consenso de las transcripciones mas cortas fue de 3136 pb excluyendo la cola de poliA. Se
secuenciaron ocho clones con SL-lider, y se descubrieron tres 5'UTR diferentes. Las secuencias fueron casi
idénticas; sin embargo, un clon tenia 15 pb y otro tenia una insercién de 19 pb siguiendo exactamente la secuencia
SL. Las dos inserciones de secuencia fueron, aparte de la longitud, idénticas. Los nueve 3'UTR que se secuenciaron
fueron casi idénticos y la cola de poliA comenzé en la misma posicion en cada clon. La estructura de dominio de
esta transcripcion de sxtA mas corta fue como se indica a continuacion: Los residuos de aminoacidos 1-27 codifican
un péptido sefal. Los residuos 28-531 corresponden a sxtAl, que contiene tres motivos conservados (I:
VDTGCGDGSL (SEQ ID NO: 214), II: VDASRTLHVR (SEQ ID NO: 215), lll: LEVSFGLCVL (SEQ ID NO: 216)). Los
residuos 535-729 corresponden a sxtA2 con los dominios cataliticos 557-W, 648-T, 663-H, 711-R; mientras que
sxtA3, el dominio final de la transcripcidon corta, corresponde a los residuos 750-822 con el sitio de union a
fosfopanteteinilo 783-DSL-785.

La secuencia de consenso de la transcripcion de sxtA mas larga fue de 4613 pb (regla de la mayoria, 3'UTR mas
larga, sin cola de poliA, Figura 1). Se caracterizaron cinco clones con secuencias SL. Uno de ellos tenia una
secuencia SL ligeramente divergente con una A en la posicién 15 en lugar de la G habitual. Todas las UTR 5' tenian
una longitud de 97 pb (excluida la secuencia SL) y casi idénticas en secuencia. Cada uno de los cuatro clones 3'
secuenciados tenia una longitud diferente (342, 407, 446 y 492 pb). La estructura de dominio de la transcripcién de
sxtA mas larga fue como se indica a continuacién: Los residuos de aminoacidos 1-25 codifican un péptido sefial. Los
residuos 26-530 corresponden al dominio sxtAl con los tres motivos conservados: |: VVDTGCGDG (SEQ ID NO:
217), Il: VDPSRSLHYV (SEQ ID NO: 218) e Ill: LQGSFGLCML (SEQ ID NO: 219); los residuos 535-724 corresponden
al dominio sxtA2, con los restos cataliticos 556-W, 661-T, 693-H, 708-R; sxtA3 corresponde a los residuos 763-539
donde 799-DSL-801 es el sitio de union de fosfopanteteinilo; finalmente, el dominio sxtA4 corresponde a los residuos
894-1272.

El contenido de GC de las dos transcripciones de sxtA de Alexandriumfue consistentemente mas alto que los genes
de cianobacteria sxtA (Figura 2). El contenido de GC fue del 69% (transcripcion larga), 62% (transcripcion corta) y
43% (todos los genes de cianobacteria sxtA).

Todos los algoritmos predijeron la presencia de péptidos sefial (SP) y sitios de escisidon correspondientes para
ambas transcripciones. Sin embargo, las hélices transmembrana que pueden indicar péptidos de transito de clase |
en dinoflagelados no se predijeron. Ninguna de las transcripciones coincidié con los criterios para los péptidos de
transito de clase Il y clase .

Los numeros de acceso al Genbank son JF343238 para las transcripciones cortas y JF343239 para las
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transcripciones largas de sxtA (secuencias consenso de la regla de la mayoria), y JF343357 - JF343432 para las
secuencias RACE clonadas restantes de CCMP 1719 de A. fundyense.

- Filogenia de secuencias de dinoflagelados sxtAl y sxtA4

Los cebadores de sxtAl y sxtA4 disefiados en este estudio (Tabla 2) amplificaron bandas individuales de ~550 pb
(sxtAl) y ~750 pb (sxtA4) de longitud en 18 cepas de Alexandrium que comprendian cinco especies y dos cepas de
Gymnodinium catenatum, que tenian un rango de toxicidades (Tabla 1). No se amplificaron productos de PCR de
SxtAl o sxtA4 para cinco cepas de Alexandrium affine y Alexandrium andersonii no productoras de STX, ni para
cepas de dinoflagelados no productoras de STX de los géneros Gambierdicus, Ostreopsis, Prorocentrum,
Amphidinium (Tabla 1). Estos resultados basados en PCR generalmente estan de acuerdo con las mediciones de
toxinas. Sin embargo, los fragmentos de sxtAl y sxtA4 se amplificaron a partir del ADN gendémico de cuatro cepas
de A. tamarense (ATCJ33, ATEBO1, CCMP1771, ATBBO01) en las que no se detectaron STX (Tabla 1).

Los analisis filogenéticos de sxtAl (Figura 3, Figura 5) muestran que todas las secuencias de sxtAl formaron un
grupo totalmente compatible, dividido en dos subgrupos. Algunos clones de la misma cepa fueron idénticos, sin
embargo, se observaron clones ligeramente diferentes para la mayoria de las cepas. Estos diferentes clones se
distribuyeron a lo largo de la filogenia, generalmente sin patrones relacionados con especies o cepas. Solo las
secuencias de G. catenatum formaron una rama estrecha dentro de uno de los subgrupos. Los parientes mas
cercanos al grupo de dinoflagelados fueron los genes cianobacterianos sxtA y las policétido sintasas
proteobacterianas (Figura 3, Figura 5).

Todas las secuencias de sxtA4 formaron un grupo bien soportado, con clones de la misma cepa distribuidos en
todas partes (Figura 4A, Figura 6). Los genes cianobacterianos sxtA y las aminotransferasas actinobacterianas
formaron los clados hermanos mas cercanos.

Los numeros de acceso al Genbank para los fragmentos gendmicos sxtAl y sxtA4 son JF343240 - JF343356.
- NUmero de copias y polimorfismo de sxtA4

Se encontraron entre 100 - 240 copias gendmicas de sxtA4 en A. catenella en cultivos en lotes por triplicado de
ACSHO02 recogidos en tres puntos de tiempo con diferentes tasas de crecimiento, en base al ensayo por gqPCR
(Figura 4B).

El analisis de un céntigo de 987 pb, que cubria el dominio sxtA4 y se basé en lecturas 454 de A. fundyense, revelo al
menos 20 polimorfismos de nucleétidos individuales (SNP), 15 de los cuales eran silenciosos. Los SNP se definieron
como un cambio de par de bases que se produjo en al menos dos de las lecturas. El homopolimero se estira y los
indeles fueron ignorados.

Andlisis
- Los genes Sxt estan codificados en genomas de dinoflagelados

El genoma de dinoflagelado es inusualmente grande [1,5 - 200 pg de célula 1 de ADN; 52] y muy divergente.
Estimaciones recientes predicen que los genomas de dinoflagelados contienen entre 38.000 y casi 90.000 genes
que codifican proteinas, que corresponden a 1,5 - 4,5 la cantidad de genes codificados en el genoma humano. Los
resultados de la secuenciacion >1,2 millones de EST en este estudio demuestran que los homologos cercanos de
los genes implicados en la biosintesis de STX en cianobacterias también estan presentes en los dinoflagelados
productores de STX (Tabla 3). Para confirmar ain mas sus origenes de dinoflagelados se investigd que sxtA es el
unico gen de partida de la ruta de biosintesis. El transcriptoma de CCMP 1719 de A. fundyense contenia dos
familias de transcripciones diferentes que tenian la misma arquitectura de dominio que sxtA en las cianobacterias.
Las dos familias de transcripcion variaron en longitud, secuencia y cantidad de dominios cataliticos que codifican.
Las transcripciones mas largas contenian los cuatro dominios presentes en los genes sxtA cianobacterianos
conocidos, sin embargo, las transcripciones mas cortas carecian del dominio de la aminotransferasa terminal (Figura
1). En contraste con las transcripciones bacterianas, ambas familias de transcripciones poseian colas de poliA
eucariotas en el extremo 3' y las secuencias lider con corte y empalme de dinoflagelados en el extremo 5'. Por lo
tanto, estos resultados muestran claramente que al menos sxtA, y posiblemente otros genes sxt, estan codificados
en el genoma nuclear de dinoflagelados y que la sintesis de STX en dinoflagelados no se origina en bacterias
cocultivadas. Sin embargo, estas bacterias todavia pueden desempefar un papel importante en la modulacion de la
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biosintesis de STX en los dinoflagelados.

Los péptidos sefial identificados en ambas transcripciones indican un direccionamiento especifico de ambos
productos de Sxt. Muchos genes en los genomas nucleares de dinoflagelados son derivados de plastos y sus
productos estan dirigidos al plasto. Estas proteinas se traducen en el citosol y luego se transportan al plasto a través
de las membranas de plastos. En los dinoflagelados que contienen peridinina como Alexandrium, este proceso
requiere la presencia de motivos peptidicos de sefal y de transferencia. Se predice que ambas transcripciones sxtA
contienen péptidos sefial, pero las estructuras del péptido de transferencia no se identificaron. Por lo tanto, parece
que ambas proteinas sxtA se dirigen fuera del citosol, pero la regién de la diana debe investigarse
experimentalmente.

Las transcripciones de sxtA de dinoflagelados no difirieron solamente de los homdlogos cianobacterianos por la
presencia de péptidos sefial, secuencias de SL y colas de poliA, sino también en su contenido de GC. Las EST de A.
fundyense tenian un contenido de GC considerablemente mayor (Figura 2). Se ha informado que los genes
transcritos de especies Alexandrium tienen un contenido promedio de GC >56%, mientras que las cianobacterias
filamentosas, tales como los géneros productores de STX Cylindrospermopsis, Anabaena, Aphanizomenon y
Lyngbya, tienen un contenido de GC gendmico de aproximadamente el 40%. Esto indica que el contenido de GC de
sxtA ha divergido significativamente del antecesor que posee el sxtA progenitor, en linea con el resto del genoma en
estos microorganismos.

La participacion de las dos transcripciones de sxtA diferentes y su papel en la sintesis de STX es actualmente poco
clara, pero las diferencias en el contenido de GC (Figura 2) indican que estan bajo diferentes presiones de seleccion.

- Las copias no idénticas de sxtA: variacion a nivel de genoma y transcriptoma

Una caracteristica tipica de los genomas de dinoflagelados es que los genes pueden aparecer en copias multiples,
que pueden o no ser idénticas. Esto posiblemente esté relacionado con mecanismos genéticos altamente inusuales,
tal como el reciclaje de ADNc procesados. Parece que sxtA también aparece en copias multiples dentro de los
genomas de dinoflagelados. Se estimé que 100 - 240 copias del dominio sxtA4 estaban presentes en el ADN
gendémico de ACSHO02 de A. catenella (ribotipo asiatico templado). Las diferencias en el numero de copias
detectadas a lo largo del ciclo celular estan probablemente relacionadas con la tasa de crecimiento del cultivo
discontinuo y la proporcién de células en diversas fases del ciclo celular. Todas las secuencias gendmicas de sxtA4
de 15 cepas diferentes de Alexandrium y G. catenatum formaron un grupo filogenético bien soportado, con varias
secuencias de clones ligeramente diferentes de la misma cepa distribuidas por todo el arbol. También se encontré
que SxtAl se producia en copias multiples no idénticas en todas las cepas analizadas (Figura 5). Ademas, la
separacion del grupo de dinoflagelados de sxtAl en dos sub-clados indica que sxtAl puede estar codificado por dos
clases de genes separadas, al menos en algunas cepas.

La variacion gendmica de sxtA también esta presente en los transcriptomes de Alexandrium. La adicién de los datos
del transcriptoma al arbol de sxtAl mostré que el clado superior corresponde a las transcripciones de sxtA mas
largas, mientras que el clado inferior corresponde a las transcripciones mas cortas (Figura 3, Figura 5). Los analisis a
nivel de nucledtidos de la region sxtA4 en el transcriptoma de A. fundyense revelaron muchos sitios de SNP, dos
tercios de los cuales permanecian en silencio.

- Correlacién entre la produccién de sxtAl, sxtA4 y saxitoxina

Las secuencias gendmicas sxtAl y sxtA4 identificadas durante este estudio estuvieron presentes en todas las cepas
de dinoflagelados productores de STX analizadas, incluyendo dos cepas de G. catenatum y 14 Alexandrium de las
especies A. catenella, A. minutum, A. fundyense y A. tamarense. Ninguno de los dos fragmentos sxt se amplifico a
partir de dos cepas de A. andersoni y tres cepas de A. afines. Tampoco se detectaron homologos en Gambierdiscus
australes, Amphidinium massartii, Prorocentrum lima, Ostreopsis siamensis y Ostreopsis ovata, ninguno de los
cuales se sabe que produce STX (Tabla 1).

A pesar de la muy buena correlacion entre la presencia de sxtAl y sxtA4 y el contenido de STX para la mayoria de
las cepas analizadas, ambos fragmentos también se amplificaron a partir de cepas de A. tamarense para las que no
se detectd producciéon de STX (Tabla 1). Los analisis por RACE de la cepa de A. tamarense CCMP1771 revelaron
que sxtAl y sxtAd se transcribieron en esta cepa (datos no mostrados). Se postula que la cantidad de STX
producida por A. tamarense es menor que el limite de deteccion de los métodos de determinaciéon de toxina por
HPLC/MS utilizados, ya que se encontrd que un ensayo de saxifilina muy sensible utilizado para investigar la cepa
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ATBBO01 de A. tamarense es téxico. Se ha sugerido que la abundancia de la transcripcion se relaciona positivamente
con la cantidad de copias génicas presentes en un genoma de dinoflagelado. Por lo tanto, es posible que las cepas
con niveles bajos de STX tengan menos copias de los genes sxt en comparacion con aquellas con mayor
produccién de STX. Si esto es cierto, entonces la presencia de sxtAl y sxtA4 indicaria la toxicidad y podrian
desarrollarse métodos moleculares para detectar las células productoras de STX en el entorno.

- Evolucién de la sintesis de STX en eucariotas y su papel en la diversificacion de Alexandrium

Los genes sxt de cianobacterias estan altamente conservados entre especies de cianobacterias y se cree que el
grupo de genes ha surgido hace al menos 2100 millones de afios. Los resultados en el presente documento
muestran que las transcripciones de dinoflagelados sxtA que estan estrechamente relacionadas filogenéticamente
con un clado de las secuencias sxtA de cianobacterias y otros genes relacionados con toxinas bacterianas putativas
(Figura 3 y Figura 4) también tienen la misma estructura de dominio que los genes cianobacterianos sxtA (Figura 1).
Se propone que esta sorprendente similitud es mas probable debido a un evento de transferencia génica horizontal
(HGT) entre las bacterias productoras de STX ancestrales y los dinoflagelados. Dentro de los dinoflagelados, STX se
producen por especies de los géneros Alexandrium y Pyrodinium, que pertenecen a la familia Gonyaulacaceae
dentro del orden Gonyaulacales, asi como por una especie del género Gymnodinium, que pertenece a la familia
Gymnodiniaceae en el orden Gymnodiniales. Por lo tanto, estas toxinas se producen por dos géneros dentro de una
familia y por una sola especie de un orden de dinoflagelado distante. Esta distribucion de sintesis de STX dentro de
los dinoflagelados, asi como la estrecha relacion entre secuencias de sxtA de Alexandrium y Gymnodinium
catenatum (Figura 3, Figura 4, Figura 5 y Figura 6), sugiere que HGT de bacteria con respecto al dinoflagelado
probablemente tuvo lugar antes del origen de los géneros Alexandrium y Pyrodinium, y fue seguido de una
transferencia de dinoflagelado con respecto a dinoflagelado en G. catenatum. La extension de HGT eucariotas-
eucariotas a menudo se subestima debido a las dificultades para detectar dichos eventos, sin embargo, trabajos
recientes resaltan la importancia y la prevalencia de dichas transferencias génicas.

La relacion entre las secuencias de sxtA4 de dinoflagelados en este estudio no se resolvié en este estudio, ya que la
mayoria de los nodos internos no estaban estadisticamente soportados (Figura 5 y Figura 6). Por lo tanto, no fue
posible determinar con certeza si la evolucidn de los genes sxtA refleja la del género Alexandrium, o determinar los
origenes de una HGT putativa de Alexandrium en G. catenatum. Sin embargo, las copias del gen sxtAl y sxtA4 de
multiples cepas de G. catenatum, A. minutum y A. catenella tendieron a agruparse por especies, lo que indica que su
historia refleja la evoluciéon de estas especies. La no amplificacion de sxtAl y sxtA4 de las especies no productoras
de STX A. affine y A. andersoni puede indicar que los genes sxtA se han perdido de estos linajes o han mutado
tanto, que los cebadores desarrollados aqui no fueron capaces para amplificarlos.

Los dos conjuntos de datos de EST de Alexandrium contenian transcripciones, que codificaban homélogos para la
mayoria de los genes sxt centrales identificados a partir de cianobacterias (Tabla 3). Aunque la similitud con los
genes citobacterianos sxt a menudo era significativa, era mucho menor que la observada para sxtA. Los aciertos
mas cercanos fueron para otros genes bacterianos o eucariotas presentes en la base de datos. Esto indica que
diferentes genes en la ruta sxt pueden tener origenes separados en dinoflagelados. Se requiere un trabajo adicional
para dilucidar los origenes complejos de este grupo de genes y conducird a nuevos avances con respecto a los
genomas Y la biologia molecular de estos microorganismos antiguos e importantes.

Ejemplo 2: Método cuantitativo para detectar y cuantificar la produccién de STX en dinoflagelados
Materiales y métodos
- Mantenimiento de cultivos

Los cultivos de dinoflagelados (Tabla 4) se mantuvieron en GSe (Doblin et al., 1999, anteriormente) o en medio L1
(Guillard & Hargraves, 1993 anteriormente) a 16-20 °C. La luz se proporcioné por bombillas fluorescentes blancas
(Crompton Light), con un flujo de fotones de 60-100 ymol de fotones m2 s™'en un ciclo de oscuridad/luz de 12/12
horas. Las cepas usadas se proporcionaron por la University of Tasmania (aisladas por M. de Salas), la Australian
National Culture Collection of Marine Microalgae, Provasoli-Guillard Culture Collection (CCMP) y la Cawthron
Institute Culture Collection.

Tabla 4. Las cepas de dinoflagelados analizadas, contenido de STX y si el par de cebadores gPCR de sxtA4 dio

como resultado un producto. Todas las muestras se analizaron con un control positivo para asegurar que los
inhibidores de la PCR no estaban presentes.
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Dinoflagelado NUmero de cepa STX detectadas! Producto de qPCR de sxtA4
Alexandrium
affine CCMP112 - -
affine CS-312/02 -
andersonii CCMP1597 - -
andersonii CCMP2222 - -
catenella ACCCO01 + +
catenella ACSHO02 + +
catenella ACTRAO02 + +
fundyense CCMP1719 + +
minutum CCMP113 + +
minutum CS-324 + +
tamarense ATCJ33 - +
tamarense ATNWBO01 + +
Gambierdiscus
australes CAWD148 - -
Ostreopsis
ovata CAWD174 - -
siamensis CAWD - -
Amphidinium
massarti CS-259 - -
Gymnodinium catenatum GCTRAO01 + +
Muestra de agua ambiental que contiene: n/a -

Protoceratium reticulatum
Prorocentrum micans, Karenia sp
Karlodinium veneficum
Polarella glacialis
Symbiodinium sp

- Extraccion de ADN y PCR

La densidad del cultivo se determind regularmente usando una célula Sedgewick Rafter (Proscitech) y un
microscopio de luz invertida (Leica Microsystems). Se recogieron nimeros conocidos de células cultivadas durante
la fase de crecimiento exponencial. EI ADN se extrajo de los sedimentos celulares usando el método CTAB (see
Doyle y Doyle, 1987 A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf tissue. Phytochem Bull 19:1-5),
con una precipitacién adicional de ADN durante una noche a -20 °C. La calidad y cantidad de ADN se determiné
usando un Nanodrop (Termocientifico), y amplificando un gen de dinoflagelado de control (ARNr de cyth o SSU), de
acuerdo con los protocolos de Lin et al. (2009), usando el par de cebadores 4f y 6r, que amplifican un fragmento de
440 pb, o cebadores de ADNr 18S 18SF08 (5-TTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTG-3'(SEQ ID NO: 220)) y
ROITS (5'-CCTTGTTACGACTTCTCCTTCCTC-3'(SEQ ID NO: 221)) que amplifican ~1780 pb.

- Desarrollo del ensayo por qPCR de sxt y determinacién del nUmero de copias

Se construyé un alineamiento de sxtA4 dendmico y secuencias de 9 cepas de las especies Alexandrium catenella,
A. tamarense, A. minutum, A. fundyense y Gymnodinium catenatum (GenBank numeros de acceso JF343238 -
JF343239, JF343259-JF343265). Se verificd el grado de conservacion de las secuencias génicas para una fraccion
de 440 pb del dominio sxtA4 y se encontré que era del 94-98% entre especies de Alexandrium, y del 89% entre
especies de Gymnodinium catenatum y Alexandrium. Los cebadores especificos para sxtA4 se disefiaron usando el
software Primer3 y una secuencia consenso. La especificidad de las secuencias de cebador se confirmé entonces
usando BLAST (herramienta de busqueda de alineamiento local basica) en el NCBI (National Centre for
Biotechnology Information). Las secuencias de los cebadores fueron sxtA4dF 5' CTGAGCAAGGCGTTCAATTC 3'
(SEQ ID NO: 198) y sxtA4R 5' TACAGATMGGCCCTGTGARC 3' (SEQ ID NO: 199), dando como resultado un
producto de 125 pb.

Para determinar su especificidad para cepas productoras de STX, o cepas potencialmente productoras de STX, el
par de cebadores de sxtA4 se amplific a partir de 6 especies de Alexandrium, Gymnodinium catenatum y otras 3
especies productoras de toxina de Gonyaulacales: Ostreopsis ovata, Gambierdiscus australes, Ostreopsis
siamensis, un dinoflagelado adicional, Amphidinium massartii, y una muestra ambiental que contenia una comunidad
mixta de fitoplancton, incluyendo 6 especies de dinoflagelado identificadas (Tabla 4). La amplificacion por PCR se
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realizé en 20 pl de reacciones que contenian plantilla, 0,5 yM de cada cebador, MgCl2 3 mM, 1 pl de BSA (NEB) y
10 pl de Immomix (Bioline), que contenian dNTPs, Immolase Taq polimerasa y tampon de reaccion o 20 pl con
plantilla, 0,2 uM de cada cebador, MgCl2 3 mM, 1 ul de BSA, 2 ul de tampon de reaccion MyTaq (Bioline) que
contenia dNTPs, 0,2 ul de polimerasa de inicio en caliente MyTaq (Bioline) y H20. Las PCR de inicio en caliente se
realizaron con una etapa de desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 5-10 min, y 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a
55 0 60 °C (para los cebadores cytb y sxtA4, respectivamente), 30 s a 72 °C seguido de una etapa de extension final
de 7 min a 72 °C. El fragmento 18S se amplificé en 25 pl de reacciones con plantilla, 1 unidad de tampén de PCR
10X BD Advantage 2 (BD Biosciences), dNTP 5 mM, 0,2 pM de cada cebador, DMSO (concentracion final al 10%) y
0,25 unidades de 50X BD Advantage 2 Polymerase Mix (BD Biosciences). Las PCR se amplificaron como se indica a
continuacién: 94 °C - 1 min; 30 x (94 °C - 30 s; 57 °C - 30 s; 68 °C - 120 s); 68 °C - 10 min; 8 °C - mantenimiento.
Los productos se analizaron usando electroforesis en gel de agarosa al 3%, se tifieron con bromuro de etidio y se
visualizaron.

La gqPCR también se realizé6 usando un par de cebadores especificos para el ribotipo asiatico templado de
Alexandrium catenella, encontrado en aguas templadas australianas, basado en una region de la regiéon de ADN
ribosomal de la subunidad grande (LSU) (Hosoi Tanabe y Sako, 2005), amplificando un fragmento de 160 pb, catF
(5'-CCTCAGTGAGATTGTAGTGC-3' (SEQ ID NO: 222)) y catR (5'-GTGCAAAGGTAATCAAATGTCC-3'(SEQ ID NO:
223)). Los ensayos se realizaron en muestras ambientales, y las nuevas curvas estandar de este par de cebadores
de ARNr LSU se construyeron sobre la base de cepas aisladas de aguas australianas por M. de Salas (UTAS):
ACCCO01, aislada de Cowan Creek, NSW, aproximadamente a 20 km del sitio Brisbane Water y 50 km del sitio del
rio Georges, ACSHO02, aislada del puerto de Sydney, aproximadamente a 35 km al norte del sitio del rio Georges, y
ACTRAO02, aislada de Tasmania, Australia.

El ciclado de qPCR se realizar en un Rotor Gene 3000 (Corbett Life Science) usando SSOFast Evagreen supermix
(Biorad). Se realizaron ensayos de qPCR en un volumen final de 20 ul que consistia en 10 pl de mezcla maestra
Evagreen (que contenia colorante intercalante de ADN, tampén y Tag polimerasa), 1 pl de ADN plantilla, 0,5 pM de
cada cebador y 1 pl de BSA. Los ensayos qPCR se realizaron por triplicado con los siguientes ciclos: 95°C durante
10 s, y 35 réplicas de 95°C durante 15 s y 60°C durante 30 s. El analisis de la curva de fusién se realiz6 al final de
cada ciclo para confirmar la especificidad de amplificacion, y los productos de PCR seleccionados se secuenciaron.

Las curvas estandar tanto para sxtA4 como ARNr LSU se construyeron de dos maneras: (1) Usando una serie de
diluciones de una concentracion conocida de producto de PCR fresco, que varia de 5,7-5,7 x 10® ng(n = 6). Se
usaron curvas estandar usando producto de PCR para determinar la eficacia del ensayo (véase el método en Pfaffl,
(2001) A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR Nucleic Acids Res. 2001 May
1,29(9):e45), asi como para determinar el numero de copias. Las moléculas de producto de PCR se determinaron:
(A x 6,022 x 1023) x (660 x B)" con A: concentracién del producto de PCR, 6,022 x 1023: nimero de Avogadro, 660:
peso molecular promedio por par de bases y B: longitud del producto de PCR. Se determiné el numero de moléculas
en las muestras desconocidas y se dividié por el nimero conocido de células en la plantilla gqPCR de ADN para
obtener el nimero de copias por célula. (2) Extraccion de ADN de muestras duplicadas de nimeros conocidos de
células de cepas de Alexandrium catenella (ACCCO01, ACSH02, ACTRA02) tomadas durante la fase de crecimiento
exponencial, y dilucién del ADN al 50% en 3 6rdenes de magnitud (n = 6).

Para estimar la abundancia ambiental de A. catenella en las muestras basadas en el ensayo de ARNr LSU, las
ecuaciones de (2) se extrapolaron y se aplicaron a los valores de CT medidos para estas muestras. Debido a que se
ha encontrado variabilidad en los niumeros de copias de los genes de ARNr entre cepas de algunas especies de
Alexandrium, asi como una variabilidad de hasta un factor de 2 esperado debido a la variabilidad en el crecimiento y
las condiciones del ciclo celular de las células, se determind el nUmero de copias de la regiéon génica de ARNr LSU
en muestras duplicadas de cada una de las 3 cepas. Las abundancias finales de A. catenella en las muestras
ambientales se determinaron como la media y la desviacion estdndar de 6 estimaciones independientes.

- Coleccion de muestras de fitoplancton y ostra

La comunidad de fitoplancton se muestred diariamente durante la marea media durante el 15-20 de noviembre de
2010, en sitios de monitorizacién estandar cerca de las granjas de ostras de Sydney (Saccostrea glomerata) en
Wagonga Inlet, Narooma, NSW, -36' 13" E 150" 6" S y el rio Georges, NSW -34' 1" E 151' 8" S (Figura 7). Las
muestras también se tomaron en Brisbane Water, NSW -33' 28" E 151' 18" S el 22 de julio de 2010 (Figura 7).

Se tomaron muestras de botellas de 4 | por triplicado cada dia para el analisis molecular. Se tomé otra botella de 500
ml y se fijé inmediatamente con yoduro de Lugol para la identificacion microscépica y el recuento. Las muestras se
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filtraron usando filtros Millipore de 3 um y se congelaron a -20 °C hasta la extraccion del ADN. Se tomaron diez
muestras individuales de S. glomerata de granjas en las inmediaciones del sitio de muestreo de fitoplancton el
17/11/10 y el 19/11/10. Las muestras de S. glomerata se agruparon para la prueba de toxinas.

Para determinar la especificidad del par de cebadores en muestras ambientales mixtas, se tomaron muestras de una
comunidad de fitoplancton en la que no estaban presentes especies conocidas productoras de STX. Se tomaron
muestras de 1 | de la comunidad de superficie en Jervis Bay el 19 de enero de 2011, y se conservaron, se
concentraron, se identificaron y se contaron especies presentes de 500 ml, como anteriormente. Los dinoflagelados
presentes se identificaron como Protoceratium reticulatum, Karlodinium cf veneficum, Karenia sp., Prorocentrum
micans, Polarella glacialis, Pfiesteria shumwayae, y Symbiodinium sp. Se filtraron 500 ml de la muestra restante y se
realizo la extraccion de ADN y PCR como se ha descrito anteriormente.

- Recuentos celulares de Alexandrium usando microscopia

Las células de fitoplancton en ~300 ml de las muestras conservadas de Lugol se concentraron por filtracion de
membrana asistida por gravedad sobre filtros de éster de celulosa de 5 ym (Advantec) antes del lavado en 4 ml y el
recuento. Las especies de Alexandrium se identificaron y se contaron usando una célula Sedgewick Rafter y un
microscopio Zeiss Axiolab equipado con optica de contraste de fase. El numero de células contadas varié entre las
muestras, dependiendo de la abundancia de Alexandrium, y las tasas de error estandar se calcularon usando la
ecuacion: Error = 2/vn, donde n es el niumero de células observadas en la muestra.

- Determinacion de toxinas en ostras y culturas

Las muestras de marisco y los sedimentos celulares de dinoflagelados se analizaron mediante HPLC, de acuerdo
con el Método oficial AOAC 2005.06 para toxinas paralizantes por mariscos en el Cawthron Institute, Nueva Zelanda.
No se us6 un modificador de matriz como se describe en el protocolo original, sino que se usaron recuperaciones
promedio de pico para cada compuesto por separado. El analisis por HPLC se realizé en un sistema Waters Acquity
UPLC (Waters) acoplado a un detector Waters Acquity FLR. La separacion se logré con una columna Waters Acquity
C18 BEH de 1,7 um de 2,1 x 50 mm a 30 °C, eluida a 0,2 ml min-'. Las fases mdviles eran formiato de amonio 0,1 M
(A) y formiato de amonio 0,1 M en acetonitrilo al 5% (B), ambos ajustados a pH 6. El gradiente consistié en el 100%
de A durante 0,5 min, un gradiente lineal al 80% de B durante 3,5 min, después volviendo a las condiciones iniciales
durante 0,1 min y se mantuvieron durante 1,9 min. El detector de fluorescencia tenia una excitacion ajustada a 340
nm y una emision a 395 nm. Los estandares analiticos para los analogos de STX se obtuvieron del National
Research Council, Canada. El limite de deteccion del HPLC de los cultivos celulares se consideré que era de 0,1 pg
por celula™ para NEO y STX, 0,2 pg por célula™ para GTX1/4, GTX6 (B2) y GTX5 (B1), 0,5 pg por célula™ para C1,2,
y <0,3 pg por célula™ para los analogos C3,4.

Resultados
- Especificidad, sensibilidad y eficiencia del par de cebadores

Se encontré que los cebadores disefiados en este estudio amplifican un fragmento del tamafio correcto en todos los
dinoflagelados productores de STX de la especie: Alexandrium minutum, A. catenella, A fundyense, A. tamarense y
Gymnodinium catenatum (Tabla 4). Ademas, amplificé un fragmento del tamafio correcto de las especies A.
tamarense, cepa ATCJ33, ribotipo de Tasmania, que no se encontré que produjera STX a un nivel superior al limite
de deteccion del método de HPLC utilizado. La secuenciacion de los productos confirmé que se trata de un
homodlogo de sxtA4.

El par de cebador de sxtA4 no amplifico el ADN de las especies de Gonyaulacalean relacionadas no productoras de
STX Alexandrium andersonii, Alexandrium affine, Gambierdiscus australes, Ostreopsis ovata o Ostreopsis siamensis
ni de la especie de dinoflagelado relacionada de forma mas distante Amphidinium massartii. Ademas, el par de
cebadores de sxtA4 no amplificé el ADN de las muestras de fitoplancton, que contenian una comunidad comunidad
mixta plancténica que incluia bacterias, diatomeas, picoplancton y los dinoflagelados Protoceratium reticulatum,
Karlodinium cf veneficum, Karenia sp., Prorocentrum micans, Polarella glacialis, Pfiesteria shumwayae, y
Symbiodinium sp. (Tabla 4). En contraste, el ADN de todas las muestras se amplificé usando el par de cebadores de
control positivo para asegurar que la plantilla de reaccion estaba intacta y libre de inhibidores.

La eficacia del ensayo sxtA4 basado en este par de cebadores fue del 97% segun se calcul6 usando una serie de
diluciones de producto de PCR fresco en 6 6rdenes de magnitud. El ensayo tuvo una eficacia del 93-107% segun se
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calcul6 usando una serie de diluciéon del 50% de ADNg duplicado de las tres cepas de A. catenella (Figura 8). Para
las curvas estandar basadas tanto en el producto de PCR como basadas en ADNg, los valores de r?> de las
ecuaciones de regresion fueron 0,95 o mayores (Figura 8). El ensayo fue sensible a las cantidades de ADN que
representan ~30 a >2000 células de las tres cepas de A. catenella. Por lo tanto, si la recoleccion de muestras se
realizé siguiendo un protocolo similar al utilizado, y se recogieron 4 | de agua de mar, se extrajeron y se eluyeron en
15 ul, de los cuales se ensayd 1 i, el ensayo detectaria entonces concentraciones ambientales de A. catenella con
un limite inferior de aproximadamente 110 células por I.

- Numero de copias de genes sxtA4

El nimero de copias de sxtA4 en las 3 cepas cultivadas de Alexandrium catenella tenia una media de 178-280 por
célula™ (Tabla 5). La toxicidad de estas cepas fue de 3,1-6,6 pg de equivalentes de STX por célula™! (Tabla 5). En las
muestras ambientales, el nimero de copias de sxtA4 se estimd en 226 y 376 por célula” en las muestras del rio
Georges y Wagonga Inlet, respectivamente, y el mas variable entre las estimaciones basadas en las muestras de
Wagonga Inlet.

Tabla 5. STX presentes en cepas de Alexandrium catenella, en pg por célula” y en Saccrostrea glomerata de los
sitios de muestreo, en ug equivalentes de STX kg™' de marisco, y nimero medio de copias de genes sxtA4 en la
cepa o en todas las muestras de fitoplancton de ese sitio de muestreo. Una lectura de 0 indica que los niveles
estaban por debajo del limite de deteccién de la prueba. Las muestras de S. glomerata se tomaron el 17/11/10, el
19/11/10 y el 22/7/10 para el rio Georges, Wagonga Inlet y Brisbane Water, respectivamente.

SxtA4 por célula™ +/de en la

STX GTX- GTX- GTX-5 C-
totales 1.4 6 C1,2 (B1) NEO/STX 34 B2 cepa o en la muestra de
plancton
cultivos
ACSHO02 5,25 1,75 0,60 2,40 0,5 <0,1 <03 0 178 +/-49 (n = 9)
ACCCO01 6,60 1,15 0 2,55 0 0 1,00 1,9 240+/-97 (n = 3)
ACTRAO02 3,13 1,13 0 2,00 0 0 0 0 280 +/- 85 (n = 3)
S.
glomerata
G Rio 200 160 traza 30 10 0 traza 0 226 +/- 97
eorges
(n=15)
W‘ngga 48 32 0 16 0 0 0 o 376 +/- 257 (n = 12)
Brisbane _
Water 145 53 92 0 0 0 0 275 (n=1)
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Muestras ambientales

Se detectd sxtA4 en la muestra de Brisbane Water individual, asi como en los conjuntos de muestras del rio Georges
y Wagonga Inlet (Figura 9). La secuenciacion y el analisis de la curva de fusiéon confirmaron que se trata de sxtA4,
con una identidad promedio del 99% o superior al gen correspondiente de la cepa Alexandrium catenella. Se
observé una relacién positiva entre el nimero de células, segun lo estimado a partir de microscopia, el numero de
células segun lo estimado a partir del ADNr LSU, y el nimero de copias de sxtA4 en ambos grupos de muestras
ambientales. La correlacion entre el nimero de células segun se estimo a partir de gPCR génica del ARNr LSU y el
numero de copias del gen sxtA4 estimado fue muy alta para las muestras del rio Georges (r? = 0.97, pendiente =
0,0059, p<0,001), e inferior para la muestra de Wagonga Inlet (r?> = 0,70, pendiente = 0,001, p<0,07) (Figura 9).

STX en muestras de S. glomerata agrupadas se detectaron de cada uno de estos tres sitios, con las mayores
concentraciones indicadas para el sitio del rio Georges (200 ug de equivalente de STX kg™ de marisco) con niveles
inferiores registrados tanto para Wagonga Inlet como para Brisbane Water (48 y 145 ug de equivalente de STX kg
de marisco, respectivamente, Tabla 5).

Andlisis
Se proporciona en el presente documento un nuevo método para detectar y cuantificar el potencial de produccion de

STX en muestras ambientales marinas. El ensayo se basa en la deteccién del gen sxtA que codifica una enzima
Unica supuestamente implicada en la ruta sxt. EI método descrito detecté el gen sxtA en todos los cultivos
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productores de STX, y no lo detectd en los cultivos no productores de STX o la muestra ambiental que no contenia
especies productoras de STX conocidas. Sin embargo, también se detectaron genes sxtA en la cepa no productora
de Alexandrium tamarense, ribotipo de Tasmania, ATCJ33. Dado que se ha encontrado que una cepa
estrechamente relacionada del ribotipo de Tasmania de esta especie produce STX (datos no publicados), es posible
que la cepa ATCJ33 tenga el potencial de producir STX bajo ciertas circunstancias. La amplificacion de sxtA4 de las
especies y cepas de Alexandrium y Gymnodinium catenatum en este estudio esta en linea con los hallazgos en el
Ejemplo uno anterior, en el que se amplificaron fragmentos de aproximadamente 550 pb y de 750 pb de sxtAl y
sxtA4 de las mismas cepas ensayadas, y no se detectd la amplificacion de estos fragmentos de las especies
Alexandrium affine y A. andersonii.

- Nimero de copias del contenido de sxtA4 y STXs

Se encontré que la abundancia de sxtA4 era relativamente similar entre las cepas y las muestras ambientales
ensayadas, con un intervalo de 178-376 copias por célula™ (Tabla 5). Esto apoya los resultados en el Ejemplo uno
anterior en el que se encontraron 100-240 copias por célula™ durante el crecimiento de la cepa ACSH02 de
Alexandrium catenella usando gqPCR. La toxicidad equivalente de STX total de las tres cepas de Alexandrium
catenella fue de 3,1-6,6 pg equivalentes de STX por célula’' (Tabla 5). Esto esta dentro de otras especies
productoras de STX, tales como cepas de A. minutum, A. catenella y A. tamarense (0,66-9,8 pg de equivalentes de
STX por célula™), dependiendo del suministro de nutrientes y el crecimiento del cultivo, pero menor que las cepas
mas toxicas tales como Gymnodinium catenatum (26-28 pg de equivalentes de STX por célula™'), y Alexandrium
ostenfeldii (hasta 217 pg de equivalentes de STX por célula™)

- sxtA4, A. catenellay STXs en el sudeste de Australia

Se tomaron muestras de Alexandrium catenella en tres ocasiones en estuarios del sureste de Australia a lo largo de
este periodo de estudio y, en cada caso, se detectd sxtA4 (Tabla 4). Para el conjunto de muestras del rio Georges,
la correlacién entre copias de sxtA4 por I' y la abundancia celular por I'', segln lo determinado por ADNr LSU, fue
altamente significativa (Figura 9). En el sitio de muestreo del rio Georges, se registraron abundancias medias de
3150-26450 células por I a lo largo del periodo de muestreo de 5 dias en base a la estimacion del analisis de ADNr
LSU, y 7900-38000, basandose en los recuentos de células microscoépicas de los dias seleccionados. El ultimo dia
de muestreo, se encontro variabilidad en los recuentos celulares entre las muestras por triplicado tomadas en el sitio,
lo que refleja la fragmentacion en la distribucion de A. catenella. A pesar de esto, la correlacion entre las copias de
sxtA4 por I'" y el nimero de células de Alexandrium catenella basado en gPCR de ARNr fue muy fuerte (r? = 0,97,
pendiente = 0,0059, p <0,001), y las cargas totales de STX en muestras de ostras tomadas durante esta semana
fueron 200 ug de equivalentes de STX por kg™ de mariscos, por debajo del nivel regulador para la monitorizacién de
la salud publica (800 ug de equivalentes de STX por kg™ de marisco) pero el mas alto de las tres muestras tomadas
durante este estudio.

En Wagonga Inlet, se encontraron abundancias medias de 30-288 células por I basadas en la estimacion del
ensayo de gPCR de ADNr LSU y 80-540 células por I'" basandose en los recuentos de células del microscopio a lo
largo de todo el periodo de muestreo (Figura 9). La correlacion entre las copias de sxtA4 por I'' y el nimero de
células, segun se calculd a partir del ensayo de gPCR de ADNr LSU, fue menor que la de las muestras del rio
Georges (r> = 0,70, pendiente = 0,001, p = 0,07). Esto puede reflejar el hecho de que dos de estas muestras
contenian menos de 110 células por I'' y, por lo tanto, estaban en el limite inferior de deteccion fiable de este
ensayo. Como alternativa, el menor coeficiente de correlacién de este conjunto de muestreo puede atribuirse a la
presencia de diferentes cepas de Alexandrium catenella que difieren en el nUmero de copias de sxtA.

- Métodos de deteccion para STX y especies de Alexandrium

En general, la enumeracion de fitoplancton formador de HAB y sus toxinas para la industria y para la investigacion
oceanografica biolégica se basa en el recuento basado en microscopia de especies y métodos de deteccion directa
de toxinas. La cuantificacion de las STX generalmente se realiza mediante bioensayo de raton, HPLC instrumental,
LC-MS o inmunoensayos basados en anticuerpos, tales como ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas
(ELISA). La HPLC es un proceso lento y costoso, que requiere un laboratorio analitico bien equipado y patrones
puros de STX y sus numerosos analogos. Aunque los métodos de ELISA recientemente desarrollados han superado
algunos de estos inconvenientes, no estan disponibles para varios derivados de STX comunes, y tienen problemas
de reactividad cruzada, ya que los perfiles de las toxinas a menudo son bastante complejos.

Los métodos genético moleculares y basados en anticuerpos para la identificacion y enumeracion de especies
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marinas de fitoplancton tienen muchas ventajas en comparacién con los recuentos basados en microscopios y los
métodos directos de deteccion de toxinas: su simplicidad, con un requisito mucho menor de preparacién y
experiencia en comparacion con la identificacion taxonémica basada en microscopia, la rentabilidad (los reactivos de
gPCR generalmente tienen un coste de menos ~1 dolar por muestra), la velocidad y el potencial para la
automatizacion (hasta 30 muestras pueden procesarse por triplicado en menos de 2 horas en una maquina de gPCR
estandar usando placas de 96 pocillos). El coste de las maquinas de qPCR en tiempo real ha disminuido
sustancialmente en los ultimos afios, y es posible manipularlas con una preparacion basica en técnicas de biologia
molecular.

Se puede lograr un limite de deteccion fiable de ~110 células por I'' de Alexandrium catenella usando el método de
gPCR indicado aqui. Los ensayos basados en qPCR para la deteccién de Alexandrium pueden ser mas sensibles
que los métodos basados en microscopia a bajas abundancias celulares y donde las especies de interés pueden ser
un componente menor del fitoplancton. El método de la camara de recuento de Sedgewick-Rafter, como se aplica en
la mayor parte de los programas de monitorizacion de fitoplancton, se considera que tiene un limite de deteccion
fiable de 1000 células por I''. Sin embargo, esto depende del volumen de muestra observado. En el presente
estudio, los niveles de deteccion hasta <20 células por I'! se lograron utilizando el método de la camara de recuento
de Sedgewick-Rafter, filtrando la muestra de tal forma que se observaron mayores volimenes de muestra. El error
estandar de los recuentos basados en microscopio depende del numero de células observadas, y aumenta al
disminuir el numero de células. Para los métodos basados en genética molecular, el error estandar asociado con los
recuentos celulares es independiente de la abundancia de células, para las abundancias de células mayores que el
umbral de deteccion del ensayo. La identificacién genética molecular y los métodos de enumeracién han indicado
umbrales de deteccion del orden de 10-100 células por I'" de especies de Alexandrium usando sondas de qPCR y
FISH, dependiendo del volumen de agua (tipicamente 1-8 I) muestreado usando estos métodos. Dado que las
concentraciones tan bajas como de 200 células por I'' de especies de Alexandrium se han asociado con la absorcion
de STX en marisco, la deteccién fiable de especies a bajas abundancias celulares es una ventaja importante de los
métodos de enumeracidon basados en gPCR sobre los recuentos microscopicos segun se pone en practica
actualmente en la mayor parte de los programas de monitorizacion de fitoplancton.

Aunque se han observado muchas ventajas en los métodos de monitorizacion basados en genética molecular, los
métodos actuales tienen varios inconvenientes. La qPCR para la enumeracién de especies usando genes
marcadores requiere el uso de multiples sondas en habitats donde se producen varias especies de Alexandrium,
Pyrodinium bahamense y Gymnodinium catenatum y producen STX. Las especies no documentadas previamente en
un habitat particular se identifican ocasionalmente, y es posible que no se aprecien si no esta disponible una sonda
adecuada para su identificacion. Ademas, la enumeracion de ciertas especies diana requiere investigacién para
cultivar y determinar la toxicidad de las especies locales productoras de STX, ya que esto puede variar entre
regiones. Las altas abundancias de Alexandrium catenella en las regiones en las que esta especie generalmente
produce STX no siempre se han correlacionado con STX en marisco, lo que sugiere que pueden producirse
diferencias en el nivel de poblacién en la produccion de STX.

Un inconveniente final de la mayoria de los métodos de recuento basados en gPCR es que los genes de ARN
ribosémico, que se usan comunmente para deteccidn, ya que sus velocidades de divergencia relativamente rapidas
permiten el disefio de marcadores especificos de especie, pueden variar significativamente en el nimero de copias
entre las cepas de algunas especies de Alexandrium, y en algunos casos, durante el crecimiento de las especies.
Esto puede deberse a la presencia de pseudogenes de ADNr inestables en algunas especies de Alexandrium, y
posiblemente a la presencia de moléculas de ADNr extracromosomico. El efecto de esta variacion es causar
disparidades entre el nimero de genes estimado y el nimero de células, y en consecuencia, inconsistencias entre
las estimaciones de abundancia basadas en microscopia y aquellas basadas en qPCR. Por esta razén, en el
presente estudio, se determind el numero de copias de los genes de ADNr LSU en réplicas de tres cepas de A.
catenella aisladas de aguas locales, con el fin de obtener una estimacion fiable del numero de células basado en el
numero de copias de ADNr LSU.

El nuevo método presentado aqui se basa en la deteccion directa de un gen (sxtA) involucrado en la sintesis de
STX. Por lo tanto, puede estar mas estrechamente relacionado con la produccién de STX que la abundancia de
cualquier especie en particular. Ademas, es considerablemente mas rapido y mas econdémico detectar sxtA que las
toxinas reales usando instrumentos analiticos. Usando el par de cebadores descrito, sxtA4 no se amplificé a partir de
dos especies de Alexandrium no productoras de STX probadas, sino que se amplificé a partir de la especie de
Gymnodinium catenatum, productora de STX relacionada de forma relativamente distante. Esto permite el uso de un
Unico ensayo para detectar simultdneamente varios géneros productores de STX diferentes, incluyendo las especies
productoras de STX potenciales que no se conocian previamente en un sitio particular. Sin embargo, el ensayo
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también amplificé un producto de una cepa de Alexandrium tamarense ATCJ33 que no se ha encontrado que
produzca STX, lo que refleja los hallazgos en el Ejemplo uno anterior de que esta cepa poseia sxtAl y sxtA4, y
mostrando que este ensayo puede no ser indicativo, en un pequeio porcentaje de casos, de la presencia de STX.

La regulacion del nivel de transcripcion puede desempefar un papel relativamente menor en la expresion de muchos
genes de dinoflagelados, en comparacién con la regulacion en otros organismos, ya que se ha informado que los
genes que se regulan positivamente aumentan en la abundancia de la transcripcion en no mas de aprox. 5 veces, en
comparacion con los niveles durante el crecimiento estandar. Esto ha llevado a la teoria de que la duplicacion de
copias gendémicas de genes altamente expresados en dinoflagelados puede funcionar como un medio para
aumentar su transcripcion. Si esto fuera cierto, puede haber una relaciéon entre el nimero de copias de sxtA por
célula™ y la cantidad de STX producidas por una cepa en particular. En este estudio, las especies evaluadas tenian
cuotas de células STX relativamente similares y ninguna diferencia significativa en sxtA por célula'.

Ejemplo 3: Investigacion de secuencias sxtA en especies de dinoflagelados productoras y no productoras
de saxitoxina

Objetivo

Para amplificar y secuenciar genes implicados en la sintesis de saxitoxina (STX) en dinoflagelados que se sabe que
producen saxitoxina y aquellos que no se sabe que producen STX.

Materiales y métodos

Se cultivaron cepas de dinoflagelados en medio GSe y se mantuvieron en un armario de cultivo a 18 grados, y un
ciclo de luz 12/12. EI ADN se extrajo de 20 ml de cultivo de crecimiento exponencial mediante cosecha centrifugando
a 3000 g durante 5 minutos, después usando el método CTAB.

La plantilla de ADN se amplificd por PCR usando PCR polimerasa rica en Advantage GC (Clontech), que contiene
BSA al 10%, en un termociclador con las siguientes condiciones de PCR: una desnaturalizacion inicial de 5 minutos
a 95 °C antes de 35 ciclos de (1) 30 s a 94 °C de desnaturalizacion, (2) 30 s de hibridacion (temperatura variable), y
(3) 1-2 minutos a 72 °C de extensién, con una extension final de 10 minutos a la misma temperatura. Los productos
de PCR se escindieron en gel usando Promega Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega), antes de la
secuenciacion directa con un analizador de ADN ABI3730 (Applied Biosystems) usando cebadores como se indica a
continuacién.

Sxt001 F TGCAGCGMTGCTACTCCTACTAC (SEQ ID NO: 200) 57,1
Sxt002 R GGTCGTGGTCYAGGAAGGAG (SEQ ID NO: 201) 55,9

Las especies recientemente investigadas para este estudio fueron la especie productora de STX: Alexandrium
tamarense, cepa CAWD121, y las especies no productoras Alexandrium sp, cepa AAKT01, Amphidinium massartii
CS-259, Amphidinium mootonorum CAWD161, Coolia monotis CAWD98, Gambierdiscus australes CAWD148,
Prorocentrum lima CAWD, Protoceratium reticulatum CAWD, Gonyaulax spinifera CAWD.

Resultados

Se identificd un gen del dominio sxtA1 del tamafio correcto a partir de la cepa CAWD121 de la especie Alexandrium
tamarense (SEQ ID NO: 224), y la presunta especie productora de saxitoxina de Alexandrium catenella, cepa
ACNCS50 (SEQ ID NOs: 225-226 muestra secuencias de dominio sxtA1 de dos clones de la cepa ACNC50). Se
encontrd que esto es un 99% similar al gen correspondiente de la cepa ACSHO02 de Alexandrium catenella.

Un gen para sxtA1 (SEQ ID NO: 227) también se amplificd a partir de la cepa AAKTO01 de Alexandrium, que no se ha
notificado previamente que produzca saxitoxina.

No se podra amplificar ninguin gen de ninguna de las especies no productoras de dinoflagelados restantes.
Conclusién

La presencia de genes supuestamente implicados en la sintesis de saxitoxina en dinoflagelados se ha confirmado en
todas las especies que producen saxitoxina. En este estudio, se encontraron en una cepa productora adicional que
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ha causado proliferaciones de algas nocivas que contienen saxitoxina en Nueva Zelanda, aislada como CAWD121.
Ademas, se encontrd que una especie de Alexandrium, cepa AAKTO01, estrechamente relacionada con especies que
producen saxitoxina, posee el gen sxtA1. No se ha notificado previamente que esta especie produzca saxitoxina,
pero ahora se sugiere que puede producirla bajo ciertas circunstancias. Se pueden requerir analisis de toxinas
usando técnicas de deteccidn mas sensibles para verificar esta hipotesis. Por ejemplo, Negri et al (2003) notificaron
que la cepa A. tamarense, ATBB01 mostré actividad de STX al ensayarse con el ensayo de saxifilina, pero no tenia
toxinas detectables cuando se analizé6 con métodos de HPLC (véase Negri, et al. (2003). "Paralytic shellfish toxins
are restricted to few species among Australia's taxonomic diversity of cultured microalgae", J. Phycol. 39(4), 663-667.

No se encontré que ninguna de las especies de otras érdenes de dinoflagelados investigadas en este estudio, que
no se sabe que producen saxitoxina y que no estan estrechamente relacionadas con las especies productoras de
saxitoxina, poseyera el gen sxtAl.

Ejemplo 4: Alexandrium catenella de Opua Bay, Nueva Zelanda, segun se monitoriza mediante un ensayo de
gPCR basado en sxtA

Objetivo

Para determinar si el nimero de copias del gen sxtA implicado en la sintesis de saxitoxina en dinoflagelados
marinos, se correlaciona con un recuento manual del nimero de células de Alexandrium catenella en muestras
ambientales marinas.

Métodos

Las muestras se recogieron en Opua Bay, en la regién sudeste de la bahia de Onapua en Queen Charlotte Sound,
Isla Sur, Nueva Zelanda. Una vez a la semana durante 4 semanas (22/2/12 - 13/3/12), se tomaron por triplicado
muestras de 500 ml de una muestra integrada de 0-15 m de profundidad desde la columna de agua y se
almacenaron a -80 °C. Después de la descongelacion, se filtraron 200 ml de cada muestra a través de un filtro
Millipore de 0,45 pm. El filtro se aclaré en ~50 ul de agua de mar en un tubo Eppendorf, se agité vorticialmente y se
centrifugd. El sedimento se extrajo utilizando el kit de suelo de ADN Mobio, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. EI ADN se eluyé dos veces en 100 ul (el mismo eluato se enjuagé a través del filtro dos veces). El ADN
se concentré en 20 ul de muestra usando una alta precipitacion de sal/etanol.

Las secuencias de los cebadores fueron sxtA4F 5'-CTGAGCAAGGCGTTCAATTC-3' (SEQ ID NO: 198) y sxtA4R 5'-
TACAGATMGGCCCTGTGARC-3' (SEQ ID NO: 199), dando como resultado un producto de 125 pb.

Las curvas estandar para sxtA4 se construyeron usando una serie de diluciones de una concentracion conocida de
producto de PCR fresco, que variaba de 5,7-5,7 x 10° ng (n = 6). Se usaron curvas estandar usando producto de
PCR para determinar la eficacia del ensayo, asi como para determinar el nimero de copias. Las moléculas de
producto de PCR se determinaron: (A x 6,022 x 102%) x (660 x B)™" con A: concentracion del producto PCR, 6,022 x
10%3: nimero de Avogadro, 660: peso molecular promedio por par de bases y B: longitud del producto de PCR.

El ciclado de qPCR se realizar en un Rotor Gene 3000 (Corbett Life Science) usando SSOFast Evagreen supermix
(Biorad). Se realizaron ensayos de qPCR en un volumen final de 20 pl que consistia en 10 pyl de mezcla maestra
Evagreen (que contenia colorante intercalante de ADN, tampdn y Taq polimerasa), 1 ul de ADN plantilla, 0,5 uM de
cada cebador y 1 pl de BSA. Los ensayos qPCR se realizaron por triplicado con los siguientes ciclos: 95°C durante
10 s, y 35 réplicas de 95°C durante 15 s y 60°C durante 30 s. El analisis de la curva de fusién se realizé6 al final de
cada ciclo para confirmar la especificidad de amplificacion, y los productos de PCR seleccionados se secuenciaron.

Resultados

Se encontrd que el nimero de copias de sxtA4 por ' detectado alcanzé un pico en la tercera semana de muestreo y
luego cayo (Figura 10), similar al cambio en la abundancia de las células de Alexandrium catenella. Se encontré que
numero de copias de sxtA4 ' en las muestras de agua por triplicado estaba correlacionado significativamente con la
abundancia media de células de Alexandrium catenella I'' (Figura 11, R%2 = 0,86).

Conclusién

Se encontré que el ensayo cuantitativo de gPCR basado en el gen sxtA es un método fiable para determinar el
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potencial de presencia de saxitoxina en muestras ambientales marinas que contenian Alexandrium catenella. Se
encontré que la abundancia de copias del gen sxtA estaba correlacionada significativamente con la abundancia de la
especie Alexandrium catenella.

Ejemplo 5: Amplificacién de las secuencias de sxtAl y sxtA4 e investigacion de la produccidn de saxitoxina
y sxtA en el clado del grupo V de Alexandrium tamarense "no toxico"

Resumen

Las tres especies de Alexandrium A. tamarense. A. fundyense y A. catenella incluyen cepas que pueden ser
potentes productores de la neurotoxina saxitoxina (STX) y sus analogos, los agentes causantes de la intoxicacion
paralizante por marisco (PSP). Estas tres especies son morfolégicamente muy similares, difieren entre si solo en la
posesion de un poro ventral, o en la capacidad de formar cadenas. La idoneidad de estos caracteres morfoldgicos
para la delimitacion de especies ha sido ampliamente debatida. Un clado distintivo de este complejo de especie, el
Grupo V, el clado de Tasmania, se encuentra en el sur de Australia, y ocasionalmente se produce en proporciones
de proliferacién. Este clado ha sido considerado no téxico, y no se han encontrado toxinas PSP en los marisco
después de la proliferacion de esta especie. En el presente estudio, se identific6 una cepa de Tasmania de
Alexandrium tamarense, Grupo V, que produce STX y posee el gen, sxtA que esta supuestamente involucrado en la
produccién de STX. El perfil de la toxina se determindé y es inusual, incluyendo una alta proporcion de GTX5 y una
pequefa cantidad de STX, y difiere de la de A. catenella co-ocurrente (Grupo V). Una proliferacion putativa de A.
tamarense que se produjo en octubre de 2010, y el posterior hallazgo de STX en ostras de la roca de Sydney
(Saccostrea glomerata), puede sugerir que algunas cepas de origen natural de esta especie podrian producir STX.

