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Glosario

ADN: El acido desoxirribonucleico, es un acido nucleico que contiene la informacion
genética usada para el desarrolloy funcionamiento de todos los organismos vivos

conocidos y algunos virus, y es responsable de su transmisioén hereditaria.

ARN: El acido ribonucleico es un acido nucleicoformado por una cadena
de ribonucledtidos. Esta presente tanto en las células procariotas como en
las eucariotas, y es el Unico material genético de ciertos virus (virus ARN). El ARN
celular es lineal y de hebra sencilla, pero en el genoma de algunos virus es de doble

hebra.

Alelopatia: Un fendbmeno bioldgico por el cual un organismo produce uno o mas
compuestos quimicos que influyen en el crecimiento, supervivencia o reproduccion

de otros organismos.

Brevetoxina: Es una potente neurotoxina de origen marino identificada por primera
vez en el dinoflagelado Ptychodiscus breve ahora llamado Karenia brevis esta toxina
provoca la intoxicacion neurotéxica por consumo de mariscos (por sus siglas en
inglés NSP).

Cariogamia: Proceso celular durante la reproduccion sexual de algunos

dinoflagelados que hace referencia a la fusién de ndcleos.

Cingulo (o cingulum): Surco transversal en las células de los dinoflagelados que
rodea a toda la célula y que aloja al flagelo transversal.

Citoplasma: Es la parte del protoplasma, que en una célula eucariota que aloja al
nacleo; consiste en una emulsion coloidal fina de aspecto granuloso conocido como
citosol o hialoplasma y en una diversidad de organelos celulares que desempefian

diferentes funciones.
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Cromosomas: Cada uno de los pequefios cuerpos en forma de bastoncillos en que
se organiza lacromatina del ndcleo celular durante las divisiones celulares

(mitosis y meiosis).

Dafio citologico: Referente a los dafios propios de las células tales como la ruptura
de la membrana plasmatica, deformaciones estructurales que desencadena al mal

funcionamiento fisioldgico.

Dinoflagelado: Propios del filum Dinoflagellata son organismos del fitoplancton
principalmente marinoS de caracter cosmopolita, son protistas, principalmente
planctonicos que se mueven en el agua por la accion de dos flagelos desiguales y

contienen pigmentos rojo-anaranjados utilizados en el proceso de fotosintesis.

Epicono (o episoma): Nombre que recibe la estructura superior celular de los
dinoflagelados atecados o desnudos, esta estructura es de alto valor taxondmico

para distinguir entre las especies.

Flagelo: Es un apéndice movil con forma deldtigo, presente en
muchos organismos unicelulares y en algunas células reproductivas de organismos
pluricelulares. En eucariotas la proteina activa es la tubulina y en procariotas es la

flagelina.

Fotoperiodo: Conjunto de procesos mediante los cuales se regulan las
funciones biolégicas de los organismos (como por ejemplo su reproduccidon y
crecimiento) en parametros de la alternancia de los dias y noches del afio y su

duracion segun las estaciones del afio y el ciclo solar.

Glicolipidos: Son esfingolipidos compuestos por una ceramida (esfingosina + &cido

graso) y un glucido de cadena corta; carecen de grupo fosfato.
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Hemolisinas: Proteinas y lipidos que causan la lisis de eritrocitos al dafar su

membrana celular.

Hipnocitogoto: Cigoto que atraviesa un periodo de reposo antes de germinar,

generalmente rodeado de una cubierta protectora formada de celulosa.

Hipocono (o hiposoma): Nombre que recibe la estructura inferior celular de los

dinoflagelados atecados o desnudos.

Lisis celular: Rompimiento de la membrana célula provocado por dafios
estructurales que se desencadenan estrés fisiolégico en su n interior principalmente

por diferencias isotonicas en el citoplasma.

Membrana celular: También llamada membrana plasmatica o plasmalema es
una bicapa lipidica que delimita las células. Es una estructura laminada formada
por fosfolipidos, glicolipidos y proteinas que rodea, limita, da forma y contribuye a
mantener el equilibrio entre el interior (medio intracelular) y el exterior (medio

extracelular) de la célula.

Mucocistos: Masa mucosa que participa en la formaciéon de quistes o provee de una

cubierta protectora.

Nucleo celular: Organulo membranoso que se encuentra en las células eucariotas.
Contiene la mayor parte del material genético celular, organizado en multiples
moléculas lineales de ADN de gran longitud formando complejos con una gran

variedad de proteinas como las histonas, para formar los cromosomas.