Introduccioén

Tres especies comunes y generalizadas del género dinoflagelado Alexandrium, A. catenella, A. tamarense y A.
fundyense, poseen caracteristicas morfolégicas muy similares, a veces superpuestas (Balech, 1995, Fukuyo, 1985,
Steidinger, 1990). Se considera que este clado comprende un "complejo de especies", ya que consiste en cinco
grupos genéticamente distintos (John et al., 2003; Orr et al., 2011; Scholin et al., 1994; Lilly et al., 2007). Las
caracteristicas que se utilizan para la identificacion de estas especies incluyen la forma de la célula, la forma del
complejo de poro apical (APC), la presencia (A. tamarense) o la ausencia (A. catenella/A. fundyense) de un poro
ventral en la primera placa apical, y si las células muestran una tendencia a la formacién de cadenas (A. catenella) o
no (A. tamarense/A. fundyense) (Balech, 1995). También se han observado algunas formas con morfologias
intermedias entre estas tres especies (Cembella et al., 1988; Gayoso y Fulco, 2006; Orlova et al., 2007; Sako et al.,
1990; Orr et al., 2011).

En contraste con la informacién basada en la morfologia, los numerosos estudios filogenéticos de especies de
Alexandrium, en base a regiones del operén de ARNr, incluyendo los genes SSU, ITS/5.8s y LSU, tienen clados
claramente diferenciados (Grupos 1V) de entre si (John et al., 2003; Scholin et al., 1994); (Kim y Sako, 2005; Leaw et
al., 2005; Lilly et al., 2007; Montresor et al., 2004; Rogers et al., 2006; Orr et al., 2011). Basandose en un estudio de
la diversidad de dinoflagelados y su relacion con las secuencias de ADNr, Litaker et al. (2007) sugirieron que un
marcador conservador de "nivel de especie" en dinoflagelados podria considerarse una diferencia del 4% (=
distancia genética no corregida de 0,04) en regiones alineadas de ADNr |TS1/5.85/ITS2. Estos clados de
Alexandrium tamarense/catenella/fundyense difieren entre si en un 13-18% en secuencias alineadas de
ITS1/5.8S/ITS2 (Orr et al., 2011), por lo tanto, a un nivel 3-4 veces mayor que en otras especies de dinoflagelados.

La identificacion de cepas de Alexandrium tamarense/catenella/fundyense con respecto a un clado genético
particular (Grupo 1-V) se ha considerado mas predictiva de su propensiéon para la produccion de STX que las
identificaciones de especies basadas en la morfologia (Scholin et al., 1994; John et al., 2003; Kim y Sako, 2005;
Leaw et al., 2005; Montresor et al., 2004; Lilly et al., 2007; Rogers et al., 2006). Todas las cepas de los Grupos | y IV
analizadas hasta la fecha producen cantidades variables de STX, con diversos perfiles de toxinas (Tabla 7,
Anderson et al., 1994), mientras que no se han notificado cepas del Grupo Il que produzcan STX (John et al. 2003).
La toxicidad de las cepas de los Grupos Il y V no esta clara. Generalmente se han considerado no toxicas (Lilly et
al., 2007; Scholin et al., 1994; Genovesi et al., 2011; Bolch y de Salas, 2007; Hallegraeff et al., 1991). Se ha
informado que una sola cepa con una secuencia genética que la ubica dentro del Grupo Ill, CCMP116, es tdxica
(Penna y Magnani, 1999). Si bien las cepas del Grupo V en general se han considerado no toxicas (Hallegraeff et al.,
1991; Bolch y de Salas, 2007), se ha sugerido que la cepa ATBB01/CS298 de Bell Bay, Tasmania puede producir
niveles muy bajos de STX (Scholin et al., 1994; Negri et al., 2003). El perfil de la toxina no se determind.
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En las aguas marinas australianas, las especies de Alexandrium A. catenella y A. minutum producen STX, y han
tenido lugar en proporciones de proliferacion, lo que da como resultado la captacion de STX en los mariscos
(Hallegraeff et al., 1988; Hallegraeff et al., 1991; Bolch y de Salas, 2007). De las especies del complejo de especies
A. tamarense, se han encontrado dos grupos consistentemente en la region: A. tamarense del Grupo V y A.
catenella del Grupo IV (Bolch y de Salas, 2007). No se han encontrado otros grupos de este complejo de especies
durante las investigaciones realizadas en los ultimos 20 afios (Hallegraeff et al., 1988; Hallegraeff et al., 1991; Bolch
y de Salas, 2007). Se han presentado varias teorias sobre los origenes de estas cepas de de "complejo de especies”
de A. tamarense en aguas marinas australianas, incluida su introduccién en aguas de lastre (Grupo 1V), o su
presencia a largo plazo en la regién (Grupo V) (Bolch y de Salas, 2007).

Las proliferaciones de A.catenella (Grupo IV), A. minutum y las especies Gymnodinium catenatum, se han asociado
con la captaciéon de STX en vectores de moluscos en multiples ocasiones en sitios en Nueva Gales del Sur, Australia
Meridional, Victoria y Tasmania, Australia. (revisado en Bolch y de Salas, 2007). Los posibles vectores de moluscos
que se han investigado para determinar la presencia de STX, ya sea experimentalmente o en el transcurso de la
monitorizacién, en aguas australianas son ostras de la roca de Sidney (Saccostrea glomerata), ostras del pacifico
(Crassostrea gigas) y ostras perla Pinctada imbricata (Murray et al., 2009). Las proliferaciones de A. tamarense del
Grupo V se han producido de forma intermitente en toda la region, pero no se ha notificado que causen la captaciéon
de STX en los mariscos (Hallegraeff et al., 1991).

En el transcurso de la investigacion de la base genética de la produccién de STX, se descubrieron genes para los
supuestos dominios de sxtA sxtAl y sxtA4 en tres cepas de A. tamarense del Grupo V (Stiiken et al., 2011). Estas
cepas se investigaron de nuevo para determinar sus afinidades genéticas y su potencial para la produccion de STX.

Este estudio describe el perfil de la toxina, la morfologia y la filogenia molecular de una cepa de A. tamarense que se
encontré que producia STX. Ademas, se informa un hallazgo de presencia de STX en muestras de S. glomerata de
Nueva Gales del Sur en 2010, después de una supuesta proliferacion de esta especie.

Materiales y métodos
Mantenimiento de cultivos

Los cultivos de dinoflagelados se mantuvieron en medios GSe a 18 °C. La luz se proporcion6é por bombillas
fluorescentes blancas (Crompton Light), con un flujo de fotones de 60-100 pmol de fotones m-2 s-1 en un ciclo de
oscuridad/luz de 12/12 horas. Las cepas utilizadas fueron ATCJ33, aislada de Cape Jaffa, Australia del Sur,
Australia (-36,94, 139,70); ATNWBO01, aislada de North West Bay, Tasmania, Australia (-43,08,147,31); y ATEBO1,
aislada de Emu Bay, Burnie, Tasmania, Australia (-41,05,145,91), por M de Salas. Los cultivos a granel para la
determinacion de toxinas se inocularon el mismo dia en matraces Erlenmeyer de 2 | y se cosecharon juntos, durante
la fase logaritmica tardia o estacionaria temprana, para la extracciéon de toxinas. La abundancia celular se determino
contando submuestras de 1 ml usando una camara de recuento de Sedgewick Rafter bajo un microscopio de luz
invertida Leica DMIL. Los cultivos se centrifugaron e inmediatamente se congelaron a -20 °C antes del andlisis por
HPLC o la extraccion de ADN. Los sedimentos celulares para el analisis de HPLC contenian 1,25 - 2,25 x 106
células.

LMy SEM

Se determiné el tamafio y la forma de la célula usando un Microscopio de Luz Invertida Leica DMIL con 40 o 100
aumentos. Para el microscopio electrénico de barrido, se utilizaron dos métodos, con el fin de mantener intacta la
membrana celular o exponerla. Los cultivos se fijaron en tetréxido de osmio al 2% durante 10 minutos, o en
glutaraldehido al 4% durante 1-2 horas. Se colocaron en cubreobjetos recubiertos de polilisina o en filtros Millipore
de 5 ym, se aclararon en agua destilada, y se deshidrataron en una serie de concentraciones crecientes de etanol
(30, 50, 70, 90, 100%), seguido de un secado critico puntual (Baltec). Cuando se secaron por completo, se montaron
0 en portaobjetos y se recubrieron por pulverizacion con oro. Se observaron usando un Microscopio Electrénico de
Barrido de Emision de Campo Zeiss Ultra Plus (FESEM) en la University of Sydney (Australian Centre for Microscopy
and Microanalysis) a 5-15 kV.

Extraccién de ADNy PCR

Se extrajo ADN de los sedimentos celulares usando el método CTAB, con una precipitacion adicional de ADN
durante una noche a -20 °C. La calidad y cantidad de ADN se determiné utilizando un Nanodrop (Thermoscientific), y
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amplificando un gen de dinoflagelado de control (cytb), de acuerdo con los protocolos de (Lin et al., 2009), usando el
par de cebadores 4f y 6r, que amplifican un fragmento de 440 pb.

Se amplificaron secuencias parciales de los genes de ARNr LSU y SSU y genes 5.8s/ITS completos usando
cebadores publicados previamente: SS3, SS5 (Medlin et al., 1988), D1R, D3b (Scholin et al., 1994) y Alex5.8s (Orr et
al., 2011). Las condiciones tipicas de ciclado para las PCR consistieron en una etapa de desnaturalizacion inicial de
94 °C durante 2 min, seguida de 35 ciclos de 94 °C durante 20 s, 56 °C durante 30 s, y 72 °C durante 1 min, seguido
de una etapa final de extension de 7 min. Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa y se tifieron con bromuro de etidio, y se visualizaron mediante transiluminacién con UV. Los fragmentos a
secuenciar se escindieron del gel, el ADN se purificé usando un kit de purificacién de gel Bioline (Bioline, Estados
Unidos), se eluyd en 2 x 10 yl de tampodn de elucion, y la concentracion se verifico mediante el uso de un Nanodrop.
Después, se usaron aproximadamente 40 ng de producto de PCR para la secuenciacion directa con los mismos
cebadores usados para la amplificacion inicial del producto.

Determinacién de toxinas

Los sedimentos celulares de dinoflagelados se analizaron mediante HPLC, de acuerdo con el Método oficial AOAC
2005.06 para toxinas paralizantes por mariscos en el Cawthron Institute, Nueva Zelanda. No se usé un modificador
de matriz como se describe en el protocolo original; en cambio, se usaron recuperaciones de pico promedio para
cada compuesto por separado. El analisis por HPLC se realizdé en un sistema Waters Acquity UPLC (Waters)
acoplado a un detector Waters Acquity FLR. La separacion se logré con una columna Waters Acquity C18 BEH de
1,7 um de 2,1 x 50 mm a 30 °C, eluida a 0,2 ml min-1. Las fases méviles eran formiato de amonio 0,1 M (A) y
formiato de amonio 0,1 M en acetonitrilo al 5% (B), ambos ajustados a pH 6. El gradiente consistié en el 100% de A
durante 0,5 min, un gradiente lineal al 80% de B durante 3,5 min, después volviendo a las condiciones iniciales
durante 0,1 min y se mantuvieron durante 1,9 min. El detector de fluorescencia tenia una excitacion ajustada a 340
nm y una emision a 395 nm. Los estandares analiticos para los analogos de STX se obtuvieron del National
Research Council, Canada. El limite de deteccion del HPLC de los cultivos celulares se consider6 que era de 0,1 pg
por celula™ para NEO y STX, 0,2 pg por célula™ para GTX1/4, GTX6 (B2) y GTX5 (B1), 0,5 pg por célula para C1,2,
y <0,3 pg por célula™ para los analogos C3,4.

Andlisis filogenéticos

Nuevas secuencias de Alexandren tamarense del Grupo V que se generaron en este estudio; (1) ADNr 18S
(Subunidad pequefia), (2) ADNr 1 y 2 mas 5.8S de la regidon de transcripciéon interna (ITS), y (3) ADNr 28S
(Subunidad grande), se concatenaron para construir una regiéon de 2.821 caracteres del operén de ADNr para la
cepa ATNWBO01 (GenBank numeros de acceso JQ991015, JQ991016, JQ991017). Ademas, se generaron nuevas
secuencias de ADNr LSU a partir de las cepas ATCJ33 (874 pb) y ATEBO1 (longitud de 678 pb, GenBank numeros
de acceso JQ991018 y JQ991019). Esto se alined junto con todos los ortélogos de los datos de secuencia del Grupo
V en la base de datos de nucleétidos NCBInr http:/ www.ncbi.nlm.nih.gov/ (a partir de 10.2010), y un grupo externo
de A. affine. El modelo MAFFTv6 Q-INS-I (Hofacker et al., 2002; Katoh y Toh, 2008; Kiryu et al., 2007), considerando
la estructura secundaria del ARN, se utiliz6 para alinear el conjunto de datos (se usaron parametros
predeterminados) y la alineacién resultante se comprobé manualmente usando MacClade v4.07 (Madison y
Madison, 1992). La alineacion se infiri6 entonces con Gblocks v0.91b (Castresana, 2000), bajo los parametros
menos estrictos, para excluir las posiciones mal alineadas y las regiones divergentes de la inferencia filogenética.
MODELTEST (Posada y Crandall, 1998) establecié el modelo 6ptimo de evolucion de nucledtidos; para todas las
alineaciones se prefiri6 GTR tanto para el criterio de informacién de Akaike como bayesiano (AiC y BiC). Los analisis
de maxima probabilidad (ML) se realizaron con RAXML-VI-HPC v7.2.6, modelo GTRCAT con 25 tipos de categorias
(Stamatakis, 2006). La topologia mas probable se establecié a partir de 100 busquedas separadas y se realizaron
analisis bootstrap con 100 pseudo-réplicas. Las inferencias Bayesianas se realizaron utilizando Phylobayes v3.2e
(Lartillot et al., 2007; Lartillot y Philippe, 2004) bajo el modelo de sustitucion GTRCAT con un numero libre de
categorias de mezcla y una discreta variacion entre sitios en 4 categorias. Los arboles se dedujeron cuando la
diferencia maxima mas grande entre las biparticiones (cadenas) fue <0,1. Toda la estimacién del modelo y los
analisis filogenéticos se realizaron en el Bioportal disponible gratuitamente (Kumar et al., 2009) en la Universidad de
Oslo (http://www.bioportal.uio.no/).

Recogida, recuento e identificacién de muestras de fitoplancton y marisco

El fitoplancton se recogié como parte de la monitorizacién quincenal del NSW Shellfish Program en el rio Hastings,
Nueva Gales del Sur, Australia (-31,42 E, 152,87 S) durante dos semanas consecutivas en octubre y noviembre de
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2010, 25/10/10 y 9/11/10. En la segunda semana, se recogieron ostras de la roca de Sidney (Saccostrea glomerata)
de granjas y se analizaron mediante una prueba PSP de Jellett (Jellett Rapid Testing Ltd, Canada) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

Para el recuento de muestras en frascos, se concentraron células de fitoplancton en 500 ml de muestras
conservadas de Lugol por filtracién de membrana asistida por gravedad sobre filtros de éster de celulosa de 5 pm
(Advantec) antes del lavado en 4 ml y el recuento. Las especies de Alexandrium se identificaron y se contaron
usando una célula Sedgewick Rafter y un microscopio Zeiss Axiolab equipado con éptica de contraste de fase. Las
especies se identificaron por el Dr. S. Brett, quien identificd fitoplancton dafiino como parte del NSW Shellfish
Program desde 2003. Las especies de Alexandrium se encuentran comunmente en aguas de NSW, siendo las
especies mas comunmente identificadas A. catenella y A. pseudogonyaulax. El nimero de células contadas varié
entre las muestras, dependiendo de la abundancia de Alexandrium, y las tasas de error estandar se calcularon
usando la ecuacion: Error = 2/vn, donde n es el nimero de células observadas en la muestra.

Resultados
Microscopia de electrénica de luz y barrido

Las células de ATNWBO01 se redondearon, 25 - 45 uym de largo (u = 34,2, n = 20), 27 - 40 ym de ancho (u = 33,6, n =
20) (Figura 12, A-B). Las células casi siempre eran individuales. Las cadenas de dos células rara vez se observaron.
La primera placa apical se extendié al complejo de poros apicales y contenia un poro pequefio, el poro ventral
(Figura 12, C). La placa de poro apical (Po) tenia una forma de coma caracteristica, rodeada por pequefos poros
marginales (Figura 12E). Ocasionalmente se observaron células con un poro en la placa sulcal posterior (Figura 12
F). La mayoria de las células carecian de un poro en la placa sulcal posterior.

Las células de los cultivos ATCJ33 (Figura 13 A-D), ATEBO1 (Figura 13, E, F, H) y ATBBO1 (Figura 13 G) tenian
células redondeadas. Las células eran en su mayoria individuales, ocasionalmente en cadenas de 2 células (Figura
13 A). Las células de ATCJ33 tenian 23-38 ym de largo (p = 30,6, n = 20), 23 - 38 uym de ancho (u = 29,5, n = 20),
las células de ATEBO1 tenian 25-40 uym de largo (u = 33,5, n = 20), 23 - 35 ym de ancho (u = 31,6, n = 20). La
primera placa apical se extendié al poro apical y contenia un poro ventral (Figura 13B, D, H). La placa de poro apical
mostré una forma de coma caracteristica (Figura 13C, G, H).

Analisis filogenético

Los analisis filogenéticos que incluian las nuevas secuencias de ADNr (Figura 14, Figura 16), las secuencias de
ADNr SSU, ITS/5.8s y LSU parcial de la cepa productora de toxina ATNWBO01 y las secuencias LSU de las dos
cepas no toxicas ATCJ33 y ATEBO1, muestran que todas estas forman un clado bien soportado (1,00/100, para
soporte de PP/BS) junto con otras cepas de A. tamarense del Grupo V. No se pudo observar ninguna diferencia en
este clado basado en ADNr de longitud completa, incluyendo las regiones ITS mas variables.

Comparacion de los dominios sxtAly sxtA4 de los genes sxtA en las cepas

Se compard el contenido de nucledtidos de las secuencias para los dos dominios de sxtA en cepas de A. tamarense
del Grupo 5, previamente secuenciadas (Stiiken et al., 2011). Una secuencia de 440 pb del dominio sxtA4 mostré
que la cepa ATNWBO1 diferia de las otras dos cepas del Grupo 5 de A. tamarense analizadas, ATEBO1 y ATCJ33,
en solo 2 nucledtidos (99,5% de identidad de secuencia). Por el contrario, estas tres cepas mostraron un 89-98% de
identidad de secuencia con estos genes de ofras especies de Alexandrium y Gymnodinium catenatum. En una
comparacion de una region de 450 pb del dominio sxtAl, la cepa ATNWBO01 difirié de las otras 2 cepas del Grupo 5
en un 2-2,5% (97,5-98% de identidad de secuencia), en comparacién con una identidad de secuencia del 70-93%
para otras secuencias de Alexandrium y Gymnodinium catenatum del dominio sxtAl.

Toxinas

De las tres cepas de A. tamarense, Grupo V, se ensayaron aproximadamente 1,5 - 2,2 x 108 células para determinar
la toxicidad usando HPLC. Dos cepas, ATCJ33 y ATEBO1, tenian perfiles negativos, sin toxinas detectables. Una
cepa, ATNWBO01, mostré resultados positivos con un perfil que consistia principalmente en GTX5, con parte de STX,
C1,2 y deSTX (Figura 15, Tabla 7), y una cuota celular de 15,3 fmol célula™.

Muestras ambientales
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Se detectaron células de Alexandrium a niveles de 350 células por I'' en muestras de monitorizacion de rutina
recogidas del rio Hastings el 25/10/10 (Tabla 6). Las pruebas de Jellet posteriores en muestras de ostras del mismo
sitio recogidas el 11 de septiembre de 2010 fueron positivas para las toxinas de PSP. Las células de Alexandrium en
las muestras eran células individuales y tenian una forma generalmente redondeada. Las células tenian 35 um de
longitud, y 32-35 um de ancho. El examen de Alexandrium theca reveld un poro ventral en la placa de 1', una placa
de 1' del tamafio y la forma de A. tamarense, y la ausencia de un poro de conexion en el APC.

De las especies de Alexandrium observadas en aguas australianas, el tamafio y la forma de las células, la forma de
la placa de 1', la presencia del poro ventral en la placa de 1', y la forma de la APC, parecen mas consistentes con
Alexandrium tamarense. Sin embargo, no se establecieron cultivos a partir de este evento de proliferacion, y ni las
secuencias moleculares ni los perfiles de toxinas pudieron confirmarse.

Tabla 6: Resultados de la monitorizacion de la toxicidad de fitoplancton y ostras, rio Hastings.

i . Células I Resultado de la prueba de Jellet en muestras de
Sitio Especie 1 Fecha
ostras
Rio Alexandrium 350  25/10/2010 Negativo
Hastings tamarense
Alexandrium 350 9/11/2010 Positivo (PSP)
tamarense

15
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Analisis

En general, entre las cepas de especies toxicas del género Alexandrium, el perfil de la toxina parece permanecer en
gran medida constante a lo largo del tiempo (Cembella y Destombe, 1996) aparte de situaciones de agotamiento
extremo de nutrientes (Boczar et al., 1988). Por el contrario, se ha encontrado que la cantidad de toxina producida
(cuota celular) varia con el tiempo. Mientras que los perfiles de toxinas parecen ser estables dentro de una cepa, la
relaciéon entre un perfil de toxina particular y la identificacion de una cepa para un grupo genético particular (I-V) de
este complejo de especie no esta clara. Se han encontrado variaciones considerables en los perfiles de toxinas entre
cepas de cada grupo examinado (Tabla 7).

Este estudio es el primer informe del perfil de toxinas de una cepa de Alexandrium tamarense, Grupo V. El estudio
muestra que, en base a las caracteristicas morfologicas, tal como la presencia del poro ventral, y las secuencias
largas de genes de ADNr, incluyendo las regiones ITS1/5.8s/ITS2 variables, la cepa ATNWBO01 era miembro del
Grupo V. Previamente, las cepas de este grupo se han ensayado para determinar la toxicidad por medio de HPLC y
se han encontrado no téxicas (Hallegraeff et al., 1991; Salas et al., 2001; Bolch y De Salas, 2007). Negri et al (2003)
notificaron que la cepa A. tamarense, ATBB01 mostré actividad de STX al ensayarse con el ensayo de saxifilina,
pero no tenia toxinas detectables cuando se analizé con métodos de HPLC. En el mismo estudio, se encontrd que
un cultivo que se habia identificado como A. tamarense de aguas australianas (cepa ATTRAO03) producia STX (Negri
et al., 2003). La cepa ATTRAO03 murié posteriormente sin verificacion de su identidad y, por lo tanto, no esta claro
qué especie o grupo representaba esta cepa. Puede haberse derivado de un quiste introducido, ya que se aislé
como un quiste de un puerto de envio utilizado para exportaciones (Bolch y de Salas, 2007).

Se descubrié que tres cepas de Japoén, incluyendo At304, aisladas de Mikawa Bay, Japon, eran miembros del clado
del Grupo V en el analisis filogenético (Figura 14). Este es el primer informe de una cepa del Grupo V presente en la
region del Pacifico noroccidental, ya que anteriormente se pensaba que estaba confinada al sur de Australia (Bolch y
de Salas 2007). La toxicidad de las cepas de Japon no se determind, y es necesario que se examinen.

La cepa ATNWBO1 tenia una cuota de células de STX dentro del intervalo detectable usando métodos de HPLC
estandar (15,3 fmol célula-1 Tabla 7). Esto es similar a la cuota de toxinas informada para muchas cepas comunes
productoras de STX de este complejo de especies (Tabla 7, 3.5-328 fmol célula™, 0,66 - 9,8 pg de equivalentes de
STX por célula™). El perfil de la toxina de esta cepa fue relativamente inusual, ya que no se ha notificado
comunmente que GTX5 sea una parte principal del perfil de toxina de cepas del complejo de especies de
Alexandrium tamarense (Tabla 7, Anderson et al., 1994). En general, las cepas de Alexandrium catenella (Grupo 1V),
la fuente mas comun de PST en moluscos en Nueva Gales del Sur, han contenido altas proporciones de C1/2 y
GTX1/4 como componentes principales (Murray et al, 2011; Negri et al. 2003; Hallegraeff et al., 1991). Se ha
encontrado que GTX5 es un componente principal de una cepa de Alexandrium tamarense del Grupo | de Chile,
(33,7%, Aguilera-Belmonte et al., 2011), y dos cepas de Alexandrium catenella (Grupo IV) de Francia, (44-46%, Lilly
et al., 2002).

No se hicieron cultivos de la cepa A. tamarense identificada a partir de la muestra del rio Hastings, y no se
determinaron secuencias moleculares, por lo tanto, no es posible identificarla definitivamente como A. tamarense del
Grupo V. Se ha realizado una monitorizaciéon quincenal de fitoplancton en 69 sitios en 32 estuarios en Nueva Gales
del Sur durante los ultimos 7 afios. Se ha identificado Alexandrium catenella en 8 ocasiones de muestreo en 2010 y
2011. En 7 de estas, las toxinas PSP se encontraron posteriormente en ostras de muestra de las zonas de
recoleccion de ostras vecinas, utilizando pruebas de Jellet de PSP (NSW Food Authority, datos no publicados). Se
identificé Alexandrium tamarense a partir de 4 muestras en 2010 y 2011. La muestra del rio Hastings es el primer
informe de que se asocia con la toxicidad de PSP en ostras australianas. Los analogos producidos por Alexandrium
tamarense del Grupo V, en particular, la alta proporciéon de GTXS5, tiene una baja toxicidad equivalente en
comparacion con los analogos mas toxicos, tales como STX, y se estima que son aproximadamente un 10% tan
toxicos como STX (Oshima, 1995). Esta baja toxicidad equivalente de STX puede explicar por qué este es el primer
informe de un incidente de toxicidad por marisco en esta regién que supuestamente esta relacionado con una
proliferacion de esta especie. Se requiere un muestreo adicional de las poblaciones del Grupo V de Alexandrium
tamarense en las aguas costeras de Nueva Gales del Sur para verificar si las poblaciones locales pueden producir
toxinas.

Se ha encontrado que las tres cepas de A. tamarense poseen el gen sxtA (Stiiken et al., 2011). Se encontré que los
genes sxtA estaban estrechamente relacionados entre si en todas las cepas del Grupo V (diferencias del 0,5 - 2,5%
en las secuencias alineadas para los dominios sxtAl y sxtA4). Por lo tanto, la presencia o ausencia de estos genes
en estas cepas parece no estar relacionada con la produccién de toxinas.
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Las diferencias en el crecimiento y la produccién de toxinas en las especies Alexandrium catenella, Alexandrium
tamarense y Alexandrium minutum se han notificado previamente, relacionadas con las condiciones ambientales del
cultivo, tales como salinidad, luz y nutrientes, y la fase de crecimiento del cultivo (Hamasaki et al., 2001; Hu et al.,
2006; Lippemeier et al., 2003; Anderson et al. 1990; Grzebyk et al., 2003). En el presente estudio, cada una de las
tres cepas de A. tamarense se cultivaron en condiciones de luz idéntica, en los mismos medios y agua de mar, y se
inocularon y después se cosecharon los mismos dias. Por lo tanto, parece poco probable que la falta de toxicidad
encontrada en las otras dos cepas del Grupo V de Alejandrium tamarense sea el resultado de las diferencias en las
condiciones ambientales que promueven la expresion diferencial de la producciéon de STX.

Algunas cepas cultivadas de Alexandrium pueden perder toxicidad en el tiempo en cultivo, por ejemplo, en
Alexandrium minutum (indicado como A. lusitanicum en Martins et al., 2004). Inicialmente, se pensé que esto estaba
relacionado con la exposiciéon a antibiéticos, ya que se ha demostrado que las bacterias cocultivadas y simbidticas
desempefian un papel en la mediacion de la produccion de toxinas en las especies de Alexandrium (Ho et al., 2006).
En el presente estudio, los cultivos del Grupo V examinados probablemente contienen comunidades bacterianas
mixtas en linea con las del agua de mar en el sitio de aislamiento, y ninguna ha estado expuesta a antibiéticos.

Los experimentos de apareamiento han encontrado que los subclones de una cepa clonal toxica de Alexandrium
tamarense (Grupo V) pueden ser no téxicos (Cho et al., 2008). Las caracteristicas no toxicas de una cepa de A.
tamarense, un subclén axénico no téxico de una cepa tdxica, se confirmaron a nivel de atomoles por célula. Tres de
los nueve subclones téxicos de esta misma cepa se volvieron no tdéxicos en un periodo de tiempo relativamente
corto (4-6 afos), mientras que los otros subclones téxicos conservaron su toxicidad y los subclones no téxicos
permanecieron no téxicos (Cho et al., 2008).

Se han encontrado altos niveles de diferencias genéticas poblacionales dentro de la especie Alexandrium catenella
del Grupo IV (Masseret et al., 2009), Alexandrium tamarense del Grupo | (Nagai et al., 2007), (Alpermann et al.,
2009), A. fundyense del Grupo | (Erdner et al., 2011) y A minutum (McCauley et al., 2009), usando marcadores
microsatélites. Esto, en combinacién con los resultados de cepas con diferente produccion de toxina tras
experimentos de apareamiento intraespecifico (Cho et al., 2008), sugiere que también pueden existir diferencias
significativas en el nivel de poblacién en la producciéon de toxinas dentro de A. tamarense (Grupo V). Estudios
adicionales que usando marcadores microsatélites en cultivos clénicos multiples de esta cepa pueden ayudar a
determinar si la produccion de toxinas esta restringida a una poblacién particular de esta especie, lo que puede
permitir el disefio de herramientas genéticas predictivas para la identificacion de esta poblacion.

Bibliografia

Aguilera-Belmonte, A., Inostroza, I., Franco, J.M., RiobA, P., Gomez, P.l., 2011. The growth, toxicity and
genetic characterization of seven strains of Alexandrium catenella (Whedon and Kofoid) Balech 1985
(Dinophyceae) isolated during the 2009 summer outbreak in southern Chile. Harmful Algae. In Press.
Alpermann, T.J., Beszteri, B., John, U., Tillmann, U., Cembella, A.D., 2009. Implications of life history
transitions on the population genetic structure of the toxigenic marine dinoflagellate Alexandrium tamarense.
Mol. Ecol. 18(10), 2122-2133.

Anderson, D., Kulis, D., Doucette, G., Gallagher, J., Balech, E., 1994. Biogeography of toxic dinoflagellates
in the genus Alexandrium from the northeastern United States and Canada. Mar. Biol. 120(3), 467-478.
Anderson, D., Kulis, D., Sullivan, J., Hall, S., 1990. Toxin composition variations in one isolate of the
dinoflagellate Alexandrium fundyense. Toxicon 28(8), 885-893.

Balech, E. 1995. The genus Alexandrium Halim (Dinoflagellata). Shenkin Island Press.

Boczar, B.A., Beitler, M.K., Liston, J., Sullivan, J.J., Cattolico, R.A., 1988. Paralytic shellfish toxins in
Protogonyaulax tamarensis and Protogonyaulax catenella in axenic culture. Plant Physiol. 88(4), 1285.
Bolch, C.J.S., de Salas, M.F., 2007. A review of the molecular evidence for ballast water introduction of the
toxic dinoflagellates Gymnodinium catenatum and the Alexandrium. Harmful Algae 6(4), 465-485.
Castresana, J., 2000. Selection of conserved blocks from multiple alignments for their use in phylogenetic
analysis. Mol. Biol. Evol. 17(4), 540-552.

Cembella, A., Destombe, C., 1996. Genetic differentiation among Alexandrium populations from eastern
Canada. In: Harmful and Toxic Algal Blooms. Intergovernmental Oceanographic Commission, UNESCO,
Paris, 447-450.

Cembella, A., Taylor, F., Therriault, J.C., 1988. Cladistic analysis of electrophoretic variants within the toxic
dinoflagellate genus Protogonyaulax. Bot. Mar. 31(1), 39-52.

Cho, Y., Hiramatsu, K., Ogawa, M., Omura, T., Ishimaru, T., Oshima, Y., 2008. Non-toxic and toxic

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2663 075 T3

subclones obtained from a toxic clonal culture of Alexandrium tamarense (Dinophyceae): Toxicity and
molecular biological feature. Harmful Algae 7(6), 740-751.

de Salas, M.F., Emmerik, M.J., Hallegraeff, G., Negri, A., Vaillancourt, R., Bolch, C., 2001. Toxic Australian
Alexandrium Dinoflagellates: Introduced or indigenous? In: Hallegraeff, G.M., Blackburn, S.I., Bolch,C.J.,
Lewis, R.J. (Eds.), Proceedings of the Ninth International Conference on Harmful Algal Blooms.
Intergovernmental Oceanographic Commission of UNESCO, Hobart, Tasmania,Harmful Algal Blooms 2000.,
pp 477-480.

Erdner, D.L., Richlen, M., McCauley, L.A .R., Anderson, D.M., 2011. Diversity and dynamics of a widespread
bloom of the toxic dinoflagellate Alexandrium fundyense. PloS One 6(7), €22965.

Fukuyo, Y., 1985. Morphology of Protogonyaulax tamarensis (Lebour) Taylor and Protogonyaulax catenella
(Whedon and Kofoid) Taylor from Japanese coastal waters. Bull. Mar. Sci. 37(2), 529-537.

Gayoso, A.M., Fulco, V.K. 2006. Occurrence patterns of Alexandrium tamarense (Lebour) Balech
populations in the Golfo Nuevo (Patagonia, Argentina), with observations on ventral pore occurrence in
natural and cultured cells. Harmful Algae 5(3), 233-241.

Genovesi, B., Shin-Grzebyk, M.S., Grzebyk, D., Laabir, M., Gagnaire, P.A., Vaquer, A., Pastoureaud, A.,
Lasserre, B., Collos, Y., Berrebi, P., 2011. Assessment of cryptic species diversity within blooms and cyst
bank of the Alexandrium tamarense complex (Dinophyceae) in a Mediterranean lagoon facilitated by semi-
multiplex PCR. J. Plankt. Res. 33(3), 405. Grzebyk, D., Bechemin, C., Ward, C.J., Verite, C., Codd, G.A,,
Maestrini, S.Y., 2003. Effects of salinity and two coastal waters on the growth and toxin content of the
dinoflagellate Alexandrium minutum. J. Plankt. Res. 25(10), 1185.

Hallegraeff, G., Bolch, C., Blackburn, S., Oshima, Y., 1991. Species of the toxigenic dinoflagellate genus
Alexandrium in southeastern Australian waters. Bot. Mar. 34(6), 575-588.

Hallegraeff, G., Steffensen, D., Wetherbee, R., 1988. Three estuarine Australian dinoflagellates that can
produce paralytic shellfish toxins. J. Plankt. Res. 10(3), 533.

Hamasaki, K., Horie, M., Tokimitsu, S., Toda, T., Taguchi, S., 2001. Variability in toxicity of the dinoflagellate
Alexandrium tamarense isolated from Hiroshima Bay, western Japan, as a reflection of changing
environmental conditions. J. Plankt. Res. 23(3), 271.

Higman, W.A,, Stone, D.M., Lewis, J.M., 2001. Sequence comparisons of toxic and non-toxic Alexandrium
tamarense (Dinophyceae) isolates from UK waters. Phycologia 40 (3), 256-262.

Ho, A.Y.T., Hsieh, D.P.H., Qian, P.Y., 2006. Variations in paralytic shellfish toxin and homolog production in
two strains of Alexandrium tamarense after antibiotic treatments. Aquat. Microb. Ecol. 42(1), 41-53.
Hofacker, I.L., Fekete, M., Stadler, P.F., 2002. Secondary structure prediction for aligned RNA sequences. J.
Mol. Biol. 319(5), 1059-1066.

Hu, H., Chen, W., Shi, Y., Cong, W., 2006. Nitrate and phosphate supplementation to increase toxin
production by the marine dinoflagellate Alexandrium tamarense. Mar. Poll. Bull. 52(7), 756- 760.

John, U., Fensome, R.A., Medlin, L.K., 2003. The application of a molecular clock based on molecular
sequences and the fossil record to explain biogeographic distributions within the Alexandrium tamarense
species complex (Dinophyceae). Mol. Biol. Evol. 20(7), 1015-1027. Katoh, K., Toh, H., 2008. Recent
developments in the MAFFT multiple sequence alignment program. Briefings Bioinf. 9(4), 286-298.

Kim, C.J., Sako, Y., 2005. Molecular identification of toxic Alexandrium tamiyavanichii (Dinophyceae) using
two DNA probes. Harmful Algae 4(6), 984-991.

Kiryu, H., Tabei, Y., Kin, T., Asai, K., 2007. Murlet: a practical multiple alignment tool for structural RNA
sequences. Bioinformatics 23(13), 1588-1598.

Kumar, S., Sij:veIand, A., Orr, R, Enger, P., Ruden, T., Mevik, B.H., Burki, F., Botnen, A., Shalchian-
Tabrizi, K., 2009. AIR: A batch-oriented web program package for construction of supermatrices ready for
phylogenomic analyses. BMC Bioinformatics 10(1), 357.

Lartillot, N., Brinkmann, H., Philippe, H., 2007. Suppression of long-branch attraction artefacts in the animal
phylogeny using a site-heterogeneous model. BMC Evol. Biol. 7(Suppl 1), S4.

Lartillot, N., Philippe, H., 2004. A Bayesian mixture model for across-site heterogeneities in the amino-acid
replacement process. Mol. Biol. Evol. 21(6), 1095-1109.

Leaw, C.P., Lim, P.T., Ng, B.K,, Cheah, M.Y., Ahmad, A., Usup, G., 2005. Phylogenetic analysis of
Alexandrium species and Pyrodinium bahamense (Dinophyceae) based on theca morphology and nuclear
ribosomal gene sequence. J. Phycol. 44(5).

Lilly, E., Kulis, D., Gentien, P., Anderson, D., 2002. Paralytic shellfish poisoning toxins in France linked to a
human-introduced strain of Alexandrium catenella from the western Pacific: evidence from DNA and toxin
analysis. J. Plankt. Res. 24(5), 443.

Lilly, E.L., Halanych, K.M., Anderson, D.M., 2007. Species boundaries and global biogeography of the
Alexandrium tamarense complex (Dinophyceae) 1. J. Phycol. 43(6), 1329-1338.

Lin, S., Zhang, H., Hou, Y., Zhuang, Y., Miranda, L., 2009. High-level diversity of dinoflagellates in the

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2663 075 T3

natural environment, revealed by assessment of mitochondrial cox1 and cob genes for dinoflagellate DNA
barcoding. Appl. Environ. Microbiol. 75(5), 1279.

Lippemeier, S., Frampton, D.M.F., Blackburn, S.1., Geier, S.C., Negri, A.P., 2003. Influence of phosphorous
limitation on toxicity and photosynthesis of Alexandrium minutum (Dinophyceae) monitored by online
detection of variable chorlophyll fluorescence. J. Phycol. 39(2), 320-331.

Litaker, R.W, Vandersea, M.W., Kibler, S.R., Reece, K.S., Stokes, N.A., Lutzoni, F.M., Yonish, B.A., West,
M.A., Black, M.N.D., Tester, P.A., 2007. Recognizing dinoflagellate species using ITS rDNA sequences. J.
Phycol. 43(2), 344-355.

Madison, W., Madison, D., 1992. MacClade: interactive analysis of phylogeny and character evolution.
Sunderland, Massachusetts: Sinnauer Associates.

Martins, C.A., Kulis, D., Franca, S., Anderson, D.M., 2004. The loss of PSP toxin production in a formerly
toxic Alexandrium lusitanicum clone. Toxicon 43(2), 195-205.

Masseret, E., Grzebyk, D., Nagai, S., Genovesi, B ., Lasserre, B., Laabir, M., Collos, Y., Vaquer, A., Berrebi,
P., 2009. Unexpected genetic diversity among and within populations of the toxic dinoflagellate Alexandrium
catenella as revealed by nuclear microsatellite markers. Appl. Environ. Microbiol. 75(7), 2037-2045.
McCauley, L.A.R., Erdner, D.L., Nagai, S., Richlen, M.L., Anderson, D.M., 2009. Biogeographic analysis of
the globally distributed harmful algal bloom species Alexandrium minutum (Dinophyceae) based on rRNA
gene squences and microsatellite markers. J. Phycol. 45(2), 454-463.

Medlin, L., Elwood, H.J., Stickel, S., Sogin, M.L., 1988. The characterization of enzymatically amplified
eukaryotic 16S-like rRNA-coding regions. Gene 71(2), 491-499.

Montresor, M., John, U., Beran, A., Medlin, L.K., 2004. Alexandrium tamatum sp. nov. (dinophyceae): A new
nontoxic species in the genus Alexandrium. J. Phycol. 40(2), 398-411. Murray, S.A., O'Connor, W.A., Alvin,
A., Mihali, T.K., Kalaitzis, J., Neilan, B.A., 2009. Differential accumulation of paralytic shellfish toxins from
Alexandrium minutum in the pearl oyster, Pinctada imbricata. Toxicon 54(3), 217-223.

Murray, S.A., Wiese M., Striiken, A., Brett, S. Kellmann, R., Hallegraeff, G.M., Neilan, B.A, 2011. sxtA-based
quantitative molecular assay to identify saxitoxin-producing harmful algal blooms in marine waters. Appl.
Environ. Microbiol. 77:7050-7057.

Nagai, S., Lian, C., Yamaguchi, S., Hamaguchi, M., Matsuyama, Y., ltakura, S., Shimada, H., Kaga, S.,
Yamauchi, H., Sonda, Y., 2007. Microsatellite markers reveal population genetic structure of the toxic
dinoflagellate Alexandrium tamarense (dinophyceae) in Japanese coastal waters. J. Phycol. 43(1), 43-54.
Negri, A., Llewellyn, L., Doyle, J., Webster, N., Frampton, D., Blackburn, S., 2003. Paralytic shellfish toxins
are restricted to few species among Australia's taxonomic diversity of cultured microalgae. J. Phycol. 39(4),
663-667.

Orlova, T.Y., Selina, M.S., Lilly, E.L., Kulis, D.M., Anderson, D.M., 2007. Morphogenetic and toxin
composition variability of Alexandrium tamarense (Dinophyceae) from the east coast of Russia. J. Phycol.
46(5).

Orr, R.J.S., Stiiken, A., Rundberget, T., Eikrem, W., Jakobsen, K.S., 2011. Improved phylogenetic resolution
of toxic and non-toxic Alexandrium strains using a concatenated rDNA approach. Harmful Algae 10(6), 676-
688.

Oshima, Y., 1995. Postcolumn derivatization liquid chromatographic method for paralytic shellfish toxins. J.
AOAC International 78(2), 528-532.

Parkhill, J.P., Cembella, A.D., 1999. Effects of salinity, light and inorganic nitrogen on growth and
toxigenicity of the marine dinoflagellate Alexandrium tamarense from northeastern Canada. J Plankt. Res.
21(5), 939-955.

Penna, A., Magnani, M., 1999. Identification of Alexandrium (Dinophyceae) species using PCR and rRNA
targeted probes. J. Phycol. 35(3), 615-621.

Persich, G., Kulis, D., Lilly, E, Anderson D. M., Garcia V.M.T. 2006. Probable origin and toxin profile of
Alexandrium tamarense (Lebour) Balech from southern Brazil. Harmful Algae 5, 36-44.

Posada, D., Crandall, K.A., 1998. Modeltest: testing the model of DNA substitution. Bioinformatics 14(9),
817-818.

Rogers, J.E., Leblond, J.D., Moncreiff, C.A., 2006. Phylogenetic relationship of Alexandrium monilatum
(Dinophyceae) to other Alexandrium species based on 18S ribosomal RNA gene sequences. Harmful Algae
5(3), 275-280.

Sako, Y., Kim, C.H., Ninomiya, H., Adachi, M., Ishida, Y., 1990. Isozyme and cross analysis of mating
populations in the Alexandrium catenella/tamarense species complex. In: Toxic Marine Phytoplankton.
Elsevier, New York, 320-323.

Scholin, C.A., Herzog, M., Sogin, M., Anderson, D.M., 1994. Identification of group and strain specific
genetic markers for globally distributed Alexandrium (dinophyceae). Il Sequence analysis of a fragment of
the LSU rRNA gene. J. Phycol. 30(6), 999-1011.

48



10

15

20

25

30

35

ES 2663 075 T3

Stamatakis, A., 2006. RAXML-VI-HPC: maximum likelihood-based phylogenetic analyses with thousands of
taxa and mixed models. Bioinformatics 22(21), 2688.

Steidinger, K.A., 1990. Species of the tamarensis/catenella group of Gonyaulax and the fucoxanthin
derivative-containing gymnodiniods. In: Graneli, E., Sundsstrom, B., Edler, L., Anderson, D.M. (Eds.), Toxic
Marine Phytoplankton. Elsevier, New York,, pp. 11-16.

Striken, A., Orr, R.J.S., Kellmann, R., Murray, S.A., Neilan, B.A., Jakobsen, K.S., 2011. Discovery of
nuclear-encoded genes for the neurotoxin saxitoxin in dino flagellates. PloS One 6(5), e20096.

Wohlrab, S., M. H. lversen, and U. John. 2010. A molecular and co-evolutionary context for grazer induced
toxin production in Alexandrium tamarense. PloS One 5:15039.

Yang, |., U. John, S. Beszteri, G. Gléckner, B. Krock, A. Goesmann, and A. D. Cembella. 2010. Comparative
gene expression in toxic versus non-toxic strains of the marine dinoflagellate Alexandrium minutum. BMC
Genomics 11:248.

Ejemplo 6: Reacciones de gPCR para la deteccion de sxtA4 y discernimiento entre cepas toxicas y no
toxicas de Alexandrium minutum

Materiales y métodos

Se realizaron reacciones de gPCR de 10 pl 0 20 pl en un sistema Roche LightCycler®480 en una placa blanca de 96
pocillos. Cada reaccion contenia 5 o 10 pl de LightCycler® 480 SYBR Green | Master, 125 nM de cada cebador
(sxt072 y sxt073) y plantila (ADNc o ADNg de Alexandrium). Las reacciones se realizaron por duplicado. Se
incluyeron curvas estandar y controles sin plantilla en cada placa. Las curvas estandar se generaron con 10x
diluciones en serie de un amplicon de PCR purificado en gel generado a partir de la cepa CCMP113 con los
cebadores sxt007 y sxt008 (PCR para obtener amplicon como se describe en Stiiken et al. 2011, PlosOne). Los
parametros de ciclado de gPCR fueron: inicio en caliente: 1x (95 °C, 10 min); amplificacion: 45x (94 °C, 10 s; 64 °C,
20 s; 72 °C, 10 s, adquisicion unica; curva de fusion: 1x (95 °C, 5 s; 65 °C, 1 min; mediciones continuas de hasta 97
°C); Enfriamiento: 1x (40 °C, 10 s). El punto de cruce y los andlisis de la curva de fusién se realizaron usando el
software suministrado por Roche.

Los cebadores de qPCR usados para la deteccidon de sxtA en estos experimentos fueron:

sxt072 CTTGCCCGCCATATGTGCTT (SEQ ID NO: 228)
sxt073 GCCCGGCGTAGATGATGTTG (SEQ ID NO: 229)

Resultados

Las siguientes cepas se ensayaron por la qPCR descrita anteriormente.

Especie Cepa ¢Sintesis de SXT? Resultado
Alexandrium minutum 1022 Rance en investigacién doble pico
Alexandrium minutum 771 Penzé en investigacion doble pico

Alexandrium tamarense  ATNWBO01 si pico individual
Alexandrium tamarense ATCJ33 no pico individual
Alexandrium tamarense ATEBO1 no pico individual
Alexandrium catenella ACTRA si pico individual
Alexandrium catenella ACCCO01 si pico individual
Alexandrium andersonii  CCMP2222 no *confuso
Alexandrium insuetum  CCMP2082 no *confuso
Alexandrium affine CCMP112 no *confuso
Alexandrium affine PA8V no sin amplificacién
Alexandrium minutum CCMP113 si pico individual
Alexandrium minutum AL24V si pico individual
Alexandrium minutum Min3 si pico individual
Alexandrium minutum VGO650 no doble pico
Alexandrium minutum VGO651 no doble pico
Alexandrium minutum AL10C si pico individual
Alexandrium catenella CCMP1493 si pico individual
Alexandrium fundyense CCMP1719 si pico individual
Alexandrium fundyense ~ MDQ1096 si pico individual
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Las secuencias para cepas productoras de saxitoxina se generaron como se indica a continuacion:

Alexandrium minutum CCMP113_sxtA4_gDNA_consensus (SEQ ID NO: 230)
Alexandrium minutum CCMP113_sxtA4_cDNA_consensus (SEQ ID NO: 231)
Alexandrium minutum AL24V_sxtA4_gDNA_consensus (SEQ ID NO: 232)
Alexandrium minutum AL24V_sxtA4_cDNA_consensus (SEQ ID NO: 233)
Alexandrium minutum Min3_sxtA4_gDNA_consensus (SEQ ID NO: 234)
Alexandrium minutum Min3_sxtA4_cDNA_consensus (SEQ ID NO: 235)
Alexandrium minutum VGO650_sxtA4_gDNA_consensus (SEQ ID NO: 236)
Alexandrium minutum VGO651_sxtA4_gDNA_consensus (SEQ ID NO: 237)
Alexandrium minutum VGO651_sxtA4_cDNA_consensus (SEQ ID NO: 238)
Alexandrium minutum AL10C_sxtA4_cDNA_consensus (SEQ ID NO: 239)
Alexandrium catenella CCMP1493_sxtA4_cDNA_consensus (SEQ ID NO: 240)
Alexandrium fundyense CCMP1719_sxtA4_cDNA_consensus (SEQ ID NO: 241)
Alexandrium fundyense MDQ1096_sxtA4_cDNA_consensus (SEQ ID NO: 242)

Los cebadores utilizados detectaron sxtA en especies productoras de STX y también pueden discriminar entre cepas
toxicas y no téxicas de Alexandrium minutum. A. minutum no toxicos tienen dos copias de sxtA diferentes en su
genoma, lo que da como resultado una curva de fusién bimodal, cuando se usa un ensayo Sybr Green (véase la
Figura 17: A. minutum téxico AL1V, dos curvas, A. minutum no STX VGO651, una curva). Otras especies también
tienen curvas de fusion caracteristicas, pero la discriminacion entre especies toxicas y no téxicas basada en la curva
de fusion solo funciona para A. minutum.

También se demostrdé que los cebadores sxt072 y sxt073 funcionan bien con la sonda Universal Probe Library de
Roche, #142 (datos no mostrados). Este ensayo es muy especifico y util para la deteccion de sxtA en muestras
ambientales.

Ejemplo 7: sxtAly sxtA4 estan ausentes en las cepas de dinoflagelados que no producen saxitoxinas

Materiales y métodos

Las PCR de sxtA1 y sxtA4 se realizaron como se describe en el Ejemplo 1 anterior.

Resultados
sxtA (1/4) no se detecté en ninguna de las cepas de dinoflagelados enumeradas a continuacion:
Especie/Tax6n SxtA (1/4)
Adenoides eludens CCMP1891 n.d.
Alexandrium insuetum CCMP2082 n.d.
Amphidinium carteri UIO081 n.d.
Amphidinium mootonorum CAWD161 n.d.
Azadinium spinosum RCC2538 n.d.
Ceratium longipes CCMP1770 n.d.
Coolia monotis n.d.
Gambierdiscus australes CAWD148 n.d.
Gymnodinium aureolum SCCAP K-1561 n.d.
Heterocapsa triquetra RCC2540 n.d.
Karlodinium veneficum RCC2539 n.d.
Lepidodinium chlorophorum RCC2537 n.d.
Lingulodinium polyedrum CCMP1931 n.d.
Pentapharsodinium dalei SCCAP K-1100 n.d.
Polarella glacialis CCMP2088 n.d.
Prorocentrum micans Ul0292 n.d.
Prorocentrum minimum UlIO085 n.d.
Protoceratium reticulatum n.d.
Pyrocystis noctiluca CCMP732 n.d.
Scrippsiella trochoideae BS-46 n.d.
Thecadinium kofoidii SCCAP K-1504 n.d.

n.d. no detectado
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accgtagcca
gtgcecggege
ggtccecgaac
ggcgcecctyg
gaccgcgggg
cegecgectge
ggtccegggg
gaggggcctg
cgcggcgegyg
cagggccctg
gtactccteg
cttcgactte
gttgggcgtce
ggcgttgcag
gatctegeeg
cttcgacgac
acaccggacc
atttgcettg
acatatctat
tctgacgatg
gagcaagcag
acttgcegeg
cctagaccac
ageccaggttt
catcacggct
gctggaggte
gcagcgetgg
gcagtacatg
tgcggacttc
ccagcacctg
cctegttecat
ccgecagacga
cgttgcegtyg
catggacgta
ggtccatceg
cttggectegg
gtttcggcag
gaccgacagc
gggcttcecge
caggagggct
gacgaaggtc
caacctcaat
ccgecatecgg
cgacttcecee
cgatgaggag
caaggccctg

- cgtgcagaag
catggccaag
ggtcgaggtc
gtcggtcecag
cccagagata
gggcaataac
cgagagtcte

<210>2
<211> 973
<212> PRT

ttttggcteca
ccecgaccgygyg
gggatcgacc

ctcctggage -

gagctggeeg
agecgtcectgg
ccggagetgg
caggagctgt
tgcctggcecece
ggcgtcctge
aggtgggacg
agcaagatgt
ggcactatga
cgatgctact
atcctgtttg
gtggaggagce
ctctttaagg
cagccaagtt
gaacatatca
gtcggegttg
ggcgteccge
ctgaagaaga
gaccgtactt
gceecgeacte
ctggagectgt
tcetteggac
ttcaacgact
gtatcggegg
cgegeecgtgg
gtcaagaggc
gtcgaagagc
ctggaggcgt
ctttacatge
tcgtetgege
gactttgcag
ttggacagca
tacgatggcc
acgctggact
ccecgaggaca
ctgcccaggg
ccctegetge
gacctcacca
aacaagctga
accgtgcacg
gaggaggtgc
gccaagggcg

cgetgectea
aagtgcttcce
gaggggccgg
agaggccgceg
cgcgatcaga
cacttgtagg
agtgcgaaaa
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agccaaactc
ggcacctcat
tggcgacaaa
tcgtggecaa
cggagacggy
gctacgtgeg
acgagctcag
acagcgaggt
tctgggagga
tggacggcgce
aggagggcca
tgcecggcgcea
acgcgaaggyg
cctactacgt
atgatgcggg
atgttgacag
atatgatgcg
tecgttgtgga
aacagcacac
acctcaatga
acgtggtcat
agaaggtgga
acatcccacce
agatggcaga
ttgcatcect
tgtgtgtget
gegtgtecett
cggcatttac
agacgtatcc
.cgttcaggcet
tggcatggcece
cccececaccac
aacggatcga
actcceccecag
gcatgaatct
ccatcgagag
ccatgagtga
tccactecte
ccgacaacgg
aggcggctgce
agctggtcca
agggcttett
gcctcgeect
acctcgtgga
gggaggaggc
gcgaggcgac

acgtctacge
cggacatget
tcectgcagga
agaatttgat
gccagcagtt
ctggegetece
aaaaaaaaaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 2

ggatcattcc
gtccgtggag
tgcecttcatg
cttcagcgeg
cgccgaggag
cttegacgece
gaccgtgctce
cgececcecee
gcagcggecec
tgtgctggeg
ggagcacggc
gcggtcegeg
cgtgatcatg
cccactgteg
ctgggggttc
aatcttgaat
acacatcagt
cactggctgt
accecggggyg
ggatcecgcga
ctctggegat
cgcgtecgagg
ggtcatgaga
ctttgtgcat
ggtggaacat
ggaggttatg
ccctetggac
aatgggagct
tgagcatggg
gcgecttgea
caagcagatg
caacctggte
gagtecttgee
gggtcgtcetg
gggccgcgag
ggtcatcggt
gtacgtcaat
cgececggageg
cggcacagga
gggcgegecc
ggacgtcatg
cgactacgge
gcagacggag
gcggetggac
caaggccacg
ccagecgcette

ccagcccatc
caagtacatc
gttecagetyg
gtactacatg
actcctccte
gcgggceaccet
aaaaaaaaaa
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tggccactge
catgcgacga
ctcgtccacg
cccctggagg
gggccectgg
cagagcaggg
caccctgegt
ttccagcetge
tcctggagee
ccgectgettg
agggataacg
ctcggggaca
atgtcgtcaa
tacgcaccge
actgacgcgg
gttgttggca
accgtgttca
ggcgacggga
aaagtgcttg
gtgacaacag
gtgggtaagce
acgcttcatg
atagaggaag
ctggacaagc
tttgaaagat
atgctggatg
ttecgtceccagt
gccatggcgg
aggtacaacc
gaggttgccg
cagggaagcc
tgcgagctgg
gtectegatg
ctgcagctca
ctgaaggagt
gtcacaaggt
gcgcacttcect
cagttcgtee
gtggtcatcg
ccgagcaggce
accagcatcg
atggactccc
ctceceegega
caggaccggg
gccagagecee
gggcecctegg

taccagaagce
ctcgccatag
atccaagate
tcaagctatt
acgctgcagyg
cgaatctgeg
aaaaaa

gcecgecatee
tcgeggacgce
gctggacggce
ggcgggccca
cgatcctect
cgtactccet
cggaggtcge
cctecggagga
agtgcaggag
tgtcegtgac
tcatggagcg
tcttcgagca
agggggccat
tgatggccca
ggacagactc
gtggtgcgca
agggcgaggce
gcctgectcat
atcagttcce
ctgtgaatct
ctgcggagat
tcegetectt
agagcagcac
gtggaaagce
gggctgatge
tgcccacgac
gtctttegeg
gcetectgee
gaatgttgag
acctccagag
tggaggtgcet

agggcagggt,

gggtgcagtt
tctcgatage
ttggccttea

gcagcaagga

ctggggcceg
gcttggtgga
cctacgacat
cgcegecgag
gctaccecce
tggagctegt
cgetgctect
ccececcgagte
cggccaaggce
agatcatcag

ggttcacgga
agtccatcet
tcgagtacaa
ggctggecca
accagtgctg
gagccacata

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3166



Met
Ala
Leu
Arg
Ala
' 65
Leu

Glu

Leu

val
145
Gly
Ala
Thr
Ala
Leu
225
Phe
Asp
Phe
Phe
Ser
305
Gly
Asn

val

Leu

Leu
Asn
Ala

Ala
50
Tyr

His
val
Ala
Ala
130
Ser
Arg
Gln
Met
Leu
210
Met
Thr
Arxg
Lys

Ala

1290

Leu
Lys
Glu
Pro

Ala
370

Val
Phe
Ala
35

Cys
Ser
Pro
Ala
Leu
115
Leu
vVal
Asp
Arg
Asn
195
Gln
Ala
Asp
Ile
Asp
275
Leu
Leu
val
Asp
His

355
Ala

His
Ser
20

Glu
Ser
Leu

Ala

Pro
100

Trp
Gly
Thr
Asn
ser
180
Ala
Arg
Gln
Ala
Leu
260
Met
Gln
Ile
Leu
>Pro
340
val

Leu

Gly
Ala
Thr
val
val
Sér
85

Pro

Glu

‘Val

Tyr
Val
165
Ala
Lys
Cys
Ile
Gly
245
Asn

Met

Pro

His

Asp
325
Arg
val

Lys

Trp
Pro
Gly
Leu
Pro
70

Glu
Phe
Glu
Leu
Ser
150
Met
Leu
Gly
Tyr
Ser
230
Thr
Val
Arg
Ser
Ile
310
Gln
Val

Ile

Lys
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Thr
Leu
Ala
Gly
55

Gly
val
Gln
Gln
Leu
135
Ser
Glu
Gly
val
Ser
215
Pro
Asp
val
His
Phe
295
Tyr
Phe
Thr

Ser

Lys
375

Ala
Glu
Glu

40
Tyx

Pro

Ala
Leu
Arg
120
Asp
Arg
Axrg
Asp

Ile
200
Tyr

Ile
Ser
Gly
Ile
280
val
Glu
Pro
Thr
Gly

360
Lys

Ala
Gly
25

Glu
Val
Glu
Arg
Pro
105
Pro
Gly
Txp
Phe
Ile
185
Met
Tyr
Leu
Phe
Ser
265
Ser
val
His
Leu
Ala
345
Asp

Val

Pro
10
Arg

Gly

Arg
Leu
Gly
90

Ser
Ser
Ala
Asp
Asp
170
Phe
Met
Val
Phe
Asp
250
Gly
Thr
Asp
Ile
Thr
330
Vval
Val

Asp

53

Leu
Ala
Pro
Phe
Asp
75

Leu
Glu
Trp
val
Glu
155
Phe
Glu

Ser

Pro

Asp

235
Asp

Ala
val
Thr
Lys
315
Met
Asn

Gly

Ala

Leu
Gln
Leu
Asp
60"

Glu
Gln
Asp
Ser
Leu
140
Glu
Ser
Gln
Ser
Leu
220
Asp
val
Gln
Phe
Gly
300
Gln
val
Leu

Lys

Ser
380

Leu
Thr
Ala
45

Ala

Leu

Glu

Ala
Gln
125
Ala
Gly
Lys
Leu
Lys
205
Ser
Ala
Glu
His
Lys
285
Cys
His
Gly
Ser
Pro

365
Arg

Glu
Ala
30

Ile
Gln
Arg
Leu
Ala
110
Cys
Pro
Gln
Met
Gly
190
Gly
Tyr
Gly

Glu

Arg

270
Gly

Gly
Thr
val
Lys
350
Ala

Thr

Leu
15

Gly
Leu
Ser

Thr

Tyr
95

Axrg
Arg
Leu
Glu
Leu
17S
Val
Ala

Ala

Trp

His
255
Thr
Glu
Asp
Pro
Asp
335
Gln
Glu

Leu

val
Glu
Leu
Arg
Val
80

Ser
Cys
Ser
Leu
His
160
Pro
Gly
Met
Pxo
Gly
240
val
Leu
Ala
Gly
Arg
320
Leu
Gly
Ile

His



val
385
Arg
Ala
Glu
Leu
val
465
Phe
Ala
Gln
Asp
545
Met

Thr

Met
Ile
625
Glu
Glu
Asp
Thr
Arg
705
Gly
Ala
Ser
Asn
'Leu
785
Glu
Val
Glu
Lys

Glu

Arg
Ile
Asp
Leu
Glu
450
Pro
Phe
Thr
val
His
530
Leu
Gln
Thr
Met

Asp

610

Ser
Leu
Arg
Gly
Asp
690
Leu
val
Ala
Leu
Leu
770
Glu
Leu
Glu
Val
Ala

850
Ile

Ser
Glu
Phe
Phe
435
Vval
Thr
Val
Met
Glu
515
Leu
Gln
Gly
Asn
Gln
595
Val
Ile
Lys
val
Pro
675
Ser
val
val
Gly
Gln
755
Asn
Leu
Pro
Arg
Arg
835

Leu

Ile

Phe
Glu
val
420
Ala

Ser

Thr

Gln
Gly
500
Thr
val
Ser
Ser
Leu
580
Arg
Ser
Ala
Glu
Ile
660
Met
Thr
Glu
Ile
Ala
740
Leu
Asp
val
Ala
Leu
820
Glu
Ala

Ser

Leu
Glu
405
His
Ser

Phe

Gln

Cys
485
Ala

Tyr
Lys
Leu
Leu
565
Val
Ile
Ser
val
Phe
645
Gly
Ser
Leu
Gly
Ala
728
Pro
Val
Leu
Arg
Thr
805
Asp
Glu

Lys

Val

Asp
390
Ser
Leu
Leu
Gly
Arg
470
Leu
Ala
Pro
Arg
val
550
Glu
Cys
Glu
Ala
His
630
Gly
val
Glu
Asp

Phe
710

Tyr
Pro
Gln
Thr
Ile
790
Leu

Gln

Ala

Gly

Gln
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His
Ser
Asp
val
Leu
455
Trp
Ser
Met
Glu
Pro
535
His
val
Glu
Ser
His
615
Pro
Leu
Thr
Tyr
Phe
695
Arg
Asp
Ser

Asp

Lys

"775

Arg

Leu

Asp

Lys

Gly
855
Lys

Asp
Thr
Lys
Glu
440
Cys
Phe

Arg

Ala

His
520
Phe
val
Leu
Leu
Leu
600
Ser
Asp
His
Arg
Val
680
His
Pro
Ile
Arg
val
760
Gly
Asn
Leu
Arg
Ala
840
Glu

Arg

Arg
Ala
Arg
425
His
val
Asn
Gln
Gly
505
Gly
Arg
Glu
Arg
Glu
585
Ala
Pro
Phe

Leu

Cys
665
Asn
Ser
Glu
Arg
Pro
745
Met
Phe
Lys
Asp
Ala
825
Thr
Ala

Cys

Thr
Arg
410
Gly
Phe
Leu
Asp
Tyr
490
Leu
Arg
Leu
Glu
Arg
570
Gly
val
Arg
Ala
Ala
650
Ser
Ala
Ser
Asp
Arg
730
Pro
Thr
Phe
Leu
Phe
810
Pro
Ala
Thr

Leu

54

Tyr Ile Pro

395
Phe

Lys
Glu
Glu
Cys
475
Met
Leu
Tyxr
Arg
Leu
555
Axg
Arg
Leu
Gly
Gly
635
Arg
Lys
His
Ala
Thr
715
Ala
Pro

Ser

Asp

Ala
Pro
Axg
vVal
460
Val
val
Pro
Asn
Leu
540
Ala
Leu
val
Asp
Arg
620
Met
Leu
Glu
Phe
Gly
700
Asp
Leu
Arg

Ile

Tyr

' 780

Ser
795
Pro
Glu
Arg
Gln

Asn

Leu
Thr
Ser
Ala
Arg

860
Val

Arg

Ile
Trp
445
Met
Ser
Ser
Ala
Arg
525
Ala
Trp

Glu

val

Gly
60S
Leu
Asn

Asp

Phe

Pro Val Met

Thr
Thr
430
Ala
Met
Phe
Ala
Asp
510
Met
Glu
Pro
Ala
Ala
590
Val
Leu

Leu

Ser

Gln
415
Ala
Asp
Leu
Pro
Ala
495
Phe
Leu
Val
Lys
Ser
875
Val
Gln
Gln
Gly

Thr

© 655

Arg

" 670

Ser

685"

Ala
Asn
Pro
Thr
Gly
765
Gly
Ala
val
Asp

Pro
845

Phe

Tyx

Gly
Gln
Gly
Arg
Lys
750
Tyr
Met
Leu
His
Glu
830
Ala

Gly

Ala

Gln
Ala
Phe
Gly
Glu
735
Val
Pro
Asp
Gln

Asp

- 815

Glu
Lys
Pro

Gln

400
Met

Leu
Ala
Asp
Leu
480
Ala
Arg
Ser
Ala
Gln
560
Pro
Leu
Phe
Leu
Arg
640
Ile
Tyr
Arg
Val
Thr
720
Ala
Pro
Pro
Ser
Thr
800
Leu
Glu
Ala

Ser

Pro



865
Ile

Met
Gly
- Ser

Trp
945
Leu

Tyx
Leu
Pro
Val
930

Leu

Thr

<210> 3

<211> 4648
<212> ADN

Gln

Lys

Val

215
Gln

Ala

Leu

Lys
Tyr
900
Leu
Arg
His

Gln

Arg
885
Ile
Gln
Gly
Pro

Asp
965

870
Phe

Leu
Glu
Arg
Glu

950
Gln

<213> Alexandrium fundyense

<400> 3

Thr
Ala
Phe
Glu
935
Ile

Cys
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Met

Glu

. 905

Leu

_Leu

Asp

Gly

Ala
890
Ser
Ile
Met
Gln

Asn
970

55

875
Lys Lys

Ile Leu
Gln Asp

Tyr Tyr
940

Ser Gln

955

Asn His

Cys
val

Leu

- 925

Met

Gln

Leu

Phe
Glu
910
Glu

Ser

Leu

880
Pro Asp
895
Val Glu

Tyr Lys
Ser Tyr

Leu Leu
960



tcegtageca
ggcgcacccg
tgccgcagcet
cgggggacag
acatccacgg
ggccettget
cecgecgagea
ggacaatggc
tcececgggec
cggecttgeg
cggegcactg
agcggctgge
actttgcgag
tcgacttcag
tgggegtggg
ccctgecageg
accacagcat
aggagcagga
agacgctctt
cgtcgecagee
tctacgagcea
cgatggtcgg
ggcacgcagt
agatcectegg
accacgaccg
ggttcgegag
. cgccgagega
agggectegtt
cgtccctgaa
acatggtgtce
. gctacgaggg
acctegtgeg
cgecgectgga
gcctggagac
tgctctacac
tcteccgactg
cggccgecaa
gcctecageec
tcgeecgggte
tcatcggect
cggaggacgt
gecgeggceaac

ttttggctca
ctececcgecga
tctgagcacce
gcacggggcec
cctegaccte
cctggagttt
gctegeegeg
catcetcggg
ggggattgag
aagcatctac
cttgeggatt
cetectgete
gtgggacgag
caaggccaat
cacagtggac
tcgetactee
cctcttecgag
gatccacgtc
cacggacctc
ggcgttegte
cgtgaagagc
cgtcgacttce
ccecgceacctg
gcggaagggyg
gcecgtacgte
gctgecagetg
gatgttcgcece
cggeetcetge
cgattgcgtc
gecggeggec
cgtccagace
ccggecgtac
ggagctggeg
gtctcecgace
gcagcgggtg
gcacagcccg
gcacctgggce
ggacgtggac
gatgcgggac
cecacaccgge
gggcaaccge
cggcegagege
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agagttggat
tecggtecegec
cttgtagcac
tccggacgca
ggcaccgatg
gttgcgagct
gagacaaacg
tacttggacc
gecgetegeeg
cagcacgcce
tgggcggage
gacggggcecg
gaggggctgg
gcecgeggcaa
ggcgagggca
tactacgtcc
aatccegget
caccggacgc
gtgeggctca
gtggacacgg
aacacgcecge
aacaaggact
gtgctgtteg
gtggacccga
cceecggece
tcggactgeg
tegetggtgg
atgctggagy
tcgctccact
ttcgecttgg
cacceggege
cagatccgee
tggggecgee
acgtgcectgg
gacagcgecg
agecggcecegea
gtcgeggegg
agcgtcatcg
tacgtggacyg
aacggagctc
ggggacggcyg
gcggececeg

cccaagctgce
tctgctceceg
cggacagcgce
acgagctcga
ccttecatgcet
tcectgcagcecce
cgggggaagyg
tggaccctga
cgctceteeg
agccgeegtt
accggcccac
tectegtece
attccggcaa
gggcggeect
ccgtgacctt
cgacgtccta
gggggttcge
tgaacgtggt
ttgactcgat
ggtgcggcga
gcgggaaggc
ctegggtgge
gggacgtcgg
gcaggtcecct
gcgagatgga
cccacctega
agcacttcea -
tcatgatgcet

tettecegeag
ttccteccaa
tggatcttgt
ggaggcttcce
ggtgcacggg
cttgcagegg
gceccgtggeg
gaccgatgtg
gccagcggcg
cagggtgccce
ctggagaagg
gttgttgacc
ggagggcgcec
cgggggcatc
gaccgcggag
cgceccactg
cggtgccggce
gggcagcggg
cttcgegggce
cggecgettg
gectcgecgag
gacggagctc
caagcccgcec
ccacgtgegce
cccggacagce
cggcgagggc
gcgctgggge
ggacgtgccg

tcgacctegt gecagtgecte

gecctggceccat
gggggcggta
tcgecgaggt
tecggegcecac
ccgtcgagat
atgtggtgga
tcatgcagcet
acctgetege
gggtgacgcg
agcacatcge

gggtagtccg
tgctcataca

gegtegggee

56

ggccggecte
ctgccgegtg
cggtgacctg
gceggaggtce
ggaccagctg
ccagcagaag
catcgcgatce
cttcgegete
ctgccaaaac
cggecacccge
cctcegtgeac
gtacgacacg
tgctgcggcg

ccaggeggcce
gccaagegea
gagagcgtceg
gccaagtcga
tggacttgcg
cagcccatga
atcactctgce
tatgcegtgg
cccaccagcg
tcatccgagg
gcggcettgea
tcgatcacat
ttggaccgee
ttcggcgagt
ggctegtteg
ctggacaggt
cgggactege
gcgcagcacce
ggggacttcg
ctcaggcgca
caccecgeteca
aacctgagca
gacatcatgg
teettectgg
gcggcecggga
aagcggatcg
ggegcecectgce
acgacgaggg
tcceggecagt
ctgccecggga
atgagccage
ccgaggeteyg
ctgcggaggc
gtcgtggecg
ttcatgcagg
tgctcegace
cacctggecece

ttcgagacat.

gtagatccca
ggcttcagge
agcaagctcg
ceececcceceg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

- 1860
1920

1980
2040
2100

2160

2220
2280
2340
2400
2460
2520



ggcecggetec
ctctgggcag
acgtcagatt
agctggacgc
ccaggaagct
gggggccgcg
gggaggaggc
ggtgctecge
gctteccagtg
tccacccececce
gctgttgcga
acatgggagt
cccacgactg
tgaggcacaa
acatcaccta
ccatatgtgce
gcggegttet
tcgtcgagta
gcaaggcgtt
tcggcattet
ctgcecggect
agcgcaagcyg
gceccccacac
gcgcagaggt
tcacgacccce
tcacgtcgcet
tcaagcgeta
gaccagecgce
agcgtgtttt
gccaggcagg
gcaagggtca

cgttttgatc.

ctttgctgat
gcetgtecat
gtctgetacg
aaaaaaaaaa

<210> 4
<211> 1281
<212> PRT

cgcgecatge
cctgatgetg
tgtggacatg
cgegetecee
ggcegegeac
cctcggecece
cgcggaggct
gctggtegac
gegggacgag
gtggaccagg
gctgaccggce
catcccgage
cgtgcagacg
cgacgecggag
cgtgtgecgac
ttgtttgagg
tggccgcaac

cttcgggetg
caattegece

gaacttggece-

gtcgagtgeg
gcttetggeg
ctaccacggyg
gtacagggag
catgtggcac
ccacgacgag
cecegeectee
gctecatcecca
taatgtgcaa
ttttggctge
ggcggagtce
ctgctgtgtt
cctgatccaa
gtctgccatc
cacaggtgac
aaaadaaaaa
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cccacggact
aagaacggcg
gacctecetgg
gtgcccgtet
ctccaccgeg
gcacecggcecg
ccgetggect
ggctgctggt
atcgccgatg
ctcgtctcegt
atctggaagt
ctcgtgggeg
geccgccagge
cagctcgage
ggcgtgtact
ccgegegggy
ccecgactegg
gactacgcgg
ggcggattcg
aagaactcga
atgacgaccce
gecgacccteg
ttcccecateg
ctgatgagcg
cccategeee
geccgecgtge
gecgtgecge

ggggttgttt

gcagcaaggg
cgeegttttyg
tgggcttgta
gtggtagcat
ggtatgacca
ttagctggtce
aattgacatt
aaaaaaaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 4
Met Leu
1

Ala

Val

Ser Phe

Ala Ala
. 35
Met

Leu

Thr
50
TYyr

Arg
val Ala
65

Leu

Arg Pro

His Ala Gln
Ile
115

Leu

Leu Arg

Lys Arg
130
ser

Thr Ile

His Gly
5

Gln

Trp

Leu
20
Glu

Pro

Thr Asn

Ala Ile Leu

Val val Pro

70

Ala Ala Pro
85

Pro Pro Phe

100

Trp Ala Glu

Ala Leu Leu

Thr Phe

Tyr

Thr Cys

Leu Gln

Ala Gly
40
Gly Tyr
55
Gly Pro

Thr Ser

Arg Val

Gly
Arg
Glu
Leu
Gly
Ala

Pro

acgagcacca
gcaccgaggce
actccctcaa
ccgteggget
agatgcagcg
ccgeegeege,
ccttegacte

gcatcgacgt .

gcgtggaccg
ctccgaaget
gcgttctgta
agagcgggtt
tctgcaagaa
acatgctctc
ccacggacgg
ccaagatact’
agcaaccctt
agaacaacat
tecggcetgtge
acacactcgt
tcgacctcaa
aattctgcga
tcaacatcta
cgaggcaggg
cgaagggcca
gccacatcct
cgcgecatctg
aagggattgt
tcaggcggat
atcctgectgt
caccaagggc
gcaagcagca
gccatggecgce
actattcgca
gtggatcgag

Pro Leu
10
Gln Pro

Gly Pro

Asp Leu

Leu
Met
val

Asp

cgaggctcett
ggcggccgcg
cttcaccgac
gctcttegag
gctggecgge
gcegceecgece
ggtgtgcacc
ggcgaactgce
ggacgtgcgc
gtacgacgac
ccecgagegtt
cctceteectg
gggcgccace
gtcgatcecg
agagctegec
cgtagacgac
cgggtatggt
catctacgcc
gcgegagace
gttcacaggg -
cgecgeecgag
ggggctcaag
ctggacceceg
cgegttecag
cgagatgctg
cgtgatccte
atcggcegec
tgagtctttt
tctgggettyg
gttgtcgtag
caggcaggtt
agggtcaggc
atcatcgegt
tcaacactcg
ccacggaagyg

Leu Glu

Phe

gtcctggecg
ggcagcgceeg
ttcgcaggec
gegtecacge
caggcggacg
gctgecggcca
aagctcgagg
agctacctcg
acttggggcg
gtcgaggcge

accatgctca -

gacataaacg
gtggtgegee
cagggggccg
gacttgcceg
tcgcatggcet
ggcggceggeg
gggcagctga
gacgagaagt
ccgatctgta
ggggacctte
gcgctegggt
gtcgaggtgt
cagggcgtceg
cgcttccagt
gaggacctga
cgagccgeag
caatctagtc
tacaccaagg
cgtgcaagca
tggctgeege
ggattttggg
ctaaggtagc
caaggtacgc
gagaaaaaaa

val

15

Ala
30
Ile

Thr

Ala
45

Pro Glu

60

Ile Glu
75
Ala Leu
S0

Ser Ser

105

His Arg
120
Leu Asp
138

Ala Arg

Pro
Gly

Trp

Thr Trp

Ala Val

Asp Glu

57

Ala
Arg
Glu
Arg
Leu

140
Glu

Leu Ala

Ser Ile

Glu
Thx
Thr
Ala

Tyr

Gln
Leu
Asp
Leu

80
Gln

95

Ala Ala
110
Arg Ala
125
Val Pro
Gly Leu

His
Ala
Leu

Asp

Cys

Leu

Ser

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4648
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145 ‘ 150 155 ' 160
Gly Lys Glu Gly Ala Leu Asp Arg Leu Asp Phe Ser Lys Ala Asn Ala
165 170 175
Ala Ala Arg Ala Ala Leu Gly Gly Ile Phe Gly Glu Leu Gly Val Gly
. 180 185 190
Thr Val Asp Gly Glu Gly Thr Val Thr Leu Thr Ala Glu Gly Ser Phe
195 200 205
Ala Leu Gln Arg Arg Tyr Ser Tyr Tyr Val Pro Thr Ser Tyr Ala Pro
210 215 220
Leu Leu Asp Arg Tyr His Ser Ile Leu Phe Glu Asn Pro Gly Trp Gly
225 230 235 240
Phe Ala Gly Ala Gly Arg Asp Ser Gln Glu Gln Glu Ile His Val His
- 245" 250 255
Arg Thr Leu Asn Val Val Gly Ser Gly Ala Gln His Gln Thr Leu Phe
260 265 270
Thr Asp Leu Val Arg Leu Ile Asp Ser Val Phe Ala Gly Gly Asp Fhe
278 280 285
' Ala Ser Gln Pro Ala Phe Val Val Asp Thr Gly Cys Gly Asp Gly Arg
290 295 300
Leu Leu Arg Arg Ile Tyr Glu His Val Lys Ser Asn Thr Pro Arg Gly
305 310 315 320
Lys Ala Leu Ala Glu His Pro Leu Thr Met Val Gly Val Asp Fhe Asn
. 325 330 335
Lys Asp Ser Arg Val Ala Thr Glu Leu Asn Leu Ser Arg His Ala Val
340 345 350
Pro His Leu Val Leu Phe Gly Asp Val Gly Lys Pro Ala Asp Ile Met
355 © 360 365
Glu Ile Leu Gly Arg Lys Gly Val Asp Pro Ser Arg Ser Leu His Val
370 ] 375 , 380
Arg Ser Phe Leu Asp His Asp Arg Pro Tyr Val Pro Pro Ala Arg Glu
385 390 395 400
Met Asp Pro Asp Ser Ala Ala Gly Arg Phe Ala Arg Leu Gln Leu Ser
405 410 415
Asp Cys Ala His Leu Asp Gly Glu Gly Lys Arg Ile Ala Pro Ser Glu
420 425 430
Met Phe Ala Ser Leu Val Glu His Phe Gln Arg Trp Gly Gly Ala Leu
435 440 445
Gln Gly Ser Phe Gly Leu Cys Met Leu Glu Val Met Met Leu Asp Val
450 . 455 460 .
Pro Thr Thr Arg Ala Ser Leu Asn Asp Cys Val Ser Leu His Phe Asp
465 470 475 480
Leu Val Gln Cys Leu Ser Arg Gln Tyr Met Val Ser Pro Ala Ala Phe
485 490 495
Ala Leu Gly Leu Ala Met Ala Gly Leu Leu Pro Gly Ser Tyr Glu Gly
500 ’ 505 510
Val Gln Thr His Pro Ala Arg Gly Arg Tyr Cys Arg Val Met Ser Gln
515 520 525
His Leu Val Arg Arg Pro Tyr Gln Ile Arg Leu Ala Glu Val Gly Asp
530 535 540
Leu Pro Arg Leu Ala Arg Leu Glu Glu Leu Ala Trp Gly Arg Leu Gly
545 550 558 560
Ala Thr Pro Glu Val Leu Arg Arg Arg Leu Glu Thr Ser Pro Thr Thr
565 570 575
Cys Leu Ala Val Glu Met Asp Gln Leu Val Val Ala Val Leu Tyr Thr
580 585 590
Gln Arg Val Asp Ser Ala Asp Val Val Asp Gln Gln Lys Phe Met Gln
595 . 600 : 605
Val Ser Asp Trp His Ser Pro Ser Gly Arg Ile Met Gln Leu Ile Ala
610 615 620
Ile Cys Ser Asp Pro Ala Ala Lys His Leu Gly Val Ala Ala Asp Leu
625 630 635 640

58
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Leu Ala Phe Ala Leu His Leu Ala Arg Leu Ser Pro Asp Val Asp Ser
645 . 650 655
Val Ile Gly Val Thr Arg Cys Gln Asn Phe Glu Thr Phe Ala Gly Ser
' 660 665 670
Met Arg Asp Tyr Val Asp Glu His Ile Ala Gly Thr Arg Val Asp Pro
675 680 ' 685
Ile Ile Gly Leu His Thr Gly Asn Gly Ala Arg Val Val Arg Leu Val
690 695 700
His Gly Phe Arg Pro Glu Asp Val Gly Asn Arg Gly Asp Gly Val Leu
705 710 715 720
Ile Gln Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Gly Ala Ala Thr Gly Glu Arg Ala
: 725 730 735
Ala Pro Gly Val Gly Pro Ala Ala Ala Pro Pro Pro Gly Pro Ala Pro
‘ 740 745 750
Ala Pro Cys Pro Thr Asp Tyr Glu His His Glu Ala Leu Val Leu Ala
755 760 765
Ala Leu Gly Ser Leu Met Leu Lys Asn Gly Gly Thr Glu Ala Ala Ala
770 775 780
Ala Gly Ser Ala Asp Val Arg Phe Val Asp Met Asp Leu Leu Asp Ser
785 790 798 800
Leu Asn Phe Thr Asp Phe Ala Gly Gln Leu Asp Ala Ala Leu Pro Val
805 810 815
Pro Val Ser Val Gly Leu Leu Phe Glu Ala Ser Thr Pro Arg Lys Leu
820 825 830
Ala Ala His Leu His Arg Glu Met Gln Arg Leu Ala Gly Gln Ala Asp
835 . 840 845 0
Gly Gly Pro Arg Leu Gly Pro Ala Pro Ala Ala Ala Ala Ala Pro Pro
: 850 855 860
Pro Ala Ala Ala Arg Glu Glu Ala Ala Glu Ala Pro Leu Ala Ser Phe
865 ’ 870 875 880
Asp Ser Val Cys Thr Lys Leu Glu Gly Cys Ser Ala Leu Val Asp Gly
) 885 890 895
Cys Trp Cys Ile Asp Val Ala Asn Cys Ser Tyr Leu Gly Phe Gln Trp
' 900 905 210
Arg Asp Glu Ile Ala Asp Gly Val Asp Arg Asp Val Arg Thr Txp Gly
915 920 925
Val His Pro Pro Trp Thr Arg Leu Val Ser Ser Pro Lys Leu Tyr Asp
930 935 940
Asp Val Glu Ala Arg Cys Cys Glu Leu Thr Gly Ile Trp Lys Cys Val
945 950 955 960
Leu Tyr Pro Ser Val Thr Met Leu Asn Met Gly Val Ile Pro Ser Leu
= 965 970 975
Val Gly Glu Ser Gly Phe Leu Leu Leu Asp Ile Asn Ala His Asp Cys
980 ‘ 985 990
val Gln Thr Ala Ala Arg Leu Cys Lys Lys Gly Ala Thr Val Val Arg
. 995 1000 1005
Leu Arg His Asn Asp Ala Glu Gln Leu Glu His Met Leu Ser Ser
1010 1015 1020
Ile Pro Gln Gly Ala Asp Ile Thr Tyr Val Cys Asp Gly Val Tyr
1025 1030 1035
Ser Thr Asp Gly Glu Leu Ala Asp Leu Pro Ala Ile Cys Ala Cys
- 1040 1045 1050
Leu Arg Pro Arg Gly Ala Lys 1Ile Leu Val Asp Asp Ser His Gly
1055 1060 1065
Cys Gly Val Leu Gly Arg Asn Pro Asp Ser Glu Gln Pro Phe Gly
1070 1075 1080
Tyr Gly Gly Gly Gly Val Vval Glu Tyr Phe Gly Leu Asp Tyr Ala
1085 1090 1095
Glu Asn Asn Ile Ile Tyr Ala Gly Gln Leu Ser Lys Ala Phe Asn
1100 1105 1110
Ser Pro Gly Gly Phe Val Gly Cys Ala Arg Glu Thr Asp Glu Lys

59



10

15

20

1115
Phe Gly
1130 .
Thr Gly
1145
Leu Asp
1160
Leu Ala
1175
Ccys Pro
1190
Thr Pro
1205
Ala Arg
1220
Trp His
1235
Phe Thr
1250
Ile Leu
1265
Pro Arg
1280

<210>5
<211> 504
<212> ADN

Glu

Ile Leu Asn Leu Ala
Pro Ile Cys Thr Ala
Leu Asn Ala Ala Glu
Ala Thr Leu Glu Phe
His Thr Tyr His Gly
Val Glu Val Cys Ala
Gln Gly Ala Phe Gln
Pro Ile Ala Pro Lys

Ser Leu His Asp Glu

Ile

Asp Leu Ile Lys

ES 2663 075 T3

1120
Lys
1135
Gly
1150
Gly
1165
Cys
1180
Phe
1195
Glu
1210
Gln
1225
Gly
1240
Ala
1255 '
Arg
1270

<213> Alexandrium catenella

<400> 5
gtccecgacct
ggqtgggggt
acgctgaacg
ctgattgact
acagggtgcg
cecgegeggga
gactctcggg

ttcggggacg
‘cegagcaggt

<210> 6
<211> 504
<212> ADN

cctacgecee
tcgecggege
tggtgggcag
cggtcttege
gcgacggeeg
aggegetegg
tggccacgga
tcggcaagec
cecectecacgt

actgctggac
cggcegggac
cggggcegeag
gggcggggac
cttgctcagg
cgagcacceg
gctcaacctg
cgccgacatce
gecge

<213> Alexandrium catenella

<400> 6

gtcccgacct
ggctgggggt
acgctgaacg
ctgattgact
acagggtgcg
ccgegeggga
gactctegygg
ttcggggacyg
ccgagcaggt

<210>7
<211> 402
<212> ADN

cctacgeccce
tcgeeggege
tggtgggcag
cagtcttcge
gcgacggccg
aggcgctegg
tggccacgga
tcagcaagcce
ccctecacgt gcge

<213> Alexandrium catenella

<400> 7

actgctggac
cggcegggac
cggggcgcag
gggcggggac
cttgctcagg
cgagcaccceg
gctcaacctg
cgeegacate

Asn Ser Asn Thr
Leu Ser Ser Ala
Asp Leu Gln Arg
Glu Gly Leu Lys
Pro Ile Val Asn
Val Tyr Arg Glu
Gly Val Val Thr
His Glu Met Leu
Ala Val Arg His

Tyr Pro Pro Ser

aggtaccacc

‘tcgecaggage

caccagacgc
ttecgeggege
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaggcacg
atggagctce

60

aggtaccacc
tcgcaggagc
caccagacgc
ttegecggegce
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaggcacyg
atggagctcc

1125
Leu
1140
Met
1155
Lys
1170
Ala
1185
Ile
1200
Leu
1215
Thr
1230
Arg
1245
Ile
1260
Ala
1275

gecatcctett
aggaggtcca
tcttcacgga
agccggegtt
agcacgtgaa
tcggecgtega
cggtceecgea
tcgggeggag

gcatcctcett
aggaggtcca
tcttcacgga
agccggegtt
agcacgtgaa
tcggegtega
cggtceegea
tcgggeggaa

Val Phe
Thr Thr
Arg Leu
Leu Gly
Tyr Trxp
Met Ser
Pro Met
Phe Gln
Leu Val

val Pro

cgagaatccce
cgtccaccgg
tctegtgegg
cgtecgtggac
gagcaacacyg
cttcaacaag
cctggtgetyg
gggggtggac

cgagaatccce
cgtccaccgg
tetegtgegg
cgtegtggac
gagcaacacg
cttcaacaag
cctggtgetg
tggggtggac

60

120

180
240
300
360
420
480
504

60
120
180
240
300
360
420
480
504
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15

20

25

gaggagcatg ttgacagaat cttgaatgtc gttggcagtg gtgcgcaaca ccggacccte

tttaaggatc tgatgcgaca catcagtgcec gtgttcaagg gecgaggcatt tgcctcgcag

ccaaattttg ttgtggacac tggctgtggc gacgggagcc tgctcataca cgtctacgag

cacatcaagg agcacacgcc ccgggggaaa gtgctcgacg agttcectet gacgatggte

ggcgtggacc tcaacgagga gccgcgagtg acgacggcecg tgaatctgag caagcagggce

gtceccgecacg tggtcatctce cggcgacgtg ggcaagcccg cggagatcat ggccgegetg

aagaagaaga aggtggaccc gtcgaggacg cttcatgtce ge

<210> 8

<211> 505

<212> ADN

<213> Alexandrium catenella

<400> 8 _
gtccecgacct cctacgecce actgctggac aggtaccaca gcatcctcectt cgagaatccce
ggctgggggt tegeeggege cggecgggac tegcaggage aggaggtcca cgtccaccgg
acgctgaacg tggtgggcag cggggcgcag caccagacgc tcttcacgga cctcecgtgegg
ctgatcgact cggtcttcge gggeggggac ttcgeggege agecggegtt cgtcegtggac
acggggtgcg gegacggcecg cttgctcagg cgcatctacg agcacgtgaa gagcaacacg
ccgegeggga aggegetcgg cgagcacceg ctcacgatgyg teggegtcga cttcaacaag
gactctecggg tggccacgga getcaacctg agcaggcacg cggtcccgea caatggtget
gttcggcgac gtcggcaage ccgcecgacat cacggagcete ctecgggegga agggggtgga
cectageagg tccetccacg tgege

<210>9

<211> 504

<212> ADN

<213> Alexandrium catenella

<400> 9

gtecccgacct cctacgecce actgetggac aggtaccace gcatcctcett cgagaatcec

ggctgggggt tcgceggege cggcegggac tcgcaggage aggaggtcca cgtccacegg

acgctgaacg tggtgggcag cggggcgcag caccagacgce tcttcacgga tctegtgegg

ctcattgact cggtcttcge gggcggggac ttegeggcge ageccggegtt cgtegtggac

acggggtgcg gcgacggecg cttgctcagg cgcatctacg agcacgtgaa gagcaacacg

ccgcgeggga aggcgctegg- cgagcacceg ctcacgatgg tcggegtcga cttcaacaag

gactctcggg tggccacgga gctcaacctg agcaggcacg cggtcccgca cctggtgetg

ttcggggacg tcggcaagec cgccgacate atggagetece tcgggéggag gggggtagac

ccgagcaagt ccctecacgt gege

<210> 10

<211> 504

<212> ADN

<213> Alexandrium catenella

<400> 10
gtcccagtgt cgtacgcacc actgatggcc cagatctcac cgatcectett tgatgatgeg
ggctgggggt tcactgacge ggggacagac tccttcgacg tggaggagca tgttgacaga
atcttgaatg tegtgggcag tggtgcgecaa caceggaccce tctttaagga tctgatgega
cacatcagtg ccgtgttcaa gggcgaggca tttgcctege agccaaattt tgttgtggac
actggctgtg gcgacgggag cctgctcata cacgtctacg agcacatcaa ggagcacacg
ccceggggga aagtgctega cgagtteccoct ctgacgatgg tcggegtgga cctcaacgag
gagccgegag tgacgacggc cgtgaatctg agcaagcagg gegtcecegea cgtggtcatce
tceggegacg tgggcaagece cgcggagatc aaggccgegc tgaagaagaa gaaggtggac
ccgtecgagga cgettcatgt cege

<210> 11

<211> 504
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61

60
120

180
240
300
360
402

60
120
180
240
300
360
420
480
505

60
120
180
240
300
360
420
480
504

60
120
180
240
300
360
420

- 480
504
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<212> ADN

ES 2663 075 T3

<213> Alexandrium catenella

<400> 11
gtcecgacct
agctgggggt
acgctgaacg
ctgattgact

" acagggtgcg

cctacgecce
tecgecggege
tggtgggcag
cggtettege
gcgacggecg

accgctggac
cggccgggac
cggggcgcag
gggcggggac
cttgctcagg

atgtaccacc
tcgcaggagce
caccagacgc
ttegeggege
cgcatctacg

gcatectett
aggaggtcca
tecttcacgga
agccggegtt
agcacgtgaa

cgagaatcee
cgtccaccgg
tctegtgegg
cgtcgtggac
gagcaacacg

ccgcgeggga aggcgetcgg cgagcacceg ctcacgatgg teggegtcga cttcaacaag
gactctcggg tggccacgga gctcaacctg agcaggcacg cggtccegca cctggtgctg

ttcggggacg tcggcaagee cgecgacatce atggagetec tegggcggag gggggtggac
ccgagecaggt ccctcecacgt gegce

<210> 12
<211> 448
<212> ADN

<213> Alexandrium tamarense

<400> 12

cceggttggg
cggacgetga’
cggctcattg
gacacggggt
acgcegegeg
aaggactctc
ctgttcgggg
ggacccgage

ggttcgeegg
acgtggtggg
actcggtctt
gcggegacgg
ggaaggcget
gggtggcgac
acgttcggea
aggtccctce

cgccggecgg
cagcggggceyg
cgcgggcggyg
cecgecttgete
cgcegageac
ggagctcaac
agccecgecga
acgtgecgce

gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatcet
écgctcacga
ctgagcaggc
catcatggag

agcaggaggt
cgctcttcac
cgcagceggce
acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtcce
atccteggge

ccacgtccac
ggatctcgtg
gttcgtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
ggaagggggt

<210> 13
<211> 504
<212> ADN

<213> Alexandrium tamarense

<400> 13

gtececcgacgt

ggctgggggt:

acgctgaacy
ctcattgact
acggggtgcg
ccgecgeggga
gactcteggg
ttecggggacyg
ccgagcaggt

cctacgecec
tcgetggtge
tggtgggcag
cggtettege
gcgacggeceyg
aggcgctege
tggcgacgga
tcggcaagec
ccctecacgt

actgctggac
cggeccgggac
cggggcgcag
gggcggggac
cttgctcagg
cgagcacccyg
gctcaacctg
cgecgacate
gcgce

aggtaccaca
tecgcaggage
caccagacge
ttcgecatege
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaggcacg
atggagacce

gcatcctett
aggaggtcca
tcttecacgga
agcecggegtt
agcacgtgaa
teggegtega
cggtececegea
tcgggeggaa

cgagaatcce
cgteccaccgg
cctegtgegg

catecgtggac

gagcaacacg
cttcaacaag
cctggtgete
tggggtggac

<210> 14
<211> 504
<212> ADN

<213> Alexandrium tamarense

<400> 14
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gtcccgacgt
ggctggggat
acgctgaacg
ctcattgact
acggggtgcyg
ccgegeggga
gactctcggg
ttcggggacg
ccgagecaggt

<210> 15
<211> 505
<212> ADN

cctacgeece
tcgetggtge
tggtgggcag
cggtettcge
gcgacggceceg
aggcgctege
tggcgacgga
tcggcaagcec
cectecacgt

ES 2663 075 T3

actgctggac
cggccgggac
cggggcgcag
gggcggggac
cttgctcagg
cgagcacccg
gctcaacctg
cgccgacatce
gcge

<213> Alexandrium tamarense

<400> 15
gtccegacgt
ggctgggggt
acgctgaacg
ctcattgact
acggggtgcg
ccgegeggga
gactctcggg

cctacgcecce
tcgetggtge
tggtgggcag
cggtettege
gcgacggeceg
aggcegcetege
tggcgacgga

actgctggac
cggeecgggac
cggggcgcag
gggcggggac
cttgctcagg
cgagcacceg
gctcaacctg

aggtaccaca
tcgcaggage
caccagacgc
ttcgecatege
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaggcacg
atggagaccc

aggtaccaca
‘tegcaggagce
caccagacgc
ttegecatege
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaggcacg

ttcggggacy tcggecaagec cgccgacgat catggagacc
cccgagcagg tcectccacg tgege

<210> 16
<211> 505
<212> ADN

<213> Alexandrium tamarense

<400> 16

gtcccgacgt
ggctgggggt
acgctgaacg
ctcattgact
acggggtgceg
ccgegeggga
gactceteggg
gttcggggac
ccecgagecagg

<210> 17
<211> 442
<212> ADN

cctacgeccee
tecgeecggege
tggtgggcag
cggtcttege
gcgacggeeg
aggcgetege
tggcgacgga
gtcggcaagce
tcecctecacg

cctgcetggac
cggccgggac
cggggcgcag
gggeggggac
cttgctcagg
cgagcacceg
gctcaacctg
ccgecgacat
tgcge

<213> Alexandrium minutum

<400> 17

aggtaccaca
tcgcaggage
caccagacgc
ttcgegtege
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaggcacg
catggagctc

gcatcctctt
aggaggtcca
tcttecacgga .
agccggegtt
agcacgtgaa
tcggegtega
cggtececegea
tcgggeggaa

gcatcctett
aggaggtcca
tcttcacgga
agccggegtt
agcacgtgaa
teggegtega
cggtcccgea

ctegggegga

gcatcctctt
aagaggtcca
tcttecacgga
agccggegtt
agcacgtgaa
tcggegtecga
cggtccecgea
ctcgggcgga

cgagaatcce -

cgtccaccgg
cctegtgegg
catcgtggac
gagcaacacg
cttcaacaag
cctggtgetce

tggggtggac

cgagaatccce
cgtccaccgyg
cctegtgegg

catcgtggac’

gagcaacacyg
cttcaacaag
cctggtgete

atggggtgga

cgagaatccc
cgtccacegg
cctcgtgegg
cgtegtggac
gagcaacacg
cttcaacaag
cecatggtgcet
atggggtgga

gtccecgacgt
ggctgggggt
acgctgaacyg
ctcattgact
tacagggtgt
cttctecgege
caaggactct
gctgtteggg

cctacgeecce
tcgeecggege
tgttgggcag
ccgtettege
ggcgacggce
gggaaggcge
cgggtggcga
gacgtcggeca

cctgctggac
cggeegggac
cggggcgcag
gggcggggac
gcttgtteag
tcgecgagea
cggagctcaa
ag

aagtaccaca
tcgcaggagce
caccagacgc
ttcgetgtceg
gecgettcetac

ccecgeteacyg:

cctgagcagg

gcatcctett
aagaggtcca
tcttcacgga
cagccggegt
gagcacgtga
atggtcggeg
cacgcagtce

cgagaatcce
cgtccaccgg
cectegtgeqgg

tcgtegtgga -

aagagcaaca
tcgacttcaa
cgcaccaagg

<210> 18
<211> 505
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<212> ADN
<213> Gymnodinium catenatum
<400> 18
gtcececgacgt cctatgecce cctgetggac aagtaccaca gcatcctctt cgagaaccct
ggttgggggt tcgteggege cggecaggac tcgcaggage aagagatcca cgtccaccgg
acgetgaacg tggttggecag cggggegeag caccagacge tettcactga cctegtgegg
cacatcgact ccctecttecac tggaggggac ttecatgtcege ageceggegtt cgtegtggat
acagggtgtg gcgacggccg cttgctcagg cgcatctacg agcacgtgaa gagcaacacg
ccgegeggga aggctetege cgaacacceg ctcacgatgg ttggegtcga cttcaacaag
gactccegeg tggcgacgga gctcaacttg agcaagcatg cagtcccaca cctagtgetg
ttcggggatg ttggcaagece cgceccgacate atggagctcect ctcaggcaga atggggtgga
cccgagcagg gccctccacg tgegce :
<210> 19
<211> 504
<212> ADN
<213> Gymnodinium catenatum
<400> 19
gtecccgacgt cctacgccec cctgectggac aagtaccaca gcatcctectt cgagaatect
ggctgggggt tecgteggege cggecaggac tegcaggagce aggaaattca cgtcecacegg
acgctgaacg tggtgggcag cggggcgcag caccagacgce tcttcactga cctcgtgegg
cacatcgact ccctcttcac gggaggggac ttcatgtcge ageccggegtt cgtcgtggat
acagggtgtg gcgacggcecg cttgctcagg cgecatctacg agcacgtgaa gagcaacacg
ccgegeggga aggcgctcege cgaacacccg ctcacgatgg ttggcgtcga cttcaacaag
gactccegeg tggecgacgga getcaacttg agcaagcatg cagtcccaca cctagtgetg
tteggggatg taggcaaacc cgcecgacatc atggagctce tcaggcagaa tggggtggac
ccgagcaggg ccctccacgt gege
<210> 20
<211> 504
<212> ADN
<213> Gymnodinium catenatum
<400> 20
gtcecgacgt cctacgccce cctgetggac aaataccaca gcatcctcett cgagaatcct
ggctgggggt tegteggege cggccaggac tcgcaggage aggaaattca cgtccaccgqg
acgctgaatg tggtgggcag cggggcgcag caccagacgc tcttcactga cctegtgegg
cacatcgact ccctettecac tggaggggac. ttcatgtege ageceggegtt cgtegtggat
acagggtgtg gcgacggccg cttgetcagg cgcatctacg agcacgtgaa gagcaacacg
ccgegeggga aggctctege cgaacacceg ctcacgatgg ttggegtcga cttcaacaag
gactceccgeg tggcgacgga gectcaacttg agcaaacatg cagtcccaca cctagtgetg
tteggggaty ttggcaggec cggegacate atggagetee tcaggcagaa tggagtggac
ccgagcaggg ccctecacgt gege .
<210> 21
<211> 504
<212> ADN

<213> Gymnodinium catenatum

<400> 21

64

60
120
180
240
300
360
420
480
505

60
120
180
240
300
360
420
480
504

60
120
180
240
300
360
420

480

504



10

15

20

25

gtccecgacgt
ggctgggggt
acgctgaacg
cacatcgact
acagggtgtg
ccegegeggga
gactcccgeg
ttcggggatg
ccgageaggg

cectacgecece
tcgteggege
tggtgggcag
ccectetteac
gegacggceeyg
aggegectcge
tggcgacgga
taggcaaacc
ccctccacgt
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cctgetggac
cggcecaggac
cggggcgcag
gggaggggac
cttgctcagg
cgaacacccg
gctcaacttg
cgececgacatce
gecge

aagtaccaca
tegcaggagce
caccagacgc
ttcatgtecge
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaagcatg
atggagctcc

gcatcctcett
aggaaattca
tettcactga
agccggegtt
agcacgtgaa
ttggcgtcga
cagtcccaca
tcaggcagaa

cgagaatcct
cgteccaccgg
cectegtgegg
cgtcgtggat
gagcaacacg
cttcaacaag
cctagtgcetg
tggggtggac

<210> 22
<211> 504
<212> ADN

<213> Gymnodinium catenatum

<400> 22

gtcccgacgt
ggctgggggt
acgctgaacyg
cacatcgact
acagggtgtg
cecgegeggga
gactcccgeg
ttcggggatg
ccgagcaggg

<210> 23
<211> 447
<212> ADN

cctacgcecee
tcgteggege
tggtgggcag
cectetteac
gcgacggccg
aggcgctcge
tggegacgga
taggcaaacc
ccctecacgt

cctgctggac
cggccaggac
cagggegeag
gggaggggac
cttgctcagg
cgaacacccg
gctcaacttg
cgccgacate
gcge

<213> Gymnodinium catenatum

<400> 23

‘aagtaccaca

tcgcaggagce
caccagacge
ttcatgtcge
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaagcatg
atggagctcc

gcatcctctt
aggaaattca
tecttcactga
agceggegtt
agcacgtgaa
ttggegtega
cagtcccaca
tcaggcagaa

cgagaatcct
cgtccaccgg
cctegtgcgg
cgtegtggat
gagcaacacg
cttcaacaag
cctagtgetg
tggggtggac

cctggttggg
cggacgctga
cggcacatcg
gatacagggt
acgcegegeg
aaggactcce
ctgttcgggg
gaccegagea

ggttcgtcegy
acgtggtggg
actcectett
gtggcgacgg
ggaaggcgct
gegtggegac
atgttggcaa
gggccctcea

cgcecggecag
cagcggggceg
cacgggaggg
ccgettgete
cgccgaacac
ggagctcaac
geccegecgac
cgtgcge

gactcgecagg
cagcaccaga
gacttcatgt
aggcgcatcet
ccgctcacga
ttgagcaagc
atcatggagc

agcaggaaat
cgetetteac
cgcagcecgge
acgagcacgt
tggttggcegt
atgcagtccce
tcctcaggcea

ccacgtccac
tgacctegtg
gttcgtcgtg
gaagagcaac
cgacttcaac
acacctagtg
gaatggggtg

<210> 24
<211> 649
<212> ADN

<213> Alexandrium catenella

<400> 24

gttcctecte
gaagggcgcece
ctcgtcgatc
cgaagagcte
actcgtagac
cctecgggtat
catcatctac
tgcgcgcgag
cgtgttcaca
caacgcegee
cgaggggctc

<210> 25
<211> 576

ctgtacataa
accgtggtge
ccgecaggggg
gecgacttge
gactcgcatg
ggtggcggcg
gcegggcage
accgacgaga
gggccgatcet
gagggggacc
aaggcgceteg

acgeccacga
gcctgaagcea
ccgacatcac
cegecatatyg
gctgeggegt
gcgtcatcga
tgagcaaggc
atttcggcgt
gtactgeegg
ttcagcgcaa
ggtgcceccca

ctgegtgcag
caacgacacg
ctacgtgtge
tgettgtttg
tecttggecge
gtacttcggg
gttcaattcg
tctgaacttg
cctgtcgagt
geggettetyg
cacctaccac

65

acggccgceca
gaacagcccg
gacggegtgt
aggecgegeg
aaccccaact
ctggactacg
cceggceggat
gccaagaact
gcgaagacga
gceggctacce
gagttceccce

ggctctgcaa
agcacatgcet
actccacgga
gggccaagat
cggagcaacce
cggagaacaa
tcgtcagetg
cgaacacact
ccttecgacct
tcgaattectg
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<213> Alexandrium catenella

<400> 25

tggtgcgect
agggggccga
acttgceccce
cgcatggctg
gcggeggegt
ggcagctgag
acgagaattt
ccgatcectgta
ggggacctte
gcgetegggt

<210> 26
<211> 600
<212> ADN

gaagcacaac
catcacctac
catatgtgct
cggegttcett
catcgagtac
caaggcgttc
cggegttetg
ctgecgeect
agcgcaageg
geccecccacac

gacacggaac
gtgtgcegacg
tgtttgaggc
ggcegcaacc
ttcgggctgg
aattcgcecg
aacttggcca
gtcgagtacyg
gettetggeg
ctaccacgag

<213> Alexandrium catenella

<400> 26

agcccgagcea
gcgtgtacte
cgcgeggggce
ccaactcgga
actacgcgga
gcggattcegt
agaactcgaa
aagacaacct
gctacecetey
ttcece

catgctcteg
cacggacgaa
caagatactc
gcaaccccte
gaacaacatc
cagctgtgcg
cacactcgtg
tecgacctecaa
aattetgega

tcgatcecege
gagctcgecg
gtagacgact
gggtatggtg
atctacgccg
cgcgagaccg
tatcacaggg
cgcegecgag
ggggctcaag

ggttcctect
agaagggcgc
tetegtegat
acgaagagct
tactcgtaga
ccectegggta
acatcatcta
gtgcgcgcega
tegtgttcac
tcaacgccge

cctgtacata
caccgtggtyg
ccecgecagggyg
cgcegacttg
cgactcgecat
tggtggegge
cgecgggeag
gaccgacgag
agggccgate
cgagggggac

aacgcccacg
cgecctgaage
gcecgacatca
ccegecatat
ggctgcggeg
ggecgtcatcg
ctgagcaagg
aatttcggcg
tgtactgccg
cttcagecgca

actgcgtgca
acaacgacac
cctacgtgtg
gtgcttgttt
ttcttggceg
agtacttcgg
cgttcaattc
ttctgaactt
gectgtegag
agcggcettet

gacggccegee
ggaacagcec
cgacggcatyg
gaggccgcege
caaccccaac
gctggactac
gceccggcgga
ggccaagaac
tgcgaagacg
ggcggctace

aggctctgea
gagcacatgce
tactccacgg
ggggccaaga
tcggagcaac
gcggagaaca
ttcgtcagcect
tcgaacacac
accttcgacc
ctcgaattet

<210> 27
<211> 653
<212> ADN

<213> Alexandrium tamarense

<400> 27

ccagcctege
agacggccegce
cggagcagct
gecgacggegt
tgaggcegeg
gaaacccaga
ggctggacta
cgeceggegg

tggccaagaa
gtgcaaagac
tggcggcegac

<210> 28
<211> 639
<212> ADN

gggcgagagc
caggctctge
ggagegeatg
gtactccaca
cggggccaag
ctcggagcaa
cgecggagaac
attecgtegge

ctcgaacaca
gaccctggac
ccctcgagtt

gggttcctec
aagaagggcyg
ctctectecga
gacggagagc
atactcgtgg
ccecttegggt
aacatcatct
tgcgcgegeg

ctcgtgttca
ctcaacgccg

ctgcgagggy

<213> Alexandrium tamarense

<400> 28

tcctggacat
tcaccgtggt
tccegcaggg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggcgg
acgccgggca
agaccgacga

cagggccgat

ccgaggggga
ctcaaggcgce

66

aaacgcccac
gcgcctgaag
ggccgacatc
gcecgecata
tggctgegge
tggcgtegte
gctgagcaag
gaagttcggce

ctgtaccgee
ccttcagege
tcgggtgecce

gactgcegtge
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcettgtt
gttcttggcce
gagtacttcg
gcegttcaact
atcctgaact

ggcctgtcga
aggcggctce
cca
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ctggacataa
cegtggtgeg
cgcagggggc
ccgacttgcee
actcgcatgg
gtggeggtgg
ccgggcagcet
ccgacgttta
gggccgatct
gagggggacc
agggcgctcg

<210> 29
<211> 671
<212> ADN

acgcccacga
cctgaagcac
cgacatcacc
cgccatatgt
ctgeggegtt
cgtegtegag
gagcaaggcg
agttcggeat
gtaccgeccgg
ttcagcgcag
ggtgccececa
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ctgcgtgcag
aacgacacgg
tacgtgtgeg
gcttgtttga
cttggcegaa
tacttcggge
ttcaactecge
cctgaacttg
cctgtcgagt
gcggetecetg
cacctaccac

<213> Alexandrium tamarense

<400> 29

acggccgcca
agcagctgga
acggcgtgta
ggccgcegegyg
acccagactce
tggactacgce
ccggeggatt
gccaagaact
gcaaagacga
gcggcgaccce
ggcttcece

ggctctgcaa
gcgecatgcte
ctccacagac
ggccaagata
ggagcaaccc
ggagaacaac
cgteggetge
cgaacacact
cectggacct
tcgagttctg

gaagggtcaa
tcctegatcee
ggagagctcg
ctcgtggacg
ttcgggtatg
atcatctacg
gcgegegaga
cgtgttcaca
caacgccgce
cgaggggete

ccagcctcge
agacggccgce
cggagcagcet
gcgacggcgt
tgaggccgeg
gaaacccaaa
ggctggacta
cgceecggcgg

tggccaagaa

gtgcaaagac
tggcggcgac

acggcttece

gggcgagagce
caggctctge
ggagcgeatg
gtactccaca
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtcgge
ctagaacaca
gaccctggac
cctcgagtte
c

gggttcctee
aagaagggcg
ctctcetega
gacggagagc
atactcgtgg
cecectteaggt
aacatcatct
tgcgegegeg
ctcgtgttca
ctcaacgccg
tgcgagggge

tcctggacat
tcaccgtggt
teccegecaggg
tcgeccgactt
acgactcgea
atggtggcgg
acgccgggca
agaccgacga
cagggccgat

ccgaggggga
tcagggcgcet

<210> 30
<211> 624
<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 30

tcctectgga
gagtcaccgt
cgatceccgga
agctcgecga
tggacgactc
gatatggcgg
tctacgecqag
gcgagaccga
tcacagggcce
ttgccgaggg
gctcaaggcg

cataadacgcc
cgtgegectg
gggggccgac
cttgcecegec
gcacggttgce
cggcggegte
gcagctgage
cgagaagtte
gatctgtact
ggaccgtcag
ctcgggtgee

cacgactgcg
aagcacaacg
atcacctacg
atatgtgctt
ggcgttettg
gtcaagtact
aaggcgttca
ggcattctga
gceggectgt
cgcaagcggce
cceca

tgcagacggc
acacggagca
tgtgcgacgg
gtttgaggcc
gccgcaacce
tcgggetgga
attegceccgg
acttggccaa
cgagtgcgaa
ttcttgaggc

<210> 31
<211> 671
<212> ADN

<213> Gymnodinium catenatum

<400> 31

67

aaacgcccac
gcgectgaag
ggccgacatc
gceccgecata
tggctgcgge
tggcegtegte
gctgagcaag
gaagttcgge
ctgtaccgee
ccttecagege
cgggtgccce

agccaggctce
gctegagege
cgtctactce
gcgeggggcec
cgactcggag
ctacgecggag
cggattcgtg
gaactcgaac
gacgacccte
gaccctggaa

gactgcgtge
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttcttggce
gagtacttcg
gcgttcaact
atcctgaact
ggcctgtcga
aggcggctce
cacacctacc

tgcaagaagg
gtgctctegt
acggacggag
aagatactcg
caaccctteg
aacaacatca
ggctgecgeac
acgetegtgt
gacctcaact
tttgcgaggg

60
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300
360
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ggattcectte

tcttggacat

cggccctegt aggcgagaat aaatgcccac gattgtgtgce
agacagctgc caggctttge aagaaaggca ccaccaccgt acgettgaag cacaatgacg
cagagcagct cgagcgcgta cttgegtega tcccagaggg ggecgacatce acctacgtgt
gcgacggtgt gtactccacg gacggtgaag tcgctgactt geccgccata tgtgettgtt
tgaggccgeg cggggccaag atactcgttg acgactcgeca tggetgcgge gttcttggec

- gcaatcccga ctcggagcag cectacgggt atggeggegg cggegtcecgte aagtacttceg
ggctggatta tgcggagaac aacatcatct acgccgggca gttgagcaag gegttcaatt
cacccggegg attcgtcggt tgcgcacgtg agaccgacga gaaattcgge attctgaget
tggccaagaa ttcgaacacg ctecgtgttca cggggceccgat ttgtactgcee ggectatcga
gtgcgaagac aaccctcgac ctcaacgecg ccgaggggga ccttcagege aagceggettce
tggaggcgac cctcagattt tgtgagggge tcaaggcget cgggtgccce cacacttatce
atgggttcce ¢ : .