Pelicle: Célula protegida por una delgada capa principalmente hecha de celulosa

formada por la membrana celular también llamado quiste temporal.



Péptido: Son un tipo de moléculasformadas por la wunibn de varios
aminoacidos mediante enlaces peptidicos.

pH: Medida de acidez o basicidad de una disolucion. El pH indica la concentracion

de iones hidronio [H30"] presentes en determinadas sustancias.

Planocigoto: Es un cigoto resultante de la unién de dos gametos flagelados a través
de un tubo de conjugacion. El cigoto continia conservando los dos flagelos y es por

tanto movil.

Acidos grasos poliinsaturados: (PUFA) por sus siglas en inglés (Poly Unsaturated
Fatty Acids) son &cidos grasos que poseen mas de un doble enlace entre
sus carbonos, entre los mas importantes estan los de cadenas larga alguno son
esenciales para el metabolismo de algunas moléculas importantes por ejemplo
el colesterol. ElI exceso en la produccion de esto acidos grasos contribuye a la

produccion de metabolitos.

Quelante: Sustancias que tienen la propiedad de fijar los iones metélicos (Fe y P) de

un determinado complejo molecular.

Rafidoficea: Grupo de algas de agua dulce y marina unicelulares, desprovistas
de pared celular, presentan un par de flagelos, organizados de tal manera que

ambos proceden de la misma invaginacion.

Especies reactivas del oxigeno: Compuestos de nominados (ROS) por sus siglas
en inglés (reactive oxygen species) incluyen iones de oxigeno, radicales
libres y peroxidos tanto inorganicos como organicos. Son generalmente moléculas
muy pequefias altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones

libres.



Saxitoxina: Es una ficotoxina hidrofilica con mas de 20 analogos producida por
bacterias, cianobacterias y el dinoflagelado Gymnodinium catenatum, se une con alta
afinidad a los canales de sodio de las membranas celulares esto contribuyen a la

intoxicacion paralitica por mariscos en humanos PSP (paralytic shellfish poisoning)
Sulcus: Surco longitudinal que aloja al flagelo longitudinal en los dinoflagelados.
Toxina: Sustancia venenosa producida por células vivas u organismos, como
animales, plantas, bacterias y otros organismos biolégicos, para destacar su origen
organico, se denomina biotoxina.

Tricocistos: Son organulos baciliformes, situados en filas y perpendicularmente a la

superficie de la célula de ciertos protistas. El tricocisto se dispara en forma de

filamento que termina en una punta barbada con aspecto de flecha.
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Abstract

In the last years, the co-existence of Raphidophyceae species of genus Chattonella
and the dinoflagellate Gymnodinium catenatum has been reported, both are harmful
algal blooms (HABs)-forming algae and produce toxic metabolites. Apparently
Chattonella species tend to dominate over G. catenatum. This particular co-
occurrence phenomenom reflect changes in phytoplankton communities, probably
due to differences in its growth rate, selective predation, competition for light,
nutrients, parasitism, life cycle characteristics, and/or chemical interactions. This latter
phenomenon is known as allelopathy, it can cause a decrease in cellular abundance,
morphological changes, cyst formation, and changes on the chain length of the
affected species. In the present research, it is assumed that Chattonella marina var.
marina may have an allelopathic effect over G. catenatum. In order to constrat the
aforementioned assumption, strains of Chattonella marina var. marina (CMPV-1)
and G. catenatum (BAPAZ-5) were used, both isolated from Bahia de La Paz.
Experiments were made placing both species in a mixed crop with and without
contact between them, from monoalgal cultures in GSe medium. During the late
stationary phase each species was exposed to different cellular proportions from 20 x
10% Cells/mL (1:1; 1:2, and 2:1), for 24, 48, and 72 hours. Another experiment
consisted in exposure to cellular filters of C. marina var. marina (10, 20 y 50 mL) over
G. catenatum with the same cellular proportions but reducing treatment time to 2, 12,
and 24 hours. Samples were taken for observation and cell count in all cases. Results
showed an evident mortality on the cell number of G. catenatum regarding C. marina
var. marina, being 18% at 72 h for 1:1 proportion, for proportions 2:1 and 1:2 a
mortality of 100% was found at 48 and 72 h. Ninety percent of live cells formed chains
of 2 to 4 cells. Concerning the mixed crops without contact, there were no statistical
differences (Kruskal-Wallis, p<0.05) in cell density for 1:1 and 2:1 proportions,
contrary to the 1:2 interaction where 33% of mortality was found at 72 h, without any
dominant pattern at individual cells nor chains. By exposing G. catenatum to filters of
Chattonella sp., only one significant effect was observed in proportions 2:1 and 1:2
with 50 mL, decreasing in almost 50% of cell number at 24 h. Images show that the
interaction with C. marina var. marina causes cellular lysis and deformations in G.
catenatum, besides promoting young cysts formation similar to those described for
changes in reproductive strategy from vegetative to sexual.