<210> 32

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 32

tgcagcgttg ctactcctac tacgtcecga cgtectacge cccactgetg gacaggtace

acagcatcat cttcgagaat ccegggtggg ggttcecgccgg cgccggcggg gactcgcagyg

agcaggaggt ccacgtccac aggacgctga acgtggtggg cagcggggceg cagcaccaga

cgctcttcac ggacctegtg cggctegtgg acteggtett cgcgggcggg gacttegegt

cgcagecgge gttcgtegtg gacacggggt geggcegacgg cegettgoete aggcgcatcet

acgagcacgt gaagagcaac acgecgegeg ggaaggcget cgccgagcac ccgctcacga

tggtcggcat cgacttcaac aaagactctc gggtggcgac ggagctcaac ctgagcaggce

acgeggtecee gecacctggtyg ctgttegggg acgtceggcaa geccgecgac atcatggage

tccacgggcg gaagggggtg gacccgagca ggtccctcca cgtgegetcece ttectagacce

acgacc )

<210> 33

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 33
tgcagcgatg ctactcctac tacgtcccga cgtcctacge cccactgetg gacaggtace
acagcatcat cttcgagaat cccgggtggg ggttcgccgg cgcecggeggg gactcgcagg
agcaggaggt ccacgtccac aggacgctga acgtggtggg cageggggeg cagcaccaga
cgctcttcac ggacctegtg cggetegtgg acteggtett cgegggeggg gacttcgegt
cgcageecgge gttegtegtg gacacggggt gcggcgacgg ccgettgcte aggcgcatct
acgagcacgt gaagagcaac acgccgcgceg ggaaggceget cgecgagecac ccgetcacga
tggtcggegt’ cgacttcaac aaggactcte gggtggcgac ggagctcaac ctgagcaggce
acgecggtcecee gecacctggtg ctgttecgggg acgteggeaa gecccgcecgac atcatggage
tectecgggeg gaagggggtyg gacccgageca ggtcecctcecca cgtgegetec ttectggace
acgacce '

<210> 34

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 34
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tgcagcgatg ctactcctac tacgtcccga cgtcctacge cccactgetg gacaggtacce
acagcatcat cttcgagaat cccgggtggg ggttcgecegg cgeccggeggg gactcgcagg
agcaggaggt ccacgtccac aggacgctga acgtggtggg cagecggggcg cagcaccaga
cgctetteac ggacctegtg cggetegtgg actcggtett cgecgggeggg gacttegegt
cgcagccgge gttegtegtg gacacggggt gcggcgacgg ccgcttgecte aggcgeatct
acgagcacgt gaagagcaac acgccgcgceg ggaaggcgct cgccgagcac ccgctcacga
tggtcggegt cgacttcaac aaggactctc gggtggcgac ggagctcaac ctgagcagge
acgcggtcee gecacctggtg ctgttegggg acgtcggcecaa geecgecgace atcatggage
ccctegggeg gaagggggtg gacccgageca ggtccectceca cgtgegetce ttectagacce
ccgacce '
<210> 35
<211> 546
<212> ADN
<213> Alexandrium minutum
<400> 35
tgcagcgectg ctactcctac tacgtecccga cgtectacge cecactgetg gacaggtécc
acagcatcat cttcgagaat cccgggtggg ggttcecgeegg cgccggcggg gactcgceagg
agcaggaggt ccacgtccac aggacgctga acgtggtggg cagcggggcg cagcaccaga
cgctettcac gggcctegtg cggetegtgg acteggtttt cgegggeggg gacttcgcegt
‘cgcagceggce gttcgtcgﬁg gacacggggt gcggcgacgg ccgettgecte aggegecatcet
acgagcacgt gaggagcaac acgccgcegeg ggaaggcegct cgccgagcac ccgcetcacga
tggtcggegt cgacttcaac aaggactctc gggtggcgac ggagctcaac ctgagctggce
acgecggtcee gcacctggtg ctgttcgggg acgtecggcaa geoccgecgac atcatggage
tectegggeg gaagggggtg gacccgagea ggtcecteca cgtgegetcee ttectggace
acgacc '
<210> 36
<211> 546
<212> ADN
<213> Alexandrium minutum
<400> 36
tgcagcgatg ctactcctac tacgtccecga cgtcectacge cccactgetg gacaggtacce
acagcatcat cttcgagaat ccegggtggg ggttegeegg cgecggeggg gactegcadg
agcaggaggt ccacgtccac aggacgctga acgtggtggg cagcggggceg cagcaccaga
cgetettcac ggacctegtg cggetegtgg acteggtett cgegggeggg gacttcgegt
cgcagccgge gttcgtegtg gacacggggt gecggcgacgg cegcttgcte aggegeatct
acgagcacgt gaagagcaac acgccgcgceg ggaaggcget cgeccgagcac ccgctcacga
tggtcggegt cgacttcaac aaggactcetce gggtggegac ggagctcaac ctgageaggce
acgcggtcce gcacctggtg ctgttecgggg acgteggcaa geccgeccgac atcatggagce
tcctecgggcg gaagggggtg gaccegagca ggtcccteca cgtgegetcee ttcctagace
acgacc ] :
<210> 37
<211> 545
<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 37
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gcagcgatgce
cagcatcate
gcaggaggtce
gctcettecacg
gcageceggceg
cgagcacgtg
ggccggegte
cgeggtcceg
cetegggegy
cgace

<210> 38
<211> 546
<212> ADN

tactcctact
ttcgagaatce
cacgtccaca
gacctcgtge
ttegtegtgg
aagagcaaca
gacttcaaca
cacctggtgce
aagggggtag

ES 2663 075 T3

acgtceccgac
ccgggtgggg
ggacgctgaa
ggctcgtgga
acacggggtg
cgccgegegg
aggactctcg
tgttegggga
acccgagcag

<213> Alexandrium minutum

<400> 38

tgcagcgatg
acagcatcat
agcaggaggt
cgetcttcac
cgcagcegge
acgagcacgt
tggtcggcgt
acgeggtceec

tectegggeyg
acgacc

<210> 39
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctcatg
gttegtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg

gaagggggtg

tacgtecccga
ccegggtggg
aggacgctga
cggctegtgg
gacacggggt
acgcecgegeg
aaggactctc
ctgttegggg

gacccgagca

<213> Alexandrium minutum

<400> 39

tgcagcgatg
acagcatcat
agcaggaggt
cgctcttcac
cgcagccgge
acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtccece

tectegggeg

acgacc

<210> 40
<211> 546
<212> ADN

ctattcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctegtg
gttcgtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtyg
gaagggggtg

tacgtcccga
ccegggtggg
aggacgctga
cggctegtgg
gacacggggt
acgccgegeg
gaggactctce
ctgttegggg
gacccgagea

<213> Alexandrium minutum

<400> 40

gtccecacgcece
gttcgeegge
cgtggtggge
ctcggtette
cggcgacgge
gaaggcgcte
ggtggcgacg
cgteggeaag
gtcectecace

cgtecctacge
ggttcgcegg
acgtggtggg
actcggtect
gcggcgacdg
ggaaggcget
gggtggcgac
acgtcggcaa

ggtcecteca

cgtcctacge
ggttegecegg
acgtggtggg
actcggtett
gcggegacgg
ggaaggcgct
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtccctceca
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ccactgctgg
gceggcgggg
agcggggcge
gcgggcgggg
cgcttgctea
gccgagcacce
gagctcaace
ceccgecgaca
gtgegetect

cccactgetg
cgceggeggyg
cageggggcyg
cgcgggcggy
cegettgete
cgccgagcac
ggagctcaac
gececgecgac

cgtgegetece

cccactgcetg
cgccggcggyg
cagcggggcyg
¢gcgggcggy
cegettgcete
cgcecgagcac
ggagctcaac
gecegecgac
cgtgcgectee

acaggtacca
actcgcagga
agcaccagac
acttegegte
ggcgcatcta
cgctcacgat

tgagcaggca

tcatggagct

tectggacea

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggecgcatct

ccgetcacga

ctgagcaggce
atcatggagce

ttcctggace

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttegegt
aggcgcatct
ccgctcacga
ctgagcaggce
atcatggagc
ttcectggace
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tgcagcgatg
acagcatcat
agcaggaggt
cgctettcac
cgcageegge
acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtcecec
tectegggeg
acgace

<210> 41
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctegtg
gttegtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaagggggtyg

ES 2663 075 T3

tacgtcecga
cccgggtggg
aggacgctga
cggctegtgg
gacacggggt
acgecgegeg
aaggactctce
ctgttcgggg
gacccgagea

<213> Alexandrium minutum

<400> 41
tgcagcgatg
acagcatcat
agcaggaggt
cgctcttcac
cgcagcegge
acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtece
tecctegggeg
acgacc

<210> 42
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtcecac
ggacctegtyg
gttcgtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaagggggtg

tacgtccecga
cccgggtggg
aggacgctga
cggetcgtgg
gacacggggt
acgccgcgeyg
aaggactctc
ctgttcgggg
gacccgagca

<213> Alexandrium minutum

<400> 42

tgcagcgatg
acagcatcat
agcaggaggt
cgctcttcac
cgcagecggce

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctegtg
gttegtegtg

tacgtcecga
ccegggtggg
aggacgctga
cggctcgtgg
gacacggggt

cgtecctacge
ggttegecgg
acgtggtggg
actcggtcett
gcggegacgg
ggaaggcgcet
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtccctceca

cgtectacge
ggttcgecgg
acgtggtggg
actcggtetet
gcggcgacgg
ggaaggcgct
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtcectcea

cgtectacge
ggttcgcegg
acgtggtggg
actcggtcett
geggcgacgyg

cccactgcetg
cgceggcegag
cagcggggcyg
€gcgggcegag
cegettgete
cgcecgageac
ggagcetcaac
geececgeegac
cgtgegctee

ceccactgcetg
cgcecggeggyg
cagcggggcyg

cgcgggceggy.

tegettgete
cgccgagcac
ggagctcaac
gccegeecgac
cgtgecgcetece

cccactgetg
cgceggeggyg
cagcggggcg
c€gcgggcggy
ccgettgete

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatct
ccgctcacga
ctgagcaggc
atcatggagce
ttcetggace

gacaggtacc
gactcgecagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatcet
ccgctcacga
ctgagcaggc
atcatggagc
ttcctagacce

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcgccaga
gacttecgegt
aggcgcatct

acgagcacgt gaagagcaac acgccgegceg ggaaggceget cgccgagcac
tggtcggegt cgacttcaac aaggactctce gggtggcgac ggagctcgac
acgcggteece gecacctggtg ctgttegggg acgtceggcaa gececgecegge
tecctegggeg gaagggggtg gacccgagca ggtcecteca cgtgcgetece
acgacc

<210>43

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 43

71

ccgctcacga
ctgagcaggce
atcatggagc
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300

360
420
480
540
546



10

15

20

25

ES 2663 075 T3

tgcagcgatg ctactcctac tacgtceccga cgtectacge cccactgetg gacaggtace
acagcatcat cttcgagaat cccgggtggg ggttegetgg cgceggeggg gactcegeagg
agcaggaggt ccacgtccac aggacgctga acgtggtggg cageggggeg cagcaccaga
cgctcttcac ggacctegtg cggcectegtgg acteggtcett cgegggeggg gacttcecgegt
cgcagccggc gttcegtegtg gacacggggt gecggcgacgg cegettgcecte aggegecatct
acgagcacgt gaagagcaac acgccegegced ggaaggegcet cgecgagcac ccgetcacga
tggtcggegt cgacttcaac aaggactctc gggtggcgac ggagctcaac ctgagcagge
acgcggtcce gcacctggtg ctgttcgggg acgtcggcaa gcccgecgac atcatggage .
tcctegggeg gaagggggtg gacccgagca ggtcecccteca cgtgcgectee ttectggace
acgacce .

<210> 44

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium catenella

<400> 44

tgcagcgectyg ctactcctac tacgtcccag tgtcgtacgc accactgatg gcccagatcet

caccgatcct ctttgatgat gecgggetggg ggttcactga cgecggggaca gactectteg

acgtggagga gcatgttgac agaatcttga atgtcgttgg cagtggtgeg caacaccgga

ccctetttaa ggatctgatg cgacacatca gtgeccgtgtt caagggcgag gcatttecct

cgcagccaaa ttttgttgtg gacactggct gtggcgacgg gagcectgcte atacacgtct

acgagcacat caaggagcac acgccccggyg ggaaagtgcect cgacgagttc cctcectgacga

tggtcggegt ggacctcaac gaggagcege gagtgacgac ggccgtgaat ctgagcaage

agggcgteccc gcacgtggtc atctccggeg acgtgggcaa geccgeggag atcatggecg

cgctgaagaa gaagaaggtg gacccatcga ggacgcecttca tgtccgctec ttectagacce

acgtee

<210> 45

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium catenella

<400> 45
tgcagcgatg ctactcctac tacgtcccga cctectacge cccactgetg gacaggtacce
accgcatcct cttcragaat ceceggcetggg ggttegecgg cgccggecgg gactcegeagg
arcaggaggt ccacgtccac cggacgctga acgtggtggg cagcggggeg cagcaccaga
cgetcttecac ggatctegtg cggetgattg actcggtett cgegggeggg gacttcgegg
cgcagccgge gttcgtegtg gacacggggt gcggcgacgg ccgcttgetce aggcgcatcet
acgagcacgt gaagagcaac acgccgcgcg ggaaggcgct cggcgagcac ccgctcacga
tggtcggegt cgacttcaac aaggactctce gggtggccac ggagctcaac ctgagcagge
acgcggtccc gcacctggtg ctgttegggg acgtcggcaa geccgecgac atcatggagce
tcetegggeg gaggggggtg gacccgagca ggtccctcca cgtgegctcee ttoctggace
acgacc :

<210> 46

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium catenella

<400> 46

tgcagegatg ctactcctac tacgtccega ccteoctacge cccactgetg gacaggtacce
acegeatect cttcecgagaat cccggetggg ggttcgcegg cgceggecgg gactcgeagy
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agcaggaggt
cgctcttcac
cgcagcecgge
atgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtcecce
tcectegggeg
acgacc

<210> 47
<211> 546
<212> ADN

ccacgtcecac
ggatctcgtg
gttcgtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaggggggtyg
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cggacgctga
cggctgattg
gacacggggt
acgcegegeg
aaggactcte
ctgttcgggg
gacccgagca

<213> Alexandrium catenella

<400> 47
tgcagcgatg
accgcatcect
agcaggaggt
cgetettecac
cgcagcegge
acgagcacgt
tggteggegt
acgceggtecce

~tecectegggcg
acgacc

<210> 48
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggatctegty
gttcgtegtyg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaggggggtyg

tacgtcccga
cceggetggg
cggacgctga
cggetgattg
gacacggggt
acgeccgegeg
aaggactctc
ctgttegggyg
gaccecgagcea

<213> Alexandrium catenella

<400> 48

acgtggtggg
actcggtctt
gcggcgacgg
ggaaggcgct
gggtggccac
acgtcggcaa
ggtcccteca

cctectacge
ggttcgcegg
acgtggtggyg
actcggtcett
gcggcgacgg
ggaaggcgct
gggtggccac
acgtcggcaa
ggtcccteca

cagcggggcyg
cgcgggcggy
ccgettgete
cggcgagcac
ggagctcaac
gccecgecegac
cgtgcgetece .

cccactgetg
cgceggeegg
cagceggggeyg
cgcgggcggyg
ccgettgete
cggcegageac
ggagctcaac
gccegeegac
cgtgegetee

cagcaccaga
gacttcgegg
aggcgcatct
ccgctcacga
ctgagcaggc
atcatggagc
ttectagacce

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgcgg
aggcgcatct
ccgctcacga
ctgagcaggc
atcatggage
ttectggacc

tgcagcgatg

~accgcatcet

agcaggaggt
cgctettcac
cgcageegge |
acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggteec
tecctegggeg
acgacc

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggatctcgtg
gttcgtcegtyg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaggggggty

tacgtcccga
cccggctggg
cggacgctga
cggctgattg
gacacagggt
acgcegegcey
aaggactctc

ctgttegggyg
gacccgagea

cctectacge
ggttcgecgg
acgtggtggg
actcggtett
gcggegacgg
ggaaggcgct
gggtggccac
acgtcggcaa
ggtcccteca

cccactgetg
cgecggecgy
cagcggggcg
cgcgggcggg
cegettgete
cggcgagcac
ggagctcaac
gccecgecgac
cgtgegetec

gacaggtagc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegg
aggcgcatct
ccgctcacga
ctgagcaggc
atcatggagc
ttcctagacc

<210> 49
<211> 546
<212> ADN

<213> Alexandrium tamarense

<400> 49

tgcagcgatg
acagcatcct
agcaggagat
cgctcttcac
cgcagcegge
acgagcacgt
tggtcggcat
acgcggtcce
tcctegggeg
acgacc

ctactcctac
cttcgataat
ccacgtccac
ggacctegtg
gctegtegtyg
gaagagcaac
agacttcaac
gcacctggtt
gaagggggtg

tacgtccega
cecggetggg
cggacgctga
cggctcattg
gacacggggt
acgcegegeg
aaggactctc
ctgttcgggy
gacccgagca

cgtcctacgce
ggttcgcegg
acgtggtggg
actcggtctt
gtggcgactg
ggaaggcgct
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtcccteeca
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cecegetgetg
tgccggeegg
cagcggggcyg
¢gcgggcggy
cegettgete
cgccgagceac
ggagctcaac
gcececgecgac
cgtgegetee

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatct

ccgctcacga -

ctgagcaggc
atcatggaga
ttcctggacce
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<210> 50
<211> 546
<212> ADN
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<213> Alexandrium tamarense

<400> 50
tgcagcgatg
acagcatcct
agcaggagat
cgetetteac
cgcagccggce
acgagcacgt
tggtcggcat
acgeggtcecce
tcectegggeyg
acgacce

<210> 51
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttegataat
ccacgtccac
agacctcgtg
gttcgtegtyg”
gaagagcaac
agacttcaac
gcacctggtt

gaagggggtg

tacgtcccga
cceggetggg
cggacgctga
cggctcattg
gacacggggt
acgccgegeg
aaggactctc

ctgttcgggg
gacccgagca

<213> Alexandrium tamarense

<400> 51
tgcagcgatg
cgccgatcet
acgtggagga
ccctectttaa
tgcagccaaa
atgaacatat
tggtcggegt
agggcgtecce
cgctgaagaa
acgacc

<210> 52
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
gtttgatgat
gcatgttgac
ggatctgatg
tttcgttgtg
caaacagcac
tgacctcaat
gcacgtggtce
gaagaaggtg

tacgtcccac
gcggactggg
agaatcttga
cgacacatca
gacactggct
acgcceeggy
gaggagccgce
atctcecggeg
gacccgtega

<213> Alexandrium tamarense

<400> 52

tgcagcgatg
acagcatect
agcaggaggt
cgctecttcac
cgcageccggce
acgagcacgt
tggtcggegt
acgecggtecec
cectegggeg

acgacc

<210> 53
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctcgtg
gttcatcgtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaatggggtg

<213> Alexandrium tamarense

<400> 53

tacgtccega
cceggetggg
cggacgctga
cggctcattg
gacacggggt
acgccgegeyg
aaggactctc
ctettegggy
gacccgagcea

cgtcctacge
ggttegeegg
acgtggtggg
actcggtctt
gtggcgactg
ggaaggcgct
gggtggegac
acgtcggcaa
ggtcccteca

tgtcgtacge
ggttcgegga
atgttgttgg
gtgcecgtgtt
gtggcgacgg
ggaaaatgct
gagtgacaac
acgtgggtag
ggacgcttca

74

cgtcctacge
ggttecgetgg
acgtggtggg
actcggtcett
gcggegacgg
ggaaggcgcet
gggtggcgac
acgtcggcga
ggtcccteca

ccecgetgetg
tgceggecgg
cagcggggceyg
cgcgggcggyg
ccgcttgetce
cgccgagcac
ggagctcaac
gcecegecgac
cgtgegetec

acctctgatg
cgcggggaca
cagtggtgcg
caagggcgag
gggcctgetce
cgatgagttce
agccgtgaat
gccecgeggag
cgtcegetece

cccactgcetg
tgccggecgg
cagcggggcg
cgcgggcggayg
ccgettgete
cgeccgagcac
ggagctcaac
gccegceegac
cgtgcgetec

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatct
ccgctcacga
ctgagcaggc
atcatggaga
ttcctagace

gcccagatct
gactcctteg
caacaccgga
gcatttgect
atgcatatct
cctetgacaa
ctgagcaagc
ataattgeccg

ttcectggace

gacaggtacc
gactcgecagg
cagcaccaga
gacttcgcat
aggcgcatct
ccgetcacga
ctgagcaggce
atcatggaga
ttectagace

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540

546

. 60
120
180
240
300
360
420
480
540
546
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tgcagcgatg
caccgatcct
acgtggagga
ccctatttaa
tgcagccaaa
atgaacacat
tggtcggegt
agggegtccece
cgctgaagaa
acgacc

<210> 54
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
gtttgatgat
gcatgttgac
ggatctgatg
ttttgttgtg
caagcagcac
tgacctcaat
gcacgtggtce
gaagaaggtg

ES 2663 075 T3

tacgtcecac
gcgggetggg
agaattttga
cgacacatca
gacactggct
acgcecceggg
gaggagccgce
atctccggcg
gacccgtega

<213> Alexandrium tamarense

<400> 54
tgcagcgatg
acagcatcct
agcaggaggt
cgctcttcac
cgcagecggce
acgagcacgt
tggtcggegt
acgeggtccee
ccctegggeg
acgacc

<210> 55
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtecac
ggacctegtyg
gttcatcgtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaatggggtg

tacgtccega
cccggetggyg
cgdacgctga
cggctcattg
gacacggggt
acgcegcgceg
aaggactctc
ctettcegggy
gacccgagca

<213> Alexandrium tamarense

<400> 55

tgcagcgatg
acagcatcct
agcaggaggt
cgetetteac
cgcagccggce
acgagcacgt
tggtcggegt
acgeggtcee
cectegggeg
acgacc

<210> 56
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtecac
ggacctcgtg
gttcatcgtg
gaatagcaac
cgacttcaac
gcacctggtyg
gaatggggtyg

tacgtcccga
cececggetggg
cggacgctga
cggeteattg
gacacggggt

acgcecgegeg”

aaggactctce
ctcttcgggg
gacccgagea

<213> Alexandrium tamarense

<400> 56
tgcagcgatg
acagcatcct
agcaggaggt
cgctettcac
cgcagccggce

' acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtecce
ccetegggeg
acgacce

tgtegtacgce
ggttcactga
atgttgttgg
gtgeccgtgtt
gtggcgacgg
ggaaagtgct
gagtgacaac
acgtgggtaa
ggacgcttca

cgtcctacge
ggttecgetgg
acgtggtggg
actcggtett
gcggcgacgyg
ggaaggcgct
ggatggcgge
acgtcggcaa
ggtccecteca

cgtcectacge
ggttcgetgg
acgtggtggg
acteggtett
gcggcegacgg
ggaaggcgct
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtccecteea

accactgatg
cgcggggaca
cagtggtgcg
caaggccgag
gagcctgetce
cgatgagtte
agccgtgaat
gcccgeggag
tgtcegetece

cccactgetg
tgcecggcegy
cagcggggcyg
cgcgggceggyg
ccgettgetce
cgcegagcac
ggagctcaac
gecegecgac
cgtgcgctcec

cccactgetg
tgccggecegg
cageggggcyg
€gcgggcggy
cegettgete
cgecgagceac
ggagctcaac
gceccgecgac
cgtgcgetcee

gcccagatct
gactcctttg
caacaccgga
gcatttgecet
atacatatct
cctctaacga
ctgagcaagc
ataatggccg
ttectagacc

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgcat
aggcgcatct
ccgctcacga
ctgagcaggc
atcatggaga
ttcctggace

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgeat
aggcgcatct
ccgetcacga

ctgagcaggc

atcatggaga
ttecctagace

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctcgtg
gttcatcgtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaatggggtg

tacgtcccga
cceggetggg

cggacgcetga -

cggctcattg
gacacggggt
tcgcegegeg
aaggactctc
ctecttegggyg
gacccgagcea

cgtectacge

ggttegetgg:

acgtggtggg
actcggtett
geggegacgg
ggaaggeget
gggtggcgge
acgtcggcaa
ggtcectecea

75

cccactgetg
tgccggecegg
cagcgggygcy
<gcgggcggyg
ccgettgete
cgecgageac
ggagctcaac
gccegecgac
cgtgcgetec

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgcat
aggcgcatct
cecgetecacga
ctgagcaggc
atcatggaga
ttcctggacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480

' 540

546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546
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<213> Alexandrium fundyense

<400> 60

76

<210> 57

<211> 549

<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 57

tgcagcgatg ctactcctac tacgtcccac tgtcgtacge accgectgatg geccagatct
cgccgatect gtttgatgat gegggetggg ggttcactga cgcggggaca gactcctteg
acgacgtgga ggagcatgtt gacagaatct tgaatgttgt tggcagtggt gcgcaacacc
ggaccctett taaggatatg atgcgacaca tcagtaccgt gttcaaggge gaggcatttg
cecttgcagee aagtttcget gtggacactg getgtggega cgggagectg ctcatacata
tctatgaaca tatcaaacag cacacacccc gggggaaagt gcttgatcag ttccectetga
cgatggtcgg cgttgacctc aatgaggatc cgcgagtgac aacagctgtg aatctgagca
agcagggcgt cccgcacgtg gtcatctetg gegatgtggg taagectgeg gagatacttg

ccgegetgaa gaagaagaag gtggacgegt cgaggacget tcatgtcege tccttectgg

accacgacé

<210> 58

<211> 487

<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 58

tgcagcgatg ctactcctac tacgtcccac tgtcgtacge accgetgatg gcccagatct

cgeecgatect gtttgatgat gegggctggg ggttcactga cgeggggaca gactcecttcg

acgacgtgga ggagcatgtt gacagaatct tgaatgttgt tggcagtggt gegcaacacc

ggaccctectt taaggatatg atgcgacaca tcagtaccgt gttcaagggce gaggcatttg

ccttgcagee aagtttcgtt gtggacactg getgtggcga cgggagectg ctcatacata

tctatgaaca tatcaaacag cacacacccc gggggaaagt gcttgatcag ttccctctga

cgatggtcgg cgttgaccte aatgaggatc cgcgagtgac aacagcetgtg aatctgagca

agcagggcgt cccgcacgtg gtcatctetg gocgatgtggg taagcctgeg gagatacttg

cecgeget

<210> 59

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 59
tgcagcgatg ctactcectac tacgteccga cgtectacge cccactgetg gacaggtacce
acagcatcct cttegagaat cceggetggg ggttegeegg tgccageegg gactcgcagg
agcaggagat ccacgtccac cggacgctga acgtggtggg cageggggcg cagcaccaga
cgctetteac ggacctegtg cggctcattg actcggtett cgecgggeggg gacttegegt
cgecagccgge gttegtegtg gacacggggt gecggcgacgg ccgecttgcete aggcgcatcet
acgagcacgt gaagagcaac acgccgcgeg ggaaggcoget cgecgageac ccgctcacga
tggtcggcgt cgacttcaac aaggactctc gggtggcgac ggagctcaac: ctgagcaggce
acgcggtcee gcacctggtg ctgttegggg acgteggcaa gecggecgac atcatggagce
teccteggacg gaggggggtg gacccgagea ggteoecteca cgtgegetee ttectagace
acgacc

<210> 60

<211> 545

<212> ADN

60
120
180
240
300
360
420
480
540

549

60
120
180
240

- 300

360
420

480

487

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546
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gcagcgcetge
cagtatcctce
gcaggagatc
gctctteacg
gcagceggeg
cgagcacgtg
ggtcggegte
cgcggteceg
ccteggacgg
cgacc

<210> 61
<211> 546
<212> ADN

tactcctact
ttcgagaatc
cacgtccace
gacctegtge
ttegtegtgg
aagagcaaca
gacttcaaca
cacctggtge
aggggggtygg
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acgtcccgac
ccggetgggg
ggacgctgaa
ggctcattga
acacggggtg
cgcecgegegg
aggactctcg
tgttcgggga
acccgagecag

<213> Alexandrium fundyense

<400> 61
tgcagcgatg
acagcatcct
agcaggagat
cgctcttcac
cgcagceggce
acgagcacgt
tggtcggegt

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctcgtg
gttcgtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac

tacgtcccga
cceggetggg
cggacgctga
cggctcattg
gacacggggt
acgecgegeg
aaggactctce

gtcctacgee
gttcgeeggt
cgtggtggge
cteggtette
cggcgacggce
gaaggecgcetce
ggtggcgacg
cgteggcaag
gtccctceccac

cgtectacge
ggttcgcegg
acgtggtggg
actcggtcectt
gcggcegacgg
ggaaggcgcet
gggtggcgac

ccaatgctgg
gccggecggg
agcggggcge
gcgggcgggg
cgettgetea
gcecgagcace
gagctcaacc
ccggcegaca
gtgcgetect

cccactgcetg
tgceggecegg
cagcggggceg
cgcgggcggy
cecgettgcete
cgcegageac
ggagctcaac

acaggtacca
actcgcagga
agcaccagac
acttcgegte
ggcgcatecta-
cgctcacgat
tgagcaggca
tcatggagct
tcctagacca

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatct
cegeteacga
ctgagcaggce

acgcggtcec gcacctggtg ctgttegggg acgteggecaa geccgecgac atcatggaga
tcectegggeg gaacggggtg gacccgagca ggtecctcca cgtgcegetec ttectggacce

acgace

<210> 62
<211> 546
<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 62

tgcagcgatg
" acagcatcct
agcaagagat
~egctettcac
cgcagcegge
acgagcacgt
tggtecggegt
acgceggteee
tcctegageg

acgacc

<210> 63
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctcgtg
gttecgtegtyg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaacggggtg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 63

tacgtcccga
cccggetagg
cggacgctga
cggctcattg
gacacggggt
acgeegedgeg
aaggactcte

ctgttegggg
gatccgagea

77

cgtectacge
ggttcgeegg
acgtggtggg
actcggtcectt
gcggcgacgg
ggaaggegcet
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtcecteeca

cccactgctg
tgccggecegg
cagcggggcyg
cgcgggcyggg
cegettgete
cgcegagtac
ggagctcaac
geeggecgac
cgtgegcetece

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatcect
cegeteacga
ctgagcagge
atcatggaga
ttcetggace

60
120
180
240
300
360
420
480
540
545

60
120
180
2490
300
360
420

480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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tgcagcgctg
acagcatcct
agcaggagat
cgctettcac
cgecagecggce
acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtcecce
tcetegggceg
acgacce

<210> 64
<211> 546
<212> ADN

ctactcctac
cttegagaat
ccacgtccac
ggacctegtg

‘gttegtegtg

gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaacggggtg
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tacgtceccga
cccggetggg
cggacgctga
cggctecattg
gacacggggt
acgcecgegeg
aaggactctc

ctgttcgggg
gacccgagea

<213> Alexandrium fundyense

<400> 64
tgcagcgatg
acagcatcct
agcaggagat
cgctcttcac
cgcagecegge
acgagcacgt
tggteggegt
acgeggtccc
tcectegggeg
acgacce

<210> 65
<211> 545
<212> ADN

ctactectac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctcgtg
gttcgtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaacggggtg

tacgtccega
ctcggctggg
cggacgctga
cggctcattg
gacacggggt
acgccgcgeg
aaggactcte
ctgttetggg
gacccgagca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 65

cgtcctacge
ggttcgcegg
acgtggtggg
actcggtcett
gcggegacgg
ggaaggcgct
gggtggcgac
acgtcggcaa

ggtceccteca

cgtcctacge
ggttegecgyg
acgtggtggg
actcggtcett
gcggegacgg
ggaaggcgct
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtcccteca

cccactgetg
tgccggeegg
cagcggggcyg
c€gcgggcggg
ccgettgete
cgccgagcac
ggagctcaac
gccggecgac
cgtgegctec

cccactgcetg
tgceggtegg
cagcggggceg
cgegggceggyg
ccgettgete
cgccgagceac
ggagctcaac
gccegeecgac
cgtgcgcetec

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgecgt
aggcgcatct
ccgatcacga
ctgagcaggc
atcatggaga
ttectagace

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcegeatcet
ccgetcacga
ctgagcaggce
atcatggaga
ttcctggacce

gcagcgatgc tactcctact acgtcccgac gtcctacgece ccactgctgg acaggtacca
- cagcatccte ttegagaatce ccggetgggg gttegecggt gecggeeggg actcgcagga
gcaggagatc cacgtccacc ggacgctgaa cgtggtgggce agcggggcge agcaccagac
gctettcacg gacctegtge ggctcattga ctecggtette gecgggegggg acttcgegte

gcagcecggceyg
cgagcacgtyg
ggtcggegte
cgeggteeceg
ccteggacgg
cgace

<210> 66
<211> 546
<212> ADN

ttcgtcgtgg
aagagcaaca
gacttcaaca
cacctggtgce
aggggggtgg

acacggggtg
cgeegegegg
aggactctcg
tgttcgggga
acccgagcag

<213> Alexandrium fundyense

<400> 66

cggcgacggce
gaaggcgcetce
ggtggcgacyg
cgtcggecaag
gtcecctecac

78

cgcttgctca
gccgagcace
gagctcaacc
ccegecgaca
gtgcgctect

ggcacatcta
cactcacgat
tgagcaggca
tcatggagcet
tcectggacca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240

300
360
420
480
540
545
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tgcagcgatg ctacttctac tacgtccega cgtcctacge cccactgetg gacaggtacce
acagcatcct cttcgagaat cceggetggg ggttcgeegg tgccggecgg gactcgcagg
agcaggagat ccacgtccac cggacgctga acgtggtggg cagcggggcg cagcaccaga
cgetetteac ggacectegtg cggetcattg acteggtett cgegggeggg gacttegegt
cgcagecgge gttegtcegtg gacacggggt gcggcgacgg ccgettgete aggegeatet
acgagcacgt gaagagcaac acgccgcgeg ggaaggeget cgccgagecac ccgcetcacga
tggtcggcgt cgacttcaac aaggaccctc gggtggegac ggagctcaac ctgagcaggce
acgcggtcce gcacctggtg ctgttcggag acgtcggcaa geccgecgac atcatggaga
tcectecggacg gagcggggtg gacccgagca ggtccctceca cgtgegctcee tteetggace
acgacc i

<210> 67

<211> 545

<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 67

tgcagcgatg ctactcctac tacgtcecga cgtectacge cccactgetg gacaggtacc
acagcatccect cttcgagaat cceggctggg ggttcgecgg tgceggcegg gactcgcagg
agcaggagat ccacgtccac cggacgctga acgtggtggg cagcggggcg cagcaccaga
cgetettcac ggacctegtg cggctcattg actecggtett cgegggeggg gacttegegt
cgcagcecgge gttecgtegtg gacacggggt gcocggegacgg ccgettgete aggcegceatct
acgagcacgt gaagagcaac acgccgegeg ggaaggeget cgecgagcac ccgctcacga
tggtcggegt cgacttcaac aaggactctc gggtggecgat ggagctcaac ctgagcagge
acgcggtceec gcacctggtg ctgttcgggg acgtcggcaa gecggecgac atcatggage
tccteggacyg gaggggggtyg gacccgagca ggtecctcecca cgtgcegctec ttcecagacca
cgace

<210> 68

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 68

tgcagcgatg ctactcctac tacgtccega cgtectacge cccactgetyg gacaggtace
acagcatcct cttcgagaat cccggctggg ggttcgcegg tgceggecgg gactegcagg
agcaggaggt ccacgtccac cggacgctga acgtggtggg cagcggggceg cagcaccaga
cgetettcac ggacctegtg cggctcattg actecggtett cgegggeggg gacttcgeat
cgcagccgge gttcatcgtg gacacggggt geggcgacgg cegecttgcte aggcgecatct
acgagcacgt gaagagcaac acgccgcegeg ggaaggceget caccgagcac ccgctcacga
tggtcggegt cgacttcaac aaggactctc gggtggcgac ggagcetcaac ctgagcaggce
acgecggtece gcacctggtg ctcecttecgggg acgteggcaa geccecgecgac atcatggaga
cecetegggeg gaatggggtg gacccgagca ggtcccteca cgtgegetce ttceotggacce
acgacc ] '

<210> 69

<211> 546

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 69

tgcagcgatg ctactectac tacgtcccga cgtcctacge cccactgetg gacaggcacce

79

' 60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
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545

60
120
180
240
300
360
420
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acagcatcat
agcaggaggt
cgctcttcac
cgcageceggce
acgagcacgt
tggtcggegt
acgeggtece
tcctegggeg
acgacc

<210> 70
<211> 546
<212> ADN

cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctcgtg
gttcgtegtyg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaagggggtg
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ccegggtggg
aggacgctga
cggctegtgg
gacacggggt
acgcegegeg
aaggactctc
ctgttcgggyg
gaccecgagca

<213> Alexandrium minutum

<400> 70
tgcagcgatg
acagcatcat
agcaggaggt
cgetetteac
cgcagccggce
acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtecce
tecctegggeg
acgacc

<210> 71
<211> 545
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtcecac
ggacctegtyg
gttegtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gaagggggtg

tacgtcccga
ccegagtyggyg
aggacgctga
cggetegtgg
gacacggggt
tcgeecgegeg
aaggactctc

ccgttcgggg
gacccgageca

<213> Alexandrium minutum

<400> 71
tgcagcgatg
acagcatcat
agcaggaggt
cgctcttcac
cgcagcecgge
acgagcacgt
tggtcggegt
cgeggteceg
cctecgggcegyg
cgacc

<210> 72
<211> 545
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctcgtg
gttegtegtg
gaagagcaac
cgacttcaac
cacctggtyge
aagggggtgg

tacgtccecga
cccgggtggg
aggacgctga
cggctecgtgg
gacacggggt
acgccgcgeg
aaggactcte
tgttegggga
acccgagcag

<213> Alexandrium minutum

<400> 72
tgcagcgatg
acagcatcat
agcaggaggt
cgctettcat
cgcagccggce
acgagcacgt
tggtcggegt
acgcggtecce
tectegggeg
cgacc

<210> 73

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtccac
ggacctecgtg
gttcgtcgtg
gaagagcaac
cgacttcaac
gcacctggtg
gagggggtgg

tacgtceccga
ccegggtggg
aggacgctga
cggctcgtgyg
gacacggggt
acgececgegeg
aaggactcte

ctgttegggg
acccgagcag

ggttcgcegg
acgcggtggyg
actcggtctt
gcggcgacgg
ggaaggcgcet
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtcectecea

cgtcctacge
ggttcgcegg
acgtggtggg
actcggtett
gcggegacgg
ggaaggcgcet
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtceccteca

cgtcetacge
ggttcgecegyg
gcgtggtggg
actcggtctt
gcggcgacgg
ggaaggcgcet
gggtgcgacg
cgteggcaag

gtcecteccac

cgtectacge
agttcgccgg
acgtggtggg
actcggtctt
gcggcgacgg
ggaaggcgct
gggtggcgac
acgtcggcaa
gtccctcecac

80

cgccggeggyg
cagcggggcg
©gcgggcggyg
cegettgete
cgccgagceac
ggagctcaac
gcecegecgac
cgtgegetcee

cccactgctg
cgccggeggyg
cagcggggcyg
€gcgggcagg
cecgettgete
cgccgagcac
ggagctcaac
geccecgeecgac
cgtgegetee

cccactgetg
cgccggeggyg
cagcggggcyg
cgcgggeggy
ccgettgete
cgecgageac
gagctcaacc
cecegecgaca
gtgcgcetecet

cccactgcetg
cgccggegdyg
cagcggggcg
€gcgggcagy
ccgecttgete
cgccgageac
ggagctcaac
gcccgecgac
gtgcgctect

gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgcgt
aggcgcatct
ccgetcacga
ctgagcaggc
atcatggagce
ttecctagace

gacaggtacce
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatct
ccgctcacga
ctgagcaggce
atcacggagc
ttecctggacce

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatct
ccgctcacga
tgagcaggca
tcatggaget
tcctggacca

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatct
cecgetcacga
ctgagcaggc
atcatggagc
tecctggacca

120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180
240
300
360
420
480
540
545

60
120
180
240
300
360
420
480
540
545
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<211> 546
<212> ADN

ES 2663 075 T3

<213> Alexandrium fundyense

<400> 73

tgcagcgetg
acagcatcct
agcaggagat
cgctcttcac
cgcagcceggt
acgagcacgt
tggtcggegt
acgecggtece

tcecttgggeg”

acgacc

<210>74
<400> 74
000

<210>75
<211> 670
<212> ADN

ctactcctac
cttcgagaat
ccacgtecac
ggacctcegtg
gttcgtegtg
gaagagcaat
cgacttcaac
gcacctggtg
gaaggggatg

tacgtecccga
cceggetggyg
cggacgctga
cggctcattg
gacacggggt
acgccgegeg
aaggactctc
ctgttegggg
gacccgagca

<213> Alexandrium minutum

<400> 75
cgagcctgge
agacggecegce
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggccgeg
gcaaccccga
ggctggacta
cgcececggeag
tggccaagaa
gtgcgaagac
ttcaggcgac
acgggttccece

<210> 76
<211> 670
<212> ADN

gggcgagagce
caggctetge
cgagegegtg
ctactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtgggce
ctcgaacatg
gaccctegac
cctegaattt

gggttcctce
aagaagggag
ctctegtega
gacggagagc
atactcgtgg
ccetteggat
aacatcatct
tgcgcacgeg
ctcgtgttca
ctcaactttg
tgcgagggge

<213> Alexandrium minutum

<400> 76

cgagcectggce
agacggcagc
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggccgceg
gcaaccccga
ggctggacta
cgccecggcegyg
tggccaagaa
gtgcgaagac
ttgaggcgac
acgggttccc

<210>77
<211> 670
<212> ADN

gggcgagagce
caggctcetgce
cgagegegtg
ctactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attecgtggge
ctcgaacacg
gacccgegac
cctggaattt

ttgttectece
aagaagggag
ctctegtega
gacggagagce
atactcgtgg
ccctteggat
aacatcatct
tgcgcacgeg
ctcgtgttca
ctcaactttg

tgcgaggggce

cgtectacge
ggttcgecegg
acgtggtggg
actcggtcett
gcggcgacgg
ggaaggcgct
gggtggcgac
acgtcggcaa
ggtcccteca

tectggacat
tcaccgtegt
tcceggaagg
tcgecgactt
acgactcgca
atggcggcgg
acgcegggea
agaccgacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcaaggcgcet

tcctggacat
tcaccgtegt
tececcggaggg
tcgecgactt
acgactcgea
atggcggegg
acgccgggea
agaccgacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcaaggcgcet

81

cccactgcetg
tgccggecgyg
cagcggggcyg
€gcgggcygayg
ccgettgcete
cgectageac
ggagctcaac
gcccgecgac
ggtgcgctce

caacgcceac
gcgectgaag
ggccgacatce
gccegecata
cggttgcgge
‘cggegtegtce
gctgagcaag
gaagttcggce
ctgtactgcce
ccgtcagege
cgggtgecec

aaacgcccac
gcgectgaag
ggccgacatc
gcccgecata
cggttgecgge
cggecgtegte
gctgagcaag
gaagttcgge
ctgtactgce
ccgtcagege
cgggtgccece

gacaggtacc
gactcgcagg
cagcaccaga
gacttcgegt
aggcgcatct
ccgectcatga
ctgagcaggc
atcatggaga
ttecctggace

gactgcgtgce

cacaacgaca
acctacgtgt
‘tgtgettatt
gttcttggec
aagtacttcg
gcgttcaatt
atcctgaact
ggcctgtcega

aagcggcette

cacacctacc

gactgecgtge
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttettggee
aagtacttcg
gcgttcaatt
attctgaact
ggcctgtcega
aagcggctte
cacacctacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
546

60
120
180

240

300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670



10

15

20

25

ES 2663 075 T3

<213> Alexandrium minutum

<400> 77

cgagcctgge gggcgagagc gggttcctcee tcecctggacat aaacgcccac gactgegtge
agacggcagc caggctctgc aagaagggag tcaccgtcgt gecgcecctgaag cacaacgaca
cggagcagct cgagegegtg ctcectegtega tceccggaggg ggccgacatc acctacgtgt

gcgacggegt
tgaggcegeg
gcaacccega
ggctggacta
cgcceggegy
tggccaagaa
gtgcgaagac
' ttgaggcgac
acgggttcce

<210>78
<211> 670
<212> ADN

ctactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attecgtggge
ctcgaacacg
gaccctcgac
cctggaattt

gacggagage
atactcgtgg
ccetteggat
aacatcatct
tgecgcacgey
ctcgtgttea
ctcractttg
tgcgagggge

<213> Alexandrium minutum

<400> 78

cgagcetggce
agacggcagce
cggagcagct
gcgacggcegt
tgaggccgeg
gcaaccecga
ggctggacta
cgceceggegg
tggccaagaa
gtgcgaagac
ttgaggcgac
acgggttecce

<210>79
<211> 670
<212> ADN

gggcgagage
caggctctge
cgagygcgtg
ctactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
c¢gcggagaac
attcgtggge
ctcgaacacyg
gaccctcgac
cetggaattt

gggttectee
aagaagggag
ctctecgtega
grcggagagc
atactcgtgg
ceccttcggat
aacatcatct
tgcgcacgceg
ctcgtgttca
ctcractttyg

tgcgaggggce

<213> Alexandrium minutum

<400> 79
cgagectgge
agacggyage
cggagcaget
gcgacggegt
tgaggcegeg
gcaaccccga
ggctggacta
cgceeggcegy
tggccaagaa
gtgcgaagac
ttgaggcgac
acgggttccc

<210> 80
<211> 627
<212> ADN

gggcgagagce
caggetctge
cgagygegtyg
ctactccacg
cggggccaag
ctcggagecaa
cgcggagaac
attcgtggge
ctcgaacacg
gaccctcgac
cctggaattt

gggttcctcee
aagaagggag
ctectecgtega
grecggagagce
atactcgtgg
ccetteggat
aacatcatct
tgcgcacgcg
ctcegtgttea
ctcaactttyg

tgcgaggggc

<213> Alexandrium minutum

tegecgactt
acgactcgca
atggcggegg
acgcecgggcea
agaccgacga
cagggcegat

ccgaggggga
tcaaggcgct

tcctggacat
tcaccgtegt
tcccggaggg
tcgecgactt
acgactcgca
atggcggcgg
acgccgggcea

cagggccgat

ccgaggggga
tcaaggcget

tectggacat
tcacecgtegt
tceeggaggg
tcgececgactt
acgactcgca
atggcggegg
acgccgggca
agaccgacga
cagggccegat
ccgaggggga
tcaaggcgcet

82

gctgagcaag
agaccgacga gaagttcgge
ctgtactgce
ccgtcagege
cgggtgccee

gcecgecata
cggttgegge
cggegtegte
gctgagcaag
gaagttegre
ctgtactgcee
ccgtcagege
cgggtgccece

aaacgcccac

gcgectgaag”

ggccgacatc
gccegecata
cggttgegge
cggcgtegte

aaacgcccac
gegectgaag
ggccgacatce
gcccgcecata
cggttgcgge
cggegtegte
gctgagcaag
gaagtteggc
ctgtactgee
cegteagegce
cgggtgcecece

tgtgettgtt
gttcttggece
aagtacttcg
gcgttcaatt
attctgaact
ggcctgtcga
aagcggcttc

¢crcacctacc .

gactgcgtge
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgettgtt
gttcttggece
aagtacttcg

gcgttcaatt
attctgaact
ggcctgtega
aagcggcttc
crcacctacc

gactgcgtge
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttcttggce
aagtacttcg
gcegttcaatt
attctgaact
ggcctgtcga
aagcggctte
cacacctacc

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670
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<400> 80

cgcccacgac tgcgtgcaga cggcageccag gctctgcaag aagggagtca ccgtegtgeg
cctgaagcac aacgacacgg agcagctcga gogegtgetc tcgtcgatcc cggaggggac
cgacatcacc tacgtgtgcg acggcgtcta ctccacggac ggagagcetcg ccgacttgece
cgccatatgt gecttgtttga ggecgegegg ggccaagata ctegtggacg actcgcacgg
ttgeggegtt cttggccgea. acccegacte ggagcaaccce ttcggatatg gocggceggegg
cgtegtcaag tactteggge tggactacge ggagaacaac atcatctacg ccgggcagcet
gagcaaggcg ttcaattcge ccggeggatt cgtgggctgce gcacgcgaga c¢cgacgagaa
gttcggcatt ctgaacttgg ccaagaactc gaacacgctc gtgttcacag ggccgatctg
tactgecgge ctgtegggtg cgaagacgac cctcgacctc aactttgecg agggggacceg
tcagcgcaag cggcttcttg aggegaccet ggaattttgc gaggggctca aggcgctegg
gtgcceccae acctaccacg ggttece

<210> 81

<211> 670

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 81

cgagcctgge gggegagage gggttecteeo tectggacat caacgcccac gactgcgtge
agacggccgc caggctctge aagaagggag tcaccgtegt gecgcctgaag cacaacgaca
cggagcagct cgagcgegtg ctcectcegtega tcccggaagg ggccgacatc acctacgtgt
gcgacggcegt ctactccacg gacggagagce tcgeccgactt gcecccgecata tgtgettgtt
tgaggccgeg cggggccaag atactcegtgg acgactcgca cggttgcgge gttcttggece
gcaaccccga ctcggagcaa ccectteggat atggeggegy cggegtegtc aagtacttceg
ggctggacta cgcggagaac aacatcatct acgcegggca getgagcaag gegttcaatt
cgeceeggegg attegtggge tgegcacgeg agaccgacga gaagttcgge atcctgaact

tggccaagaa ctcgaacacg ctegtgttca cagggecgat ctgtactgece ggcctgtega
gtgcgaagac gaccctcegac ctcaactttg ccgaggggga ccgtcagegce aageggettce
ttcaggcgac cctcgaattt tgecgagggge tcaaggcget cgggtgccce cacacctacc
acgggttcce

<210> 82

<211> 669

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 82
cgagcectgge gggcgagage gggttcectec tcctggacat caacgcccac gactgegtge
agacggccge caggctcectge aagaagggag tcaccgtegt gegectgaag cacaacgaca
cggageaget cgagegegtg ctetegtega teceggaagg ggecgacate acctacgtgt
gcgacggegt ctactccacg gacggagagc tcgccgactt gcccgccata tgtgettgtt

. tgaggccgceg cggggccaag atactcegtgg acgactcgca cggttgcegge gttettggcece
gcaacccega ctcggagcaa ccctteggat atggcggegg cggegtcgtc aagtactcegg
gctggactac gcggagaaca acatcatcta cgccgggecag ctgagcaagg cgttcaattce

- gceceggegga ttegtggget gegecacgega gaccgacgag aggttcggca ttctgaactt
ggccaagaac tcgaacacgc tcgtgttcac agggccgate tgtactgecg gectgtcegag
tgcgaagacg accctegacce tcaactttge cgagggggac. cgtcagegeca ageggettet
tgaggcgacc ctggaatttt gecgagggget caaggegetc gggtgceccce acacctacca
cgggttcece ‘

<210> 83

<211> 670

<212> ADN

ES 2663 075 T3

<213> Alexandrium minutum

<400> 83

83

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

627

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
669
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20

agcctttgtg
gacggccgee
ggagcagctce
gacggcgtgt
gaggccgcgt
cgaccecgac
gctgggetac
gceccggegga
ggccaagaac
tgcgaagacy
tggcgactac
acgggtteccc

<210> 84
<211> 671
<212> ADN

ggcgagagca
aggctctgca
gagcacatgce
actccacgga
ggggccaata
tcggagcaac
gcggagaaca
atcgtceggtt
tcgagcacac
accttcgacc
cctegaatte

ES 2663 075 T3

ggttcecceecg
agaagggcgce
tctegtegat
cggagagcte
tactcgtaga
ccctegggta
acatcagcta
gtgcgcgcga
tcgegetecac
tcaacgcegt
tgcgaggggc

<213> Alexandrium minutum

<400> 84

cgagcctggc
agacggcagc
cggagcagcect
cgacggcgtg
tgaggccgceg
gcgaccecga
ggctgggcta
cgeceggegy
tggccaagaa
gtgcgaagac
ctggcgacta
cacgggttcc

<210> 85
<211> 672
<212> ADN

gggcgagage
caggctctge
cgagcacatg
tactccacgg
tggggecaat
ctcggagcaa
cgcggagaac
aatcgtcggt
ctcgagcaca
gaccttegac
ccctegaatt
[o]

ttgttcectce
aagaagggag
ctctegtcega
acggagagct
atactcgtag
ccectegggt
aacatcagct
tgtgcgegeg
ctcgegetca
ctcaacgeeg
ctgcgagggg

<213> Alexandrium minutum

<400> 85

cgagcctttg
cagacggceqg
acggagcagc
gcgacggegt
gtgaggcege
cgcgactccg
gggctggget
tegeceggeyg
ttggccaaga
agtgcgaaga
gctggcgact
ccacgggtte

<210> 86
<211> 672
<212> ADN

tgggcgagag
ccaggctctg
tcgagcacat
gtactccacg
gtggggccaa
actcggagca
acgcggagaa
gaatcgtegg
actcgagcac
cgaccttcga
accctcgaat
cec

caggttccce
caagaagggc
gctectegteg
gacggagagce
tatactcgta
accecteggg
caacatcagce
ttgtgegege
actcgegete
cctcaacgcec
tctgcgaggg

<213> Alexandrium minutum

<400> 86

cctgtgcata
caccgtggtyg
cctgcagggyg
geccgacttge
cgactcgcat
tggtggcgge
cgcegggeag
gaccgacgag
agggecgatc
cgagggggac
tcaaggcgcet

tcectggacat
tcaccgtcegt
tcctgcaggg
cgccgacttg
acgactcgea
atggtggcgg
acgccgggca
agaccgacga
cagggccgat.
tcgaggggga
ctcaaggcgce

cgectgtgea
gccaccgtgg
atcctgcagg
tcgecgactt
gacgactcgce
tatggtggcyg
tacgeccgggce
gagaccgacg
acagggccga
gtcgaggggg
gctcaaggcg

84

aacgcctacg
cgcttgaage
ccgacatcac
ccgecatatg
ggctgcggcy
ggcgeccgteg
ctgagcaagg
.aatttcggcg
tgtactgtcyg
ttttecagcge
cgggtgceece

aaacgcccac
gcgcctgaag
gcecgacatca
ccegecatat
tggetgegge
cggegeegte
gctgagcaag
gaatttcggce
ctgtactgtc
cttttcageg
tegggtgece

taaacgccta
tgcgcttgaa
ggccgacate
gccegecata
atggctgegg
gcggegecgt
agctgagcaa
agaatttcgg
tctgtactgt
acttttcage
ctcgggtgee

attgcgcgca
acaacgacac
ctacgtgtge
tgttttgtgt
ttcttggecg
agtatttcgg
cgttcaatte
ctctgaactt
gcctgtcgag
aagcggctge
cacacctacc

gactgegtge
cacaacgaca
cctacgtgtg
gtgttttgtg
gttettggee
gagtatttcg
gcgttcaatt
gctctgaact
ggcctgtcega
caagcggcetg
ccacacctac

cgattgcgeg
gcacaacgac
acctacgtgt
tgtgttttgt
cgttettggce
cgagtatttc
ggcgttcaat
cgectetgaac
cggcctgteg
gcaagcgget
cccacaccta

60

©120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
671

" 60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
672
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cgagectttg

cagacggccg
acggagcagce
gcgacggegt
gtgaggecgc
cgecgacccecg
gggctgggcet
tcgeceecggeg
ttggccaaga
agtgcgaaga
gctggcgact
ccacgggttce

<210> 87
<211> 672
<212> ADN

tgggcgagag
ccaggctctg
tcgagcacat
gtactccacg
gtggggccaa
actcggagca
acgcggagaa
gaatcgtcgg
actcgagcac
cgaccttcga
accctcgaat
cc :

ES 2663 075 T3

caggttccece
caagaagggc
gctctegteg
gacggagagc
tatactcgta
accecctecggg
caacatcagc
ttgtgcgcege
actcgcgcte
cctcaacgce
tctgcgaggg

<213> Alexandrium minutum

<400> 87

cgagcctttg
cagacggccg
acggagcagc
gcgacggcgt
gtgaggccge
cgecgactceg
gggctgggcet

tcgeceeggeg
ttggccaaga
agtgcgaaga
gctggcegact
ccacgggttce

<210> 88
<211> 671
<212> ADN

tgggcgagag
¢caggetetg
tcgagcacat
gtactccacg
gtggggccaa
actcggagceca
acgcggagaa

gaatcgtegg
actcgagcac
cgaccttcga
accctecgaat
cec

caggttcece
caagaagggc
gctctegteg
gacggagagc
tatactegta
accectcggg
caacatcage

ttgtgcgege
actecgcegete
cctcaacgcc
tctgcgaggyg

<213> Alexandrium minutum

<400> 88

cgagcctgge
agacggcagc
cggagetget
gcgacggegt
tgaggccgcg
gcgaccecga
ggctgggeta
cgcecggegg
tggccaagaa
gtgcgaagac
ttggcgacta
cacgggttce

<210> 89
<211>714
<212> ADN

gggcgagagce
caggctctge
cgagcgegtg,
ctactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
aatcgtceggt
ctcgagcaca
gaccttcgac
ccctecgaatt
c

gggttcctcce
aagaagggag
ctectegtega
gacggagagce
atactcgtgg
ccectegggt
aacatcagct
tgtgcgcgeg
ctcgegetea
ctcaacgceg

ctgcgagggyg

<213> Alexandrium minutum

<400> 89

cgcetgtgea
gccacegtgg
atcctgecagg
tcgccgactt
gacgactcgc
tatggtggeg
tacgcecgggc
gagaccgacg
acagggccga
gtcgaggggg
gctcaaggcg

cgcctgtgeca
gccacegtgg
atcctgcagy
tcgecgactt
gacgactcgc
tatggtggcg
tacgecgggce

gagaccgacg
acagggccga

gtcgaggggg
gctcaaggeg

tcctggacat
tcacecgtegt
tcecggaggg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggegg

acgcecgggca

agaccgacga

cagggccgat

tcgaggggga
ctcaaggege

85

taaacgccta
tgcgcttgaa
ggccgacatc
gcccgecata
atggctgcgg
gcggegecgt
agctgagcaa
agaatttcgg
tctgtactgt
acttttcagc
ctcgggtgcec

taaacgccta
tgcgettgaa
ggcegacatc
gccegecata

.atggectgcgg

gcggegeegt
agctgagcaa

agaatttcgg
.tctgtactgt
acttttcagce
ctecgggtgece

aaacgcccac
gegectgaag
ggccgacatc
gccegecata
tggctgcggce
cggcgecgte
gctgagcaag
gaatttcggce
ctgtactgte
cttttcageg
tagggtgcce

cgattgcgceyg
gcacaacgac
acctacgtgt
tgtgttttgt
cgttcttgge
cgagtatttc
ggegttcaat
cgctctgaac
cggcctgteg
gcaagcggcet
cccacaccta

cgattgcgcg
gcacaacgac
acctacgtgt
tgtgttttgt
cgttettgge
cgagtattte
ggcgttcaat

cgctctgaac
cggceetgteg
gcaagcggcet
cccacaccta

gactgcgtge
cacaacgaca
acctacgegt
tgtgcttgtt
gttcttggcce
gagtatttcg
gcgttcaatt
gctctgaact
ggcectgtcga
caagcggcectg
ccacacctac

60
120
180
240
300
360
420
480 .