Keywords: allelopathy, Chattonella marina, Gymnodinium catenatum, mortality,
cysts
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Resumen

En los ultimos afios se ha reportado la coexistencia de especies de Raphidophyceae
del género Chattonella y el dinoflagelado Gymnodinium catenatum; ambas especies
son formadoras de floraciones algales nocivas (FAN) y producen metabolitos téxicos.
Al parecer especies de Chattonella sp. tienden a dominar sobre G. catenatum. Estos
fendbmenos de coexistencia implican cambios en la estructura de las comunidades de
fitoplancton que pueden darse por diferencias en sus tasas de crecimiento,
depredacion selectiva, competencia por luz, nutrientes, por parasitismo,
caracteristicas del ciclo de vida, e interacciones quimicas. Este ultimo fendmeno se
conoce como alelopatia que puede provocar una disminucion en la abundancia
celular, cambios morfologicos, formacion de quistes y cambios en la longitud de las
cadenas de las especies que las forman. En esta investigacion se hipotetizd0 que
Chattonella marina var. marina podria tener un efecto alelopatico sobre G.
catenatum. Para contrastar esto, se utiliz6 una cepa de Chattonella marina var.
marina (CMPV-1) y una cepa de G. catenatum (BAPAZ-5), ambas aisladas de la
Bahia de La Paz. Se realizaron experimentos colocando ambas especies en un
cultivo mixto con y sin contacto entre ellas a partir de cultivos monoalgales en medio
GSe. Durante la fase celular estacionaria tardia se expuso cada especie a diferentes
proporciones celulares a partir de 20 x 10° Céls/mL (1:1; 1:2 y 2:1), durante 24, 48 y
72 horas. Otro experimentd consistio en exponer a filtrados celulares de C. marina
var. marina (10, 20 y 50 mL) sobre G. catenatum a las mismas proporciones
celulares, reduciendo el tiempo del tratamiento a 2, 12 y 24 horas. En todos los casos
se tomaron muestras al final de cada tiempo de observacién para observaciones de
su morfologia y conteos celulares. Los resultados mostraron una evidente mortalidad
con respecto al numero de células de G. catenatum con respecto al 100% de C.
marina var. marina del 18% a las 72 h para la proporcién 1:1; en el caso de la
proporcién 2:1 y 1:2 se encontr6 una mortalidad del 100% a las 48 y 72 h,
respectivamente. El 90 % de las células vivas formaron cadenas de 2 a 4 células. En
el caso de los cultivos mixtos sin contacto no hubo diferencias estadisticas (Kruskal-
Wallis, p<0.05) en la densidad celular para la proporcién 1:1 y 2:1, solamente para la
interaccion 1:2 donde se obtuvo un 33% de mortalidad a las 72 h, sin que existiera un
patron dominante de células individuales y en cadenas. Al exponer a G. catenatum a
los filtrados de Chattonella sp., Unicamente se observé un efecto significativo en la
proporciones 2:1 y 1:2 con 50 mL de volumen, disminuyendo un 48% el nimero de
células a las 24 h. La microfotografias muestran que la interaccién con C. marina
var. marina provoca lisis celular y deformaciones en G. catenatum, ademas de
promover la formacion de quistes jévenes similares a los descritos por cambios en la
estrategia de reproduccion vegetativa a sexual.

Palabras Claves: alelopatia, Chattonella marina, Gymnodinium catenatum, mortalidad,
quistes.
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1. Introduccion