‘540

600
660
672

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
672

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

' 660

671
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15

20

tgctcaacat
taaacgccca
tgcgectgaa

gggcegacat

tgccegececat
acggttgegy
gcggegtcegt
agctgagcaa
agaagttcgg
tctgtactge
accgtcagceg
tcgggtgece

<210> 90
<211>714
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgcgtg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgctegt
cgttettgge
ctagtacttc
ggcgttcaat
cattctgaac
cggcctgteg
caagcggcett
ccacacctac

ES 2663 075 T3

ccgagectgg
cagacggcag
acggagcagce
tgcgacggeg
ttggggccge
cgecaaccecey
gggctggact
tcgeccggeyg
ttggccaaga
agtgcgaaga
cttgaggcga
cacgggttece

<213> Alexandrium minutum

<400> 90

tgctcaacat
taaacgccca
tgcgectgaa
gggccgacat
tgcecgecat
acggttgcgg
gcggegtegt
agctgagcaa
agaagttegg
tctgtactgce
accgtcageg
tegggtgece

<210> 91
<211>714
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgegtyg
gcacaacgac
cacctacgtg

ratgtgctegt

cgttettgge
ctagtactte
ggcgttcaat
cattctgaac
cggcctgtceg
caagcggcett
ccacacctac

ccgagcetgg
cagacggcag
acggagcage
tgcgacggeyg
ttggggccge
cgcaaccceyg
gggctggact
tcgeececggeg
ttggccaaga
agtgcgaaga
cttgaggcga
cacgggttec

<213> Alexandrium minutum

<400> 91

tgctcaacat
taaacgccca
tgcgectgaa
gggccgacat
tgcecegecat
acggttgcgg
gcggcatcgt
agctgagcaa
agaagttcgg
tctgtactgce
accgtcageg
tcgggtgecce

<210> 92
<211>713
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgegtg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgcttgt
cgttecttgge
caagtacttc
ggcgttcaat
cattctgaac
cggcctgteg
caageggcett
ccacacctac

ccgagectgg
cagacggcag
acggagcagce
tgcgacggceg
ttgaggccge
cgcaaccceg
gggctggact
tcgceccggeg
ctggccaaga
agtgcgaaga
cttgaggcga
cacgggttcce

<213> Alexandrium minutum

<400> 92

cgggcgagag
ccaggctcetg
tcgagecgegt
tctactcecac
gcggggcecga
actcggagca
acgcggagaa
gattcgtggg
actcgaacac
cgaccctega
ccectggaatt
ccatcgtcaa

cgggcgagag
ccaggctetg
tecgagegegt
tctactccac
gcggggcecga
actcggagca
acgcggagaa
gattcgtggg
actcgaacac
cgaccctcga
cectggaatt
ccatcgtcaa

cgggcgagag
ccaggctcetg
tcgagcgegt
tctactcecac
gcggggccaa
actcggagca
acgcggagaa
gattcgtggg
actcgaacac
cgaccctcga
cecctggaatt
ccatcgtcaa

86

cttgttcctce
caagaagggda
gctctegteg
ggacggagag
gatactcgtg
acccttcgga
caacatcatc
ctgcgcacge
gctegtgttce
cctcaacttt
ttgcgagggg
catctactgg

cttgttccte
caagaaggga
getcetegteg
ggacggagag
gatactcgtg
acccttegga
caacatcatce
ctgcgcacgce
gctegtgtte
cctcaacttt
ttgecgagggg
catctactgg

cgggttecte
caagaaggga
gctctegteg
ggacggagag
gatactcgtg
accettegga
caacatcatc
ctgecgecacge
gctegtgtte
cctcaacttt
ttgcgagggg
catctactgg

ctcectggaca
gtcaccgteg
atcccggagy
ctegecgact
gacgactcgce
tatggcggeg
tacgeceggge

gagaccgacy .

acagggccga
gccgaggggg
ctcaaggcgce
acce

ctcctggaca
gtcaccgteg
ateceggagy
ctegeegact
gacgactcgce
tatggcggceg
tacgecgggce
gagaccgacyg
acagggccga
gcegaggggg
ctcaaggcge
acce

ctcetggaca
gtcaccgtcg
atcccggagg
ctcgecgact
gacgactcgce
tatggcggcg
tacgccgggce
gagaccgacyg
acagggccga
gccgaggggg
ctcaaggcge
accc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714
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25

tgctcaacat
taaacgccca
gcgcectgaag
ggccgacatce
gccegecata
cggttgegge
cggegtegte
gctgagcaag
gaagttcggce
ctgtactgcec
ccgtcagegce
cgggtgcccce

<210> 93
<211> 713
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgegtg
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttcttggcec
aagtacttcg
gcgttcaatt
attctgaact
ggcctgtega
aagcggcette
cacacctacc

ES 2663 075 T3

ccgagectgg
cagacggcag
cggagcagct
gcgacggegt
tggggccgeg
gcaaccecega
ggctggacta
cgcccggegg
tggccaagaa
gtgcgaagac
ttgaggcgac
acgggttccc

<213> Alexandrium minutum

<400> 93

tgctcaacat
tcaacgccca
tgegectgaa
ggccgacatc
gccegcecata
cggttgegge
cggegtegte
gctgagcaag
gaagttcggc
ctgtactgcce
cegtcagege
cgggtgcece

<210> 94
<211> 670
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgcgtg
gcacaacgac
dgcctacgtgt
tgtgettgtt
gttcttggee
aagtactteg
gcgttcaatt
atcctgaact
ggcctgtega
aagcggcttce
cacacctacc

ccgagecetgg
cagacggcca
acggagcagc
gcgacggegt
tgaggccgeg
gcaaccccga
ggctggacta
cgcececggegg
tggccaagaa
gtgcgaagac
ttcaggcgac
acgggttccc

<213> Alexandrium catenella

<400> 94

cgagcctegt
agatggcege
cggaacagcc

gcgacggegt
tgaggccgeg
gcaaccccaa
ggctggacta
cgcceggegyg
tggccaagaa
gtgcgaagac
tggcggcetac
acgagttcce

<210> 95
<211> 670
<212> ADN

gggcgagagc
caggctctge
cgagcacatg
gtactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtcage
ctcgaacaca
gaccttcgac
cctcgaattce

gggttcectece
aagaagggcg
ctctegtcaa
gacgaagagc
atactcgtag
ccectegggt
aacatcatct
tgtgcgcgeg
ctcgtgetea
ctcaacgccg
tgcgagggge

<213> Alexandrium tamarense

<400> 95

cgggcgagag
ccaggctetg
cgagcgegtg
ctactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtggge
ctcgaacacyg
gaccctecgac
cctggaattt
catcgtcaac

cgagcgagac
ccaggctcetg
tcgagegegt
ctactccacyg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtgggce
ctegaacacg
gaccctecgac
cctecgaattt
catcgtcaac

tcectgtacat
ccacegtggt
tccegecaggg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggcgg
acgcegggca
agaccgacga
cagggccgat

ccgaggggga
tcaaggcgcet

87

cttgttectce
caagaaggag
ctctegtega
gacggagagc
atactcgtgg
ccectteggat
aacatcatct
tgcgcacgeg
ctcgtgtteca
ctcaactttg
tgcgaggggce
atctactgga

cgggtteccte
caagaaggga
getctegteg
gacggagagc
atactcgtgg
cccttecggat
aacatcatct
tgcgcacgacg
ctegtgttca
ctcaactttg
tgcgaggggce
atctactgga

aaacgcecac
gcgectgaag
ggccgacatce

gcccgccata
tggctgcgge
cggegtcatce
gctgagcaag
gaatttcggce
ctgtactgcc
cctteagege
cgggtgeccec

ctcctggaca
tcaccgtegt
tececggaggg
tcgeegactt
acgactcgca
atggcggegg
acgccgggea
agaccgacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcaaggcgcet
ccec

ctcectggaca
gtcaccgteg
atcceggagg
tcgcecgactt
acgactcgca
atggcggcgg
acgcecgggca
agaccgacga
ccgggecgat
ccgaggggga
tcaaggcgcet
cce

gactgcgtgce
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttcttggcce
gagtacttcg
gcgttcaatt
gttctgcact
agcctgtcga
aagcggcttce
cacacctacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660 °
713

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
713

60
120
180

240
300

360

420
480
540
600
660
670
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cgagcctcgt
agacggcegce
cggagcagct
gcgacggecgt
tgaggccgeg
gcaacceccega
ggctggatta
cgcceeggegg
tggccaagaa
gtgcaatgac
tggcggegac
acgggctece

<210> 96
<211> 670
<212> ADN

gggcgagagce
caggctcetgce
cgagcacatg
gtactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtegge
ctcgaacaca
gaccctcgac
cctcgaattce

ES 2663 075 T3

gggttccteg
aagaagggcyg
ctctegtega
gacggagagc
atactegtag
cceetegggt
aacgacatct
tgtgcgegeg
ctcgtgttca
ctcaacgcceg
tgcgaggggc

<213> Alexandrium tamarense

<400> 96

cgagectegt
agacggecge
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggccgceg
gcaaccctga
ggctggatta
cgecceggegyg
tggccaagaa
gtgcaatgac
tggcggegac
acgggctecc

<210> 97
<211> 670
<212> ADN

gggcgagagc
caggctctgce
cgagcacatg
gtactccacg
cggggccaag
ctcdggagcaa
cgcggagaac
attegtecgge
ctcgaacaca
gaccctegac
cetegaatte

gggttccteg
aagaagggcg
ctctcgtega
gacggagagc
atactcgtag
cceetegggt
aacgacatct
tgtgegegeg
ctcgtgttca
ctcaacgceg
tgcgagggge

<213> Alexandrium tamarense

<400> 97

ccagcctege
agacggccge
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggccgceg
gaaacccaga
ggctggacta
tgcceggegg
tggccaagaa
gtgcaaagac

tggcggegac
acggcttcece

<210> 98
<211>713
<212> ADN

gggcgagagce
caggctctge
ggagcgcatg
atactccaca
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtcgge
ctcgaacaca
gaccctggac

cctcgagt:c

gggttcctece
aagaatggcg
ctctectega
gacggagagc
atactegtgg
cccttegggt
aacatcatct
tgcgegegeg
ctecgtgttea
ctcaacgccyg

tgcgaggggc

<213> Alexandrium tamarense

<400> 98

tecctecgacat
ccaccgtggt
tccecgecaggg
tecgecgactt
acgactcgca
gtggtggtgg
acgccgggca
agacagacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcaaggcgcet

tcectegacat
ccaccgtggt
tcecegecaggg
tegecgactt
acgactcgca
gtggtggtgg
acgccgggea
agacagacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcaaggeget

tcectggacat
tcaccgtggt
tcececgecaggyg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggcgg
acgccgggea
agaccgacga
cagggccgat
ccgaggggga

tcagggeget

88

aaacacccac
gcgectgaag
ggccgacatc
gcecgeccata
tggctgegge
cggegtegte
gctgagcaag
gaagtgcggc
ctgtactgcee
cctteagege
cgggtgecccc

aaacacccac
gcgectgaag

ggccgacatc’

gceccgecata
tggctgcgge
cggegtegtce
gctgagcaag
gaagtgcggc
ctgtactgcc
ccttcagege
cgggtgceccce

aaacgcccac
gcgecctgaag
ggccgacatc
gcccgecata
tggctgegge
tggcgtegtce
gctgagcaag
gaagttcggce
ctgtaccgec
ccttecagcege

cgggtgeecce

gactgcgtgc
cacaacgaca
acctacgtgt

tgtgettgtt
gttcttggece

gagtacttcg
gcattcaatt
attctgagct

ggcctgtega

aagecggcettc
cacacctacc

gactgcgtgce
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgettgtt
gttcttggcece
gagtacttcg
gcgttcaatt
attctgagct
ggcectgtega
aagcggette
cacacctacc

ggctgcegtge
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttcttggce
gagtacttcg
gcgttcaact
atcctgaact
ggcctgtega
aggcggctcc

cacacctacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
670
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tgctcaacat
taaacgccca
tgcgectgaa
gggccgacat
tgcccgecat
atggctgcgg
gtgegtegte
gctgagcaag
gaagttcgge
ctgtaccgce
ccttcagege
cgggtgcecece

<210> 99
<211>713
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgcgtg
gcacaacgac
cacccacgtg
atgtgcttgt
cgttecttgge
gagtacttecg
gcgttcaact

‘atcctgaact

ggectgtega
aggcggctec
cacacctace

ES 2663 075 T3

cccagecteg
cagacggccyg
acggagcagce
tgcgacggeg
ttgaggccge

cgaaacccag

ggetggacta
cgeececggegg
tggccaagaa
gtgcaaagac
tggcggegac
acggcttcee

<213> Alexandrium tamarense

<400> 99

tgctcaacat
taaacgcecca
gcgectgaag

ggecgacatc

gcccgecata
tggcetgcgge
tggegtcgte
gctgagcaag
gaagttcgge
ctgtaccgece
ccttcagcge
cgggtgccce

<210> 100
<211>713
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgegtyg
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgettgtt
gttcttggcce
gagtacttcecg
gegttcaact
atcctgaact
ggcctgtcga
aggcggctcece
cacacctacc

cccagecteg
cagacggcecyg
cggagcagcet
gcgacggcgt
tgaggccgeg
gaaacccaga
ggctggacta
cgcccggegg
tggccaagaa
gtgcaaagac
tggcggcgac
acggcttecee

<213> Alexandrium tamarense

<400> 100
tgctcaacat
taaacgccca
gcgectgaag
-ggccgacatc
gccegecata

" tggctgcggce
tggegtegte
gctgagcaag
gaagttcggce
ctgtaccgec
ccttcagege
cgggtgccecec

<210> 101
<211>714
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgcgtg
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttettggece
gagtacttceg
gcgttcaact
atcctgaact

ggcctgtega

aggcggctec
cacacctacc

cccagecteg
cagacggceg
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggcecgeg
gaaacccaga
ggctggacta
cgceeggcgg
tggccaagaa
gtgcaaagac
tggcggegac
acggcttcee

<213> Alexandrium tamarense

<400> 101

cgggcgagag
ccaggctetg
tggagcgeat
tgtactccac
gcgggaccaa

‘actcggagca

cgcggagaac
attcgtcgge
ctcgaacacg
gaccctggac
cctegagttce
catcgtcaac

cgggcgggag
ccaggctctg
ggagcgcatg
gtactccaca
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtcgge
ctcgaacaca
gaccctggac
cctecgagtte
catcgtcaac

cgggcgggag
ccaggctctg
ggagcgcatg
gtactccaca

cgggttecte
caagaagggc
gctctecteg
agacggaggyg
gatactcgtg
acccetteggg
aacatcatct
tgcgegegeg
ctcgtgtteca
ctcaacgcceg
tgcgaggggc
atctactgga

cgggttecte
caagaagggc
ctctcectcga
gacggagagce
atactcegtgg
cccttegggt
aacatcatct
tgcgegegeg
ctegtgttca
ctcaacgceg
tgcgagggge
atctactgga

cgggtteete
caagaagggc
ctctectega

gacggagagc

cggggccaag atactegtgg

ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtegge

cccttegggt
aacatcatct
tgcgegegeg

ctcgaacaca ctcgtgttceca

gaccctggac
cctecgagtte
catcgtcaac

89

ctcaacgccg

tgcgaggggce
atctactgga

ctcctggaca
gtcaccgtgg
atcccgeagg
ctcgecgact
gacgactcgc
tatggtggcg
acgecgggea
agaccgacga

cagggccgat |

ccgaggggga
tcagggcgct
cce

ctecctggaca
gtcaccgtgt
tcececgecaggg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggtgg
acgccgggea
agaccgacga
cagggcegat
ccgaggggga
tcagggcgcet
cee

ctectggaca
gtcacegtgt
tcecegecaggyg

tcgeccgactt

acgactcgca
atggtggtgg
acgcecgggca
agaccgacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcagggeget
cece

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
713

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
713

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
713
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20

tgctcaacat
taaacgccca
tgcgcctgaa
gggecgacat
tgccegecat
atggctgegg
gtggcgtegt
agctgagcaa
agaagttcgg
tctgtaccge
accttcagcg
tcgggtgece

<210> 102
<211> 667
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgegtg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgattgt
cgttettgge
cgagtactte
ggcgttcaac
catcctgaac
cggectgteg
caggcggcte
ccacacctac

ES 2663 075 T3

ccecagceeecg
cagacggceg
acggagcagc
tgcgacggeg
ttgaggcecgce
cgaaacccag
gggctggact
tecgeceeggeg
ttggccaaga
agtgcaaaga
ctggcggcga
cacggcttece

<213> Alexandrium fundyense

<400> 102
cgagcctegt
agacggccege
cggaacagcece
gcgacgtact
cegegegggyg
cccaactcgg
gactacgegg
ggcggattcg
ccaagaactc
cgaagacgac
cggctaccct
ggttccce

<210> 103
<211> 670
<212> ADN

gggcgagagce
caggcetetge
cgagcacatg
ccacggacga
ccaagatact
agcaacccct
agaacaccat
tcagctgtge
gaacacactc
cttegaccte
cgaattctgce

gggttectee
aagaagggcg
ctctegtega
agagctcgece
cgtagacgac
cgggtatggt
catatacgcec
gegegegaga
gtgttcacag
aacgccgecg
gaggggctca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 103

cgagcctegt
agacggccge
cggaacagcec
gcgacggegt
tgaggccgeg
gcaaccccaa
ggctggacta
cgececcggegyg
tggccaagaa
gtgcgaagac
tggcggcetac
acgggttcce

<210> 104
<211> 670
<212> ADN

gggcgagage
caggctctge
cgagcacatg
gtactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtcage
ctcgaacaca
gaccttcgac
cctegaatte

gggttcctec
aagaagggtg
ctectcgtega
gacgaagagc
atactcgtag
cceecgegggt
aacatcatct
tgtgcgegeg
ctegtgttea
ctctacgeey
tgcgaggggce

<213> Alexandrium fundyense

<400> 104

cgggcgagag
ccaggctctg
tggagcgcat
tgtactccac
gcggggcecaa
actcggagca
acgcggagaa
gattcgtcgg
actcgaacac
cgaccctgga
ccctegagtt
ccatcgtcaa

tecctgtacat
ccaccgtagt
tceegecaggg
gacttgcceg
tegcatgget
ggcggeggeg
gggcagctga
ccgacgagaa
ggccgatctg

-agggggacct

aggcgctegg

tcctgtacat
ccaccgtggt
tccegecaggyg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggtgg
atgcecgggea
agaccgacga
cagggccgat
ccgagggggy
tcaaggcegcet

90

cgggttccte
caagaagggc
gctetecteg
agacggagag
gatactcgtg
acccttcggg
caacatcatc
ctgcgegege
actcgtgtte
cctcaacgcc
ctgcgagggg’
catctactgg

aaacgcccac
gcgectgaag
ggcecgacate
ccatatgtge
gceggegttet
tcatcgagta
gcaaggegtt
tttcggegtt
tactgcecgge
tcagecgcaag
gtgcceccac

aaacgcccac
gcgectgaag
ggccgacate
gcccgecata
tggttgegge
cggcegtcatg
gctgagcaag
gaattgcgge
ctgtattgec
cectteagege
cgggtgecee

ctectggaca .
gtcaccgtgg -

atccegcagg
ctcgccgact
gacgactcgce
tatggtggeg
tacgccgggc
gagaccgacg
acagggccga

gccgaggggg

ctcagggcgc
accc

gtectgegtge
cacaacgaca
acctacgtgt
ttgtttgagg
tggccgeaac
cttcgggetg
caattcgcce
atgaacttgg
ctgtcgagtg
cggcttctgg
acctaccacg

gactgecgtgce
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtg
gttcttggcce
gagtacttcg
gcgttcaatt
gttctgaact
ggcctgtega
aagcggettce
cacacctacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
€67

60
120
180
240
300
360
420

480

540
600
660
670



10
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cgagcctegt
agacggcecgce
cggagcagcet
gcgacggegt
tgaggccgcyg
gcaacccega

ggctggacta
cgceceggcegyg
tggccaagaa
gtgcgatgac
tggcggegac
acgggttcece

<210> 105
<211> 667
<212> ADN

gggcgagagc
caggetctge
cgagcacatg
gtactccacg
c¢ggggccaag
ctcggagcaa

cgcggagaac
attcgtegge
ctcaaacaca
gaccctegac
cctecgaatte

ES 2663 075 T3

gggttcctec
aagaagggcg
ctectegtega
gacggagagc
atactcgtag
ccettegggt

aacatcatct
tgtgegcgeg
ctegtgttca
ctcaacgceg
tgegaggggce

<213> Alexandrium fundyense

<400> 105

cgagcctcegt
agacggccgce
cggaacagcce
‘gcgacggegt
tgaggccgeg
gcacccccga
tggactacgc
ccggcggatt
ccaagaactc
cgaagacgac
cggctacect
ggttcee

<210> 106
<211> 670
<212> ADN

gggcgagagce
caggctctgce
cgagcacata
gtactccacg
tggggccaag
ctcggagcaa
ggagaacaac
cgteggetgt
gaccacactc
cttcgaccte
cgaattctgce

gggttecctee
aagaagggag
ctctegtega
gacagagagc
atactcgtag
ccecctegggt
atcaactacg
gcgegegaga
gcgetcacag
aacgcegceceg
gaggggctca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 106
cgagectegt
agacagccge
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggecgeg
gcaacccega
ggctggacta
cgceccggegyg
tggccaagaa
gtgcgaagac
tggeggegac
acgggttccece

<210> 107
<211> 668
<212> ADN

gggcgagage .

caggctctge
cgagcacata
gtactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtcgge
ctcaaacaca
gaccttegac
cctegaattce

aggttcctce
aagaagggcg
ctctcgtcga
gacggagage
atactegtag
cceectecgggt
aacatcatct
tgtgcgcgeg
ctcgtgttca
ctcaacgcceg
tgcgaggggc

<213> Alexandrium fundyense

<400> 107

tcctggacat
ccaccgtggt
tececgecaggg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggcgg

acgccgggcea
agaccgacga
cagggccgat

ccgaggggga
tcaaggeget

tcctgtacaa
ccaccgtggt
tcccgcaggg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggcgg
ccgggcatct
ccgacgataa
ggccgatctg
agggggacct
aggcgctegg

tcctgtacat
ccaccgtggt
tceecgeaggg
tcgecgactt
acgactcgca
atggtggcgg
acgeccgggca
agaccgacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcaaggcgct

91

aaacgcccac
gcgectgaag
ggcecgacatce
geccgecata
tggctgcggce
cggegtegte

gctgagcaag
gaagttcgge
ctgtactgce
ccttecagege
cgggtgcecc

aaatgcccac
gcgcectgaag
gggcgacatc
gcccgecata
tggctgceggce
cgtegtcaag
gagcaaggcyg
ttteggegtt
tactgcegge
tcagcgcaag
gtgaccccac

aaacgcccac
gcgectgaag
ggccgacate
gcecgecata
tggctgegge
cggegtegte
gctgagcaag
gaagttcgge
ctgtactgcce
cectteagege
cgggtgeccce

gactgcgtgce
cacaacgacg
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttcttgacc
gagtacttcg:

gcgttcaatt
attctgaact
ggccetgtcga
aagcggcttce
cacacctacc

gactgcgtgce
cacaacgaca
acctacatgt
tgtgcttgtt
tttettggcece
tacttcgggce
ttcaattcge
ctgaacttgg
ctgtagagtg
cggcttetgg
acctaccacg

gactgcgtge
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttecttggcee
gagtacttceg
gcgttcaatt

attctgaact:

ggcctgtcga
aagcggcettce
cacacctacc

60
120
180
240

300

360

. 420

480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
667

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670
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15

20
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cgggcctegt gggcgagage gggttcctcee tcctgtacat aaacgcccac gactgegtge
agacggccgce caggctctgce aagaagggeg ccaccgtggt gcegcctgaag cacaacgaca
cggaacagcc cgagcacatg ctectegtecga tcccgcaggg gccgacatca cctacgtgtg
cgacggegtg tactccacgg acgaagagct cgccggettg ccegeccatat gtgettgttt
gaggccgcge ggggccaaga tactcgtaga cgactcgcat ggctgeggeg ttcettggecg
caaccccaac tcggagcaac ccctegggta tggtggegge ggcgtcatcg agtacttegg
gctggactac gcggagaaca acatcatcta cgeccgggcag ctgagcaagg cgttcaattce
gcccggegga ttegtcaget gtgegegega gaccgacgag aatttcggcg ttctgaactt
ggccaagaac tcgaacacac tcgtgctcac agggccgatc tgtactgccg gcctgtcgag
tgcgaagatg accttecgace tcaacgcege cgagggggac cttcagcgca ageggcttet
ggcggcgace ctcgaattect gecgaggggect caaggegcete gggtgcccca cacctaccac
gggttece

<210> 108

<211> 673

<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 108

cgaggcacgt gggcgagage gggttectec tectgtacat aaacgeccac gactgegtgce
agacggccgce caggctctgc aagacgggcg ccaccgtggt gegectgaag cacaacgaca
cggagcagct cgagcacatg ctctegccga tcctgcaggg gggggcegaca tcacctacat
gtgcgacgge gtgtactcca cggacggaga gctcgccaac ttgecccgeca tatgtgettg
tttgaggccg cgtggggeca acatacgegt agacgactcg catggttgeg gegctettgg
ccgcaaccece gactcggage aacccctcegg gtatggtgge ggeggeggeg cegagtactt
cgggetggac tacgeggaga acaacatcat ctacgeecggg cagttgagea aggegttceaa
ttcgecegge ggattegtet tttgtgegeg cgagaccegac gegaagtttg gettttotga
acttggccaa gagctcgaac ccactcgtge tcacagggee gatctgtcct goceggectgt
cgagtgegaa gacgacctte gacctcaacg ccgecgaggg ggaccttcag cgcaagceggce

‘ttetggegge gaccctegaa ttetgegagg ggttcaagge getegggtge ceccacacct
accacgggtt ccc :

<210> 109

<211> 669

<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 109

cgagcctegt gggcgagage gggttcctee tcectgtacat aaacgcccac gactgegtge

agacggccgc caggctctge aagaagggcg ccaccgtggt gecgectgaag cacaacgaca

cggaacagcc cgagcacatg ctctegtega tcccgecaggg ggeccgacatc acctacgtgt

gtgacggcgt gtactccacg gacgaagagce tcgccgactt geccgceecata tgtgettgtt

tgaggccgeg cgggccaata tactcgtaga cgactcgcat ggctgcggeg ttettggeeg

caaccccaac teggagcaac ccctegggta tggtggegge ggegtcatceg agtacttegg

gctggactac geggagaaca acatcatcta cgecgggeag ctgagecaagg cattcaattce

gcecggegga ttcgtcaget gtgegegega gaccgacgag aatttceggeg ttetgaactt

ggccaagaac tcgaacacac tcgtgttcac agggccgatc tgtactgctg gectgtcgag

tgcgaagacg accttcgacc tcagcgecge cgagggggac cttcagcgca agcggcttct

ggcggctacc ctcgéattct gcgaggggct caaggcgete gggtgccccce acacctacca

cgggttcce : '

<210> 110

<211> 673

<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 110

92

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
668

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
673

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
669



10

15

20

25

cgaggctcgt
agacggccgc
cggagcagcet
gtgcgacggc
tttgaggccg
cecgcaacece
" cgggctggac
ttecgceccgge
~acttggccaa
cgagtgcgaa
ttectggeggce
accacgggtt

<210> 111
<211> 668
<212> ADN

gggcgagagc
caggctctge
cgagcacatyg
gtgtactcca
cgtggggcca
gactcggagce
tacgcggaga
ggattcgtct
gagctcgaac
gacgaccttc
gaccctcgaa
cce

ES 2663 075 T3

gggttcectee
aagacgggcg
ctctegeega
cggacggaga
acatacgegt
aaccectegg
acaacatcat
tttgtgcgeg
ccactcgtge
gacctcaacg
ttctgcgagg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 111
cgagectegt
agacagcegce

cggagcagct
cgacggcgcg
gaggccgegce
caaccccgac
gctggactac
gcecggegga
ggccaagaac
tgcgaagacg
ggcggctacc
gggttccce

<210> 112
<211> 668
<212> ADN

gggcgagagce
caggctctgce

cgagcacatg
tactccacgg
ggggccaaga
tcggagcaac
gcagagaaca
ttcgtegget
tcgaacacac
accttcgacc
ctcgaattct

aggttcctcce
aagaagggcg

ctectegtega
acagagagct
tactcgtaga
ccctcaagta
acatcatcta
gtgcgecgega
tcgggttcac
tcaacgccgce

gcgaggggtt

<213> Alexandrium minutum

<400> 112

agcctggegg
acggccgeca
gagcagctcg
gacggcgtcet
aggceegegceg
aaccccgact
ctggactacg
cecggeggat
gccaagaact
gcgaagacga
caggcgaccece
gggttcce

<210> 113
<211> 670
<212> ADN

gcgagagcgg
ggctctgcaa
agcgegtget
actccacggg
gggccaagat
cggagcaacc
cggagaacaa
tcgtgggetg
cgaacacgct
ccectcgacet
tcgaattttg’

gttectectce
gaagggagtc
ctegtegate
cggagagctce
actcgtggac
cttcggatat
catcatctac
cgcacgcgag
cgtgttcaca
caactttgcc
cgaggggcete

<213> Alexandrium minutum

<400> 113

tecctgtacat
ccaccgtggt
tcetgcaggg
gctcgeccaac
agacgactcg
gtatggtggc
ctacgecggg
cgagaccgac
tcacagggcce
ccgecgaggg
ggttcaaggce

tcectgtacat
ccaccgtggt

tcccgeaggyg
cgccgacttg
cgactcgeat
tggtggcgge
cgecgggeag
gaccgacgag
agggccgatc
caagggggac
caggcgcteg

ctggacatca
accgtegtge
ccggaagggy
gcegacttge
gactcgecacg
ggeggceggcy
gcecgggceage
accgacgaga
gggccgatct
gagggggacc
aaggegeteg

93

aaacgcccac
gcgcctgaag
gggggcgaca
ttgececegeca
catggttgceg
ggcggcggceyg
cagttgagca
gcgaagtttyg
gatctgtect
ggaccttcag
gctcegggtge

aaacgcccac
gcgcctgaag

gccgacatca
ccecgecatat
ggctgcggeg
gtcgtegteg
ctgatcaagg
aatttaggecg
tgtactgcceca
cttcagcgca
ggtgccceca

acgcccacga
gcctgaagca
ccgacatcac
ccgcecatatg
gttgeggegt
gegtegtcaa
tgagcaaggc
agttcggcat
gtactgccgg
gtcagcgcaa
ggtgccecca

gactgcgtgce
cacaacgaca
tcacctacat
tatgtgcttg
gcegectettgg
ccgagtactt
aggcgttcaa
gcttttctga

gceggectgt

cgcaagceggce
ccccacacct

gactgegtge

cacaacgaca

cctacgtgtg
gtgcttgttt
ttettggecg
agtacttcgg
cgttcaattc
ttctgagcett
gectgtegag
agcggcettet
cacctaccat

ctgcgtgcag
caacgacacg
ctacgtgtge
tgcttgtttg
tettggeege
gtacttcggg
gttcaattcg
cctgaacttg
cctgtecgagt
geggettett
cacctaccac

60
120
180
240
300
360
420

- 480

540
600
660
673

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
668

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
668
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15

20

25

cgagectgge
agacggcagce
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggccgeg
gcaaccecega
ggctggacta
cgcceggcegyg
tggccaagaa
gtgcgaagac
ttgaggegac
acgggttcce

<210> 114
<211>711
<212> ADN

gggcgagage
caggctcetgce
cgagcegegtg
ctactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtgggce
ctcgaacacg
gaccctecgac
cctggaattt

ES 2663 075 T3

gggttcetec
aagaagggag
ctetegtega
gacggagagc
atactegtgg
cecetteggat
aacatcatct
tgecgcacgceg
ctcgtgttca
ctcaactttg

tgegagggge

<213> Alexandrium minutum

<400> 114

tgctcaacat
taaacgccca
tgcgectgaa
gggccgacat
tgcccgecat
acggttgcegg
gegtegtcaa
tgagcaaggc
agttcggcat

gtactgccgg cctgtcgagt gcgaagacga
gtcagegtaa geggcttett gaggcgacee
ggtgccccca cacctaccac gggttcccca

<210> 115
<211>714
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgcgtg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgcttgt
cgttcttgge
gtacttegag
gttcaattcg
tctgaacttg

ccgagectgg
cagacggcgg
acggagcagce
tgegacggeg
ttgaggccge
cgcaacceeg
ctggactacg
cceggeggat
gccaagaact

<213> Alexandrium minutum

<400> 115
tgctcaacat
tcaacgccca
tgcgcctgaa

‘gggccgacat
tgccegeeat
acggttgegg
gcggegtegt
agctgagcaa
agaagttcgg
tctgtactge
accgtcagcg
tcgggtgeece

<210> 116
<211>714
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgegtg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgettgt
cgttettgge
caagtactte
ggcgttcaat
catcctgaac
cggcctgtcg
caagcggctt
ccacacctac

ccgagectgg
cagacggccg
acggagcagc
tgcgacggeg
ttgaggcecge
cgcaacceeyg
gggctggact
tcgeeecggeg
ttggccaaga
agtgcgaaga
cttcaggega
cacgggttce

<213> Alexandrium minutum

<400> 116

tcectggacat
tcaccgtcegt
tccecggaggyg
tecgeegactt
acgactcgcea
atggcggcgg
acgccgggca
agaccgacga
cagggccgat

‘ccgaggggga

tcaaggcget

cgggcgagag
ccaggetetg
tcgagegegt
tctactecac
gcggggcecaa
actcggagca
cggagaacaa
tcgtgggety
cgaacacgct

cgggcgagag
ccaggctetg
tcgagcgegt
tctaccccac
gcggggccaa
actcggagea
acgcggagaa
gattcgtggg
actcgaacac
cgacccetcga
ccctecgaatt
ccatcgtcaa

94

aaacgcccac
gcgectgaag
ggccgacate
gcccgeccta
cggttgegge
cggcgtegte
gctgagcaag
gaagttcgge
ctgtactacc
ccgtcagege
cgggtgcece

cgggetecte
taagaaggga
getetegteg
ggacggagag
gatactcgtg
acccttegga
catcatctac
cgcacgcgag
cgtgttcaca

ccetegaccet
tggaattttyg
tcgtcaacat

caactttgec gagggggacce
cgaggggete aaggcgeteg

ctactggacc

cgggttecte
caagaaggga
gectctegteg
ggacggagag
gatactcgtg
accettegga
caacatcatc
ctgegcecacge
gctegtgttce
cctcaacttt
ttgcgagggg
catctactgg

gactgcgtgce
cacaacgaca
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttettggce
aagtacttcg
gecgttcaatt
attctgaact
ggcctgtcga
adagecggcettc
cacacctacc

ctcectggaca
gtcaccgteg
atcccggagg
ctcgccgact
gacgactege
tatggcggcg
gccgggceagce
accgacgaga
gggccgatct

(o]

cccectggaca
gtcaccgtcg
atccecggaag
ctegecgact
gacgactcgce
tatggeggcg
tacgeccggge
gagaccgacg
acagggccga
gccgaggggyg
ctcaaggcege
acce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
711

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714
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tgctcaacat
taaacgccca
tgcgectgaa
gggccgacat
tgcecegecat
acggttgegg’
gcggegtegt
agctgagcaa
agaagttcgg
tectgtactge
accgtcageg
tcgggtgece

<210> 117
<211> 663
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgegtg
gcacaacgac
cacctacgtyg
atgtgcttgt
cgttcttgge
caagtacttc
ggcgttcaat
cattctgaac
cggectgteg
caagcggcett
ccacacctac

ES 2663 075 T3

ccgagecctgg
cagacggcag
acggagcagce
tgegacggey
ttgaggeege
cgcaaccceg
gggctggact
tcgeecggeg
ttggccaaga
agtgcgaaga
cttgaggcga
cacgggttce

<213> Alexandrium fundyense

<400> 117

' gagcctegtg
gacggcegcee
ggagcagctc
gacggcegtgt
aggccgcacg
aacccegact
ggctacgcgg
ggcggattcg
gcactcgaac
gacgacctte
gaccctcgga
cce

<210> 118
<211> 671
<212> ADN

ggcgagagceg
aggctctgca
gagcacatgc
actccacgga
gggccaatat
cggagcaacc
agcgcaacat
ccggetgtac
acactcgtgt
gacctcaacg
ttctgegagg

ggttcctect
aacagggtgc
tctegtegac
cggagagcetce
actcgtagac
cctecgggtat
catctacgcec
cggagaccga
gcacagggcc
ccgccgaggyg
ggctcaaggce

<213> Alexandrium fundyense

<400> 118

cgagcctttg
cagacggccg
gcggagcagce
tgcgacggeg
ttgaggcegce
cgcaaccceg
gggctggact
tcgeccggeg
ttggccaaga
agtgcgatga
ctggaggecgyg
cacgggttcce

<210> 119
<211> 669
<212> ADN

tgggcgagag
ccaggctetg
tcgagcacat
tgtactccac
gcggggecaa
actcggagca
acgcggagaa
gattcgtcegg
actcaaacac
cgaccctcga
cectegaatt
c

caggttccte
caagaagggc
gctctcgteg
ggacggagag
gatactcgta
accctteggg
caacatcatc
ctgtgegege
actcgegttce
cctcaacgec
ctgcgagggyg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 119

cgggcgggag
ccaggctetg
tcgagegegt
tctactecac
gcggggcecaa
actcggagca
acgcggagaa
gattcgtggg
actcgaacac
cgaccctcga
ccctggaatt
ccatecgtcaa

cctggacata
caccgtggtg
ccegeagggyg
gccgacttge
gactcgcatg
ggtggcggcg
tggcagttga
cgataagttce
gatctgtact
ggaccttcag

gectegggtge

ctectggaca
gccacegtgg
atcccgeagg
ctcgeegact
gacgactcgce
tatggtggcyg
tacgceggge
gagaccgacg
acagggccga
gccgaggggg
ctcaaggcgce

95

cgggttccte
caagaaggga
gctetegteg
ggacggagag
gatactcgtg
acccttcegga
caacatcatc
ctgecgcacge
gctegtgtte
cctcaacttt
ttgcgagggg
catctactgg

cacgcccacg
cgectgagge
ccgacatcac
ccgecatatg
gttgcggcgt
tcgtctagta
gcaaggcgtt
ggcgttetga
gccggectgce
cgcaagcgge
cececcacacct

taaacgccca
tgcgcctgag
gggccgacat
tgeccegecat
atggctgegg
gcggcgtegt
agctgagcaa
agaagttcgg
tctgtactgce
accttcagceg
tcgggtgcce

ctcctggaca
gtcaccgtcg
atcccggagg
ctegecgace
gacgactcge
tatggcggeg
tacgcegggc
gagaccgacg

acagggccga -

gccgaggggayg
ctcaaggcgce
accc

actgcgtgca
gcaacgacac
ctacgtgtgce
tgettgtttg
tcttggeege
cttcgggcetg
caattcgccce
gcttggccaa
cgagtgcgaa
ttctggeggt
accacgggcet

cgactgcgtg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgcttgt
cgttcttgge
cgagtacttc
ggcgttcaat
cattctgaac
cggecctgteg
caagcggett
ccacacctac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714

60
120
180
-240
300
360
420
480
540
600
660
663

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
671
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cgagcctegt
agacggccge
cgctacagcc
cgacggcgtg
gaggcecgege
caaccccaac
gctggactac
gcceggcegga
ggccaagaac
tgcgaagacqg
ggecggctacc
cgggttece

<210> 120
<211> 669
<212> ADN

gggcgagagce
caggctetge
cgagcgcatg
tactccacgg
ggggccaaga
tcggagcaac
gcggagaacg
ttegteagtt
tcgaacacac
accttcgacce
ctcgaattct

ES 2663 075 T3

gggttectee
aagaagggtg
ctctegtega
acgaagagct
tactcgtaga
ccctegggta
acatcatcta
gtgcgegega
tcgtgttcac:
tcaacgccge
gcgagggget

<213> Alexandrium fundyense

<400> 120

cgagcctegt
agacagccgc
cggagcagct
gcgacggcege
tgaggccgeg
gcaaccccga
ggctggacta
cgceceggegg
tggccaagaa
gtgcgaagac
tggcggcectac
cgggttcec

<210> 121
<211> 668
<212> ADN

gggcgagagc
caggctctgce
cgagcacatg
gtactccaca
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcagagaac
attcgtegge
ctcgaacaca
gaccttecgac
cctcgaatte

aggttcctce
aagaagggcg
ctctegtega
gacagagagc
atactcgtag
cccctcaagt
aacatcatct
tgtgcgegeg
ctcgggtteca
ctcaacgceg

cgcgaggggce

<213> Alexandrium fundyense

<400> 121

cgggcctegt
agacggceege
cggaacagce
cgacggegtyg
gaggcecgege

caaccccaac
gctggactac
gcceggegga
ggccaagaac
tgcgaagacg
ggcggcgacce
gggttcce

<210> 122
<211> 1428
<212> ADN

gggcgagage
caggctctge
cgagcacatg
tactccacgg
ggggccaaga

teggagecaac
gcggagaaca
ttcgtecaget
tcgaacacac

accttecgacc

ctcgaattet

gggttcetec
aagaagggcg
ctctegtega
acgaagagct
tactcgtaga

cecetegggta
acatcatcta
gtgcgegega
tecgtgcteac
tcaacgccge
gcgaggggct

<213> Alexandrium fundyense

<400> 122

tectgtacat
ccaccgtggt
tccegecaggg
cgccgacttyg
cgactcgcat
tggtggcgge
cgecegggeag
gaccgacgct
agggccgate
cgagggggac
caaggcgctce

tcctgtacat
ccaccgtggt
tcececgcaggg
tcgeccgactt
acgactcgca
atggtggcgg
acgccgggea
agaccgacga
cagggccgat
ccaaggggga
tcaggcgctc

tcctgtacat
ccaccgtggt
tcecgecaggg
cgeceggettg
cgactcgcat

tggtggegge
cgececgggcag
gaccgacgag
agggccgatc
cgagggggac
caaggegete

96

aaacgeccge
gegectgaag
gececgacatca
cececgecatat
ggctgeggeyg
ggcgtcatcg
ctgagcaagg
aatttcggeg
tgtactgceg
cttcagcgca
gggtgcccece

caacgcccac
gcgcctgaag
ggccgacatce
gcccgecata
tggctgcegge
cggcgtegte
gctgagcaag
gaatttcggce
ctgtactgcec
cctteagege
gggtgccccee

aaacgcccac
gcgectgaag
gccgacatca
ccegecatat
ggctgcggcyg

ggcgtcatcg
ctgagcaagg
aatttcggeg
tgtactgccg
cttcagegca
gggtgcecca

gactgcgege
cacaacgaca
cctacgtgtg
gtgcttgttt
ttcttggecg
agtacttcgg
cgttcaattc
ttctgaactt
gectgtegag
agcggcttct
acacctacca

gactgegtge
cacaacgaca

acctacgtgt

tgtgcttgtt
gttcttggce
gagtacttcg
gcgttcaatt

gttctgaact

ggcctgtgga
aagcggette
acacctacca

gactgcgtge
cacaacgaca
cctacgtgtg
gtgcttgttt

ttcttggeceg

agtacttcgg
cgttcaattce
ttctgaactt
gectgtcgag
agcggcttcet
cacctaccac

60
120
180
240 -
300
360
420
480
540
600
660
669

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
669

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
668
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20

tcecgtageca
ggcgcacceeg
tgccgcaget
cgggggacag
acatccacgg
ggcccttget
ccgecgagcea
ggacaatggc
tcececegggee
ggcettgega
ggcgcecactge
gcggetggece
ctttgcgagy
. cgacttcage
gggegtgggce
-ectgcagegt
ccacagcatc
ggagcaggag
gacgctette
gtegcagceeg
ctacgagcac
gatggtcggce
gcacgcggte
gatcctcggg

<210> 123
<211> 925
<212> ADN

ttttggctca
ctecegecga
tctgagcacce
gcacggggcce
cctegaccte
cctggaattt
gctegeegeg
catccteggg
gggattcagg
agcatctacce
ttgcggattt
ctccetgeteg
tgggacgagyg
aaggccaatg
acagtggacg
agctactect
ctcttcgaga
atccacgtcee
acggaccteg
gcgttegteg

‘gtgaagagca

gtcgacttca
cecgcacctgg
cggaacgggyg

ES 2663 075 T3

agagttggat
tecggtecgece
cctgtagcac
tcecggacgcea
ggcaccgatg
gttgcgagcet
gagacaaacg
tacttggace
cgetegeecge
agcacgecca
gggcggagea
acggggccgt
aggggcetgga
ccgeggcaag
gcaagggcac
actacgtccec
atccecggcetg
accggacgcet
tgcggctcat
tggacacggg
acacgcegeg
acaaggacte
tgetgttegy
tggacccgag

<213> Alexandrium fundyense

<400> 123

- tcegtageca
ggcgcaccceg
tgccgcaget
cgggggacag
acatccacgg
ggcecttget
ccgecgagcea
ggacaatggc
tceecgggece
ggccttgega
ggcgcactge
gcggctggece
ctttgcgagg
cgacttcagce
gggcgtggge
cctgecagegt

<210> 124
<400> 124
000

<210> 125
<211> 1450
<212> ADN

ttttggctca
ctcecgecga
tctgagcacc
gcacggggcec
cctegaccte
cctggaattt
gctegecgegq
catcctcggyg
gggattcagg
agcatctacc
ttgcggattt
ctcetgeteg
tgggacgagg
aaggccaatg
acagtggacg
agctactcct

agagttggat
tcggtecgece
cctgtagcac
tceggacgea
ggcaccgatg
gttgcgagcet
gagacaaacg
tacttggace
cgctecgeege
agcacgccca
gggcggagea
acggggcegt
aggggcetgga
ccgeggcaag
gcgagggeac
actac

<213> Alexandrium fundyense

<400> 125

cccaagcetge
tctgetececg
cggacagcgc
acgagctcga
ccttcatget
tcctgecagee
caggggaagyg
tggaccctga
gctectecgg
gccgecgtte
ccagcccace
cectegteecg
ttecggcaag
ggcggccctce
cgtgaccttg
gacgtecctac
gggattcgce
gaacgtggtg
tgacteggte
gtgcggegac
cgggaaggtg
tcgggtggeg
ggacgtcgge
caggtcccte

cccaagctgce
tetgctcecg
cggacagcgc
acgagctcga
cetteatget
tectgeagee
caggggaagg
tggaccctga
gctectecegg
geecgeegtte
cecagececace
cctcgteceg
ttccggcaag
ggcggeeete
cgtgaccttg

97

tcttcegecag
ttccteccaa
tggatcttgt
ggaggcttece
ggcgcacggg
cctgcagegg
gcccgtggeg
gaccgatgtg
ctagcggege
agggtgccect
tggagaaggg
ctgttgacct
gagggcgect
gggggcatct
accgceggagg
gccecactge
ggtgcecggece
ggcagcgggy
ttegegggeg
ggccgettge
ctcgecgage
acggagctca
aagccggecg
cacgtgeg

tcttccgcag
ttceteccaa
tggatcttgt
ggaggcttcce
ggcgcacggg
cctgcagegg
gccegtggeg
gaccgatgtg
ctagcggege
agggtgcect
tggagaaggg
ctgttgacct
gagggcgect
gggggcatct
accgeggagg

ccaggcggcece
gccaagcgca
gagagcgtceg
gccaagtega
tggacttgcg
cagcccatga
atcactctgce
tatgeccgtgg
ccaccagcgc
catccgaggce
cggcettgcaa
cgatcacata
tggaccgect
tcggcgagtt
gctegetege
tggacaggta
gggactcgca
cgcagcacca
gggacttcgce
tcaggcgcat
acccgatcac
acctgagcag
acatcatgga

ccaggcggcece
gccaagcgca
gagagcgtcg
gccaagtcga
tggacttgcyg
cagcccatga
atcactctgce
tatgcegtgg
ccaccagegce

‘catccgagge

cggettgceaa
cgatcacata
tggaccgeet
tcggegagtt
gctegttege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1428

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
900
925



10

accgtagcca
ggcgcacccyg
tgcegcaget
cgggggacag
acatccacgg
ggcccttget
ccgecgagea
ggacaatggc
tecececgggee
cggccttgca
cggcgcactg
agcggetggce
actttgcgag
tegacttecag
tgggcgtyggg
ccetgcageg
accacagcat
aggagcagga
agacgctctt
cgtcgecagece
tctacgagca
tgatggtcgg
ggcacgcggt
agatcctcgg
accacgacca

<210> 126
<211> 1449
<212> ADN

ttttagctcea
ctcecegetga
tctgagcacce
ccacggggcece
cectegaccte
cctggagttt
gctegeegeg
catccteggyg
ggggattcag
aagcatctac
cttgcggatt
cctectgete
gtgggacgag
caaggccaat
cacagtggac
ttgctactcce
cctettegag
gatccacgtc
cacggacctce
ggcgttegte
cgtgaagagce
cgtcgactte
ccegcacctg

gcggaagggg

ES 2663 075 T3

agagttggat
tcggtecgee
cttgtagcac
tcecggacgceca
ggcaccgatg
gttgcgaget
gagacaaacg
tacttggacc
gecgctcactg
cagcacgcec
tgggcggagce
gacggggccg
gaggggctgg
geccgeggcaa
ggcgagggca
tactacgtece
aatcccggcet
caccggacgce
gtgcggctca
gtggacacgg
aacacgccgce
aacaaggact
gtgctgtteg
gtggacccga

<213> Alexandrium fundyense

<400> 126
accgtagcca
ggcacacceg
tgccgcaget
cgggggacag
acatccacgg
ggcccttget
cecgecegagca
ggacaatggc
tececeegggec
cggecttgea
cggcgcactyg
-agcggctgge
actttgcgag
tcgacttcag
tgggegtggg
ccetgecageg
accacagcat
aggagcagga
agacgctctt
cgtcgcagece
tctacgagca
cgatggtcgg

ttttggctca
ctcecgeega
tctgagcacc
gcacggggcce
cctecgacctc
cctggagttt
gctegecgeg
catccteggg
ggggattgag
aagcatctac
cttgcggatt
cctectgete
gtgggacgag
caaggccaat
cacagtggac
ttgctactce
cctctttgag
gatccacgte
cacggacctc
cgcgttegte
cgtgaagagce
cgtcgactte

agagttggat
tcggtecgec
cttgtagcac
tcecggacgea
ggcaccgatg
gttgcgaact
gagacaaacyg
tacttggacc
gcgetegeeg
cagcacgecec
tgggcggage
gacggggcecg
gaggggctgg
gccgeggcaa
ggcgagggca
tactacgtcc
aatcccgget
caccggacgc
gtgcggctceca
gtggacacgg
aacccgccge
aacaaggact

cccaagctge
tctgctcecg
cggacagege
acgagctcga
ccttecatget
tcetgeagece
cgggggaagyqg
tggaccctga
cgctectecg
agcegeegtt
accggeccac
tecctegtece
attccggcaa
gggcggccct
ccgtgacctt
cgacgtccta
gggggttcegce
tgaacgtggt
ttgactcggt
ggtgcggcga
gcgggaaggc
ctegggtgge

tcttcegcag
ttcecteccaa
tggatcttgt
ggaggcttce
ggtgcacggg
cttgcagcgg
gcecgtggeg
gaccgatgtg
gecageggeg
cagggtgccce
ctggagaagg
gttgttgacc
ggtgggggcc
cggtggecate
gaccgcggag
cgccccaatg
cggtgceeggce
gggcagceggyg
cttegeggge
cggccgettg
gctegeccgag
gacggagctc

gggacgtcgg caagcecgec
gcaggtccct cecgegtgege

cccaagctge tctteegecag
tctgctecceg ttectecccaa
cggacagcge tggatcttgt
acgagctcga ggaggcttcece
ccttcatget ggtgcacggg
tcctgcagee cttgcageag
cgggggaagg gcccgtggeg
tggaccctga gaccgatgtg
cgctceteceg gecageggeg
ageegecgtt cagggtgece
accggcccac ctggagaagg
tcctegteee gttgttgace
attccggcaa ggagggcgec
gggcggceect cgggggcate
ccgtgacctt gaccgcggag
cgacgtccta cgccccattg
gggggttcge cagtgccgge
tgaacgtggt gggcagcggg
ttgactcggt cttcgegggce
ggtgcggcga cggecgcettg
gcgggaaggc gctcgecgag

ctcgggtgge gacggagete

ccaggcggcece
gccaagecgcea
gagagcgtcg
gccaagtcga
tggacttgcg
cagcccatga
atcactctge
tttgccgtgg
cccaccageg
tcatccgagg
geggettgcea
tcgatcacat
ttggaccgcce
ttcggcgagt
ggctegtteg
ctggacaggt
cgggactcge
gcgcagcacc
ggggacttcg
ctcaggcgca
caccecgctca
aacctgagca
gacatcatgg
tcettectgg

ccaggcagcce
gccaagegea
gagagcgteg
gccaagtcga
tggacttgcg
cagcccatga
atcactctgce
tataccgtgg
cccaccggceyg
tcatccgagg
gcggettgea
tcgatcacat
ttggaccgece
ttcggcgagt
ggctegtteg
ctggacaggt
cgggactcgce
gcgecagcace
ggggactttg
ctcaggcgea
caccegceteca
aacctgagca

ggcacgcagt cccgcacctg gtgctgttcg gggacgtcgg caagcccgec gacatcatgg
agatcctcgg gcggaagggg gtggacccga gcaggtcect ccacgtgege tccttectag

accacgace

<210> 127
<211> 1449
<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

98

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1450

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
1440
1449
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15

<400> 127
‘accgtagcca
ggcgcacceg
tgcecgcaget
cgggggacag
acatccacgg
ggcccttget
ccgeccgagca
ggacaatggc
tcececgggcece
cggeccttgca
cggcgcactg
ageggetgge
actttgcgag
tcgacttcag
tgggcgtggg
ccectgecageg
accacagcat
aggagcagga
agacgctctt
cgtegcagec
tctacgagca
cgatggtcgg

. ggcacgcagt
agatcctcgg
accacgacc

<210> 128
<211> 882
<212> ADN

tetttggctca
ctceecgeega
tctgagcacc
gcacggggcece
cctegaccte
cctggagtte
gctecgeegeg
catcctcggg
ggggattgag
aagcatctac
cttgcggatt
cctectgete
gtgggacgag
caaggccaat
cacagtggac
ttgctactcce

cctetttgag

gatccacgtc
cacggacctc
ggcgttegte
cgtgaagagc
cgtcgactte
ccegecacctg
gcggaagggg

ES 2663 075 T3

agagttggat
teggtecgec
cttgtagcac
teccggacgea
ggcaccgatg
gttgcgaact
gagacaaacg
tgcttggacce
gcgetegeeg
cagcacgccece
tgggcggagce
gacggggccg
gaggggetgg
gecgeggceaa
ggcgagggcea
tactacgtce
aatcccgget
caccggacge
gtgeggetca
gtggacacgg
aacacgcege
aacaaggact
gtgetgtteg
gtggaccega

<213> Alexandrium fundyense

<400> 128

ttcecgeagece
cttccaagec
atcttgtgag
ggctteegece
gcacgggtgg
gcagcggcag
cgtggegate
cgatgtgtat
agecggcegccec
ggtgccctea
gagaagggceg
gttgacctcg
gggcgecttg
gggcatcttc
cgcggagggc

<210> 129
<211> 815
<212> ADN

aggcggccegg
aagcgceatge
agcgtcgegg
aagtcgaaca
acttgcggge
cccatgaccy
actctgcgga
gececgtggtec
accagcgcgyg
tecgaggegg
gettgecaage
atcacatact
gaccgcctcg
ggcgagttgg
tegttegeee

cgcacceget
cgcagettct
gggacaggca
tccacggecet
cecttgctect
cecgagecaget
caatggccat
ccgggecggyg
ccttgcgaag
cgecactgcett
ggctggcect

ttgcgaggtg.

acttcagcaa
gcgtgggeac
tgcagcgteg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 129

cccaagetge
tctgctcecg
cggacagcge
acgagctcga
ccttecatgtt
tcetgeagece
cgggggaagyg
tggaccctga
cgctectecg
agccgeegtt
accggcccac
tcctegtecee
attccggceaa
gggcggccect
ccgtgteett
cgacgtccaa
gggggttcge
tgaacgtggt
ttgacccggt
ggtgcggega
gcgggaagge
ctcgggtgge
gggacgtcgg
gcaggtecect

ccegeegatce
gagcacccett
cggggectcec .
cgacctcgge
ggagtttgtt
cgccgeggag
cctecgggtac
gattcaggcg
catctaccag
gcggatttgg
cctgctcegac
ggacgaggag
ggccaatgcc
agtggacggc
ctactectac

99

tcttecgeag
ttccteeccaa
tggatcttgt
ggaggcttce
ggtgcacggg
cttgcagegy
gccegtggeg

‘gaccgatgtg

gccagcggcg
cagggtgccc
ctggagaagdg
gttgttgacc
ggagggcgec
cgggggcatc
gaccgcggag
cgccccattg
cggtgeegge
gggcggcggyg
cttegeggge
cggecgettg
gctegecgag
gacggagctc
caagcccgcece
ccacgtgcge

ggtccgecte
gtagcaccgg
ggacgcaacyg
accgatgcecet
gcgagettec
acaaacgcgg
ttggacctag
ctecgeegege
cacgcccage
gcggagcace
ggggeegtee
gggctggatt
gcggcaaggg

gagggcaccg
ta

ccaggcggcece
gccaagcgca
gagagcgtcg
gccaagtcga
tggacttgcg
cagcccatga
atcactctgc
tataccgtga
cccaccagcg
tcatccgagg
gcggettgea
tcgatcacat
ttggaccgcec
ttcggcgagt
ggctegtteg
ctggacaggt
cgggactcgce
gcgcagceace
ggggactttg
ctecaggegea
cacccgectca
aacctgagca
gacatcatgg
tcecttectgg

tgctcecgtt
acagegctag
agctcgagga
tcatgctggce
tacagccctt
gggaagggcc
accctgagac
tcetecggee
cgcegttcag
ggcccacctyg
tcgtcceget
ccggcaagga
cggccctegg
tgaccttgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1449

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
882
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15

20

25

ccaagcgcat
agagcgtcgce
ccaagtcgaa
ggacttgcegg
agcccatgac
tcactctgcg
atgeccgtggt
ccaccagcgce
catccgagge
cggcttgcaa
cgatcacata
tggaccgect
tcggcgagtt
gctegttege

<210> 130
<211> 480
<212> ADN

gccgecagcett,
gggggacagg
catccacggc
geecettgete
cgccgagceag
gacaatggcc
ccecegggeey
ggcecttgega
ggcgcactge
gcggctggcec
ctttgcgagg
cgacttcagce
aggcgtggge
cctgecagegt

ES 2663 075 T3

ctgagcaccc
cacggggcct
ctcgacctcg
ctggagtttg
ctegcegegg
atcctcgggt
gggattgagg
agcatctacce
ttgecggattt
ctectgeteg
tgggacgagg
aaggccaatg
acagtggacg
cgctactcet

<213> Alexandrium fundyense

<400> 130

caatggccat
ccgggeeggg
ccttgcaaag
cgcactgctt
ggectggeect
ttgcggggtyg
acttcagcaa
gcgtgggcac

<210> 131
<211> 451
<212> ADN

cctegggtac
gattgaggcg
catctaccag
gcggatttgg
cctgctegac
ggacgaggag
ggccaatgcecce
agtggacgge

ttggacctygg
ctegeegegce
cacgcccage
gcggagcacce
ggggccgtece
gggctggatt
gcggcaaggyg
gagggcaccg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 131

gaccctgaga
cteeteegge
cecgeegttea
cggcccacct
ctcgteecgt
tccggcaagg
gcggeccteg
gtgaccttga

<210> 132
<211> 397
<212> ADN

ccgatgtgta
cagcggcgcce
gggtgcccte
ggagaacggc
tgttgacctc
agggcgectt
ggggcgtctt
ccgcggagay

tgcecgtggtce
caccagcgcg
atccgaggceg
ggcttgcaag
gatcacatac
ggaccgcectc
cggegagttg
ctegttegee

<213> Alexandrium fundyense

<400> 132
gecegegetece
gceccagecgce
gagcaccggce
gcegtecteg
ctggattccg
gcaagggcgg
ggc‘accgtga

tccggccage
cgttecagggt
ccacctggag
tceecgttgtt
gcaaggaggy
ccctegggag
ccttgaccge

ttgtageacc
ccggacgcaa
gcaccgatgce

ttgcgagett

agacaaacgc
acttggacct
cgetegeege
agcacgecca
gggcggagca
acggggecgt
aggggctgga
ccgcggcaag
gegagggcac
actac

accctgagac
tcecteeggece
cgcegtteag
ggcccacctg
tegtececget
ccggcaagga
cggcectegg
tgaccttgac

ccegggecegyg
gcecttgecgaa
gcgecactget
cggetggece
tttgegaggt
gacttcagca
ggcgtgggca
c

ggcgcccacc
gcectecatee
aacggcggct
gacctcgatc
cgccttggac
catctteggc
ggagggctcg

agcgeggect
gaggcggcege
tgcaagcgge
acatactttg
cgectegact
gagttgggcg
ttcgecce

100

ggacagecgct
cgagctcgag
cttcatgctg
cctgecageece
g99999a999
ggaccctgag
gctecteegg
gecegecgtte
ccggtccace
cctegteceg
ttccggcaag
ggcggcccte
cgtgaccttg

cgatgtgtat
agcggegcecee
ggtgccctca
gagaagggcg
gttgacctcg
gggcgecttg
gggcatcttc
cgcggagggc

ggattgaggc
gcatctacca
tgcggatttg
tecetgetega
gggacgagga
aggccaatgc
cagtggacgg

tgcgaagcat
actgettgeg
tggcectcet
cgaggtggga
tcagcaaggc
tgggcacagt

ggatcttgtyg
gaggcttccg
gcgcacgggt
ttgcagcggce
cccgtggcga
accgatgtgt
ccagecggcegce
agggtgccct
tggagaaggg
ttgttgacct
gagggcgect
gggggcatct
accgcggagg

accgtggtee
accagegegg
tccgaggcgg
gcttgecaagce
atcacatact
gaccgecteg
ggcgagttgg
tegttcacce

gttcgececgeg
gcacgcccag
ggcggagcac
cggggccgtce
ggggctggat
cgcggcaagg
cgagggcacc

ctaccagcac
gatttgggcg
gctegacggy
cgaggagggg
caatgccgeg
ggacggcgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
815

60
120
180
240
300
360
420
480

60
120
180
240
300
360
420
451

60
120
180
240
300
360
397



10

15

20

25

30

35

ES 2663 075 T3

<210> 133

<211> 234

<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 133

ccectectget cgacggggee gtccetcegtee
ggtgggacga ggaggggctg gattccggca
gcaaggccaa tgccgcggea agggceggecc
gcacagtgga cggcgagggc accgtgacct

<210> 134
<211> 254
<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 134

tcetgetega
gggacgagga
aggccaatgc
cagtggacgg
gctactecta

<210> 135
<211> 561
<212> ADN

cggggeegte
ggggcetggat
cgcagcaagg
cgagggcace
ctac

ctegtecegt
tcecggcaagg
gcggcecteg
gtgaccttga

<213> Alexandrium fundyense

<400> 135

caccgtgace
cecgacgtcee
ctgggggtte
actgaacgtg
cattgactcg
ggggtgegge
gegegggaag
ctctegggtyg

cgggggcgte

gagcaggtee

<210> 136
<211> 553
<212> ADN

ttgaccgegg
tacgcecccac
gccggtgeeg
gtgggcagcg
gtcttcgeqgg
gacggccgcet
gecgctegecg
gcgacggagce
ggcaagccgg
ctecacgtge

agggctcegtt
tgctggacag
gcecgggacte
gtgcgcagca
gtggggactt
tgctcaggeg
agcaccecgcet
tcaacctgag
ccgacatcat
g

<213> Alexandrium fundyense

<400> 136

ccttgaccge
cctacgcece
tcgecggtge
tggtgggcag
cggtcttcge
gcgacggecg
aggcgcetege
tggcgacgga
tcggcaagee
ccetecacgt

<210> 137
<211> 1880
<212> ADN

ggagggctcg
actgctggac
cggccgggac
cggggcgcag
gggcggggac
cttgctcagg
cgagcacccg
gctcaacctg
cgccgacatc
gcg

ttcgecectge
aggtaccaca
tcgcaggage
caccagacgce
ttcgegtege
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaggcacg
atggagctcc

cgttgttgac
aggagggcgce
tcgggggeat
tgaccgcegga

tgttgaccte
agggcgectt
ggggcatctt
cegeggaggy

cgccctgeag
gtaccacagce
gcaggagcag
ccagacgctce
cgegtegeag
catctacgag
cacgatggtce
caggcacgeg
ggagatccte

‘agcgtegceta.

gcatcctett
aggagatcca
tettecacgga

agccggegtt -

agcacgtgaa
tecggcgtcga
cggtccegea
tcggacggag

101

ctcgatcaca
cttggaccgc
ctteggcgag
gggctegtte

gatcacatac
ggaccgcctce

cggcgagttg

ctegttegec

cgtecgctact
atcctctteg
gagatccacg
ttcacggacc
ccggcgtteg
cacgtgaaga
ggcgtcgact
gttecgeace
gggcggaacyg

ctectactac
cgagaatcec
cgtcecaccegy
cctegtgcgg
cgtcgtggac
gagcaacacyg
cttcaacaag
cctggtgcetg
gggggtggac

tactttgcga 60
ctcgacttca 120
ttgggegtgg 180
gcce 234
tttgcgaggt 60
gacttcagca 120
ggcgtgggcea 180
ctgcecagegte 240

254
cctactacat 60
agaatcccgg 120
tecaccggac 180
tcgtgegget 240
tcgtggacac 300
gcaacacgcc 360
tcaacaagga 420
tggtgctgtt 480
gggtggacce 540

561
atceccgacgt 60
ggctgggggt 120
acgctgaacg 180
ctcattgact 240
acggggtgeg 300
ccgegeggga 360
gactctcggg 420
ttcggggacg 480
ccgagcaggt 540

553
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<213> Alexandrium fundyense

<400> 137

tgagcaggca
tcatggagat
tcectggacca
ccgggaggtt
ggatcgegee
ccectgcaggg
cgagggcgtc
ggcagtacat

ccgggageta
gccagcacct
ggctcgegeg
ggaggcgecct
tggcegtget
tgcaggtete
ccgaccegge
tggccegect
agacgttcge
atcccatcat
tcaggccgga
agctcggegce
cceceegggec
tggcecgetcet
gcgccgacgt
caggccagct
ccacgccecag
cggacggggyg
cggccaggga
tcgaggggtg
acctcggett
ggggcgtcca
aggcgegetyg
tgctcaacat

<210> 138
<211> 2570
<212> ADN

cgcagtcctg
cctegggegyg
cgaccggecg
cgcgaggctg
gagcgagatg
ctegttegge
cctgaacgat
ggtgtcgeeg

cgagggegte
cgtgecgecgg
cctggaggag
ggagacgtct
ctacacgcag
cgactcgcac
cgccaagcac
cagcccggac
cgggtcgatg
cggectecac
ggacgtggge
ggcaaccggc
ggctccegeyg
gggcagcctg
cagatttgtg
ggacgcegceg
gaagctggcc
gccgegecte
ggaggccgeg
cteegegetyg
ccagtggcgg
ccececeegtgg
ttgcgagetg
gggagtcatce

cacctggtge
aacggggtgg
tacgtcecce
cagctgeccgyg
ttegectege
ctctgeatge
tgcgtetege
gcggeetteg

cagacccacce
ccgtaccaga
ctggcgtggg
ccgaccacgt
cgggtggaca
agcccgagceg
ctgggcgteg
gtggacagcg
cgggactacg
accggcaacg
aaccgegggayg
gagcgcegegyg
ccatgcccca
atgctgaaga
gacatggacc
ctececegtge
gcgcacctcece
ggccecegtac
gaggectccge
gtcgacggcet
gacgagatcg
accaggcteg
accggeatct

<213> Alexandrium fundyense

<400> 138

tgttcgggga
acccgagcag

cggceegega.

actgcgcececa
tggtggagea
tggaggtcat
tccacttcga
ccttgggect

cggegegggy
tcegectege
geccgecttgg
gcctggeegt
gcgecgatgt
gccgegteat
cggeggacct
tcatcggggt
tggacgagca
gagctcgggt
acggecgtget
cceceeggtgt
cggactacga
acggcggeac
tcetggacte
ccgteteegt
accgcgagat
cggeecgecge
tggectectt
gctggtgcat
ccgatggcegt
tctegtetee

ggaagtgcgt.

102

cgtcggcaag
gtcectecac
gatggacccg
cctegacggce
cttecagege
gatgctggac
cctecgtgeag
ggccatggcece

gcggtactge
cgaggtecggt
cgccacgccec
cgagatggac
ggtggaccag
gcagctcatc
gctecgceette
gacgcgctgce
catcgcegge
agtccgecte
catacagtac
cgggectget
gcaccacgag
cgaggcggceyg
cctecaactte
cgggetgcetce
gcagcggctg
cgccgegecg
cgactcggtg
cgacgtggcg
ggaccgggac
gaagctgtac
tetgtacceg

ccecgecgaca
gtgcgctect
gacagcgcgg
gagggcaagc
tggggcggeg
gtgccgacga
tgcectcetceece
ggcctcetge

cgcgtgatga
gacctgcecga
gaggtcctgce
cagctggtcg
cagaagttca
gegatctget
gecgectecace
caaaacttcg
acccgegtag
gtgcgcgget
gacacgagca
gcggeaceec
gctettgtee
gccgegggcea
accgacttcg
ttcgaggcgt
gceeggecagg
cecgecegetg
tgcaccaagce
aactgcagct
gtgcgcactt
gacgacgtcg
agcgttacca

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1880
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tgagcaggca
tcatggagat
tecctggacca
ccgggaggtt
ggatcgcgece
cecctgecaggg
cgagggcegtc
ggcagtacat
ccgggagceta
gccagcacct
ggctcgegeg
ggaggcgect
tggcegtget
tgcaggtcte
ccgacceggce
tggccegect
agacgttcge
atcccatcat
tcaggccgga
agctcggcgce
ceccccgggec
tggeccgetcet
“gecgecgacgt
caggccagct
ccacgcccag
cggacggggg
gcggcecaggg
ctcgaggggt
tacctcggcet
tggggcgtcce
gaggcgeget
atgctcaaca
ataaacgccc
gtgcgectga
ggggccgaca
ttgcecgeca
catggctgcg
ggcggegteg
cagctgagca
gagaagttcg
atctgtactg
gaccttcagce
ctegggtgee

<210> 139
<400> 139
000

<210> 140
<211> 2574
<212> ADN

cgcagteceg
cctegggegy

cgaccggecyg

cgcgaggetyg
gagcgagatg
ctegttegge
cctgaacgat
ggtgtcgeeg
cgagggcgtc
cgtgecgecgg
cctggaggag
ggagacgtct
ctacacgcag
cgactcgcac
cgccaagcac
cagcccggac
cgggtcgatg
cggccteecac
ggacgtgggc
ggcaaccggce
ggctccecgeg
gggcagcctg
cagatttgtg
ggacgcegceg
gaagctggcce
ggccgegect
aggaggccgce
gctecgeget
tccagtggceg
accccecegtg
gttgcgaget
tgggagtcat
acgactgegt
ggcacaacga
tcacctacgt
tatgtgcttg
gegttettgg
tcgagtactt
aggcgttcaa
gcattctgaa
ceggectgte
gcaagcgact
cccacaccta

ES 2663 075 T3

cacctggtge
aacggggtgg
tacgtcccece
cagctgtegyg
ttcgectege
ctctgeatge
tgcgtctcgce
gcggecetteg
cagacccace
ccgtaccaga
ctggcgtgag
ccgaccacgt
cgggtggaca
agcccgageg
ctgggegteg
gtggacagcg
cgggactacg
accggcaacg
aaccgcgggyg
gagcgcgcegg
ccatgcccca
atgctgaaga
gacatggacc
ctccecgtge
gcgcacctece
cggcceccgta
ggaggctcecg
ggtcgacgge
ggacgagatc
gaccaggcte
gaccggceatce

cccgagecte
gcagacggcce
cgcggagcecag
gtgcgacggce
tctgaggceg
ccgcaaccece
cgggctggac
ttcgeccegge
cttggccaag
gagtgcgatg
tctggeggeg
ccacgggttc

<213> Alexandrium fundyense

<400> 140

tgttcgggga
acccgageag
cggccecgcega
actgcgecca
tggtggagca
tggaggtcat
tccacttcga
ccttgggect
cggcgegggy
tecgectege
gecgeettgg
gcctggecgt
gcgecgatgt
gccgegtcat
cggcggacct
tegteggggt
tggacgagca
gagctcgggt
acggcegtgcet
cceccecggtgt
cggactacga
acggcggecac
tcetggactce
ccgtcteegt
accgcgagat
ceggecgeeg
ctggcctecct
tgctggtgeca
gccgatggeyg
gtctegtcectce
tggaagtgcg
gtgggcgaga
gccaggcetcet
ctcgagcaca
gtgtactcca
cgcggggcecea
gactcggagce
tacgcggaga
ggattcgtcg
aactcgagceca
acgacccectcg
accctcgaat
cccatcgtca

103

cgteggcaag
gtccctccac
gatggacccg
cctegacgge
cttecagege
gatgctggac
cctegtgceag
ggccatggcee
gcggtactgce
cgaggtcggt
cgecacgece
cgagatggac
ggtggaccag
gcagctcatc
gctcegeette
gacgegcetge
catcgeegge
agtcecgecte
catacagtac
caggcctgcet
gcaccacgag
cgaggcggcg
cctcaacttce
cgggetgete
gcagcggctg
ccgecgegee
tcgacteggt
tcgacgtgge
tggaccggga
cgaagctgta
ttctgtacce

gcgggtteet
gcaagaaggg
tgctctegte
cggacggaga
agatactcgt
aacccttcgg
acaacatcat
gctgtgegeg
cactcgtgtt
acctcaacgc
tctgtgaggg
acatctactg

ccecgeegaca
gtgcgctect
gacagcgcgyg
gagggcaagce
tggggcggeg
gtgccgacga
tgcetetecece
ggcctectge
cgcegtgatga
gacctgccga
gaggtcctge
cagctggtcg
cagaagttca
gcgatctgcet
gcgectecace
caaaacttcg
acccgcegtag

.gtgcgegget

gacacgagca
gcggeacecce
gctettgtec
gcegegggca
accgactteg
ttcgaggegt
gccggecagg
gcegeceget
gtgcaccaag
gaactgcagc
cgtgcgcact
cgacgacgtc
gagcgttace

cctecetggac
cgeccacegtg
gatccecgcag
gctegecgac
agacgactcg
gtatggtggc
ctacgccggg
cgagaccgac
cacagggccg
cgccgagggg
gctcaaggcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

" 1740

1800
1860

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2570



tgagcaggca
tcatggagat
tcctggacca
ccgggaggtt
ggatcgcgcece
cectgeaggg
cgagggcgtc
ggcagtacat
ccgggagceta
gccagcacct:
ggctcgegeg
ggaggcgect
tggcecgtgcet
tgcaggtctc
ccgaccegge
tggccegect
agacattcge
atcccatcat
tcaggccgga
agctceggege
cececeecgggec
tggccgetet
gcgecgacgt
caggccagct
ccacgeccag
cggacggggg
cggccaggga
tcgaggggtg
acctcggcett
ggggcgtcca
aggcgegetyg
tgctcaacat
tcaacgceca
tgcgectgaa
gggccgacat
tgceccgecat
atggctgcgg
gcggegtegt
agctgagcaa

agaagttcgg
tctgtactge
accttcageg
ttgggtgtce

<210> 141
<211> 1881
<212> ADN

cgcagtceccg
cctegggegg
cgaccggecyg
cgegaggcetg
gagcgagatg
ctecgttegge
cctgaacgat
ggtgtcgeeg
cgagggegte
cgtgcgeegg.
cctggaggag
ggagacgtct
ctacacgcag
cgactggcac
cgccaagcac
cagccecggac
cgggtcgatg
cggccetceeac
ggacgtgggc
ggcaaccgge
ggctccegeg
gggcagcctg
cagatttgtg
ggatgeccgceca
gaagctggcece
gcegegecte
ggaggccgcg
ctecgegetyg
ccagtggcgg
cccecccatgg
ttgcgagetyg
gggagtcatc
cgactgtgtg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgettgt
cgttettgge
cgagtacttce
ggcgttcaat

cattctgaac
cggectgteg
caagcggett
ccacacctac

ES 2663 075 T3

cacctggtge
aagggggtag
tacgtcceccc
cagctgtegg
ttcgectege
ctctgcatge
tgcgtgtecge
gecggectteg
cagacccacce
ccgtaccaga
ctggegtggyg
ccgaccacgt
cgggtggaca
agcccgagcyg
ctgggcgtcg
gtggacagcg
cgggactacg
accggcaacg
aaccgcgggyg
gagcgggcgyg
ccatgcceca
atgctgcaga
gacatggacc
ctcceegtge
gcgcacctece
ggccecgcac
gaggctecgce
gtcgacggcet
gacgagatcg
accaggctcg
accggcatct
ccgagectcg
cagacggccg
acggagcagc
tgcgacggcg
ttgaggccac
cgcaaccccg
gggctggact
tegeceggeg

ttggccaaga
agtgcgaaga
ctggcggcga
cacgggttece

<213> Alexandrium fundyense

<400> 141

tgttcgggga
acccgageag
cggceegega
actgcgccca
tggtggagca
tggaggtcat
tccacttcga
cecttgggect

‘€ggcgcgggy

tcegectege
gccgectegg
gectggecgt
gcgeccgatgt
gccgeatcat
cggeggacct
tcatcggggt
tggacgagca
gagctcgggt
acggegtget
cceeceggegt
cggactacga

‘acggeggeac

tcctggacte
ccgtetecgt
accgcgagat
cggcecgeege
tggccteett
getggtgeat
ccgagggegt
tctegtetee
ggaagtgcgt
tgggcgagag
ccaggctctg
tcgagcacat
tgtactccac
gcggggccaa
actcggaaca
acgcggagaa
gattcgtcgg

actcgaacac
cgaccctega
ccectegaatt
ccatcgtcaa

104

cgtceggcaag
gtccctecac
gatggacccg
cctegacgge
ctteccagcege
gatgctggac
cgtegtgecag
ggccatggece
gcggtactge
cgaggtcggt
cgcecacgeeyg
cgagatggac
ggtggaccag
gcagctcatc
gctcgectte
gacgcgctgt
catcgcegge

agtecgecte

catacagtac
cgggcctgcet
gcaccacgag
cgaggcggcyg
cctcaacttce
cgggetgcete
gcagcggcetg
cgeegegeeg
cgacteggtg
cgacgtggcg
ggaccgggac
gaagctgtac
tctgtacceg
cgggttcecte
caagaagggc
gctctegteg
ggacggagag
gatactcgta
accctteggg
caacatcatc
ctgtgcgege

actcgtgttc
cctcaacgcece
ctgcgagggy
catctactgg

cccgecgaca
gtgcgetcet
gacagcgcgg
gagggcaagc
tggggcggcyg
gtgccgacga
tgcctctece
ggcctectge
cgegtgatga
gacctgccga
gaggtcctge
cagctggteg
cagaagttca
gcgatctget
gcgetecace
caaaacttcg
acccgegtag
gtgcacggct
gacacgagcce
gcggegecec
gctettgtee
gcegegggcea
accgacttceg
ttecgaggegt
gccggceccagg
ccgeecgetyg
tgcaccaagc
aactgcagct
gtgcgcactt
gacgacgtcg
agecgttacca
ctcctggaca
gccacegtgg
atccegcagg
ctcgetgact
gacgactcgce
tatggtggcyg
tatgceggge
gagaccgacg

acagggccga
gccgaggggyg
ctcaaggcgce
accc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
2460
2520
2574



ggatgactcc
tcagctegea
tccacggggy
ccegecactg
ccagcgcegga
ccgeggecte
cgaggcgegg
cggccagctt
gcgeggegtce
ccacaaatct
tcaggctgec
gcgcgggage
cgeceggttge
tgcccacgtce
tgtggaggcce
gcatcgaccece
cgtececggget’
ggtgcttgge
tgtgccagtce
getgegtgta
gagacgtctce
gctectecag
gccggegcac
ggacgccctce
ccggegacac
aatcgttcag
ggccgaacga
acatctcget
gcagcctegce
acggceggtce
tcegeccgag
gcgggactgce

<210> 142
<211> 2575
<212> ADN

catgttgagce
acagcgcegece
gtggacgcec
gaagccgagg
gcaccecteg
ctcectggcece
cceeecgtee
cctgggcgtg
cagctggect
gacgtcggcg
cagagcggcec
cggcccgggg
cgcgeegtge
ctecggectg
gatgatggga
ggcgaacgtce
gaggcgggcce
ggccgggteg
ggagacctgce
gagcacggcee
caggcgcecte
gcgegegage
gaggtgctgg
gtagctcceg
catgtactgce
ggacgcectce
gcecctgcagg
cggegegatce
aaacctcceg
gcggtccagg
gatctccatg
gtgcctgcetce

ES 2663 075 T3

atggtaacgce
tcgacgtegt
caagtgcgca
tagctgecagt
agettggtge
gcagegggcy
gcctggeegg
gacgcectega
gtgaagtcgg
ctgcecegegyg
aggacaagag
gggggcgeeyg
ttgctegtgt
aagccgegea
tctacgcggg
tcgaagtttt
aggtggagcg
gagcagatcg
atgaacttct
acgaccagct
cgcaggacct
cteggeaggt
ctcatcacge
ggcaggaggc
cgggagaggce
gtcgtcggcea
gcgecgeccce
cgcttgecct
gcecgegetgt
aaggagcgca
atgtcggeeg
a

<213> Alexandrium fundyense

<400> 142

gggtccagta
tgageccecte
cggeggcgtt
ctgtgaacac
tctcgegege
catagatgat
_catacccgaa
cgtctacgag
cgagctctee
ggatcgacga
tggcgecett
ggaggaggaa
cgctcgggta

gatgttgacg
gcagaatteyg
gaggtcgagg
gagtgtgtte
acagecgacg
gttgttctece
gggttgctce
tatcttggce
gtccgtggag
gagcatgtgc
cttgcagagce
ccegeteteg
cagaacgcac

atggggaacc
agggtecgeeg.
gtcgtcttceg
gagttcttgg
aatccgeegg
gcgtagteca
gagtcggggt
ccgegtggece
tacacgeccgt
tcgagctget
ctggeggeeg
cccacgaggac -
ttccagatac

tcgggtacag
cgtacagctt
cgtceeggte
tcgeccacgte
acaccgagtce
gcggegegge
ccagccactg
agagcagccce
tgaagttgag
ccgecgecte
cectecgtggtg
cagcaggccce
cgtactgtat
cgaggcggac
tgcecggegat
ggcagcgegt
cgaaggcgag
cgatgagcetg
gctggtccac
ggtccatcte
ccggegtgge
caccgaccte
ggcagtaccg
cggccatggce
actgcacgag
cgtecageat
agcgctggaa
cgecegtegag
ccgggtecat
cgtggaggga
gecttgeecgac

cgtggtaggt
ccagaagcca
cactcgacag
ccaagttcag
gcgaattgaa
gcccgaagta
tgcggccaag
tcaaacaagc
cgcacacgta
ccgtgtegtt
tctgcacaca
tecgggatgac
cggtcagctce

105

aacgcacttc
cggagacgag
cacgccatceg
gatgcaccag
gaaggaggcc
ggeggeggee
catctcgegg
gacggagacg
ggagtccagg
ggtgccgeeg
ctcgtagtcce
gacgecgggg
gagcacgcecg
tacccgaget
gtgctcgtcce
caccccgatg
caggtcegee
catgatgcgg
cccatcggeyg
gacggccagyg
gccgaggcgg
ggcgaggcegyg
ccececgegec
caggcccaag
gccgaagtgg
catgacctce
gtgctccace
gtgggcgcag
ctcgegggec
cctgcteggg
gtceccgaac

gtgggggcac
cttgegetga
gccggcagta
aatgccgaac
cgecttgete
ctcgacgacg
aacgccgcag
acatatggcg
ggtgatgtcg
gtgcttcagg
gtcgtgggeg
tceccatgttg
gcaacagcgce

cagatgcecgg
acgagcctgg
gcgatctect
cagcegtega
agcggagect
ggtacgggge
tggaggtgcyg
ggcacgggga
aggcccatgt
ttcttecagea
gtggggcatg
gcecgegeget
tceceegeggt
cecgttgeecgg
acgtagtcce
acgctgtcca
gcgacgecca
ccgecteggge
ctgtccacce
cacgtggtcg
cceccacgeca
atctggtacg
gggtgggtct
gcgaaggccg
agtgagacgce
agcatgcaga
agcgaggcga
tccgacaget
ggagggacgt
tccaccecegt
agcaccaggt

ccaagcgect
aggtccecet
cagatcggcce
ttctegtcegg
agctgcccgg
ccgecgecac
ccatgcgagt
ggcaagtcag
gccecectgeyg
cgcaccacqg
ttgatgtcca
agcatggtaa
gcctecgacgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1881

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



10

cgtecgtacag
gcacgtccceg
agttcgecac
tgcacaccga
ggcggeggcyg
ccggecagec
tcgaagagca
tcgatgaagt
gcggcecgeeg
agagcctcgt
gcecgeageag
gtgtcgtact
tgcacgaggc
cgggtgccgg
ttttggcage
agcgcgaagyg
atcgcgatga
ttctgectggt
agctggtcca
acctcecggeg
aggtcaccga
acgcggcagt
aggcecggceca
aggcactgca
ggcacgtcca
ccccageget
cectegeegt
ctgteegggt
cgcacgtgga
gcgggcettge

<210> 143
<211> 1209
<212> ADN

cttcggagac
gtccacgecece
gtcgatgcac
gtcgaaggag
cggcggeggc
gctgcatctce
gcccgacgga
tgagggagtc
cecteggtgee
ggtgctcgta
gccecgacgece
gtatgagcac
ggactacccg
cgatgtgecte
gcgtcacccece
cgagcaggtc
gctgcatgat
ccaccacatc
tectegacgge
tggcgcegag
cecteggegag
accgceccccg
tggccaggcce
cgacgtcgaa
gcatcatgac
ggaagtgctce
cgaggtgggc
ccatcectegeg
gggacctgct
cgacgtcecce

ES 2663 075 T3

gagacgagce
tcggcgatcet
cagcagccgt
gccageggag
ggccggtgeg
gcggtggagg
gacgggcacg
caggaggtcc
gecegttetge
gtcegtgggg
gggggccgec
gccgteceeg
agctccattg
gtccacgtag
gatgacgctg
cgcegecgacyg
gcggecgetc
ggcgcagtece
caggcacgtg
gcggecccac
gcggatctgg
cgcecgggtgy
caaggcgaag
gtggagcgac
ctccagcatg
caccagcgag
gcagtccgac
ggccgg9999
cgggtccace
gaacagcacc

<213> Alexandrium fundyense

<220>

<221> misc_feature
<222> (314)..(314)

<223>nesa,

<400> 143

c,g,ot

tggtccatgg
cgtccegeca
cgaccagegce
cctcegegge
gggccgaggce
tgcgeggeca
gggagtgcgg
atgtccacaa
agcatcaggce
catggcgegg
cgetcgeega
cggttgeccca
ccggtgtgga
tceegeateg
tcecacgtceg
cccaggtget
gggctgtgee
gceegetgeg
gtcggagacg
gccagetect
tacggcegge
gtctggacge
gcecgceceggceg
acgcaategt
cagaggcega
gcgaacatct
agctgcagcece
acgtacggcec
cectteecgee
aggtgcagga

106

ggggtggacyg
ctggaagccg
ggagcaccec
ctcectceect
gcggececec
goctectggg
catccagcetg
atctgacgtc
tgcccagage
gagccggece
ttgeegegee
cgtectecegg
ggccgatgat
acccggcgaa
ggctgaggceg
tggeggeegy
agtcggagac
tgtagagcac
tcteccaggceg
ccaggcgege
gcacgaggtg
cctegtaget
acaccatgta
tcagggacge
acgagcectg
cgcteggege
tcgcgaacct
ggtcgtggte
cgaggatctce
ctgegtgect

ccccaagtge
aggtagctgce
tecgagettgg
ggccgcagceg
gtccgectgg
cgtggacgec
gcectgecgaag
ggcgctgccce
ggccaggaca
999999999¢
gagctggctce
cctgaagcceg
gggatctacg
tgtctecgaag
ggccaggtgg
gtcggageag
ctgcatgaac
ggccacgacce
cctecegecagg
gagcctcgge
ctggctcate
cccgggcagy
ctgccgggatyg
ccecgtegte
cagggcgccg
gatccgettg
cceggecgeg
caggaaggag
catgatgtcg
gctca

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2575



10

15

catggacctc
ceecegtgecee
gcacctccac
cececegeacceyg
ggctecgetg
cgacggctgce
cgagatcgece
_ caggctcgte
cggcatctgg
gagectegtg
gacggccegee
ggagcagctc
cgacggegtg
gaggccgege
caaccccgac
gctggactac
gcceggegga
ggccaagaac
tgcgaagacg
ggcggcegace
cgggttcce

<210> 144
<211> 1208
<212> ADN

ctggactccce
gtctecegteg
cgcgagatgce
gccgecgeeyg
gcctcctttyg
tggngcatcg
gagggcgtgg
tcgtetcecga
aagtgcgttc
ggcgagageg
aggctectgea
gagcacatgc
tactccacgg
ggggccaaga
tcggagcaac
gcggagaaca
ttcgtegget
tcgaacacac
accctegace
ctcgaattct

ES 2663 075 T3

tcaacttcac
ggctgetctt
agcggctggce
cecgegecgee
actcggtgtg
acgtggcgaa
accgggacgt
agctgtacga
tgtacccgag
ggttcctect
agaagggcgce
tctegtegat
acggagagct
tactcgtaga
ccttegggta
acatcatcta
gtgcgcgega
tcgtgtteac
tcaacgcege
gcgaggggct

<213> Alexandrium fundyense

<400> 144

catggacctc
ceccecgtgeece
gcacctceccac
cecgeacegg
gctecegetgg
ggceggctget
gagatcgccg
aggctegtcet
ggcatctgga
agectegtgg
acggccgeca
gagcagctcyg
gacggcgtgt
aggccgcegeg
aaccccgact
ctggactacg
ccecggeggat
gccaagaact
gcgaagacga
gcggegaccee
gggttcee

<210> 145
<211> 1209
<212> ADN

ctggactccce
gtctcegtcg
cgtgagatgce
cegeegecge
cctectttga
ggagcatcga
agggcgtgge
cgtectecgaa
agtgcgttct
gcgagagegyg
ggctctgcaa
agcacatgct
actccacgga
gggccaagat
cggagcaacc
cggagaacaa
tcgteggegg
cgaacacact
ccctegacct
tcgaattcetg

tcaacttcac
ggctgctectt
agecggcectggce
cgecgeegecg
ctecggtgtge
cgtggcgaac
ccgggacgtg
gctgtacgac
gtacccgage
gttectecete
gaagggcgec
ctcgacgatc
cggagagcetc
actcgtagac
cttegggtat
catcatctac

tgcgcgegag

cgtgttcegea
caacgccegcee
cgaggggctc

<213> Alexandrium fundyense

<400> 145

cgacttcgca
cgaggcegtcee
cggccaggeg
gececegetgeg
caccaagctce
ctgcagetac
gcgcacttgg
cgacgtcgag
cgttaccatg
cctggacata
caccgtggtg
cccgeagggy
cgecgacttg
cgactcgcat
tggtggeggce
cgcecgggeag
gaccgacgag
agggccgatce
cgagggggac
caaggcgcete

cgacttcgcea
cgaggcgtece
cggccaggcyg
ccegetgegy
accaagceteg
tgcagctacc
cgcacttggg
gacgtcgagg
gttaccatgce
ctggacataa
accgtggtge
ccgcaggggg
gcecgacttge
gactcgcatg
ggtggcggceg
gccgggceage
accgacgaga
gggecgatcet
gagggggacc
aaggcgeteg

107

ggccagctgg
acgcccagga
gacggggggc
gccagggagyg
gaggggtgct
cteggettee
ggcgtccace
gegegetgtt
ctcaacatgg
aacgcccacyg
cgcetgagge
gccgacatca
cccgecatat
ggctgcggcg
ggegtegteg
ctgagcaagg
aagttcggca
tgtactgcceg
cttcagcgca
gggtgccece

ggccagctgg
acgcccagga
gacgggggcec
ccagggagga
aggggtgete
teggetteca
gcgtcecacce
cgegetgttyg
tcaacatggg
acgecgcacga
gectgaggea
ccgacatcac
ccgecatatg
gctgeggegt
gegtegtega
tgagcaaggc
agtttggcat
gtactgcecgg
ttcagcgcaa
ggtgccecca

acgcecgegcet
agctggccge
cgcgectcgg
aggccgegga
ccgegetggt
agtggcggga
cccegtggac
gcgagctgac
gagtcatcce
actgegtgea
acaacgacgce
cctacgtgtyg
gtgcttgttt
ttcttggeccg
agtacttegg
cgttcaattc
ttctgaactt
gcctgtegag
agcggcttet
acacctacca

acgcecgegcet
agectggecgce
gcgecteggce
ggccgeggag
cgcgetggte
gtggcgggac
ccegtggace
cgagctgacc
agtcatccecg
ctgcgtgtag
caacgacgcg
ctacgtgtgce
tgcttgtteg
tcttggecge
gtacttcggg
gttcaattecg

tctgaacttg

cctgtcgagt
gcggettetg
cacctaccac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1209

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1208



10

15

catggacctce
cceegtgece
gcaccteccac
ctcegecacceg
ggctcegetg
cgacggctgc
cgagatcgee
caggctcgte
cggcatctgg
gagcectcegtg
gacggccgece
ggagcagcte
‘cgacggcgtyg
gaggccacgc
caaccccgac
gctggactac
gcecggegga
ggccaagaac
tgcgaagacg
ggcggegace
cgggttcce

<210> 146
<211> 1207
<212> ADN

ctggactcce
gtctcegteg
cgcgagatgce
gcecgecgecg
gcctectteg
tggtgcatcg
gagggcgtgg
tcgtctecga
aagtgcgttce
ggcgagagcg
aggctctgca
gagcacatgc
tactccacgg
ggggccaaga
tcggagcaac
gcggagaaca
ttegtegget
tcgaacacac
accctcgacce
ctcgaattet

ES 2663 075 T3

‘tcaacttcac
ggctgctett
ageggctgge
ccgecgecgee
actcggtgtg
acgtggcgaa
accgggacgt
agctgtacga
tgtacccgag

‘ggttectect

agaagggcac
tctegtagat
acggagagct
tactcgtaga
cctcegggta
acatcatcta
gtgcgegega
tegtgtteac
tcaacgecge
gcgaggggcet

<213> Alexandrium fundyense

<400> 146
catggaccte

cccegtgeec
gcacctccac
ceccgecaceg
ggctecegetg
cgacggctge
cgagatcgcec
caggctcgte
cggecatctgg
gagcctegtg
acggecgeca
gagcagctceg
gacggegtgt
aggccgcegeg
aaccccgact
ctggactacg
cceggeggat
gccaagaact
gcgatgacga
tggcgaccct
ggttcce

<210> 147
<211> 873
<212> ADN

ctggactcce

gtcteegteg
cgcgagatge
gcegeegeeg
gcctectttg
tggcegcatceg
gatggcgtgg
tcgtccecga
gagtgcgttc
ggcgagagceg
ggctctgecaa
agcacatgct
actccacgga
gggccgagat
cggagcaacc
cggagaacaa
tcgtcggcetg
cgaacacact
ccetegacct
cgaattctgt

tcaacttcac

ggctgctctt
agcggetgge
cecgegecgec
actcagtgtg
acgtggcgaa
accgggacgt
agctgtacga
tgtacccgag
ggttcctect
gaagggcgcce
ctcgtecgatc
cggagagctce
actcgtagac
cttegggtat
catcatctac
tgecgcgegag
cgtgttcaca
caacgccgcee
gaggggctca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 147

cgacttcgea
cgaggcegtece
cggccaggcg
gcececgcetgeyg
caccaagctce
ctgcagctac
gegecacttgg
cgacgtcgag
cgttaccatg
cetggacatce
caccgtgatg
cecgeagggyg
cgctgacttg
cgactcgeat
tggtggcgge
tgccgggcag
gaccgacgag
agggcecgatce
cgagggggac
caaggcgcett

cgacttcgca

cgaggcgtec
cggccaggeg
gececgetgeg
cgccaagcete
ctgcagctac
gcgecacttgg
cgacgtcgag
cgttaccatg
cctgacataa
accgtggtge
ccgcaggggg
gcecgacttge
gactcgcatg
ggtggcggcg
gcegggeage
accgacgaga
gggccgatcet
gaggggacct
aggcgcetegg

108

ggccagctgg
acgcccagga
gacggggggc
gccagggagyg
gaggggtgct
cteggcettcee
ggcgtccacce
gcgegetgtt
ctcaacatgg
‘aacgcccacyg
cgcctgaagce
gccgacatcea
ccecgecatat
ggctgeggceg
ggcgtcgtcg
ctgagcaagg
aagttcggca
tgtactgccg
cttcagcgea
gggtgcccce

ggtcagctgg

acgcccagga
gacggggggc
gccagggagg
gaggggtgct
cteggettece
ggcgtccace
gecgegetgtt
ctcaacatgg
acgecccacga
gcctgaggea
ccgacatcac
ccgccatatg
gctgcggegt
gcgtegtega
tgagcaaggc
agttcggcat
gtactgecegg
tcagcgcaag
gtgcececac

atgcecgcact
agctggeccge
cgcgectegg
aggccgcgga
ccgegetggt
cgtggcggga
cccecatggac
gcgagctgac
gagtcatcece
actgtgtgca
acaacgacac
cctacgtgtg
gtgcttgttt
ttcttggecg
agtacttcgg
cgttcaattc
ttctgaactt
gectgtegag
agcggcttcect
acacctacca

acgcegeget

agctggcecge
cgcgcctegg
aggccgcgga
cegegetggt
agtggcggga
cccegtggac
gcgagcectgac
gagtcatcee
ctgegtgcag
caacgacgcg
ctacgtgtgce
tgcttgtctg

tcttggeege

gtacttcggg
gttcaattcg
tctgaacttg
cctgtegagt
cggcttctgg
acctaccacg

60
120
180
240
300
‘360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1209

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1207
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15

20

ggacgagatc
gaccaggetce
gaccggeate
ccegageete
gcagacggcee
cgcggagcag
tgcgacggeg
ctgaggccgce
cgcaacceccg
gggctggact
tcgeececggeg
ttggccaaga
agtgcgatga
ctggeggega

acgggttecec

<210> 148
<211> 597
<212> ADN

gccgatggeg
gtctegtcte
tggaagtgcyg
gtgggcgaga
gccaggctct
ctcgagcaca
tgtactccac
gtggggccaa
actcggagca
acgcggagaa
gattcgtcgg
actcgaacac
cgaccctega
ccctcgaatt
catcgtcaac

ES 2663 075 T3

tggaccggga
cgaagctgta
ttetgtacee
gcgggtteet
gcaagaaggg
tgctctegte
ggacggagag
gatacccgta
accctteggg
caacatcatc
ctgtgcgege
actcgtgttce
cctcaacgec
ctgtgagggyg
atctactgga

<213> Alexandrium fundyense

<400> 148

acgagatcge
ccaggctcgt
ccggcatctg
cgagcctegt
agacggccgce
cggagcagcet
gcgacggegt
tgaggccgceg
gcaaccccega
rgctggacta

<210> 149
<211>723
<212> ADN

cgatggcegtg
ctcgtcteceg
gaagtgcgtt
gggcgagagce
caggctetgce
cgagcacatg
gtactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac

gaccgggacyg
aagctgtacg
ctgtacccga
gggttecctec
aagaagggcyg
ctectegtega
gacggagagce
atactcgtag
cecttegggt
aacatcatct

<213> Alexandrium fundyense

<400> 149
acgagatcgce
ccaggctegt
ccggcatctg
cgagcectegt
agacggccgce
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggccgeg
gcaacccega
ggctggacta
cgcececggegy
tggccaagaa
gta

<210> 150
<211>722
<212> ADN

cgatggcgtg
ctecgteteeg
gaagtgcgtt
gggcgagage
caggctctge
cgagcacatg
gtactccacg
cggggccaag
cteggagcaa
cgcggagaac
attcgtegge
ctcgaacaca

gaccgggacg
aagctgtacg
ctgtacccga
gggttectee
aagaagggcg
ctctegtega
gacggagagce
atactcgtag
cecettegggat
aacatcatct
tgtgcgegeg
ctcgtgttceca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 150

cgtgcgcact
cgacgacgte
gagegttace
ccteetggac
cgccaccgtyg
gatccegcag
ctcgecgact
gacgactcgce
tatggtggcg
tacgcegggce
gagaccgacg
acagggccga
gcegaggggg
ctcaaggcgce
cece

tgcgcacttg
acgacgtcga
gcgttaccat
tcectggacat
ccaccgtggt
tceccgcaggg
tegecgactt
acgactecgea
atggtggcgg
acgccgggca

tgcgcecacttg
acgacgtcga
gcgttaccat
tcctggacat
ccaccgtggt
tcccgecaggg
tcgecgactt
acgactcgeca
atggtggegg
acgcegggca
agaccgacga
cagggccgat

109

tggggcgtce
gaggegeget
atgctcaaca
ataaacgccc
gtgcgectga
gggccgacat
agcccaccat
atggctgcegg
gecggegtegt
agctgagcaa
agaagttcgg
tetgtactge
accttcageg
tcgggtgcecece

gggcegtccac
ggecgegetgt
gctcaacatg
aaacgcccac
gcgectgagg
ggcegacate
gceccgecata
tggectgegge
cggcgtegte
gctgagcaag

gggcgtccac
ggcgegetgt
gctcaacatg
aaacgccecac
gcgectgagg
ggccgacatce
gcccgecata
tggctgegge
eggegtegte
gctgagcaag
gaagttcggce
ctgtactgece

acccecegtg
gttgcgaget
tgggagtcat
acgactgegt
ggcacaacga
cacctacgtg
atgtgcttgt
cgttettgge
cgagtacttc
ggcgttcaat
cattctgaac
cagectgtey
caagcggett
cacacctacc

cceccgtgga
tgcgagctga
ggagtcatcc
gactgcgtgce
cacaacgacyg
acctacgtgt
tgtgcttgtce
gttecttggece
gagtacttceg
gegttea

ccececegtgga
tgcgagctga
ggagtcatcc
gactgecgtge
cacaacgacg
acctacgtgt
tgtgcttgte
gttettggcece
gagtacttceg
gcgttcaatt
attctgaact
ggectgtcga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
873

60
120
180
240
300
360
420
480
540
597

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
723
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20

acgagatcgc
ccaggctcegt
ccggcatctg
cgagcctegt
agacggccgce
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggccgcg
gcaacccetg
gggctggact
tecgeacggeg
ttggccaaga
ag -

<210> 151
<211>721
<212> ADN

cgatggcgtg
ctegteteeg
gaagtgegtt
gggcgagage
caggctctge
cgagcacatg
gtattccacg
cggggccaag
actcggagcea
acgcggagaa
gattcgtcegg
actecgaacac

ES 2663 075 T3

gaccgggacg
aagctgtacg
ctgtacccga
gggttecctcee
aagaagggcg
ctetegtega
gacggagagc
atactcgtag
acccttcggg
caacatcatc
ctgtgcgcge
actcgtgttc

<213> Alexandrium fundyense

<400> 151
acgagatcgt
ccaggctegt
ccggeatctg
cgagcectegt
agacggccge
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggccgcg
gcaaccccga
.ggctggacta
cgceeggegg
tggccaagaa
g

<210> 152
<211> 872
<212> ADN

cgatggegtg
ctegteteeg
gaagtgcgtt
gggcgagagc
caggctctge
cgagcacatg
gtactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtcgge
ctcaaacaca

gaccgggacyg
aagctgtacg
ctgtacccga
gggttectec
aagaagggcg
ctctegtegg
gacggagagc
atactcgtag
ccecttegggt
aacatcatct
tgtgegegey
ctecgtgttca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 152
acgagatcge
caggctegte

cggcatctgg
gagcctegtg
gacggccgece
ggagcagcte
cgacggcegtyg
gaggccgege
caacceccgac
gctggactac
gccecggegga
ggccaagaac
tgcgatgacg
ggcggcgacc
cgggttcecce

<210> 153
<211> 873
<212> ADN

cgatggcgtg
tcgteteega

aagtgcgtte
ggcgagagcg
aggctctgeca
gagcacatgc
tactccacgg
ggggccaaga
tcggagcaac
gcggagaaca
ttegtegget
tcgaacacac
accctegace
ctcgaattct
atecgtcaaca

gaccgggacg
agctgtacga

tgtacccgag
ggttectect
ggaagggcgc
tctegtegat
acggagagct
tactcgtaga
ccttcgggta
acatcatcta
gtgcgecgega
tecgtgttcac
tcaacgccege
gtgaggggct
tctactggac

tgcgcacttg
acgacgtcgg
gegttaccat
tcectggacat
ccaccgtggt
teccgecaggg
tcgeccgactt
acgactcgca
tatggtagceg
tacgcecgggce
gagaccgatg
acagggccga

tgcgcacttg
acgacgtcga
gcgttaccat
tcctggacat
ccaccgtggt
tcecgecaggg
tcgcegactt
acgactcgeca
atggtggcgg
acgccgggea
agaccgacga
cagggccgat

tgcgcacttg
cgacgtcgag

cgttaccatg
cctggacata
caccgtggtyg
ccegeagggy
cgccgacttyg
cgactcgeat
tggtggegge
cgcegggcag
gaccgacgag
agggccgatc
cgagggggac
caaggcgctce
ce

110

gggecgtccac
ggegegetgt
gctcaacatg
aaacgcccac
gcgectgagyg
ggccgacatc
gccecgcececata
tggctgcggce
gcggegtegt
agccgagcaa
agaagttcgg
tectgtactge

gggegtcecac
ggcgcgetgt
gctcaacatg
aaacgcccac
gegectgagg
ggccgacatc
gccegecata
tggctgegge
cggcgtegte
gctgagcaag
gaagttcggce
ctgtactgce

gggcgtcecac
gcgegetgtt

ctcaacatgg
aacgcccacg
cgecectgagge

gcecgacatca

cccgecatat
ggctgeggeg
ggcgtegteg
ctgagcaagg
aagttcggca
tgtactgcceg
cttcagegea
gggtgceeccce

ccececgtgga
tgcgagctga
ggagtcatcc
gactgcgtgce
cacaacgacg
acctacgtgt
tgtgcttgtce
gttecttggeco
cgagtactte
ggcgttcaat
cattctgaac
cggeectgteg

cceccegtgga
tgcgagctga
ggagtcatcc
gactgcgtgce
cacaacgacg
acctacgtgt
tgtgcttgtce
gttcttggce
gagtacttcg
gcgttcaatt
attctgaact
ggcctgtcega

ccecegtgac
gcgagetgac

gagtcatcce

‘actgcgtgcea

acaacgacgc
cctacgtgag
gtgcttgtct
teccttggecg
agtacttegg
cgttcaattc
ttctgaactt
gcetgtegag
agcggcettet
acacctacca

60
120
180
240
300
360

- 420

480,
540
600
660
720
722

60
120
180
240
300
360
420

. 480

540
600
660
720
721

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
872
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<213> Alexandrium fundyense

<400> 153
acgagatcgc
ccaggctcgt
ccggcatctg
cgagcectegt
agacggccge
cggagcagcet
‘gcgacggegt
tgaggcegeg
gcaacccega
ggetggacta
cgcecggegyg
tggccaagaa
gtgcgatgac
tggcggcgac
acgggttcce

<210> 154
<211> 827
<212> ADN

cgatggcgtg
ctegtetecyg
gaagtgcegtt
gggcgagagce
caggctcetgc
cgagcacatg
gtactccacyg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgeggagaac
attcgtcggce
¢tcgaacaca
gaccctcgac
cctcgaattce
catcgtcaac

gacctggacg
aagctgtacg
ctgtaccecga
gggttecctec
aagaagggcg
ctctegtcga
gacggagagc
atactcgtag
cecettegggt
aacatcatct
tgtacgcegeg
ctegtgttea
ctcaacgcecg
tgtgaggggc
atctactgga

<213> Alexandrium fundyense

<400> 154
ccaccceecyg
-ctgttgcgag
catgggagtc
ccacgactge
gaggcacaac
catcacctac
catatgtgct
cggegttett
cgtcgagtac
caaggcgtte
cggcattctg
tgcecggeceg
gcgcaagegg
ceecccacace

<210> 155
<211> 670
<212> ADN

tggaccaggc
ctgaccggca
atcccgagee
gtacagacgg
gacgcggage
gtgtgcgacg
tgtctgtgge
ggccgcaace
tacgggctgg
aattcgcceg
aacttggtca
tcgagtgcga
cttetggegg
taccacgggt

tcgtctcgte
tctggaagtg
tcgtgggega
ccgccaggcet
agctcgagcea
gcgtgtacte
cgegeggggc
ccgactcgga
actacgecgga
gcggattcgt
agaactcgaa
tgacgaccct
cgaccctcega
tccecategt

<213> Alexandrium fundyense

<400> 155
_eccecegtygg

ttgcgagetg
gggagtcatc
cgactgegtyg
gcacaacgac
cacctacgtg
gtgettgtet
ttcttggecg
agtacttcgg
cgttcaattc
‘ttctgagcett
gcctgtegag

<210> 156
<211> 533

accaggeteg

accggcatct
ccgagcctceg
cagacggccg
gcggagcagce
tgcgacggtg
gaggccgcegce
caaccccgac
gctggactac
gcccggcgga
ggccaagaac

tetegteteoe

ggaagtgegt
tgggcgagag
ccaggctctg
tcgagcacat
tactccacgg
ggggccaagg
tcggagcaac
gcggagaaca
ttegttgget
tcgaacacac

tgcgcacttg
acgacgtcga
gcgttaccat
tcectggacat
ccaccgtggt
tcecegecaggyg
tcgecgactt
acgactegea
atggtggcgg
acgecgggea
agaccgacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcaaggecgct
cce

ttcgaagetg
cgttetgtac
gagcgggtte
ctgcaagaag
catgctcteg
cacggacgga
caagatactc
gcaaccctte

gaacaacatc

cggctgtgeg
cacacttgtg
cgacctcaac
attctgtgag
caacatctac

gaagetgtge

tctgtacccg
cgggttecte
caagaagggc
getetegteg
acggagagct
tactcgtaga
ccttegggta
acatcatcta
gtgcgegega
tcgtgttcac

111

gggcgtcecac
ggcgegetgt
gctcaacatg
aaacgcccac
gtgcctgagg
ggccgacatce
gccegecata
tggctgegge
cggcgtegte
gctgagcaag
gaagttegge
ctgtactgcece
ccttecagcge
cgggtgcecc

tacgacgacyg
ccgagegtta
ctecctectag
agcgectceg
tegatcecge
gagctegeeqg
gtagacgact
gggtatggtg
atctacgceeg
cgcgagacceg
ttcacagggce
gcecgeegagg
gggctcaagg
tggaccce

gacgacgtceg

agcgttacca
ctcetgggea
gccaccgtgg
atcccgcagg
cgcegacttg
cgactcgcat
tggtggegge
cgeccgggcag
gaccgacgag
agggccgatc

cccecgtgga
tgcgagctga
ggagtcatcc
gactgegtge
cacaacgacg
acctacgtgt
tgtgcttgte
gttcttggcce
gagtacttcg
gegttcaatt
attctgaact
ggcctgtcaa
aagcggcttce
cacacctacc

tcgaggcgeg
ccatgctcaa
acataaacgc
tggtgcgcct
agggggccga
acttgcecege
cgcatggctyg
geggeggegt
ggcagctgaa
acgagaagtt
cgatctgtac
gggacccteca
cgctegggtg

aggcgegetg

tgctcaacat
taaacgccca
tgcgectgag
gggccgacat
ceegecatat
ggctgcggcg
ggegtegteg
ctgagcaagg
aagttcggeca
tgtactgccg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
873

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
827

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670
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ES 2663 075 T3

<213> Alexandrium fundyense

<400> 156

tcgaggeget
ccatgctcaa
acataaatgc
tggtgcgect
agggggecga
acttgcecege
cgcatggetg
gcggeggegt
ggcagctgag

<210> 157
<211> 1414
<212> ADN

ctgttgcgag
catgggagtce
ccacgactgt
gaggcacaac
catcacctac
catatgtgcet
cggegttett
cgtcgagtac
caaggegtte

ctgaccggca
atccegagec
gtgcagacgg
gacgcggagce
gtgtgcgacg
tgtttgaggce
ggcecgcaace

ttcgggetgg
aattcgeceg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 157

tgctcaacat
tecaacgccca
tgcgectgaa
gggccgacat
tgccegecat
atggctgcgg
gecggegtegt
agctgagcaa
agaagttcgg
tetgtactge
accttcageg
ttgggtgcce
aggtgtgegce
gegtegtceac
tccagttcac
acctgatcaa
ccgcaggacce
ctagtcageg
ccaagggcca
caagcagcaa
tgeccgeegtt
tttgggcttt
ggtagcgccet
gtacgcgtct