Los florecimientos algales nocivos (FAN) o mareas rojas son eventos comunes
en la Bahia de La Paz (Géarate-Lizarraga & Mufeton-Gomez, 2008). La mayoria de
estos eventos han tenido consecuencias inocuas, sin embargo, en los ultimos afos
se ha reportado la presencia de especies del género Chattonella (Raphidophyceae) y
el dinoflagelado Gymnodinium catenatum, tanto en la Bahia de La Paz como en otras
regiones del litoral mexicano (Barraza- Guardado et al., 2004; Cortés-Altamirano et
al., 2006; Garate-Lizarraga et al., 2008; 2009; Hernandez-Sandoval et al., 2009,
Band-Schmidt et al., 2010). Las especies de Chattonella y G. catenatum producen
metabolitos secundarios nocivos. Las primeras producen especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Oda et al., 1994; Tanaka et al., 1994; Ishimatsu et al., 1996; Twiner
& Trick, 2000; Kim et al., 2010), &cidos grasos poliinsaturados libres (Okaichi, 1987),
hemaglutininas, hemolisinas (Kuroda et al., 2005) y sustancias tipo brevetoxinas
(Band-Schmidt et al., 2012) que han contribuido a la mortalidad de peces al afectar el
tejido branquial, causando la muerte por asfixia (Kim et al., 1999; Tiffany et al., 2001).
Por otra parte G. catenatum produce toxinas paralizantes, siendo responsable de la
muerte en humanos a través del consumo de moluscos bivalvos que pueden
acumular grandes cantidades, v.gr., hasta 80 mg en 100 mg/gr de carne de moluscos

de estas toxinas (Mee et al., 1986; Herndndez-Sandoval et al., 2009).

Uno de los aspectos de interés dentro del estudio de especies formadoras de
FAN, esta enfocado la impacto ecoldgico que tienen en la composicion del plancton
(Sellner et al., 2003). Se conoce que las interacciones bidticas que se desarrollan
entre especies fitoplanctonicas durante los FAN son dinamicas y complejas ya que
estas se desarrollan a escalas espacio temporales cortas (Donaghay & Osborn,
1997; Zingone & Wyatt, 2005; Franks, 2006; Labry et al., 2008; Prince et al., 2008).

La competencia entre especies de fitoplancton puede implicar interacciones
directas o indirectas; indirecta se da por las diferencias en sus tasas de crecimiento,
caracteristicas del ciclo de vida, densidades celulares, competencia por la luz,

nutrientes (Prince et al., 2008). Directas algunas son la depredacion selectiva,

1



parasitismo y la liberacion de productos quimicos tales como péptidos extra
celulares, quelantes hidroxamatos, aldehidos poliinsaturados y toxinas que pueden
inhibir el crecimiento, la movilidad o causar dafios celulares en otras especies; este
fenémeno es conocido como alelopatia (Lampert & Sommer, 1997; Fistarol et al.,
2004; Granéli et al., 2008; Labry et al., 2008). El concepto de alelopatia fue creado
por Molisch en 1937 (Rizvi et al.,, 1992), para describir el efecto negativo en las
interacciones entre todas las especies de plantas incluyendo microorganismos. El
efecto alelopatico fue observado por primera vez en fitoplancton en 1917 por Harder
(citado por Wolfe & Rice, 1979), quienes reportan la autoinhibicion en agua dulce de
la cianobacteria Nostoc punctiforme. Actualmente para el fitoplancton, el concepto de
alelopatia se refiere a los efectos negativos de aleloquimicos producidos por algunas

algas sobre otros grupos taxondmicos de algas (Granéli et al., 2008).

Si bien el concepto de alelopatia para organismos del fitoplancton es
generalmente aceptado por los cientificos, sigue siendo sumamente complicado
deducir sus mecanismos de accién en el campo, por la complejidad del ecosistema
marino, ademas de que la diversidad de formas y estructuras de las especies de
fitoplancton, es mayor, comparado con plantas terrestres (Inderjit & Del Moral, 1997,
Cembela, 2003). Esto sumado a que en si, el proceso de la alelopatia es complicado
en el océano; no solo porque se desarrolla en una escala de corto tiempo sino por la
dilucién de los aleloquimicos en el medio acuoso que hace que estos estén

presentes en cantidades nanomolares o menores (Legrand et al., 2003).

Uno de los métodos mas utilizados para el de estudio de la interaccion
alelopatica en condiciones de laboratorio, es el cultivo de dos especies juntas en
condiciones controladas, generalmente con el medio de cultivo enriquecido para un
optimo crecimiento de ambas especies. El efecto de los metabolitos secundarios se
evidencia empleando filtrados de los exudados liberados al medio de cultivos; tantos
la técnica de cultivos mixtos como de filtrados celulares; permiten detectar cambios

en el crecimiento y la inhibicion del mismo en las especies que coexisten y en



algunas ocasiones permite elucidar especificamente al aleloquimico en cuestién
(Windust et al., 1996; Arzul et al., 1999; Van Dolah, 1999).