<210> 158
<211> 1315
<212> ADN

gggagtcatce
cgactgtgtg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgcttgt
cgttettgge
cgagtacttce
ggegttecaat
cattctgaac
cggcectgteg
caagcggcett
ccacacctac
agaggtgtac
gacccecatg
gtcgctecac
gecgctacceg
agcgecgete
tgtttttaat
ggcaggtttt
gggtcaggcg
ttgatcctge
gctgatcctg
gtccgtgtet
gctaaaaaaa

ccgagecteg
cagacggceg
acggagcagc
tgcgacggeg
ttgaggccac
cgcaacceeg
gggctggact
tegeceggeg
ttggccaaga
agtgcgaaga
ctggcggcga
cacgggttece
agggagctga
tggecacccca
gacgaggccg
ccetcegeeg
atcccagggg
gtgcaagcag
ggctgecgee
gattctggge
tgtgttgtcg
atccaaggta
gccatettag
aaaaaaaaaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 158

tctggaagtyg
tegtgggega
ccgccagget
agctcgagea
gcgtgtacte
cgcgeggege
ccgactegga
actacgcgga
gcggattegt

tgggcgagag
ccaggctctg
tcgagcacat
tgtactccac
gcggggccaa
actcggagca
acgcggagaa
gattegtegg
actcgaacac
cgaccctcga
ccctegaatt
ccatcgtcaa
tgagcgcgag
tegeceegaa
ccgtgegceca
tgcecgecegeyg
tggtttaagg
caagggtcag
gttttgatcce
ttgtacacca
tagcgtgcaa
tgaccagcca
ctggtcacta
aaaa

112

cgttctgtac
gagcgggttc
ctgcaagaag
catgctcteg
cacggacgga
caagatactc
gcaacccttce
gaacaacatc
cggetgtgeg

cgggttecte
caagaagggc
gctctegteg
ggacggagag
gatactcgta
accctteggg
caacatcatc
ctgtgegege
actcgtgttc
cctcaacgcecc
ctgcgagggyg
catctactgg
gcagggcgcg
gggccacgag
catcctegtg
catctgatcg
gattgtttaa
gcggattetg
tgctgtgttg
agggccaggc
gcagcgaggg
tggcgcatca
ttcgcatcaa

ccgagcgtta
ctcectectgg
ggcgcecacey
tcgateecge
gagctegeeg
gtagacgact
gggtatggtg
atctacgceccg
cgce

ctectggaca
gccaccgtgg
atcccgcagg
ctcgectgact
gacgactcge
tatggtggcg
tatgccgggce
gagaccgacg
acagggccga
gccgaggggyg
ctcaaggcgce
accceggteg
ttccagtggag
atgctgcgcet
atcctcgagg
gecgoccgag
tcttttcaat

ggcttgtaca

tegtagegtyg
aggttttggce
tcaggcggat
tcgegtctaa
cactcgcaag

60
120
180
240
300
360
420
480
533

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1414



10

15

tgctcaacat
taaacgccca
tgcgectgag
gggccgacat
tgcccgecat
atggttgcgg
gcggegtegt
agctgagcaa
agaagttcga
tetgtactge
accttcagecg
tecgggtgecce
aggtgtgcge
gcegtegtceac
teccagtteac
acctgatcaa
cegcaggace
ctagtcagcg
ccaagggcca
caagcagcaa
tgccgeegtt
ttggggettt

<210> 159
<211> 1453
<212> ADN

gggagtcatc
cgactgcgtg
gcacaacgac
cacctacgtg

atgtgcttgt

cgttettggce
cgagtacttc
ggcgttcaat
cattctgaac
cggectgteg
caagcggctt
ccacacctac
agaggtgtac
gacccccatg
gtcgetecac
gegctacceg
agcgeccgcete
tgtttttaat
ggcaggtttt
gggccaggcg
tttatcegge
gctgatcctg

ES 2663 075 T3

ccgageceteg
cagacggccy
gcggagceagce
tgcgacggceg
ctgaggccge
cgcaacceceqg
gggctggact
tcgececggeg
ttggccaaga
agtgcgatga
ctggcggega
cacgggttce
agcgagctga
tggcacccea
gacgaggccg
ccecteecgecg
atcccagggg
gtgcaagcag
ggctgccgec
gagtctgtgce
tgtgttgtgg
atccaaggta

<213> Alexandrium fundyense

<400> 159

gctcaacatg
aaacgecccac
gcgectgaag
ggccgacatc
gcccgecata
tggctgegge
cggegtegte
gctgagcaag
gaagttcgge
ctgtactgcece
cctteagege
cgggtgececcec
ggtgtgcgea
cgtcgtecacg
ccagttcacg
cctgatcaag
cgcaggacca
tagtcagcgt
caagggccag
aagcagcaag
gcecgeegttt
ttgtggcttt
tgtagcgcet
gtacgegtct
aaaaaaaaaa

<210> 160
<211> 469
<212> ADN

ggagtcatcc
gactgcgtgce
cacaacgacg
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttcttggec
gagtactteg
gcgttcaatt
attctgaact
ggcctgtcega
aagcggcette
cacacctacc
gaggtgtaca
acccecatgt
tecgetccacg
cgctaccege
gcgecgctca
gtttttaatg
gcaggttttyg
ggtcaggcegg
tgatcctgcet
gctgatcctg
gtccatgtet
gctacgcaca
aaa

cgagcctegt
agacggccgce
cggagcagct
gcgacggegt
tgaggcecgcg
gcaaccccga
ggctggacta
cgcceggcgyg
tggccaagaa
gtgcgatgac
tggeggegac
acgggttcce
gggagctgat
ggcaccecat
acgaggccgce
cctcegecgt
tceccaggggt
tgcaagcagc
getgeccgecg
agtctggget
gtgttgtggt
atccaaggta
gccatcttag
ggtgacaatt

<213> Alexandrium fundyense

<400> 160

gctcaacatg ggagtcatce cgagectegt gggegagage gggttcctee tectggacat

tgggcgagag
ccaggctcetg
tcgagcacat
tgtactccac
gcggggecaa
actcggagca
acgcggagaa
gattcgtegg
actcgaacac
cgaccctega
cccecgaatt
cecatcgtcaa
tgagcgcgag
tcgctcecgaa
ccgtgecgeca
tgcecgeegeg
ttgtttaagg
caagggtcaa
attttgatcc
ttgtacacca
tagcgtgcaa
aaaaaaaaaa

gggcgagagce
caggctctge
cgagcacatg
gtactccacg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attcgtegge
ctcaaacaca
gaccctcgac
cctegaatte
catcgtcaac
gagcgcgagg
cgccccaaag
cgtgcgccac
gccgecgege
tgtttaaggg
aagggtcagg
ttttgatcct
tgtacaccaa
agcatgcaag
tgaccagcca
ctggtcacta
gacattgtgg

113

cgggttecte
caagaagggc
gctctegteg
ggacggagag
gatactcgta
accctteggg
caacatcatc
ctgtgcgege
actcgtgtte
cctecaacgcece
ctgtgagggg
catctactgg
gcagggcgcyg
gggccacgag

‘catcctegtyg

catctgatcg
gattgtttaa
gcggattetg
tgctgtgttg
agggccagge
gcagcaaggg
aaaaaaaaaa

gggttcctee
aagaagggcg
ctetegtega
gacggagagc
atactcgtag
cecttegggt
aacatcatct
tgtgcgegeg
ctegtgttea
ctcaacgccg
tgcgagggge
atctactgga
cagggcgegt
ggccacgaga
atcctcgtga
atctgatcgg
attgttgagt
cggattctgg
gctgtgttgt
gggccaggcea
cagcaagggt
tggcgcatca
tttgcatcaa
atcgagccac

ctcctggaca
gccaccgtgg
atccecgcagg
ctcgececgact
gacgactcge
tatggtggcg
tacgccgggce
gagaccgacg
acagggccga
gccgaggggg
ctcaaggcge
accecggteg
ttccagetgg
atgctgeget
atcctcgagg
gccgecegag
tcttctcaat
ggcttgtaca
tcgtagecgtg
aggttttgge
tcaggcggat
aaaaa

tcctggacat
ccaccgtggt
tcecegeaggg
tcgccgactt
acgactcgca
atggtggcgg
acgccgggca
agaccgacga
cagggccgat
ccgaggggga
tcaaggcgcet
ccceggtega
tccagetggg
tactgcgett
tcctcgagga
ctgccegage
cttttcaatc
gcttgtacac
cgtagcgtgc
ggttttggct
caggcggatt
tcgegtctaa
cactcgcaag
ggaagggaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1315

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1453

60
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15

20

25

30

aaacgcgcac
gegectgagg
ggcecgacate
gccecgeccata
tggctgcgge
cggegtegte
gctgagcaag

<210> 161
<211> 457
<212> ADN

gactgcgtgce
cacaacgacg
acctacgtgt
tgtgcttgtt
gttcttggece
gagtacttcg
gegttcaatt

ES 2663 075 T3

agacggccgc
cggagcagct
gcgacggcegt
tgaggcegeg
gcaaccccga
ggctggacta
cgceeggegyg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 161

agtcatcccg
ctgtgtgcag
caacgacacg
ctacgtgtgc
tgcttgtttg
tcttggecge
gtacttcggg
gttcaattcg

<210> 162
<211> 424
<212> ADN

agcctegtgg
acggcecgceca
gagcagctcg
gacggcgtgt
aggccgcegceg
aaccccgact
ctggactacg
cceggeggat

gcgagagcgg
ggctctgcaa
agcacatgct
actctacgga
gggccaagat
cggagcaacc
cggagaacaa
tegteggetg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 162
cctecteetg
gggcgccace
gtcgatceccg
agagctcgece
cgtagacgac
cgggtatggt
catctacgcec
gcge

<210> 163
<211> 503
<212> ADN

gacataaacg
gtggtgcgcce
cagggggccyg
gacttgcecg
tecgecatgget
ggcggeggeg
gggcagctga

cccacgactg
tgaagcacaa
acatcaccta
ccatatgtgce
geggegttet
tcgtcgagta
gcaaggegtt

<213> Alexandrium fundyense

<400> 163

taaacgccca
tgcgcctgag
gggccgacat

tgccegceceat -

atggctgegyg
geggegtegt
agctgagcaa
agaagttcgg
tctgtactge

<210> 164
<211> 344
<212> ADN

cgactgcgtyg
gcacaacgac
cacctacgtg
atgtgcttgt
cgttcttggce
cgagtacttce
ggcgttcaat
cattctgaac
cggcectgteg

cagacggccg
gcggagcagce
tgcgacggeg
ctgaggccge
cgcaaccceg
gggctggact
tcgeceeggeg
ttggccaaga
agt

<213> Alexandrium fundyense

<400> 164

caggctctge
cgagcacatg
gtactccacyg
cggggccaag
ctcggagcaa
cgcggagaac
attegtegge

gttcectecte
gaagggcgcc
ctcgtcgate
cggagagctc
actcgtagac
cttegggtat
catcatctac
tgcgege

cgtgcagacg
cgacgcggag
cgtgtgcgac
ttgtttgagg
tggccgeaac
cttcgggetyg
caattcgccece

ccaggcetetg
tcgagcacat
tgtactccac
gcggggecaa
actcggageca
acgcggagaa
gattcgtcgg
actcgaacac

114

aagaagggcg
ctctegtega
gacggagage
atactcgtag
cecettegggt
aacatcatct

tgtgegege

ctggacataa
accgtggtge
ccgcaggggyg
gccgacttge
gactcacatg
ggtggcggcyg
gccgggeagce

gccgecaggce
cagctcgagce
gacgtgtact
ccgegegggg
ccecgactegg

‘gactacgcgg

ggeggatteg

caagaagggc
gctetegteg
ggacggagag
gatactcgta
acccetteggg
caacatcatce
ctgtgcgcge
actcgtgttce

ccaccgtggt
tcccgeaggg
tcgeecgactt
acgactcgca
atggtggcgg
gcgcegggcea

acgcccacga

gcctgaagcea.

ccgacatcac
ccgceccatatg
gctgeggegt
gcgtegtcega
tgagcaaggc

tctgcaagaa
acatgctctce
ccacggacgg
ccaagatact
agcaaccctt
agaacaacat
tcggetgtge

gccaccgtgg
atcccgcagg
ctegeecgact
gacgactcge
tatggtggcg
tacgeccggge
gagaccgacq
acagggccga

120
180
240
300
360
420
469

60
120
180
240
300
360
420
457

60
120
180
240
300
360
420
424

60
120
180
240
300
360
420
480
503
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15

20

25

tgaggcacaa
acatcaccta
ccatatgtgc
geggegttet
tcgtcgagta

gcaaggcgtt

<210> 165
<211> 302
<212> ADN

cgacgcggag
cgtgtgcgac
ttgtttgagg
tggccgcaac
cttcgggcetg

caattcgccee

ES 2663 075 T3

cagctcgage
ggcgtgtact
ccgegeggygg
ccecgactegg
gactacgcgg

ggcggattcg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 165
cgatceccgeca
agctcgeccga
tagacgactc
ggtatggtgg
tctacgeegg
gc

<210> 166
<211> 1286
<212> ADN

gggggccgac
cttgeccegec

gcatggctgce
cggeggegte
gcagctgagce

atcacctacg
atatgtgctt
ggegttettg
gtcgagtact
aaggcgttca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 166

accgtagcca
ggccactgeg
atgcgacgat
tegtecacgyg
ccectggaggg
ggecccctgge
agagcagggc
accectgegtce
tccagetgec
cctggageca
cgctgettgt
gggataacgt
tcggggacat
tgtcgtcaaa
acgcaccgct
ctgacgcggg
ttgttggcag
ccgtgttcaa
gcgacgggag
aagtgcttga
tgacaacagc
tgggtaagcc

<210> 167
<211> 1282
<212> ADN

ttttggctca
ccgccatctg
cgcggacgcg
ctggacggcg
gegggeccag
gatcctecte
gtactcectg
ggaggtcgcg
ctcggaggac
gtgcaggage
gtccegtgacg
catggagcgce
cttcgageag
gggggccatg
gatggcccag
gacagactcc
tggtgcgcaa
gggcgaggcea
cctgctcata
tcagttcecet
tgtgaatctg
tgcggagata

agtgaggcct
tgcecggegec
gccccgaacy
gcgececctge
accgcggggyg
cgegectgea
gtceeggggce
aggggcectgce
gecggegeggt
agggccctgg
tactcctcga
ttcgacttca
ttgggcgtcg
gegttgecage
atctcgcega
ttcgacgacg
caccggaccc
tttgeccttge
catatctatg
ctgacgatgg
agcaagcagg
cttgece

<213> Alexandrium fundyense

<400> 167

acatgctctc
ccacggacgg
ccaagatact
agcaaccctt
agaacaacat

tcggetgtge

tgtgcgacgg
gtttgaggcec
gccgcaacec
tcgggctgga
attcgcecegg

gtgcgegeca
ccgacegggg
ggatcgacct
tcetggaget
agctggecgce
gcgtectggg
cggagctgga
aggagctgta
gcetggeect
gcgtectgcet
ggtgggacga
gcaagatgtt
gcactatgaa
gatgctactc
tcctgtttga
tggaggagca
tctttaagga
agccaagttt
aacatatcaa

acggecgttga

gegteecegea

115

gtcgatcceg
agagctcgcece
cgtagacgac
cgggtatggt
catctacgcce

gcge

cgtgtactce
gcgeggggcec
cgactcggag
ctacgcggag
cggattegtce

gccaaactcg
gcacctcatg
ggcgacaaat
cgtggccaac
ggagacgggc
ctacgtgege
cgagctcagg
cagcgaggte
ctgggaggag
ggacggcgcet
ggagggccag
gecggcgeayg
cgcgaagggc
ctactacgtc
tgatgcggge
tgttgacaga
tatgatgcga
cattgtggac
acagcacaca
ccacaatgag
cgtggtcatc

cagggggccg
gacttgceccg
tecgecatgget
ggcggceggcy
gggcagctga

acggacggag
aagatactcg
caacccttcg
aacaacatca

ggctgtgege

gatcattcct
tccgtggage
gccttcatge
ttcagcgege
gcegaggagg
ttcgacgcece
accgtgctce
gcececececct
cagtggccct
gtgctggege
gagcacggca
cggtecgege
gtgatcatga
ccactgtegt
tgggggttca
atcttgaatg
cacatcagta
actggctgtg
ccceggggga
gatccgcgag
tctggcgatyg

60
120
180

240
300

344

60
120
180
240
300
302

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1286



10

15

accgtageca
actgecgecgce
gacgatcgcg
ccacggctgg
ggaggggcayg
cctggcgatce
cagggcgtac
tgcgtcggag
gctgececteg
gagccagtgce
gcttgtgtce
taatgtcatg
ggacatcttc
gtcaaagggg

accgctgatyg
cgcggggaca
tggcagtggt
gttcaagggce
cgggagcctg
gcttgatcag
aacagctgtg
taagcctgceg

<210> 168
<211> 1267
<212> ADN

ttttggcteca
catccgtgece
gacgecggtcce
acggceggege
gcececagaceg
ctcctecegeg
tceetggtec
gtcgcgaggg
gaggacgcgyg
aggagcaggg
gtgacgtact
gagcgcttceg
gagcagttgg
gcecatggtgt

gcccagatet
gactcctteg
gcgcaacacce
gaggcatttg
ctcatacata
ttcectctga
aatctgagca
gagatacttg

ES 2663 075 T3

aggcetgtgce
ggcgececga
cgaacgggat
ccctgctect
cgggggaget
cctgcagcgt
cggggccgga
gcctgcagga
cgeggtgect
ccctgggegt
cctcgaggtg
acttcagcaa
gcgteggeac
tgcagcgatg

cgccgatect
acgacgtgga
ggaccctett
cettgecagee
tetatgaaca
cgatggtcgg
‘agcagggcegt
ce

<213> Alexandrium fundyense

<400> 168
accgtagcca
gtgeccggegce
ggtcceggac
ggcgceccctg
gaccgcgggg
cegegectge
ggtcccgggyg
gaggggcctg
cgcggcegegyg
cagggccctg
gtactccteg
cttcgacttc
gttgggcgte
ggcgttgcag
gatctcgecg
cttecgacgac
acaccggacce
atttgecttg
acatatctat

. tctgacgacg
gagcaagcag
acttgece

<210> 169
<211> 1267
<212> ADN

ttttggcteca
cccgaceggg
gggatcgacc
ctecectggage
gagctggceg
agcgtectgg
ccggagetgg
caggagetgt
tgcectggecece
ggcgtcctgce
.aggtgggacg
agcaagatgt
ggcactatga
cgatgctact
atcctgtttg
gtggaggagc
ctctttaagg
cagccaagtt
gaacatatca
gtcggegttg
ggcgtceecge

agccaaactce
ggcacctcat
tggtgacaaa
tcgtggecaa
cggagacggg
gctacgtgeg
acgagctcag
acagcgaggt
tctgggagga
tggacggcgce
aggagggceca
tgcecggegea
acgcgaaggyg
cctactacgt
atgatgcggg
atgttgacag
atatgatgcg
tcgttgtgga
aacagcacac
acctcaatga
acgtggtcat

<213> Alexandrium fundyense

<400> 169

gcgecagceca
ccgggggcac
cgacctggcg
ggagctcgtg
ggccgeggag
cctgggctac
gctggacgag
gctgtacage
ggcecctctgyg
cctgectggac
ggacgaggag
gatgttgceccg
tatgaacgcg
ctactectac

gtttgatgat
ggagcatgtt
taaggatatg
aagtttecgtt
tatcaaacag
cgttgacctc
cecgcacgtg

ggatcattcc
gtcecgtggag
tgcctteatg
cttcagcgeg
cgccgaggag
cttegacgee
gaccgtgctce
cgeeeeecec
gcagecggecce
tgtgctggceg
ggagcacggce
gcggtcegeg
cgtgatcatg
ceccactgteg
ctgggggttc
aatcttgaat
acacatcagt
cactggetgt
accccggggyg
ggatcecgega
ctetggegat

116

aactcggatc
ctcatgtccg
acaaatgcct
gccaacttca
acgggcgecg
gtgcgcttceg
ctcaggaccg
gaggtcgcece
gaggagcagce
ggcgctgtge
ggccaggagce
gcgcageggt
aagggcgtga
tacgtcccac

gcgggctyggg
gacagaatct
atgcgacaca
gtggacactg
cacacacccece
aatgaggatc
gtcatctctg

tggccactge
catgcgacga
ctegtecacyg
cccetggagg
gggeccectgg
cagagcaggg
caccctgegt
tteecagetge
tecctggagee
ccgectgettg
agggataacg
ctcggggaca

atgtcgtcaa.

tacgcaccgce
tctgacgcgg
gttgttggca
accgtgttca
ggcgacggga
aaagtgcttg
gtgacaacag
gtgggtaagc

attcctggcece
tggagcatgc
tcatgctcegt
gcgegececet
aggaggggcec
acgceccagag
tgctccacce
cceectteca
ggcecctectg
tggcgecget
acggcaggga
ccgegetegg
tcatgatgtce
tgtcgtacge’

ggttcactga

tgaatgttgt
tcagtaccgt
gctgtggega
gggggaaagt
cgcgagtgac
gcgatgtggg

gccgecatcee
tcgcggacge
gctggacggce
ggcgggecca
cgatccteet
cgtactccct
cggaggtcgce
ccteggagga
agtgcaggag
tgtcecgtgac
tcatggagcg
tcttegagcea
agggggccat
tgatggccca
ggacagactc
gtggtgcgca
agggcgaggc
gcctgceteat
atcagttcce
ctgtgaatct
ctgcggagat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900
960"
1020

- 1080

1140
1200
1260
1282

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260
1267



10

15

accgtagceca
gtgccggege
ggtcccgaac
ggcgcccetg
gaccgcgggg
cecgegeetge
ggtccegggyg
gaggggcctg
cgcggegegy
cagggccctyg
gtactcctcg
cttcgacttc
gttgggcgtce
ggcgttgcag
gatctcgecg
cttcgacgac
acaccggacc
atttgccttg
acatatctat

tctgacgatg
gagcaagcag
acttgcce

<210> 170
<211> 1267
<212> ADN

ttttggctceca
cecgaccggyg
gggatcgacc
ctecctggage
gagctggecg
agcgtcetgg
ccggagetgg
caggagctgt
tgcetggece
ggcgtectge
aggtgggacg
agcaagatgt
ggcactatga
cgatgctact
atcctgtttg
gtggaggagc
ctctttaagg
cagccaagtt
gaacatatca

gtcggegttg
ggcgtceege

ES 2663 075 T3

agccaaacce
ggcacctcat
tggcgacaaa
tcgtggecaa
cggagacggg
gctacgtgeg
acgagctcag
acagcgaggt
tetgggagga
tggacggcge
aggagggcca
tgceggegea
acgcgaaggyg
cctactacgt
atgatgcggg
atgttgacag
atatgatgcg
tcgttgtgga
aacagcacac

acctcaatga
acgtggtcat

<213> Alexandrium fundyense

<400> 170

accgtagcca
gtgccggege
ggtcccgaac
ggcgeccetg
gaccgcgggyg
ccgegectge
ggtcccgggy
gaggggcctg
cgcggcgcgg
cagggccctg
gtactccteg
cttcgacttce
gttgggegtc
ggcgttgcag
‘gatctegeeyg
cttcgacgac
acaccggace
atttgcecttg
acatatctat
“tctgacgatg
gagcaagcag
acttgcc

<210> 171
<211> 1267
<212> ADN

ttttggetca
cccgaccggyg
gggatcgacc
ctcetggage
gagctggceg
agcgtectgg
ccggagetgg
caggagctgt
tgcctggcecee
ggcgtectge
aggtgggacg
agcaagatgt
ggcactatga
cgatgctact
atcctgtttg
gtggaggagc
ctetttaagy
cagccaagtt
gaacatatca
gtcggegttyg
ggcgtecege

agccaaactc
ggcacctcat
tggcgacaaa
ttgtggccaa
cggagacggyg
gctacgtgeg
acgagctcag
acagcgaggt
tctgggagga
tggacggcgce
aggagggcca
tgceggegea
acgcgaaggg
cctactacgt,
atgatgeggg
atgttgacag
atatgatgeg
tcgttgtgga
aacagcacac
acctcaatga
acgtggtcat

<213> Alexandrium fundyense

<400> 171

ggatcattcc
gtcegtggag
tgccttcatg
cttcagcgeg
cgccgaggag
cttcgacgec
gaccgtgctce
cgceccecccce
gcageggecece
tgtgetggeg
ggagcacggc
gcggtecgeg
cgtgatcatg
cccactgteg
ctgggggttc
aaccttgaat
acacatcagt.
cactggctgt
accceggggg

ggatccgega
ctctggegat

ggatcattcc
gtcecgtggag
tgcctteatg
cttcagcgcyg
cgcegaggag
cttcgacgec
gaccgtgcte
cgecccecce
gcagcggecce
tgtgctggcg
ggagcacggc
gcggteegeg
cgtgatcatg
cccactgtcg

ctgggggtte

aatcttgaat
acacatcagt
cactggctgt
accccggggyg
ggatccgega
ctectggegat

117

tggccactge
catgcgacga
ctcgtecacyg
ccectggagg
gggcccetgg
cagagcaggy
caccctgegt
ttccagctge
tcetggagece
ccgetgettg
agggataacg
ctecggggaca
atgtcgtcaa
tacgcacegc
actgacgcgg
gttgttggca
accgtgttca
ggcgacggga
aaagtgcettg

gtgacaacag
gtgggtaagc

tggccactgce
catgcgacga
ctcgtecacg
cccctggagg
gggccectgg
cagagcaggg
caccctgegt
ttccagctgc
tcctggagece
ccgctgcttg
agggataacg
ctcggggaca
atgtcgtcaa
tacgcaccgc
actgacgcgg
gttgttggca
acegtgttea
ggcgacggga
aaagtgettg
gtgacaacag
gtgggtaagc

gcecgccatee
tecgeggacge
gctggacgge
ggcgggccca
cgatcctect
cgtactcecct
cggaggtcge
cctcggagga
agtgcaggag
tgtccgtgac
tcatggagceg
tcttegagea
agggggcecat
tgatggccca
ggacagactc
gtggtgcgca
agggcgaggce
gcetgceteat
atcagtttec

ctgtgaatct
ctgcggagat

gccgecatece
tcgeggacge
gctggacgge
ggcgggecca
cgatccteet
cgtactccect
cggaggtcge
cectecggagga
agtgcaggag
tgtcegtgac
tcatggagcg
tcttegageg
agggggccat
tgatggccca
ggacagactc
gtggtgecgceca
agggcgagge
gcctgctcat
atcagttcce
ctgtgaatct
ctgeggagat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

. 1200

1260
1267

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1267



10

15

accgtagcca
gtgcecggege
ggtcccgaac
-ggegececctg
gaccgcgggg
ccgegectge
ggtcecgggg
gaggggcctg
cgcggcgegyg
cagggccctyg
gtactccteg
cttecgacttce
gttgggegtce
ggcgttgeag
gatctegecg
cttcgacgac
acaccggacce
atttgcecttg
acatatctat
tctgacgatg
gagcaagcag
acttgce

<210> 172
<211> 1267
<212> ADN

ttttggctca
cccgaceggyg
gggatcgacc
cteetggage
gagctggcecg
agcgtcectgg
ccggagetgg
‘caggagetgt
tgcetggecee
ggcgtectge
aggtgggacg
‘agcaagatgt
ggcactatga
cgatgctact
atcetgtttg
gtggaggage
ctctttaagg
cagccaagtt
gaacatatca
gtcggegttg
ggcgteeccgce

ES 2663 075 T3

agccaaactc
ggcacctcat
tggcgacaaa
tecgtggecaa
cggagacggg
gctacgtgcg
acgagctcag
acagcgaggt
tctgggagga
tggacggcge
aggagggcca
tgececggegea
acgcgaaggg
cctactacgt
atgatgcggg
atgttgacag
atatgatgcg
tcgttgtgga
aacagcacac
acctcaatga
acgtggtcat

<213> Alexandrium fundyense

<400> 172
accgtagcca
gtgceggcge
ggtcccgaac
ggcgecectyg
gaccgcgggyg
ccgegectge
ggtccegggg
gaggggcctg
cgcggcgegyg
cagggccctg
gtactcctceg
cttcgacttc
gttgggcgtce
ggcgttgcag
gatctcgecg
cttcgacgac
acaccggace
atttgeccttg
acatatctat
tctgacgatg
gagcaagcag
acttgce

<210> 173
<211> 1266
<212> ADN

ttttggctceca
cccgaccggg
gggatcgace
ctectggage
gagctggeccg
agcgtectgyg
ccggagectgg
caggagctgt
tgcctggece
ggcgtcetge
aggtgggacg
agcaagatgt
ggcactatga
cgatgctact
atcctgtttg
gtggaggagc
ctctttaagg
cagccaagtt
gaacatatca
gtcggegttg
ggcgtccege

agccaaactc
ggcacctcat
tggcgacaaa
tcgtggcecaa
cggagacggg
gctacgtgecg
acgagctcag
acagcgaggt
tetgggagga
tggacggcgce
aggagggcca
tgcecggcgea
acgcgaaggg
cctactacgt
atgatgcggg
atgttgacag
atatgatgcg
tcgttgtgga
aacagcacac
acctcaatga
acgtggtcat

<213> Alexandrium fundyense

<400> 173

ggatcattcc
gtccgtggag
tgecttcatg
cttcagcgeg
cgccgaggag

cttecgacgee

gacecgtgcecte
cgceceeecee
gcagecggecc
tgtgctggeg
ggagcacgge
gcggtcegeg
cgtgatcatg
cccactgtcg
ctgggggtte
aatcttgaat
acacatcagt
cactggctgt
accecggggg
ggatccgcga
ctctggegat

ggatcattcc
gtccgtggag
tgccttcatg
cttcagcgea
cgccgaggag
cttcgacgee
gaccgtgete
cgeececeece
gcagcggcece
tgtgctggceg
ggagcacggc
gcggtceegeg
cgtgatcatg
cccactgteg
ctgggggtte
aatcttgaat
acacatcagt
cactggctgt
accceggggg
ggatccgega
ctctggegat

118

tggccactge
catgcgacga
ctegtecacg
ccectggagg
gggccectgg
cagagcaggyg
caccctgegt
ttccagcetge
tecctggagee
ccgctgettg
agggataacg
ctecggggaca
atgtcgtcaa
tacgcaccgce
actgacgcgg
gttgttggea
accgtgttca
ggcgacggga
aaagtgcettg
gtgacaacag
gtgggtaagc

tggccactgce
catgcgacga
ctcgtcecacg
ccecctggagg
gggcccctgg
cagagcaggg
caccctgegt
ttcecagetge
tcctggagcece
cecgetgettg
agggataacg
ctcggggaca
atgtcgtcaa
tacgcaccgc
actgacgcgg
gttgttggceca
acegtgttea
ggcgacggga
aaagtgcttg
gtgacaacag
gtgggtaage

gcegtcatcece
tcgecggacge
gctggacggce
ggegggecca
cgatcctect
cgtactcccet
cggaggtcge
ccteggagga
agtgcaggag
tgtecegtgac
tcatggagcg
tcttegagea
agggggccat
tgatggccca
ggacagactce
gtggtgcgceca
agggcgaggc
gcctgcteat
atcagttecce
ctgtgaatct
ctgcggagat

gcegecatce
tcgcggacgce
gctggacgge
ggcgggcecca
cgatcctceet
cgtacteceet
cggaggtcge
cctcggagga
agtgcaggag
tgtccgtgac
tcatggagcg
tcttcgageca
agggggccat
tgatggccca
ggacagactce
gtggtgegeca
agggcgaggce
gcctgcteat
atcagttcce
ctgtgaatct
ctgcggagat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1267

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1267



10

15

ccgtagecat
tgcecggegece
gtccegaacyg
gcgceectgce
accgceggggg
cgcgectgea
gtececegggge
aggggcctgce
geggegeggt
agggccetgg
tactcctega
ttcgacttca
ttgggegteg
gegttgcage
atctcgeccga
ttcgacgacg
caccggacce
tttgecttge
catatctatg
ctgacgatgg
agcaagcagg
cttgcce

<210> 174
<211> 1102
<212> ADN

tttggctcaa
ccgaccgggy
ggatcgacct
tcetggaget
agctggecge
gcgtectggg
cggagctgga
aggagctgta
gcctggecct
gecgtcctget
ggtgggacga
gcaagatgtt
gcactatgaa
gatgctactc

.tcctgtttga

tggaggagca
tctttaagga
agccaagttt
aacatatcaa
tcggegttga
gcgtcecgea

ES 2663 075 T3

gccaaactceg
gecacctecatg
ggcgacaaat
cgtggccaac
ggagacgggc
ctacgtgcgce
cgagctcagg
cagcgaggtce
ctgggaggag
ggacggcget
ggagggccag
gccggegeag
cgcgaagggc
ctactacgtc
tgatgcgggce
tgttgacaga
tatgatgcga
cgttgtggac
acagcacaca
cctcaatgag
cgtggtcatce

<213> Alexandrium fundyense

<400> 174

gatcattcct
tecegtggage
gccttecatge
ttcagcgege
gccgaggagyg
ttcgacgecce
accgtgcetcece
gecececceceet
cagcggceect
gtgctggcge
gagcacggca
cggtcecgege
gtgatcatga
ccactgtegt
tgggggttca
atcttgaatg
cacatcagtg
actggetgtg
cceccggggga
gatccgecgag
tctggecgatg

ggccactgeg
atgcgacgat
tcgcccacgg
ccctggaggg
ggcccectgge
agagcagggc
accctgegte
tccagctgcece
cctggagcca
cgetgettgt
gggataacgt
tcggggacat
tgtecgtcaaa
acgcaccgct
ctgacgcggg
ttgttggcag-
ccgtgttcaa
gcgacgggag
aagtgcttga
tgacaacagc
tgggtaagcce

cegecatecyg
cgcggacgcyg
ctggacggeg
gcgggcccag
gatcctcecte
gtactcectg
ggaggtcgeg
ctcggaggac
gtgcaggagc
gtcegtgacg
catggagcgce
cttcgagcag
gggggccatg
gatggcccag
gacagactce
tggtgcgcaa
gggcgaggca
cctgetcata
tcagttccct
tgtgaatctg
tgcggagata

ccaaactcgg atcattcctg gecactgege cgecatcegt geccggegeee cgaccggggg

cacctcatgt
gcgacaaatg
gtggccaact
gagacgggcg
tacgtgcgct
gagctcagga
agcgaggtcg
tgggaggagc
gacggegetg
gagggccagg
ccggegeage
gcgaagggcg
tactacgtcc
gatgcggget
gttgacagaa

atgatgcgac

~gttgtggaca
cagcacacac

<210> 175
<211> 1001
<212> ADN

ccgtggagea
ccttecatget
tcagegegec
ccgaggagyg
tcgacgceca
ccgtgeteca
ceccecectt
agcggcccte
tgctggcegece
agcacggcag
ggtcecgeget
tgatcatgat
cactgtcgta
gggggttcac
tcttgaatgt
acatcagtac
ctggctgtgg
ccecgggggaa

tgcgacgatc
cgtccacggce
cctggagggg
gccectggeg
gagcagggcg
ccctgegteg
ccagctgccee
ctggagccag
gctgecttgtg
ggataacgtc
cggggacate
gtcgtcaaag
cgcaccgetg
tgacgcgggg
tgttggcagt
cgtgttcaag
cgacgggagce
ag

<213> Alexandrium fundyense

<400> 175

gcggacgcgg
tggacggegg
cgggcccaga
atecctectece
tactcecetgyg
gaggtcgcga
teggaggacg
tgcaggagca
tcecgtgacgt
atggagcgct
ttcgagecagt
ggggccatgg
atggcccaga
acagactcct
ggtgcgcaac
ggcgaggcat
ctgctcatac

119

tcccgaacqgqg
cgceecetget
ccgeggggga
gegectgcag
teceggggec
ggggcctgea
cggcgeggtyg
gggccctggg
actcctcgag
tecgacttcag
tgggcgtegg
cgttgcagceg
tctegecgat
tcgacgacgt
accggaccct
ttgececttgea
atatctatga

gatcgacctg
cctggagcetce
gctggeegeg
cgteectggge
ggagctggac
ggagctgtac
cctggeccte
cgtcectgetyg
gtgggacgag
caagatgttg
cactatgaac
atgctactcc

cctgtttgat

ggaggagcat
ctttaaggat
accaagttte
acatatcaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1266

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1102



10

15

gagacgggcg
gtgcgctteg
ctcaggacceg
aggtcgccee
aggagcagcg
gcgetgtget
gccaggagca
cgcageggte
‘agggcgtgat
acgtcccact
cgggctgggg
acagaatctt
tgcgacacat
tggacactgg
acacaccecg
atgaggatcce
tcatctctgg

<210> 176
<211> 713
<212> ADN

ccgaggaggyg
acgcccagag
tgctccacce
ccecttecag
gcecctectgg
ggcgcegcetg
cggcagggat
cgcgeteggg
catgatgtcg
gtcgtacgea
gttcactgac
gaatgttgtt
cagtaccgtg
ctgtggcgac
ggggaaagtg
gcgagtgaca
cgatgtgggt

ES 2663 075 T3

ccctggegat
cagggcgtac
tgcgtcggag
ctgcectegg
agccagtgca
cttgtgtecg
aacgtcatgg
gacatcttcg
tcaaaggggy
ccgetgatag
gcggggacag
ggcagtgagtg
ttcaagggcyg
gggagcctge
cttgatcagt
acagctgtga
aagcctgegg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 176
gtgcaggagc
gtcecgtgacg
catggagcgce
cttcgagcag
gggggccatg
gatggcccag
gacagactcc
tggtgcgcaa
gggcgaggca
cctgcecteata
tcagttccet
tgtgaatctg

<210> 177
<211> 2369
<212> ADN

agggccctgg
tactcctcga

ttcgacttca
ttgggcgtceg
gcgttgecage
atctcgecga
ttcgacgacg

.caccggacce

tttgcecttge
catatctatg
ctgacgatgg
agcaagcagg

gcgtectget
ggtaggacga
gcaagatgtt
gcactatgaa
gatgctacte
tecctgtttga
tggaggagca
tctttaagga
agccaagttt
aacatatcaa

tcggcgttga

gcgteccegea

<213> Alexandrium fundyense

<400> 177

cctectecge
tcectggtcece
gtcgcgaggg
aggacgcggc
ggagcagggc
tgacgtactc
agcgcttcga
agcagttggg
ccatggcgtt
ceccagatcte
actccttcga
cgcaacaccg
aggcatttge
tcatacatat
tccectetgac
atctgagcaa
agatacttge

ggacggcgcet
ggagggccag
gccggegcag
cgcgaagggce
ctactacgtce
tgatgcegggce
tgttgacaga
tatgatgcga
cgttgtggac
acagcacaca
cctcaatgag
cgtggtcatc

120

gcetgeageg
cggggccgga
gctgcaggag
gcggtgectg
cctgggegte
ctcgaggtgg
cttcagcaag
cgtcecggecact
acagcgatge
gccgatectyg
cgacgtggag
gaccctcettt
cttgcagcca
ctatgaacat
gatggtecgge
gcagggegtce
c

gtgctggege
gagcacggca
cggtccgege
gtgatcatga
ccactgtegt
tgggggttca
atcttgaatg
cacatcagta
actgactgtg
ccceeggggga
gatccgegag
tctggcgatg

tctgggetac
gctggacgag
ctgtacageg
geccctetggg
ctgctggacyg
gacgaggagg
atgttgcegg
atgaacgcga
tactecctact

tttgatgatg

gagcatgttg
aaggatatga
agtttcgttg
atcaaacagc
gttgacctca

ccgeacgtygg.

cgctgecttgt
gggataacgt
teggggacat
tgtcgtcaaa
acgcaccgcet
ctgacgcggg
ttgttggcag
ccgtgttcaa
gcgacgggag
aagtgcttga
tggcaacagc
tag

60
120
180
240

© 300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1001

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
713



tgcagcgatg
cgccgatect
acgacgtgga
ggaccctett
ccttgeagee
tctatgaaca
cgatggtcgg
agcagggcgt
cecgegetgaa
accacgaccg
ggtttgcceg
cggctctgga
aggtctectt
gctggttcaa
acatggtatc
acttecegege
acctggtcaa
ttcatgtcga
gacgactgga
cecgtgettta
acgtatcgtc
atccggactt
ctcggttgga
ggcagtacga
acagcacgct
tcecgececega
gggctctgcece
aggtccecte
tcaatgacct
tccggaacaa
teccecacegt
aggaggagga
cecetggecaa
agaagcgctg
ccaagaagtyg
aggtcgaggg
tccagagagg
agatacgcga
ataaccactt
gtctcagtgce

<210> 178
<211> 2374
<212> ADN

ctactcctac
gtttgatgat
ggagcatgtt
taaggatatg
aagtttcegtt
tatcaaacag
cgttgacctce
ceccgecacgtg
gaagaagaag
tacttacate
cactcagatg
gctgtttgea
cggactgtgt
cgactgcgtg
ggcggcggcea
cgtggagacg
gaggcegtte
agagctggca
ggcgteccece
catgcaacgg
tgcgcactce
tgcaggcatg
cagcaccatc
tggcceceatg
ggacttccac
ggacaccgac
cagggaggcg
getgcagetg
caccaagggc
gctgagecte
gcacgacctce
ggtgcgggag
tggcggcgag
cctcaacgte
ctteccggac
gcecggtectg
ccgcgagaat
tcagagccag
gtaggctggce
gaaaaaaaaa

ES 2663 075 T3

tacgtcccac
gcgggctggg
gacagaatct
atgcgacaca
gtgggcactg
cacacaccec
aatgaggatc
gtcatctctg
gtggacgcgt
ccaccggtca
gcagactttyg
tceectggtgg
gtgctggagg
tcctteccte
tttacaatgg
tatcctgage
aggetgegece
tggcccaagce
accaccaacc
atcgagagtc
cccaggggte
aatctgggece
gagagggtca
agtgagtacg
tcecteegeeg
aacggoggcea
gctgcgggeg
gtccaggacg
ttcttcgact
gccctgeaga
gtggagcgge
gaggccaagyg
gcgacccage
tacgcccage
atgcteaagt
caggagttcce
ttgatgtact
cagttactcc

gcteecgeggg
aaaaaaaaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 178

tgcagcegatg
cgccgatect
acgacgtgga
ggaccctett
ccttgcagee
tctatgaaca
cgatggtegg
agcagggcgt
ccgegetgaa
accacgaccg
ggtttgcceg

ctactcctac
gtttgatgat
ggagcatgtt
taaggatatg
aagtttecgtt
tatcaaacag
cgttgaccte
ccegeacgtg
gaagaagaag
tacttacatce
cactcagatg

tacgtcccac
gcgggctggg
gacagaatct
atgcgacaca
gtggacactg
cacacaccee
aatgaggatc
gtcatctctg
gtggacgcegt
ccaccggtea
gcagactttg

tgtcgtacgce
ggttcactga

tgaatgttgt

tcagtaccgt
gctgtggtga
gggggaaagt
cgcgagtgac
gcgatgtggg
cgaggacgct
tgagaataga
tgcatctgga
aacattttga
ttatgatgct
tggacttcgt
gagctgccat
atgggaggta

‘ttgcagaggt

agatgcaggg
tggtctgega
ttgccgtect
gtctgctgea
gcgagctgaa
teggtgtcac
tcaatgcgca
gagcgcagtt
caggagtggt
cgeeccecgag
tcatgaccag
acggcatgga
cggagctccee
tggaccagga
ccacggccag
gcttegggee
ccatctacca
acatcetege
agctgatcca
acatgtcaag
tcectecacget
cacctcgaat

tgtcgtacge
ggttcactga
tgaatgttgt
tcagtaccgt
gctgtggega
gggggaaagt
cgcgagtgac
gcgatgtggg
cgaggacget
tgagaataga
tgcatctgga

121

acecgctgatg
cgecggggaca
tggcagtggt
gttcaagggc
cgggagcctg
gcttgatcag
aacagctgtg
taagecctgeg
tcatgtcege
ggaagagagc
caagcgtgga

aagatgggcet.

ggatgtgcce
ccagtgtctt
ggcgggcectce
caaccgaatg
tgcecgaccte
aagcctggag
gctggagggc
cgatggggtg
gctcatcteg
ggagtttggc
aaggtgcagc
cttetctggg
cgteegettyg
catcgectac
caggccgeeg
catcggctac
ctcectggag
cgcgacgctg
cecgggeccec
agcceccggee
ctcggagatce
gaagcggttc
catagagtce
agatctcgag
ctattggctg
gcaggaccag
ctgcggagcece

accgctgatg
cgcggggaca
tggcagtggce
gttcaagggc
cgggagcctg
gcttgatcag
aacagctgtg
taagcctgeg
tecatgtccge
ggaagagagc
caagcgtgga

gecccagatct
gactcctteg
gcgcaacacce
gaggcatttg
ctcatacata
tteccctetga
aatctgagca
gagatacttg
tccttectag
agcacagecca
aagcccatca
gatgcgctgg
acgacgcage
tcgcggcagt
ctgeectgegg
ttgagccage
cagagccteg
gtgctcecgea
agggtcgttg
cagttcatgg
atagecggtece
cttcacttgg
aaggagtttc
gccecggacceg
gtggagggct
gacatcagga
ccgaggacga
ccceccaace
ctcgteegea
ctectcgact
gagtccgatg
aaggccaagg
atcagcegtge
acggacatgg
atcetggteg
tacaagtcgg
gcccacccag
tgctggggca
acatacgaga

gcccagatct
gactectteg
gcgcaacacce
gaggtatttg
ctcatacata
ttcectetga
aatctgagca
gagatacttg
tecettectag
agcacagcca
aagcccatca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

- '1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2369

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



cggctctgga
aggtctecctt
gctggttcaa
acatggtatc
acttcecgege
acctggtcaa
ttcatgtcga
gacgactgga
ccgtgettta
acgtatcgtc
atccggactt
ctcggttgga
ggcagtacga
acagcacgct
tcecgeeccga
gggctctgce
aggtccecte
tcaatgacct
tccggaacaa
tccecacegt
aggaggagga
ccectggcecaa
agaagcgcetg
ccaagaagtg
aggtcgaggg
tccagagagg
agatacgcga
ataaccactt
gtctcagtgc

<210> 179
<211> 2365
<212> ADN

gctgtttgceca
cggactgtgt
cgactgcgtg
ggcggcggea
cgtggagacg
gaggecgtte
agagctggceca
ggcgtcecee
catgcaacgg
tgcgcactcece
tgcaggcatg
cagcaccatc
tggccccatg
ggacttccac
ggacaccgac
cagggaggcyg
gctgcagcetg
caccaagggc
gctgagcctc
gecacgacctc
ggtgcgggag
gggcggcgag
cctecaacgte
cttceceggac
gceggtectg
ccgcgagaat
tcagagccag
gtaggctggce
gaaaaaaaaa

ES 2663 075 T3

tceectggtgg
gtgctggagg
tcetteecte
tttacaatgg
tatcctgage
aggctgegece
tggcccaagce
accaccaacc
atcgagagtc
cccaggggte
aatctgggcce
gagagggtca
agtgagtacg
tceteegeeg
aacggcggcea
gctgegggceg
gtccaggacg
ttcttegact
gccctgcaga
gtggagcggc
gaggccaagg
gcgacccagce
tacgcccage
atgctcaagt
caggagttec
ttgatgtact
cagttactcecc

gctcecgeggg
aaaaaaaaaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 179

tgcagcgatg
cgecgatecet
acgacgtgga
ggaccctett
ccttgcagcece
tctatgaaca
cgatggtcgg
agcagggegt
ccgegcectgaa
accacgaccg
ggtttgcceg
cggctctgga
aggtctcecett

gctggttcaa’

acatggtatc
acttccgege
acctggtcaa
ttcatgtcga
gacgactgga
cegtgettta
acgtatcgtc
atccggactt
cteggttgga
ggcagtacga
acagcacgct
tcegeeccga

ctactectac
gtttgatgat
ggagcatgtt
taaggatatg
aagtttcgtt
tatcaaacag
cgttgacctce
ccecgecacgtg
gaagaagaag
tacttacatc
cactcagatg
gectgtttgcea
cggactgtgt
cgactgcgtg
ggcggeggea
cgtggagacg
gaggccgtte
agagctggca
ggcgtceceece
catgcaacgg
tgcgcactce
tgcaggcatg
cagcaccatc
tggccecatg
ggacttccac
ggacaccgac

tacgtcecac
gcgggctggg
gacagaatct
atgcgacaca
gtggacactg
cacacacccce
aatgaggatc
gtcatctcetg
gtggacgcgt
ccaccggtca
gcagactttg
tceectggtgg
gtgetggagyg
tcetteccte
tttacaatgg
tatcctgagce
aggctgegece
tggccecaage
accaccaacce
atcgagagtc
cccaggggte
aatctgggcc
gagagggtca
agtgagtacg
tceteegeeg
aacggcggca

aacattttga
ttatgatget
tggacttegt
gagctgecat
atgggaggta
ttgcagaggt
agatgcaggg
tggtctgega
ttgeccgtect
gtctgctgea
gcgagctgaa
tcggtgtcac
tcaatgcgea
gagcgcagtt
caggagtggt
cgeececeegag
tcatgaccag
acggcatgga
cggagctece
tggaccagga
ccacggcecag
gettegggee
ccatctacca
acatcctege
agctgatcca
acatgtcaag
tcctecacget
cacctcgaat
aaaa

tgtcgtacge
ggttcactga
tgaatgttgt
tcagtaccgt
gctgtggcga
gggggaaagt
cgcgagtgac
gcgatgtggg
cgaggacgct
tgagaataga
tgcatctgga
aacattttga
ttatgatgct
tggacttcgt
gagctgcecat
atgggaggta
ttgcagaggt
agatgcaggg
tggtctgcga
ttgcegtect
gtctgctgca
gcgagctgaa
tcggtgtcac
tcaatgcgea
gagcgcagtt
caggagtggt

122

aagatgggct
ggatgtgccc
ccagtgtett
ggcgggecte
caaccgaatyg
tgecgaccte
aagcctggag
gctggagggce
cgatggggtyg
gctcatctcg
ggagtttgge
aaggtgcagc
cttectetggg
cgtecgettg
catcgcectac
caggccgecg
catcggctac
ctcectggag
cgecgacgcetg
cegggecece
agcccecggece
ctcggagatce
gaagcggtte
catagagtcce
agatctcgag
ctattggctg
gcaggaccag
ctgecggagece

accgctgatg
cgcggggaca
tggcagtggt
gttcaagggc
cgggagectg
gcttgatcag
aacagctgtg
taagcctgeg
tcatgtccgce
ggaagagagc
caagcgtgga
aagatgggct
ggatgtgcce
ccagtgtett
ggcgggcecte
caaccgaatg
tgccgaccte
aagcctggag
gctggagggc
cgatggggtyg
gctcatctcg
ggagtttggc
aaggtgcage
cttetcetggg
cgtecgettg
catcgcctac

gatgcgctgg
acgacgcagc
tcgeggeagt
ctgectgegg
ttgagccagc
cagagccteg
gtgctecegea
agggtegttg
cagttcatgg
atagcggtcce
cttcacttgg
aaggagtttc
gceceggaceg
gtggagggct
gacatcagga
ccgaggacga
ccccecaacce
ctcgtecgea
ctecctegact
gagtccgatg
aaggccaagg
atcagcgtge
acggacatgg
atcctggteg
tacaagtcgg
gcccacccag
tgctggggca
acatacgaga

gcccagatct
gactcetteg
gcgcaacace
gaggcatttg
ctcatacata
ttcectetga
aatctgagca
gagatacttg
tcettectag
agcacagcca
aagcccatca
gatgegctgg
acgacgcagc
tcgcggecagt
ctgecetgegg
ttgagccagce
cagagcctcg
gtgctcegea
agggtcgttg
cagttcatgg
atagcggtce
cttcacttgg
aaggagtttce
gcccggaceg
gtggaggget
gacatcagga

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2374

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



10

15

20

gggctctgece
aggtccecte
tcaatgacct
tcecggaacaa
tcececeacegt
aggaggagga
ccctggccaa
agaagcgctg
ccaagaagtg
aggtcgaggg
tccagagagg
agatacgcga
ataaccactt
gtctcagtge

<210> 180
<211> 900
<212> ADN

cagggaggcg
gctgeagcetg
caccaagggc
gctgagcctce
gcacgaccte
ggtgcgggag
gggcggcgag
cctcaacgtce
ctcececeggac
geeggtoctg
ccgcgagaat
tcagagccag
gtaggctgge
gaaaaaaaaa

ES 2663 075 T3

gctgegggeg
gtccaggacg
ttcttecgact
gccctgcaga
gtggagcggce
gaggccaagg
gcgacccagce
tacgcccage
atgctcaagt
caggagttcce
ttgatgtact
cagttactcc

gctececgeggg
aaaaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 180
tgcagcgatg
cgecgatect
acgacgtgga
ggaccctcett
ccttgcagcee
tctatgaaca
cgatggtcgg
agcagggegt
ccgcgcetgaa
accacgaccy
ggtttgcccg
cggctctgga
aggtctcctt
gctggttcaa
acatggtatc

<210> 181
<211> 488
<212> ADN

ctactcctac
gtttgatgat
ggagcatgtt
taaggatatg
aagtttcgtt
tatcaaacag
tgttgacctc
ccecgcacgtg
gaagaagaag
tacttacatc
cactcagatg
gctgtttgea
cggactgtgt
cgactgegtg
ggcggceggea

tacgtcccac
gcgggctggg
gacagaatct
atgcgacaca
gtggacactg
cacacacccc
aatgaggatc
gtcatctctg
gtggacgcgt
ccaccggtcea
gcagactttg
tcecctggtgg
gtgctggagg
tcetteecte
tttacaatgg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 181
tgcagcgatg
cgcegatcct
acgacgtgga
ggaccctctt
ccttgcagce
tctatgaaca

. cgatggtcgg
agcagggcgt

" cecgegetg

<210> 182
<211> 486
<212> ADN

ctactectac
gtttgatgat
ggagcatgtt
taaggatatg
aagtttcgtt
tatcaaacag
cgttgaccte
cccgcacgtg

tacgtcccac
gcgggctggg
gacagaatct
atgcgacaca
gtggacactg
cacacacccce
aatgaggatc
gtcatctctg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 182

cgcececgag
tcatgaccag
acggcatgga
cggagcetcce
tggaccagga
ccacggcecag
gcttecgggec
ccatctacca
acatcctcge
agctgatcca
acatgtcaag
tecectegeget
cacctcgaat

tgtcgtacge
ggttcactga
tgaatgttgt
tcagtaccgt
gctgtggcega
gggggaaagt
cgcgagtgac
gcgatgtggyg
cgaggacgct
tgagaataga
tgcatctgga
aacattttga
ttatgatgct
tggacttcegt
gagectgececat

tgtcgtacge
ggttcactga
tgaatgttgt
tcagtaccgt
gctgtggcga
gggggaaagt
cgcgagtgac
gcgatgtggg

123

caggccgecy
catcggctac
ctecetggag
cgcgacgetg
ccgggeeccee
agcceeggee
ctcggagatc
gaagcggtte
catagagtcc
agatctcgag
ctattggetg
gcaggaccag
ctgeggagece

accgctgatg
cgcggggaca
tggcagtggt
gttcaagggce
cgggagectg
gcttgatcag
aacagctgtg
taagcetgeg
tcatgtcege
ggaagagagc
caagcgtgga
aagatgggct
ggatgtgccc
ccagtgtcett

ggcgggecte

accgctgatg
cgcggggaca
tggcagtggt
gttcaagggce
cgggagcctg
gcttgatcag
aacagctgtg
taagcctgceg

ccgaggacga
cccceccaace
ctcgtecgea
ctcctegact
gagtccgatg
aaggccaagg
atcagcgtgce
acggacatgg
atcctggtcg
tacaagtcgg
geccacccag
tgctggggca
acatacgaga

gcccagatct
gactcectteg
gcegcaacace
gaggcatttg
ctcatacata
ttccctetga
aatctgagca
gagatacttg
tccttectag
agcacagcca
aagcccatca
gatgcgctgg
acgacgcagce
tcgcggcagt
ctgecetgegg

gcccagatcet
gactccttcg
gcgcaacace
gaggcatttg
ctcatacata
ttcecetetga
aatctgagca
gagatacttg

1620

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2365

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

60
120
180
240
300
360
420
480
488



10

15

tgcagcgatg
cgccgatcect
acgacgtgga
ggaccctcett
ccttgeagee

tctatgaaca
cgatggtegg
agcagggegt
cecgege

<210> 183
<211> 365
<212> ADN

ctactcctac
gtttgatgat
ggagcatgtt
taaggatatg
aagtttegtt

tatcaaacag
tgttgacctc
ccecgeacgtg

ES 2663 075 T3

tacgtcccac
gcgggctggyg
gacagaatct
atgcgacaca
gtggacactg

cacacaccce
aatgaggatc
gtcatctetg

<213> Alexandrium fundyense

<400> 183
cactgacgcg
tgttgttgge
taccgtgttc
tggcgacggyg
gaaagtgctt
agtgacaaca
tgtgg

<210> 184
<211> 2244
<212> ADN

gggacagact
agtggtgcge
aagggcgagg
agcctgctca
gatcagttce
gctgtgaatc

ccttecgacga
aacaccggac
catttgecctt
tacatatcta
ctctgacgat
tgagcaagca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 184

tgtcgtacgce
ggttcactga
tgaatgttgt
tcagtaccgt
gctgtggega

gggggaaagt
cgcgagtgac
gcgatgtggg

cgtggaggag
cctctttaag
gcagccaagt
tgaacatatc
ggtcggegtt
gggcgtceecg

124

accgctgatg
cgcggggaca
tggcagtggt
gttcaagggce
cgggagccetg

gcttgatcag
aacagctgtg
taagcctgceg

catgttgaca
gatatgatgce
ttcgttgtgg
aaacagcaca
gacctcaatg
cacgtggtca

gceccagatcet
gactccttcg
gcgcaacace
gaggcatttg
ctcatacata

ttccctétga
aatctgagca

gagatacttg

gaatcttgaa
gacacatcag
acactggctg
cacccegggyg
aggatccgeg
tctctggega

60
120
180
240
300

360
420
480
486

60
120
180
240
300
360
365



cgtggaggag
cctectttaag
gcagccaagt
tgaacatatc
ggtcggegtt
gggcgtcecg
gctgaagaag
cgaccgtact
tgcccgeact
tctggagetg
ctcettegga
gttcaacgac
ggtatcggeg
ccgegeegtyg
ggtcaagagg
tgtcgaagag
actggaggcg
gctttacatg
atcgtctgeg
ggactttgca
gttggacagc
gtacgatggc
cacgctggac
cceccgaggac
tectgeccagy
cceetegetyg
tgacctcacce
gaacaagctg
caccgtgcac
ggaggaggtg
ggccaagggc
gcgetgecte
gaagtgcttce
cgaggggccg
gagaggccgce
acgcgatcag
ccacttgtag
cagtgcgaaa