Prince et al. (2008) examinaron los efectos de los exudados de Karenia brevis
sobre la diatomea Skeletonema costatum y encontraron que tienen un efecto
alelopético variable cuando se expuso a diferentes condiciones de cultivo, sin
embargo, no tuvo relacion con la abundancia de K. brevis, ni con la concentracion de
brevetoxinas. La variacion, segun estos autores, se debe a la presencia de especies
que compiten con K. brevis, particularmente la presencia de S. costatum que
disminuye el efecto inhibidor de los exudados de brevetoxinas tipo Il; debido a la
sucesion misma de los FAN de K. brevis y a que no siempre se produce la misma
cantidad del aleloquimico. En diferentes cepas del dinoflagelado Alexandrium
tamarense se ha observado que la produccion de sustancias alelopaticas varia de
cepa a cepa y no esté influenciada por la presencia de depredadores; esto puede ser
una explicacion plausible del papel de los aleloquimicos en poblaciones naturales de
Alexandrium y su éxito en la formacion de florecimientos algales (John et al., 2010).
También se han observado efectos de alelopatia de Alexandrium minutum hacia
Chaetoceros neogracile, disminuyendo la actividad fotosintética. Asi, midiendo las
diferencias en el contenido de clorofila-a la células, se ha concluido que esta
fotoinhibicion probablemente afecta a nivel del fotosistema Il (Lelong et al., 2010).
Una crisofita Ochromonas sp. ocasiond una disminucion significativa de la tasa de
crecimiento de la cianofita Microcystis aeruginosa y su toxicidad disminuy6é en un
90% con respecto a los controles: estos datos fueron comparados con los obtenidos
en campo y ambos resultados mostraron situaciones similares que describen
claramente la interaccion de ambas especies en sistemas naturales (van Donk,
2010). En condiciones de laboratorio el dinoflagelado  Fragilidium
duplocampanaeforme presenté efectos alelopaticos sobre varias especies
fitoplanctonicas, observandose diferentes respuestas con cada especie, tales como
disminucién de la longitud de cadenas, muerte celular y la formaciéon de quistes
temporales (Kim & Park, 2010) demostrando que la alelopatia pude modificar

completamente la estructura de la comunidad fitoplanctonica.



2. Planteamiento del problema

Para la Bahia de La Paz, se encuentra documentada la presencia de
Chattonella spp. y G. catenatum (Cortés-Altamirano et al., 2006, L6épez-Cortés et al.,
2011). EIl primer registro de Gymnodinium catenatum se observo en 2002 (Gérate-
Lizarraga et al., 2004), y nuevamente en 2007, cuando se registro la presencia de
toxinas paralizantes en moluscos bivalvos (Garate-Lizarraga et al., 2008; Hernandez-
Sandoval et al., 2009). Las mayores concentraciones de 79 x 10° cél. L™ de G.
catenatum se estimaron en Junio de 2008 en la Bahia de La Paz (Géarate-Lizarraga
et al., 2008). También se ha registrado la capacidad de este dinoflagelado de
coexistir en el ambiente con organismos de otros grupos plancténicos, como son el
ciiado Myrionecta rubra, los dinoflagelados  Cochlodinuim polykrikoides vy
Pyrodinium bahamense var. compressum, la diatomea Pseudo-nitzschia sp., y las
rafidoficeas Chattonella marina y Chattonella ovata (Barraza-Guardado et al., 2004;
Cortés-Altamirano et al., 2006; Garate-Lizarraga et al., 2009a, 2009b, 2011). A la
fecha, sélo existe un evento de C. marina reportado en la Bahia con un rango de
concentracion celular de 1.9 a 2.5 x 10° cél/L™* (Band-Schmidt et al., 2005). En 2011
se reportd por primera vez la coexistencia en la Bahia de La Paz de C. marina
(Raphidophyceae) en concentraciones celulares de 14 x 10° a 36 x 10° cél/L™" y de
G. catenatum con densidades de 1x10° a 19 x 10° cél/L™; se describieron los
factores hidrograficos (nutrientes, temperatura, clorofila a y vientos) durante su
presencia y, al parecer, Chattonella marina tiende a dominar sobre G. catenatum.
Aun cuando existen reportes de la presencia de G. catenatum y Chattonella spp. a
nivel mundial, no existe informacion sobre las posibles interacciones bidticas entre G.
catenatum y Chattonella, y se desconoce si existe algun efecto alelopético entre
ambas especies. Por lo anterior es necesario comprender los mecanismos 0
estrategias potenciales para que determinan la dominancia de una especie sobre
otra para inferir en los roles ecologicos que pueden resultar de esta interaccion ya
qgue la alelopatia puede ser uno de los factores clave, que promueve la dominancia
en las especies ya que no existen estudios sobre efectos alelopaticos de

Rafidoficeas sobre G. catenatum.