<210> 185
<211> 2243
<212> ADN

catgttgaca
gatatgatgc
ttcgttgtgg
aaacagcaca

‘gacctcaatg

cacgtggtca

aagaaggtgg
tacatcccac

_cagatggcag

tttgcatccc
ctgtgtgtge
tgcgtgtect
gcggcattta
gagacgtatc
ccgttcaggce
ctggcatggc
tceecccacca
caacggatcg
cactcececca
ggcatgaatc
accatcgaga
cccatgagtyg
ttccactcect
accgacaacg
gaggcggcetg
cagctggtcce
aagggcttct
agectegecee
gacctegtgg
cgggaggagg
ggcgaggcga
aacgtctacg
ccggacatge
gtcectgecagg
gagaatttga
agccagcagt
gctggegete
gttcatgaaa

ES 2663 075 T3

gaatcttgaa
gacgcatcag
acactggctg
caccccgggg
aggatccgcg
tctcectggega
acgcgtegag
cggtcatgag
actttgtgca
tggtggaaca
tggaggttat
tcectetgga
caatgggagce
ctgagcatgg
tgcgecttge
ccaagcagat
ccaacctggt
agagtcttgce
ggggtcgtet
tgggccgega
gggtcatcgg
agtacgtcaa
ccgccggagce
gcggcacagg
cgggcgegec
aggacgtcat
tcgactacgg
tgcagacgga
agcggctgga
ccaaggccac
cccagegett
cccagceccat
tcaagtacat
agttccagct
tgtactacat
tactcctect
cgegggeace
aaaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 185

tgttgttggce
taccgtgtte

‘tggcgacggg

gaaagtgctt
agtgacaaca
tgtgggtaag
gaagcttecat
aatagaggaa
tectggacaag
ttttgaaaga
gatgctggat
cttcgtccag
tgccatggeg
gaggtacaac
agaggttgcec
tcagggaagc
ctgcgagctg
cgtectegat
gctgcagete
gctgaaggag
tgtcacaagg
tgegecactte
gcagttegte
agtggtcatc
cccgagcagg
gaccagcatc
catggactce
gcteecegeg
ccaggaccgg
ggccagagec
cgggeccteg
ctaccagaag
cctegecata
gatccaagat
gtcaagctat
cacgctgcag
tcgaatctge

125

agtggtgege
aagggcgagg
agecctgetceca
gatcagttcce
gctgtgaatce
cctgcggaga
gtecgcectect
gagagcagca
cgtggaaagc
tgggctgatg
gtgecccacga
tgtctttege
ggcctectge
cgaatgttga
gacctccaga
ctggaggtge
gagggcaggyg
ggggtgcagt
atctcgatag
tttggecette
tgcagcaagg
tctggggecce
cgcttggtgg
gcctacgaca
ccgeccgecga
ggctaccece
ctggagctcg
acgctgctece
gcecceccgagt
ccggccaagg
gagatcatca
cggttcacgg
gagtccatce
ctcgagtaca
tggectggcece
gaccaatgct
ggagccacat

tacaccggac
catttgectt

‘tacatatcta

ctctgacgat
tgagcaagca

tacttgcege

tcctagacca
cagccaggtt
ccatcacgge

cgctggaggt

cgcagegetg
ggcagtacat
ctgcggactt
gccagcacct
gcctegttca
tccgcagacyg
tegttgeegt
tcatggacgt
cggtccatcc
acttggctcg
agtttcggca
ggaccgacag
agggcttcecg
tcaggagggce
ggacgaaggt
ccaacctcaa
tccgcateceg
tcgacttcec
ccgatgagga
ccaaggccet

gcgtgcagaa -

acatggccaa
tggtcgaggt
agtcggtceca
acccagagat
ggggcaataa
acgagagtct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

© 1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2244



cgtggaggag
cctctttaag
gcagccaagt
tgaacatatc
ggtcggegtt
gggcgtceeg
gctgaagaag
cgaccgtact
tgceccgeact
tctggagectg
ctcettegga
gttcaacgac
ggtatcggcg
ccgecgeegtyg
ggtcaagagg
tgtcgaagag
actggaggcg
gctttacatg
ategtctgeg
ggactttgca
gttggacagc
gtacgatggc
cacgctggac
cccecgaggac
tectgeccagg
cccectegetyg
tgacctcacce
gaacaagctg
caccgtgcac
ggaggaggtg
ggccaagggc
gcgetgecte
gaagtgettce
cgaggggccg
gagaggccgce
acgcgatcag
ccacttgtag
cagtgcgaaa

<210> 186
<211> 2238
<212> ADN

catgttgaca
gatatgatgce
ttcgttgtgg
aaacagcaca
gacctcaatg
cacgtggtca
aagaaggtgg
tacatcccac
cagatggcag
tttgcatcce
ctgtgtgtgce
tgcgtgtecet
gcggcattta
gagacgtatc
cegttecaggc
ctggcatggce
tcceccacca
caacggatcg
cactccececa
ggcatgaatc
accatcgaga
cccatgagtg
ttccactcct
accgacaacg
gaggcggctg
cagctggtec
aagggcttct
agcetegecee
gacctegtgg
cgggaggagg
ggcgaggcga
aacgtctacg
ccggacatge
gtcectgcagg
gagaatttga
agccagcagt
gctggegete
aaaaaaaaaa

ES 2663 075 T3

gaatcttgaa
gacacatcag
acactggctg
caccccggygg
aggatcegeg
tctctggcega
acgegtcgag
cggtcatgag
actttgtgea
tggtggaaca
tggaggttat
tcecectetgga
caatgggagc
ctgagcatgg
tgcgeettge
ccaagcagat
ccaacctggt
agagtcttgce
ggggtcgtet
tgggccgega
gggtcatcgg
agtacgtcaa
ccgecggage
gcggcacagg
cgggegegece
aggacgtcat
tcgactacgg
tgcagacgga
agcggctgga
ccaaggccac
cccagegett
cccagecccat
tcaagtacat
agttccagct
tgtactacat
tactecctect
cgegggcace
aaa )

<213> Alexandrium fundyense

<400> 186

cgtggaggag
cctctttaag
gcagccaagt
tgaacatatc
ggtcggegtt
gggcgtcecg
gctgaagaag
cgaccgtact
tgcecgeact
tctggagctg
ctcettegga

catgttgaca
gatatgatgc
ttcgttgtgg
aaacagcaca
gacctcaatg
cacgtggtca
aagaaggtgg
tacatcccac
cagatggcag
tttgcatccce
ctgtgtgtgc

gaatcttgaa
gacacatcag
acactggcetg
caceccecgggg
aggatccgceg
tctctggega
acgcgtcgag
cggtcatgag
actttgtgca
tggtggaaca
tggaggttat

tgttgttggce
taccgtgttce
tggcgacggg
gaaagtgett
agtgacaaca
tgtgggtaag
gacgcttcat
aatagaggaa
tctggacaag
ttttgaaaga
gatgctggat
cttecgtccag
tgccatggeg
gaggtacaac
agaggttgce
gcagggaagc
ctgcgagetg
cgtectegat
gctgecagete
gctgtaggag
tgtcacaagg
tgcgcacttc
gcagttegte
agtggtcatc
cccgagecagyg
gaccagcatce
catggactcc
gctcccegeg
ccaggaccygg
ggccagagcce
cgggcccteg
ctaccagaag
cctegecata
gatccaagat
gtcaagctat
cacgctgcag
tcgaatctgc

tgttgttggce
taccgtgttc
tggcgacggg
gaaagtgctt
agtgacaaca
tgtgggtaag
gacgcttcat
aatagaggaa
tctggacaag
ttttgaaaga
gatgctggat

126

agtggtgege
aagggcgagg
agcctgctca
gatcagttce
gctgtgaatce
cctgeggaga
gtccgetect
gagagcagca
cgtggaaagc
tgggctgatg
gtgcccacga
tgtetttege
ggcctectge
cgaatgttga
gacctccaga
ctggaggtgce
gagggcagdgg
ggggtgcagt
atctcgatag
tttggecttce
tgcagcaagyg
tctggggcecce

.cgettggtgg

gcectacgaca
cecgecgecga
ggctaccccece
ctggagctcg
acgectgcetec
gcceccgagt
ccggeccaagyg
gagatcatca
cggttcacgg
gagtccatce
ctcgagtaca
tggctggccec
gaccagtgct
ggagccacat

agtggtgege
aagggcgagg
agcctgctca
gatcagttcc
gctgtgaate
cctgecggaga
gtcecgecect
gagagcagca
cgtggaaagce
tgggctgatg
gtgcccacga

aacaccggac
catttgcectt
tacatatcta
ctctgacgat
tgagcaagca
tacttgecge
tcctagacca
cagccaggtt
ccatcacgge
cgctggaggt
cgcagegetg
ggcagtacat
ctgcggactt
gccagecacct
gcctegttceca
tccgcagacg
tcgttgecgt

tcatggacgt

cggtccatec
acttggctcg
agtttcggca
ggaccgacag
agggctteeg
tcaggagggc
ggacgaaggt
ccaacctcaa
tccgcatceg
tecgacttece
ccgatgagga
ccaaggcect
gcgtgcagaa
acatggccaa
tggtcgaggt
agtcggtcca
acccagagat
ggggcaataa
acgagagtct

aacaccggac
cgtttgecett
tacatatcta
ctctgacgat
tgagcaagca
tacttgcege
tcctagacca
cagccaggtt
ccatcacgge
cgctggaggt
cgcagcgcetg

60
120
180
240
300
360
420
480 -
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2243

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



10

15

20

gttcaacgac
ggtatcggeg
ccgegeegtg
ggtcaagagg
tgtcgaagag
actggaggcg
gctttacatg
atcgtctgeg
ggactttgca
gttggacagce
gtacgatggc
cacgctggac
cceccgaggac
tctgeccagg
ccecctegetg
tgacctcacc
gaacaagctg
caccgtgceac
ggaggaggtg
ggccaagggc
gcgetgecte
gaagtgcttc
cgaggggccg
gagaggecge
acgcegatcag
cacttgtagg
agtgcgaaaa

<210> 187
<211> 295
<212> ADN

tgcgtgtect
gcggcattta
gagacgtatc
ccgttcagge
ctggcatgge
tceeccacca
caacggatcg
cactcecccca
ggcatgaatc
accatcgaga
cccatgagtg
ttccactect
accgacaacg
gaggtggctg
cagctggtce
aagggcttcet
agcctegecee
gacctcgtgg
cgggaggagyg
ggcgaggcga
aacgtctacg
ccggacatge
gtcetgecagy
gagaatttga
agccagcagt
ctggegcetee
aaaaaaaa

ES 2663 075 T3

tcectetgga
caatgggagc
ctgagcatgg
tgcgeettge
ccaagcagat
ccaacctggt
agagtcttge
ggggtcgtct
tgggccgcga
gggtcatcgg
agtacgtcaa
ccgeceggagce
gcggcacagyg
cgggcgcgec
aggacgtcat
tecgactacgg
tgcagacgga
agcggctgga
ccaaggcecac
cccagegett
ccecageccat
tcaagtacat
agtteccagtt
tgtactacat
tactcctect
gcgggcacct

<213> Alexandrium fundyense

<400> 187

cttegtecag
tgccatggcg

gaggtacaac

agaggttgcce
gcagggaagce
ctgcgagetyg
cgtcctegat
gctgcagcetce
gctgaaggag
tgtcacaagg
tgcgcactte
gcagttcgte
agtggtcatc
cccgagecagyg
gaccagcatc
catggactcce
gcteceegeg
ccaggaccgyg
ggccagagcc
cgggtcecteg
ctaccagaag
cctcgccata
gatccaagat
gttaagccat
cacgctgcag
cgaatctgeg

cgtggaggag catgttgaca gaatcttgaa tgttgttggce
cctetttaag gatatgatgc gacacatcag taccgtgttce
gcagccaatt ttcegttgtgg acactggetg tggegacggg
tgaacatatc aaacagcaca caccccgggg gaaagtgcett
ggtcggegtt gacctcaatg aggatccgeg agtgacaaca

<210> 188
<211> 315
<212> ADN

<213> Alexandrium fundyense

<400> 188
gaatcttgaa
gacacatcag
acactggctg
caccceggygyg
aggatccgeg
tctectggega

<210> 189
<211> 293
<212> ADN

tgttgttggce
taccgtgtte
tggcgacggg
gaaagtgctt
ggtgacaaca
tgtgg

agtggtgcge
aagggcgggyg
agcctgctca
gatcagttcc
getgtgaate

<213> Alexandrium fundyense

<400> 189

aacaccggac
catttgcctt
tacatatcta
ctctgacgat
tgagcaagca

127

tgtctttcge
ggcctcetge
cgaatgttga
gacctccaga
ctggaggtgc
gagggcaggg
ggggtgcagt

atctcgatag

tttggecette
tgcagcaagg
tctggggeee
cgcttggtgg
gcctacgaca
cegeegecga
ggctaccecce
ctggagcceg
acgctgctee
gcecececcgagt
ccggccaagg
gagatcatca
cggttcacgg
gagtccatcc
ctegagtaca
tggctggcee
accagtgctg
gagccacata

agtggtgcege
aagggcgagg
agcctgetca
gatcagttce
gctgtgaatc

cctctttaag
gcagccaagt
tgaacatatc
ggtcggegtt
gggecgteeecy

ggcagtacat
ctgcggactt
gccagcacct
gcctegtteca
tccgcagacg
tcgttgeegt
tcatggacgt
cggtccatece
acttggctcg
agtttcggca
ggaccgacag
agggcttceg
tcaggaggge
ggacgaaggt
ccaacctcaa
tccgeatecg
tcgacttcee
ccgatgagga
ccaaggccect
gcgtgcagaa
acatggccaa
tggtcgaggt
agtcggtcca
acccagagat
gggcaataac
cgagagtcecte

aacaccggac
catttgectt
tacatatcta
ctctgacgat
taagc

gatatgatgc
ttegttgtgg
- aaacagcaca
gacctcaatg
cacgtggteca

720
780 |
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040

© 2100

2160
2220
2238

60
120
180
240
295

60
120
180
240
300
315



10

15

20

25

30

tggtgcgcaa
gggcgaggca
cctgctcecata
tcagttecet
tgtgaatctg

<210> 190
<211> 293
<212> ADN

ES 2663 075 T3

caccggacce tctttaagga
tttgccttge agccaagttt
catatctatg aacatatcaa
ctgacgatgg tcggegttga
agcaagcagg gcgtcecgcea

<213> Alexandrium fundyense

<400> 190
tggtgcgcaa
gggcgaggca
cctgctcata
tcagttcect
tgtggatctg

<210> 191
<211> 282
<212> ADN

caccggaccce
tttgcecttge
catatctatg
ctgacgatgg
agcaagcagg

tctttaagga
agccaagttt
aacatatcaa
tcggegttga
gegtccegea

<213> Alexandrium fundyense

<400> 191

accggaccct
ttgccttgca
atatctatga
tgacgatggt
gcaagcaggyg

<210> 192
<211> 961
<212> ADN

ctttaaggat
gccaagtttce

acatatcaaa

cgacgttgac
cgtcecgcecac

atgatgcgac
gttgtggaca
cagcacacac
ctcaatgagg
gtggtcatct

<213> Alexandrium fundyense

<400> 192
gagtgagtac
cteccteecgee
caacggcggc
ggctgeggge
ggtccaggac
cttcttegac
cgccctgeag
cgtggagcgg
ggaggccaag
ggcgacccag
ctacgcccag
catgctcaag
gcaggagttc
tttgatgtac
gcagttactce

gctccgeggg
a

<210> 193
<211> 975
<212> ADN

gtcaatgcgce
ggagcgcagt
acaggagtgg
gegoccoccga
gtcatgacca
tacggcatgg
acggagctcc
ctggaccagg
gccacggcca
cgetteggge
cccatctacc
tacatcctceg
cagctgatcc
tacatgtcaa
ctcctcacgce
cacctcgaat

acttctetgg
tcttecgett
tcatcgccta
gcaggcegee
gcatcggcta
actccctgga
ccgcgacgcet
accgggcece
gagccecgge
cctecggagat
agaagcggtt
ccatagagtc
aagatctcga
gctattggct
tgcagaccag
ctgcggagcece

<213> Alexandrium fundyense

<400> 193

tatgatgcga
cgttgtggac
acagcacaca
cctcaatgag
cgtggtcatce

tatgatgcga
cgttgtggac
acagcacaca
cctcaatgag
cgtggtcatc

acatcagtac
ctagctgtgg
ccegggggaa
atccgegagt
ctggcgatgt

ggceccggace
ggtggaggge
cgacatcagg
gccgaggacyg
cececeeccaac
getegtecge
gectectegac
cgagtcegat
caaggccaag
catcagcegtg
cacggacatg
catcctggtce
gtacaagtcg
ggcccaccea
tgctggggee
acatacgaga

128

cacatcagta ccgtgttcaa
actggetgtg gcgacgggag
cececggggga aagtgettga
gatccgcegag tgacaacagdce
tctggcgatg tgg

cacatcagta ccgtgttcaa

actggctgtg gegacgggag

ccceggggga aagtgcttga
gatccgecgag tgacaacggc
tctggegatg tgg

cgtgttcaag ggcgaggcat
cgacgggagce ctgctcatac
agtgcttgat cagttccctc
gacaacagct gtgaatctga

g9

gacagcacgc
ttecegeeceg
agggctctge
aaggtccecct
ctcaatgacc
atccggaaca
ttecececcacceg
gaggaggagg
gccectggeca
cagaagcgct
gccaagaagt
gaggtcgagg
gtccagagag
gagatacgcg
ataaccactt
gtctcagtge

tggacttcca
aggacaccga
ccagggaggc
cgctgcagcet
tcaccaaggg
agctgagcct
tgcacgacct
aggtacggga
agggcggcga
gcctcaacgt
gcttcecgga
ggccggtect
gcegegagaa
atcagagcca
gtaggctgge
gaaaaaaaaa

60
120
180
240

293

60
120
180
240
293

60
120
180
240
282

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
961



10

15

20

25

agtgagtacg

tcctecgeeg.

aacggcggca
gectgcgggeg
gtccaggacg
ttcttegact
gccctgcaga
gtggagcggc
gaggccaagg
‘gcgacccagce
tacgcccage
atgctcaagt
caggagttcc
ttgatgtact
cagttactcc

gctecgeggy
caaaaaaaaa

<210> 194
<211> 966
<212> ADN

tcaatgcgcea
gagcgcagtt
caggagtggt
cgecceccgag
tcatgaccag
acggcatgga
cggagctcce
tggaccagga
ccacggccag
gcttegggee
ccatcetacca
acatcctege
agctgatcca
acatgtcaag
tcectecacget
cacctcgaat
aaaaa

ES 2663 075 T3

cttctetggg
cgteegettg
catcgectac
caggccgecyg
catcggctac
ctcectggag
cgcgacgctg
cecgggecece
agccecggece
ctecggagatce
gaagcggtte
catagagtcc
agatctcgag
ctattggctg

gcaggaccag
ctgeggagece

<213> Alexandrium fundyense

<400> 194
agtgagtacg
tcetecgecg
aacggcggca
gctgegggeg
gtccaggacg
ttettegact
gccetgecaga
gtggagcgge
gaggccaagg
gecgacccagce
tacgcccagce
atgctcaagt
caggagttcc
ttgatgtact
cagttactcc
ctcecgegggce
aaaaaa

<210> 195
<211> 350
<212> ADN

tcaatgcgca
gagcgcagtt
caggagtggt
cgeccecgag
tcatgaccag
acggcatgga
cggagctecece
tggaccagga
ccacggccag
gcttegggee
ccatctacca
acatcctcge
agctgatcca
acatgtcaag
tcctcacget
acctcgaatce

cttetetggg
cgtcegettg
catcgcctac
caggccgccg
catcggctac
ctcectggag
cgecgacgetg
ccgggeecce
agccceggec
ctcggagatc
gaagcggttc
catagagtec
agatctcgag
ctattggctyg
gcagaccagt
tgcggagcca

<213> Alexandrium fundyense

<400> 195
gcggttcacyg
agagtccate
tctcgagtac
ttggctggcee
ggaccagtgce
cggagecaca

<210> 196
<211> 358
<212> ADN

gacatggcca
ctggtcgagg
aagtcggtce
cacccagaga
tggggcaata
tacgagagtce

agaagtgctt
tegaggggece
agagaggccg
tacgecgatca
accacttgta
tcagtgcgaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 196

gccecggaceg
gtggagggct
gacatcagga
ccgaggacga
cccecccaace
ctcgtecgea
ctcctecgact
gagtccgatg
aaggccaagg
atcagecgtgce
acggacatgg
atcetggtcg
tacaagtcgg
gcccaccecag

tgctggggea
acatacgaga

gcceggaceg
gtggagggct
gacatcagga
ccgaggacga
cecceccaacce
ctegtecgea
ctectecgact
gagtccgatg
aaggccaagg
atcagegtgce
acggacatgg
atcectggteg
tacaagtcgg
gceccacccag
gctggggcaa
catacgagag

cceggacatg
ggtcetgcag
cgagaatttg
gagccagcag
ggctggegcet
aaaaaaaaaa

129

acagcacgct
tececgececga
gggctctgce
aggtccecte
tcaatgacct
tccggaacaa
tcececaccgt
aggaggagga
ccctggccaa
agaagecgctg
ccaagaagtg
aggtcgaggg
tccagagagg
agatacgcga
ataaccactt
gtcccagtge

acagcacgct
tecgeceega -
gggctcetgcee
aggtccecte
tcaatgacct
tctggaacaa
tccecaccegt
aggaggagga
cecctggceccaa
agaagcgctg
ccaagaagtg
aggtcgaggg
tccagagagg
agatacgcga
taaccacttg
tctcagtgcyg

ctcaagtaca
gagttcecage
atgtactaca
ttactcctee
cecgegggceac
aaaaaaaaaa

ggacttccac

ggacaccgac
cagggaggcg
gctgcagetg
caccaagggc
gctgagecte
gcacgacctc
ggtgcgggag
gggcggcgag
cctcaacgte
cttcecggac
gceggtectyg
cegegagaat
tcagagccag
gtaggctggce
gaaaaaaaca

ggacttccac
ggacaccgac
cagggaggcyg
gctgcagcetg
caccaagggce
gctgagecte
gcacgacctce
ggtgegggag
gggcggegag
cctcaacgte
cttececeggac
gcecggtectg
ccgcgagaat
tcagagccag
taggctggceg
aaaaaaaaaa

tcetegecat

tgatccaaga

tgtcaagcta
tcacgetgea
ctcgaatcetg

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600

660

720

780

840

900

960

975

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600.
660
720
780
840
900
960
966

60
120
180
240
300
350
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geggtteacg
agagtccatc
tctcgagtac
ttggctggcece
ggaccagtgc
cggagccaca

<210> 197
<211> 344
<212> ADN

gacatggcca
ctggtcgagg
aagtcggtcec
cacccagaga
tggggcaata
tacgagagtc

ES 2663 075 T3

agaagtgctt
tcgaggggec
agagaggccyg
tacgcgatca
accacttgta
ccagtgcgaa

<213> Alexandrium fundyense

<400> 197

geggttcacg gacatggeca agaagtgett

agagtccatc
tctegagtac
ttggctggcee
ggaccagtgc
cggagecaca

<210> 198
<211> 20
<212> ADN

ctggtcgagyg
aagtcggtcce
cacccagaga
tggggccata
tacgagagte

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia cebador

<400> 198

ctgagcaagg cgttcaattc

<210> 199
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223>"m"=aoc

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(19)
<223>"r"=goa

<400> 199

tacagatmgg ccctgtgarc

<210> 200
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

tcgaggggcece
agagaggccg
tacgcgatca
accacttgta
tcagtgcgaa

20

20

ceeggacatg
ggtcctgecag
cgagaatttg
gagccagcag
ggctggcget
aaaaaaaaaa

ccecggacatyg

ggtcctgcag
cgagaatttg
gagccagcag
ggctggeget
aaaaaaaaaa

130

ctcaagtaca
gagttccagc
atgtactaca
ttactcctece
ccgecgggeac
aaaaaaaaaa

ctcaagtaca

gagttccagce
atgtactaca
ttactecctee

ccgegggeac
aaaa

tcctegecat
tgatccaaga
tgtcaagcta
tcacgctgca
ctcgaatctg
aaaaaaaa

tcctegecat

tgatccaaga
tgtcaagcta
tcacgctgca
ctegaatctg

60
120
180
240
300
358

60

120
180
240
300

. 344
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<220>
<223> Secuencia cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223>"m"=aoc

<400> 200
tgcagcgmtg ctactcctac tac

<210> 201

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(11)
<223>"y"=toc

<400> 201
ggtcgtggtc yaggaaggag

<210> 202

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 202
atgctcaaca tgggagtcat cc

<210> 203

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 203
gggtccagta gatgttgacg atg

<210> 204

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<220>
<221> misc_feature

ES 2663 075 T3
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<222> (15)..(15)
<223>"k"=got

<400> 204
gtagtaggag tagckacgct gca

<210> 205

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223>"r"=goa

<400> 205
ctccttcctr gaccacgacc

<210> 206

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 206
ggatgactcc catgttgagc at

<210> 207

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 207
catcgtcaac atctactgga ccc

<210> 208

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 208
ggcaagtatc tccgcaggct tac

<210> 209

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2663 075 T3
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<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 209
cgtggaggag catgttgaca gaatc 25

<210> 210

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 210
actcgacagg ccggcagtac agat 24

<210> 211

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 211
tgagcaggca cgcagtcc 18

<210> 212

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 212
ggctcgtatg ttgtgtggaa ttgtg 25

<210> 213

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 213
agtcacgacg ttgtaaaacg acgg 24

<210> 214

<211>10

<212> PRT

<213> Alexandrium fundyense

<400> 214

val Asp Thr Gly Cys Gly Asp Gly Ser Leu
1l 5 10
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<210> 215

<211>10

<212> PRT

<213> Alexandrium fundyense

<400> 215
Val Asp Ala Ser Arg Thr Leu His Val Arg
1 5 . 10

<210> 216

<211>10

<212> PRT

<213> Alexandrium fundyense

<400> 216 _
Leu Glu Val Ser Phe Gly Leu Cys Val Leu
1 5 10

<210> 217

<211>9

<212> PRT

<213> Alexandrium fundyense

<400> 217
Val Val Asp Thr Gly Cys Gly Asp Gly
1 5

<210> 218

<211>9

<212> PRT

<213> Alexandrium fundyense

<400> 218
Val Asp Pro Ser Arg Ser Leu His Val
1 5

<210> 219

<211>10

<212> PRT

<213> Alexandrium fundyense

<400> 219
Leu Gln Gly Ser Phe Gly Leu Cys Met Leu
1 5 10

<210> 220

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia cebador

<400> 220
ttgatcctge cagtagtcat atgcttg 27

<210> 221
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<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia cebador

<400> 221

ccttgttacg acttctcctt cctc

<210> 222
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia cebador

<400> 222

cctcagtgag attgtagtgc

<210> 223
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia cebador

<400> 223

gtgcaaaggt aatcaaatgt cc

<210> 224
<211> 769
<212> ADN

ES 2663 075 T3

24

20

22

<213> Alexandrium tamarense

<400> 224
gcgggttect
gcaagaaggg
tgctctcegte
cggacgaaga
agatactcgt
aacccctegg
acaacatcat
gctgtgegeg
cactcegtgtt
acctcaacgce
ttctgcgagg
aatacggggg
gtggcccaca

<210> 225
<211> 558
<212> ADN

cctectgtac
cgccacegtg
gatcccgcag
gctegecgac
agacgactcg
gtatggtggce
ctacgcecggg
cgagaccgac
cacagggccg
cgccgagggyg
ggctcaaggc
gggaacacac
aatataacag

ataaacgccce
gtgcgecctga
ggggccgaca
ttgccegeca
catggcectgcg
ggcggcgtca
cagctgagca
aaaaatttcg
atctgtactg
gaccttcaac
gctcegggtge
aagctacgca
gaaaccaccg

<213> Alexandrium catenella

<400> 225

acgactgcgt
agcacaacga
tcacctacgt
tatgtgcttg
gegttettgg
tcgagtactt
aggcgttcaa
gcgttctgaa
ccggectgte
gcaagcggct
ccccacacct
agegcettetg
cccacttete

135

gcagacggcec
cacggaacag
gtgcgacgge
tttgaggceg
ccgcaaccee
cgggctggac
ttcgeceegge
cttggccaaa
gagtgcgaaa
tctggeggcet
accacgagtg
ggtgagccat
tgctattca

gccaggctct
cccgagcaca
gtgtactcca
cgcggggeca
aactcggage
tacgcggaga
ggattcgtca
aactcgaaca
acaacctteg
accctcgaaa
ccccatcgte
aggcgctece

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
769
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30

ttggtegtygy
tcecgaggacce
gaccgcgtge
cgccgaccat
cacgtgctcg
acgeeggetg
ccgggaagaa
ggacctcctg
agaggatagc
gagtagcacc

<210> 226
<211>773
<212> ADN

tccaggaagg
tccatgatgt
cggctcaggt
ggtgagcgga
tagatgcgcece
cgacgcgaag
cgtttggtge
ctcatgcgag
ggtcaaggtg
gctgcaaa
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agcgcacgtg
cggcgggcete
tgagctecegt
tgctcgeteg
tgagcaaacg
teeceecgeeeyg
tgcaccccge
tcecggecgg
gttgtccagc

<213> Alexandrium catenella

<400> 226
cagctatgac
catccaacgc
agtgatttgce
aggtaccacc
-tcgcaggagc
.caccagacgc

ttcgegtege
cgcatctacg
ctcacgatgg
agcaggcacyg
atggagatcce
ctagaccacg
ggcccaattce

<210> 227
<211> 555
<212> ADN

catgattacg
gttgggagct
agcgatgceta
gcatcctett
aggaggtcca
tcttcacgga

agccggegtt
agcacgtgaa
tecggegtega
cggtceccgea
teggacggag
accaatcgaa
gccctatagt

<213> Alexandrium sp.

<220>

<221> misc_feature
<222> (126)..(127)

<223>"n"=a

<400> 227

tttgcagcga
gaacactatc
atgggnngcc
ccaaaagttc
cacctegeag
gatctacgag
gaccatggta
cecaccecacgcec
cggegtgege
ctggaccacg

<210> 228
<211> 20
<212> ADN

,c,tog

tgctactcct
ctccacgagg
gaggtccacg
ttccagcacc
ccatcgttceg
cacgtgaagt
ggtgttgact
atcectcaca
tggcaaggaa
accca

<213> Secuencia artificial

<220>

ccaagctatt
ctcccatatg
ctectactac
cgagaatcce
cgtccacegg
cctecgtgegg

cgtegtggac
gagcaacacg
cttcaacaag
cctggtgety.
cggggtggac
ttceegegge
gagtcgtatt

actacgtccc
acgececggetg
tgaaccgceac
tcgtgecagea
tcgtegacac
cgatgacgcc
tcagegagga
tggtgetett
gggtgtcgac

gagggecttg
gccgacgtec
cgccaccteg
agcgtectte
cecegtegecg
cgaagaccga
tgcccaccac
cgccggcgaa
attggggegt

taggtgacac
gtcgacctgce
gtececcgacct
ggctgggggt
acgctgaacg
ctcattgact

acggggtgeg
ccgegeggga
gactcteggg
ttcggagacg
ccgagcaggt
cgccatggeg
acaattcact

tgcctectac
gggcttegec
gctgaacgtce
gatcagcgcce
tggcagecgge
tcgaggacgt
gtccagagec
cggggacatt
cttgcgaagg

136

gtagggtcea
ccgaacagca
agagtccttg
ccgegeggeg
caccccagtg
gtcaatcagce
gttcagcgtce
cceceecagecg
aggaggtcgg

tatagaatac
aggcggcacg
cctacgecee
tcgeeggege
tggtgggcag
cggtecttcge

gcgacggcecg
aggcgctcge
tggcgacgga
tcggcaagec
ccectecacgt
gccgggagea
ggcegtegtt

tcgeccgatge
gacgacgggc
gtcggcageg
atctttgagg
gacgggactc
cacctgagec
gegacctecee
ggcgageeeyg
tgctgcacgt

ccccecteeg
ccaggagagyg
ttgaagtcaa
tgttgetett
tccacgacga
cgcacgaggt
cggtggacgt
ggattctcga
gacgtagtag

tcaagctatg
cgaattcact
actgctggac
cggecgggac
cggggcgcag
gggcggggac

cttgctcagg
cgagcacccg
gctcaacctg
cgccgacatc
gegetectte
tgcgacgtcg
tta

tgtcgaacct
tcgtgcgegce
gcectgcageca
gcgaggactt
tacttaggca
agcatccgcet
gcaacctgag
cttgagatca
gegetecette

60
120
180
240
300
360
420
480
540
558

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
773

60
120
180
240
300
360
420
480
540
555
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<223> Secuencia cebador

<400> 228

cttgcecgec atatgtgcett 20
<210> 229

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia cebador

<400> 229

gcccggegta gatgatgttg 20
<210> 230

<211> 579

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<400> 230

ttccagggtc gcctcaagaa gcecgettgeg
gagggtcgtc ttcgecactcg acaggceggce
gttcgagttc ttggccaagt tcagaatgcce
cacgaatccg ccgggcgaat tgaacgectt
cteccgegtag tccageccga agtacttgac
ctccgagtcg gggttgegge caagaacgcec
ggcceegege ggcctcaaac aagcacatat
ggagtagacg ccgtcgcaca cgtaggtgat
gegetcegage tgctcegtgt cgttgtgett
gagcctggect gccgtctgea cgcagtcegtg
<210> 231

<211> 670

<212> ADN

<213> Alexandrium minutum

<220>

<221> misc_feature

<222> (557)..(557)

<223>"s"=goc

<400> 231

gggaacccgt ggtaggtgtg ggggcacccg
gtcgectcaa gaagcecgctt gegetgacgg
gtecttegeac tcgacaggec ggcagtacag
ttcttggeca agttcagaat gccgaactte
ccgecgggeg aattgaacge cttgctcage
tagtccagce cgaagtactt gacgacgccg
tcggggttge ggccaagaac gccgcaaccy
cgeggectca aacaagcaca tatggcgggce
acgcegtege. acacgtaggt gatgtcggee
agctgctceg tgtcgttgtg cttcaggege
gctgccgtet gcacgcagtc gtgggegttt
gccaggcteg

<210> 232

<211> 632
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ctgacggtcc
agtacagatc
gaacttctcg
gctcagcetge
gacgcegecg
gcaaccgtgce
ggcgggcaag
gtecggeccce
caggcgcacyg

ggcgtttat

agcgecttga
tcecectegg
atcggecctg
tcgteggtcet
tgceccggegt
ccgecgecat
tgcgagtegt
aagtcggcga
ccecteecggga
acgacggtga
atgtccagga

137

cectecggcaa
ggcectgtga
tcggtctege
ccggegtaga
ccgecatatce
gagtcgtcca
tcggcgagcet
tccgggateg
acggtgactc

gccecctcgea
caaagttgag
tgaacacgag

‘cgcgtgegea

agatgatgtt
atccgaaggg
ccacgagtat
gctcteegte
tcgacgagag
ctcecttctt
ggaggaaccc

agttgaggtc
acacgagcgt
gtgcgcagcece

tgatgttgtt

cgaagggttg
cgagtatctt
ctecgteegt
acgagagcac
ccttecttgea

aaattccagg
gtcgagggte
cgtgttcgag
gcccacgaat
gttctecgeg
ttgctcegag
cttggeceecy
cgtggagtag
cacgcgetceg
gcagagsctg
gctctcgecc

60
120
180
240
300
360
420
480 .
540

579

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670
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<213> Alexandrium minutum

<400> 232

gggaacccgt
gtcgectcaa
gtcttcgceac
ttcttggeca
ccgecgggceg
tagtccagce
tecggggttge
cgcggectcea
acgceegtege
agctgctecg
gckgeegtet

<210> 233
<211> 670
<212> ADN

ggtaggtgtg
gaagccgcett
tcgacaggcece
agttcagaat
aattgaacgce
cgaagtactt
ggccaagaac
aacaagcaca
acacgtaggt
tgtegttgtyg
gcacgcagtce

ggggcacccg
gcgetgacgg
ggcagtacag
gecgaacttce
cttgctcagce
gacgacgccg
gccgecaaccyg
tatggcggge
gatgtcggec
cttcaggcge
gtgggegttt

<213> Alexandrium minutum

<400> 233

gggaacccgt
gtcgecctcaa
gtecttegeac
ttcttggceca
ccgecgggceyg
tagtccagcece
tcggggttge
cgeggecteca
acgecgtege
agctgcteeg
gctgecgtet
gccaggeteg

<210> 234
<211> 636
<212> ADN

ggtaggtgtg
gadagccgett
tegacaggece
agttcagaat
aattgaacgc
cgaagtactt
ggccaagaac
aacaagcaca
acacgtaggt
tgtcgttgtg
gcacgcagtce

ggggcacccg
gegetgacgg
ggcagtacag
gecgaactte
cttgctcage
gacgacgccg
gccgcaacceg
tatggcgggce
gatgtcggcee
cttcaggcge
gtgggcgttt

<213> Alexandrium minutum

<400> 234
gggaacccegt
gtcgcctcaa
gtcttegeac
ttcttggeca
ccgecgggcyg
tagtccagece
teggggttge
cgcggcctea
acgccgtege
agctgctecg
getgecegtet

<210> 235
<211> 670
<212> ADN

ggtaggtgtg
gaagccgcett
tcgacaggcece
agttcagaat
aattgaacgc
cgaagtactt
ggccaagaac
aacaagcaca
acacgtaggt
tgtcgttgtg
gcacgcagtc

ggggcacceg
gcgectgacgg
ggcagtacag
gccgaacttc
cttgctcage
gacgacgccg
gccgcaaceg
tatggcggge
gatgtecggece
cttcaggegce
gtgggegttt

<213> Alexandrium minutum

<400> 235

agcgeettga
teccectegg
atcggeecetg
tegteggtet
tgcceggegt
cegecgecat
tgcgagtegt
aagtcggega
cectceggga
acgacggtga
at

agcgccttga
tcececectegg
atcggccctg
tcgteggtet
tgcececggegt
ccgecgecat

‘tgcgagtegt

aagtcggcga
cccteeggga
acgacggtga
atgtccagga

agcgccttga
tcceceetegg
atcggecectg
tecgteggtet
tgceeggegt
ccgecgeeat
tgcgagtecgt
aagtcggega
cectecggga
acgacggtga
atgtcc

138

gccectegea
caaagttgag
tgaacacgag
cgegtgegea

‘agatgatgtt

atccgaaggg
ccacgagtat
gctctecgte
tcgacgagag
ctcecttett

gcccctegea
caaagttgag
tgaacacgag
cgegtgcegea
agatgatgtt
atccgaaggg
ccacgagtat
gctctcegte
tcgacgagag
ctececttett
ggaggaaccce

gccectegea
caaagttgag
tgaacacgag
cgecgtgegea
agatgatgtt
atccgaaggg
ccacgagtat
gctctecgte
tcgacgagag

ctcecettett

aaattccagg
gtcgagggte
cgtgttcgag
gcccacgaat
gttctcegeg
ttgctccgag
cttggcececg
cgtggagtag
cacgegeteg
gcagagcctg

aaattccagg
gtcgagggte
cgtgttcgag
gceccacgaat
gttctcegeg
ttgctcegag
cttggeeceg
cgtggagtag
cacgegeteg
gcagagcctyg
gctctegecee

aaattccagg
gtcgagggte
cgtgttcgag
gcccacgaat

gttctecgeg

ttgctccgag
cttggcecceceg
cgtggagtag
cacgegeteg
gcagagcctg

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
632

60
120
180
240
300
360
420
480.
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
636



10

15

20

25

gggaacccgt
gtcgcctecaa
gtcttcgcac
ttcttggeca
cegeeggged
tagtccagcec
tcggggttge
cgcggcctca
acgeegtege
agctgctecg
gctgecegtcet
‘gccaggetceg

<210> 236
<211> 670
<212> ADN

ggtaggtgtg
gaagccgctt
tcgacaggcce
agttcagaat
aattgaacgc
cgaagtactt
ggccaagaac
aacaagcaca
acacgtaggt
tgtcgttgtyg
‘gcacgcagtc
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ggggcacccg
gcgctgacgg
ggcagtacag
gccgaactte
cttgctcage
gacgacgccg
gcecgeaaccyg
tatggcgggce
gatgteggee
cttcaggcge
gtgggcgttt

<213> Alexandrium minutum

<400> 236

gggaacccgt
gtcgemtcaa
gtcttcgcac
ttcttggeea
ccgeegggcyg
tagtccagcce
tcggggttry
cgcggectea
acscegtcge
agstgstccg
gcggetgtet
gccaggcteg

<210> 237
<211> 670
<212> ADN

ggtaggtgtg
gaagccgett
tcgacaggece
agttcagaat
aattgaacgce
cgaagtactt
ggccaagaac
aacaagcaca
acacstaggt
tgtcgttgtg
gcacgcagtc

ggggcacccg
gcgectgamgg
ggcagtacag
gccgaacttc
cttgctcare
gacgacgccyg
gccgcaacceg
tayggcgggc
gatgtyggcc
cttcaggcgce
gtgggcgttt

<213> Alexandrium minutum

<400> 237

gggaacccgt
gtcgemtcaa
gtcttegeac
ttettggeca

tagtccagce
tcggggttry
cgcggectca
acscegtege
agstgstccg
gcggeygtey
gccaggcteg

<210> 238
<211> 670
<212> ADN

ggtaggtgtg ggggcacccyg
gaagcegett gegctgamgg
tcgacaggce ggcagtacag
agttcakaat gccgaactte
ccgeegggeg: aattgaacge cttgetcarce

cgaagtactt
ggccaagaac
aacaagcaca
acacstaggt
tgtygttgtg
gcacgcagtc

gacgacgeeg
gcecgecaaceg
tayggcggge
gatgtecggece
cttcaggege
gtgggegttt

<213> Alexandrium minutum

<400> 238

agcgccttga
tcececectegyg
atcggcectg
tegteggtet
tgcceggegt
cegecgecat
tgcgagtcgt
aagtcggcega
cecctecggga
acgacggtga
atgtccagga

agcgecttga
tececeectegyg
atecggccctg
tegtceggtcet
tgccecggegt
ccgeccgecat
tgmgagtcgt
aagtcggcga
ccctesggga
acgacggtga
atgtccagga

agcgccttga
tceceectegg
atcggecctg
tegtceggtet
tgceccggegt

ccgeegeeat
tgmgagtcgt
aagtcggega
ccctesggga
acgrcggtga
atgtccagga

139

gcccctegeca
caaagttgag
tgaacacgag
cgegtgegea
agatgatgtt
atccgaagag
ccacgagtat
gcteteegte
tcgacgagag
ctcecttett
ggaggaaccc

gccecctegea
craarttgag
tgaacacgayg
cgcgtgegea
agatgatgtt
atccgaaggg
ccacgagtat
gctytccste
tygacgagag
ckcecettett
ggaggaascc

gcccctegea
craarttgag
tgaacacgag
cgegtgegea
agatgatgtt

atccgaaggg
ccacgagtat
gctetecgte
tcgacgagag
ckeeettett
ggaggaascc

aaattccagg
gtcgagggte
cgtgttcgag
gcccacgaat
gttctcegeg
ttgctcecgag
cttggccecg
cgtggagtag
cacgcgeteg
gcagagcctg
gctetcgecec

aaattcgagg
gtcgagggte
cgtgttcgag
rcecsacgaat
gttcteegeg
ttgctcecgag
cttggccceg
ygtggagtag
cacgcgcter
gcagagcctg
gctectegece

aaattcgagg
gtcgagggte
cgtgttegag
rccsacgaat
gttcteegeg

ttgeteegag
cttggccecg

cgtggagtag -

cacgcgeter
gcagagcctg
gctctegeee

60
120
180
240
300
360
420
480

'540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
670
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gggaacccgt
gtcgecmtcaa
gtcttcegecac
ttettggcecea
ccgeegggcyg
tagtccagcce
tcggggttry
cgeggectcea
acgcegtege
agctgctceeg
gcggetgtet
gccaggcetcg

<210> 239
<211> 670
<212> ADN

ggtaggtgtg
gaagcegcett
tcgacaggcee
agttcagaat
aattgaacgc
cgaagtactt
ggccaagaac
aacaagcaca
acacgtaggt
tgtcgttgtg
gcacgcagtc

ES 2663 075 T3

ggggcaccecg
gcegetgamgg
ggcagtacag
gccgaactte
cttgctcare
gacgacgccg
geccgcaaccyg
tatggcgggce
gatgtceggece
cttcaggcgce
gtgggegttet

<213> Alexandrium minutum

<400> 239

gggaacccgt
gtcgectecaa
gtcttegcac
ttettggeca
cegecgggcy
tagtccagcc
tcggggttge
cgcggectea
acgcegtege
agctgcteceg
gectgcegtet
gccaggctcecg

<210> 240
<211> 670
<212> ADN

ggtaggtgtg
gaagcegett
tcgacaggcce
agttcagaat
aattgaacgc
cgaagtactt
ggccaagaac
aacaagcaca
acacgtaggt
tgtcgttgtg
gcacgcagtce

ggggcaccceg
gcgctgacgg
ggcagtacag
gcecgaactte
cttgctcage
gacgacgccg
gccgcaaccg
tatggcgggce
gatgtcecggece
cttecaggege
gtgggcgttt

<213> Alexandrium catenella

<400> 240

gggaagccgt
gtcgeckeea
gtecytygcre
ttcttsgcca
ccgeegggceyg
tagtccagece
tcwgggttkce
cgcggectca
acgccgtege
agctgctceg
gcggecegtet
gcgaggeteg

<210> 241
<211> 670
<212> ADN

ggtaggtgtg
gragccgcyt
tcgacaggec
agttcaggat
agttgaacgce
cgaagtacte
ggccaagaac
aacaagcaca
asacgtaggt
ygtcgttgtg
gcacgcagte

ggggecacceg
gcgctgaagg
ggcggtacag
gcecgaactte
cttgctecage
gacgacgcecer
gccgcageer
katggeggge
gatgtcggec
cttcaggecgce
gtgggcgtkt

<213> Alexandrium fundyense

<400> 241

agcgccttga
tceceeetegg
atcggecctg
tcgteggtst
tgccecggegt
ccgeegecat
tgagagtcgt
aagtcggcga
ccectesggga
acgacggtga
atgtccagga

agcgeccttga
tccecctegg
atcggccctg
tcgtcggtet
tgcecggegt
ccgeccgecat
tgcgagtegt
aagtcggcga
ccctecggga
acgacggtga
atgtccagga

agcgcectga
tceceectegg
atcggecctg
tcgteggtet
tgeceggegt

ccgecrceat

tgcgagtcegt
aagtcsgega

‘ceectgeggga

acsacggtgr
atgtccasga
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gececcectegea
craarttgag
tgaacacgag
cgegtgegea
agatgatgtt
atccgaaggg
ccacgagtat
gctctcegte
tcgacgagag
ckcecttett
ggaggaascc

gceccctegea
caaagttgag
tgaacacgag
cgcgtgegea
agatgatgtt
atccgaaggg
ccacgagtat
gctcteegte
tcgacgagag
ctceettett
ggaggaacce

gccectegea
cggcgttgag
tgaacacgag
cgegegegea
agatgatgtt
acccgagggy
cyacgagtat
gectctecgte
tcgasgagag
cgeecttett
ggaggaaccc

aaattcsagg
gtcgagggte
cgtgttegag
rcesacgaat
gttctececgeg
ttgctccgag
cttggcececcy
cgtggagtag
cacgcgctcr
gcagagcctg
gctctcgece

aaattccagg
gtcgagggte
cgtgttcgag
gcccacgaat
gttctcegeg
ttgctcecgag
cttggececg
cgtggagtag
cacgcgectceg
gcagagcctg
gctctegeee

gaactcgagg
gtccagggtce
ygtgttcgag
gccgacgaat
gttctcegeg
ttgctccgag
cttggcecccyg
ygtggagtam
caygcgeteg
gcagagccetg
gctctegece

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
240
300
360
420
480
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670
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gggaacccgt
gtecgecgeca
gtewtegcac
ttcttggcca
cecgecgggeg
tagtccagcce
tcggggttge
cgeggectcea
acgecgtege
agetgcectecy
gcggecgtet
acgaggctcg

<210> 242
<211> 670
<212> ADN

ggtagg;gtg
gaagccgcett
tcgacaggcce
agttcagaat
aattgaacgc
cgaagtactc
ggccaagaac
aacaagcaca
acacgtaggt
cgtegttgtg
gcacgcagtc
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ggggcacceg
gcgctgaagg
ggcagtacag

gccgaactte

cttgctcagce
gacgacgccg
gccgcageca
tatggcgggce
gatgtcggec
cytcaggcgce
gtgggegttt

<213> Alexandrium fundyense

<400> 242

gggaaccegt
gtcgecgeca
gtchtegeac
ttcttggcea
ccgecgggeg
tagtccagece
teggggttge
cgcggectea
acgccgtege
agectgctceg
gecggecgtet
acgaggctcg

<210> 243
<211> 20
<212> ADN

ggtaggtgtg
gaagccgcett
tcgacaggcece
agttcagaat
aattgaacgc
cgaagtacte
ggccaagaac
aacaagcaca
acacgtaggt
cgtegttgty
gcacgcagtce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223>"r"=goa

<400> 243

grctacgcgg agaacaacat

<210> 244
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia cebador

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223>"y"=toc

ggggcacccg
gegetgaagg
ggcagtacag
gecegaactte
cttgctcagce
gacgacgceg
geccgecageca
tatggegggce
gatgtecggee
cytcaggege
gtgggcgttt

20

agcgecttga
tecccectegg
atcggcectg
tcgteggtcet
tgcccggegt
ccgccaccat
tgcgagtegt
aagtcggcega
ccetgeggga
accacggtgg
atgtccagga

agcgcecttga
tcecectegyg
atcggecctg
tcgteggtet
tgcceggegt
ccgecaccat
tgcgagtcgt
aagtcggcga
ccetgeggga
accacggtag
atgtccagga

141

gcecectegea
cggcgttgag
tgaacacgag
cgcgegeaca
agatgatgtt
acccgaaggg
ctacgagtat
geteteegte
tcgacgagag
cgececttett
ggaggaaccc

gceccctegea
cggcgttgag
tgaacacgag
cgcgcgcaca
agatgatgtt
acccgaaggqg
ctacgagtat
gctetecegte
tcgacgagag
cgeccttett
ggaggaaccc

gaattcgagg
gtcgagggte
tgtgttcgag
gccgacgaat
gttctcegeg
ttgctecgag
cttggceecg
cgtggagtac
catgtgctcg
gcagagcctyg
gctctcgece

gaattcgagg
gtcgagggte
tgtgttcgag
gccgacgaat
gttcteegeg

ttgctecgag

cttggeececyg
cgtggagtac
catgtgctceg
gcagagccectg
gctctcgece

60
120
180

240

300
360
420
480
540
600
660
670

60
120
180
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300
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600
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<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223>"k"=got

<400> 244
cgagygtgtt ckagttcttgg 21

<210> 245

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sonda

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(14)
<223>"s"=goc

<400> 245
ccggeggatt cgtsrgetg 19

<210> 246

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sonda

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223>"y"=toc

<400> 246
caaggcgttc aaytcgcecg 20

<210> 247

<211> 1319

<212> ADN

<213> Alexandrium tamarense

<400> 247

142



tcgegetagt
aatcaaaatg
gcecegettea
gagaggcgcece
gcgggggtcee
gcectcaaaca
gtacctatgt
cggggggtag
cgttttcece
gtgggcgaga
gccaggetct
cccgagcecaca
gtgtactcca
cgcggggeca
aactcggagc
tacgcggaga
ggattcgtca
aactcgaaca
acaaccttcg
accctecgaaa
ccccategtce
aggcgctcece

cagtgtggat
ccgaataata
gtgatcgege
gaccaccaat
gtcaaaaagt
caacaaatag
agggacctcg
ttceccggge
ceceetttttg
gegggttect
gcaagaaggg
tgctctcgte
cggacgaaga
agatactcgt
aaccecctecgg
acaacatcat
gctgtgcgeg
cactcgtgtt
acctcaacgc
ttctgcgagg
aatacggggg
gtggcccaca
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gacgctgcat
gtgttcgetce
gagaagagtc
actcaaggag
ctacgcctat
gggcggcaat
ccececcatgeg
ccccaccggg
ggtttrttte
cctectgtac
cgccaccgtg
gatcccgcag
gctcgecgac
agacgactcg
gtatggtggc
ctacgeccggg
cgagaccgac
cacagggccg
cgcecgagggyg
ggctcaaggc
gggaacacac
aatataacag

acactgcggt
gtcaaactaa
tctgetgecag
gtgcgccega
gtttgtttta
tggtcacttg
agaaaaacaa
gggecccettt
tttttcaaaa
ataaacgcce
gtgcgectga
ggggccgaca
ttgcccgeca
catggctgeg
ggcggegtcea
cagctgagca
aaaaatttcg
atctgtactg
gaccttcaac
gctcgggtge
aagctacgca
gaaaccaccg

143

gaacagatgt
agatccactg
tcgtecgage
tacgagatcg
ggaggatcct
tttgtcecegg
aagcattgcc
tttcagaacc
accaatcatc
acgactgcegt
agcacaacga
tcacctacgt

tatgtgcttg

gegttettgg
tcgagtactt
aggcgttcaa
gcgttctgaa
cecggectgte
gcaagcggct
ccccacacct
agcgcttetg
cccacttcte

ccgctcagge
tcgattgaac
aggaagtatt
ggggctgtaa
gecacccegeg
ggtaccaccc
tgggtttttg
ccggegggcec
ccggaaccta
gcagacggcc
cacggaacag
gtgcgacggc

tttgaggceg -

ccgeaacccee
cgggctggac
ttcgecegge
cttggccaaa
gagtgcgaaa
tctggegget
accacgagtg
ggtgagccat
tgctattca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1319
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar un dinoflagelado productor de saxitoxina en una muestra, comprendiendo el
método:

obtener una muestra para su uso en el método; y

analizar la muestra para detectar la presencia de uno o mas de un polinucleétido de dominio catalitico de
saxitoxina A de dinoflagelado o un polipéptido codificado por dicho polinucleétido;

en el que:

el dominio catalitico de saxitoxina se selecciona de: dominio catalitico de saxitoxina A4 o un fragmento de
un dominio catalitico de saxitoxina A4; y

la presencia de dicho polinucleétido o polipéptido indica la presencia de un dinoflagelado productor de
saxitoxina en la muestra.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido comprende una secuencia de
nucledtidos de saxitoxina A seleccionada de las expuestas en cualquiera de las SEQ ID NOS: 230-242 o un
fragmento o variante de una cualquiera de esas secuencias.

3. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia del dominio catalitico de saxitoxina
A4 o fragmento de la misma comprende los nucledtidos 3115-4121 de la secuencia de polinucledtidos indicada en la
SEQ ID NO: 3, los nucledtidos 3597-3721 de la secuencia de polinucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 3, o un
fragmento o variante de cualquiera de las secuencias.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho analisis
comprende:

(i) amplificacion de polinucleétidos de la muestra mediante reaccion en cadena de la polimerasa; o

(i) amplificacion de polinucleétidos de la muestra mediante reaccion en cadena de la polimerasa utilizando
uno o mas cebadores que comprenden una secuencia expuesta en cualquiera de las SEQ ID NOs: 198-
199, 228-229 y 243-244, o un fragmento o variante de una cualquiera de esas secuencias.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos del dominio catalitico de saxitoxina A4 como se expone en los residuos 947-1281 de la SEQ ID NO: 4,
o un fragmento o variante de la misma.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el dinoflagelado
productor de saxitoxina es:

(i) del género Alexandrium, Pyrodinium o Gymnodinium; y/o
(ii) se selecciona del grupo que consiste en A. catenella, A. fundyense, A lusitanicum, A. minutum, A.
ostenfeldii, A. tamarense, G. catenatum y P. bahamense var compressum.

7. Uso de un kit para la deteccion de un dinoflagelado productor de saxitoxina en una muestra,
comprendiendo el kit al menos un agente para detectar la presencia de un polinucleétido de dominio catalitico de
saxitoxina A de dinoflagelado o un polipéptido codificado por dicho polinucleétido, en el que el dominio catalitico de
saxitoxina se selecciona de: dominio catalitico de saxitoxina A4, o un fragmento de un dominio catalitico de
saxitoxina A4.

8. Uso de un kit de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el agente se une especificamente a un
polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos de saxitoxina A seleccionada de las expuestas en una
cualquiera de las SEQ ID NOS: 230-242 o un fragmento o variante de una cualquiera de esas secuencias.

9. Uso de un kit de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la secuencia del dominio catalitico de
saxitoxina A4 o fragmento de la misma comprende los nucleétidos 3115-4121 de la secuencia de polinucleétidos
indicada en la SEQ ID NO: 3, los nucleétidos 3597-3721 de la secuencia de polinucledtidos indicada en la SEQ ID
NO: 3, o un fragmento o variante de cualquiera de las secuencias.

10. Uso de un kit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que el agente es un
cebador, sonda o anticuerpo.
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11. Uso de un kit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que el agente es un
cebador que comprende una secuencia expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 198-199, 228-229 y 243-
244, o un fragmento o variante de una cualquiera de esas secuencias.

12. Uso de un kit de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que el agente se une especificamente a una
secuencia de aminoacidos del dominio catalitico de saxitoxina A4 como se expone en los residuos 947-1281 de la
SEQ ID NO: 4, o un fragmento o variante de la misma.
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A miputum COMP113 cl01/19
b A, minutum AMAD1E ci02/02
A minutum CCMP1888 cl05
A. minutum COMP 1888 0604
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