3. Hipotesis

Reconociendo que el fendmeno de alelopatia promueve la dominancia de algunas
especies cuando coexisten y, con base en las caracteristicas nocivas y la dominancia
de Chattonella marina var. marina durante florecimientos algales se espera que esta
tenga un efecto alelopatico sobre el dinoflagelado Gymnodinium catenatum bajo

condiciones de cultivo.

4. Objetivo general

Determinar el efecto alelopatico de C. marina var. marina en el dinoflagelado toxico

G. catenatum en condiciones de cultivo.

4.1 Objetivos particulares

Determinar si las densidades celulares de G. catenatum se ven afectadas en

presencia de células de C. marina var. marina.

Describir los cambios morfologicos, longitud de cadenas y produccion de quistes de

G. catenatum por su interaccion con C. marina var. marina.

Evaluar los efectos provocados por filtrados del medio del cultivo de C. marina var.

marina en G. catenatum.



5. Métodos
5.1 Cepas de experimentacién y condiciones de cultivo

Se utilizé una cepa de C. marina var. marina (CMPV-1) y una de Gymnodinium
catenatum (BAPAZ-5), ambas aisladas de Bahia de La Paz. Las cepas se
mantuvieron por triplicado en medio GSe con extracto de lombricompostaje
(Blackburn et al., 2001), a 35 ups, 24 °C + 1°C con iluminacién continua de 150 pmol
m? s, ciclo luz-obscuridad 12:12, en tubos de polietileno de 50 mL de capacidad

con 20 mL de cultivo. El desdoblamiento de los cultivos se realizé cada 15 dias.

5.2 Escalamiento y curvas de crecimiento

Se llevé a cabo un escalamiento progresivo de las cepas de C. marina var.
marina y G. catenatum desde 20 mL de cultivo hasta 150 mL, desdoblando los
cultivos en la fase exponencial tardia con un volumen del 5%. Partiendo de una
densidad celular de 500 cél/mL en matraces de 250 mL: Se realizaron conteos cada
tercer dia por triplicado, se registraron las densidades celulares y se calculo la tasa
de crecimiento en la fase estacionaria, segun Guillard (1979), donde p= Ln(N/No)/(t-
to), t y to son el tiempo de inicio, para Ny Np representan Cél/mL respectivamente, ty
y No corresponde al momento inicial. El resultado corresponde al nimero de
divisiones por dia. Para los conteos las células de G. catenatum fueron fijadas con
una solucién de Lugol mientras que para C. marina var. marina fueron contadas
vivas, ambas especies se contaron en una camara Sedgwick-Rafter de 1.0891 mL de
capacidad en un microscopio invertido (Zeiss).

5.3 Experimentos de interaccion entre Chattonella marina var marina y

Gymnodinium catenatum

5.3.1 Experimento de cultivos con contacto celular

Una vez gue los cultivos alcanzaron la fase exponencial tardia, se iniciaron los
cultivos monoespecificos de cada especie para posteriormente realizar los cultivos
mixtos y asi poder evidenciar los efectos de dominancia entre ambas especies. Los

cultivos monoespecificos se iniciaron con una densidad celular de 500 cél/mL de



cada especie. Se disefiaron tres experimentos de cultivo mixto iniciando con una
concentracion inicial de 20 X 10° cél/mL de G. catenatum y de C. marina var. marina
en las siguientes proporciones (1:1, 2:1 y 1:2). Estas concentraciones fueron
asignadas con base en las concentraciones reportadas para Chattonella y G.
catenatum en campo y de manera ascendente para verificar si existe relacion entre la
concentracion celular-efecto. Todos los cultivos se realizaron por triplicado en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 150 mL de medio GSe bajo las condiciones de
cultivo descritas. Se inocularon ambas especies con las diferentes proporciones a
manera de tratamientos, con ambas especies interactuando de manera directa.
Como tratamientos control se utilizaron las mismas concentraciones celulares en
cultivos monoalgales para descartar cualquier posible auto-inhibicién. Se tomaron 5
mL de muestra a las 24, 28 y 72 horas para determinar los cambios en la densidad

celular, el nimero de células por cadena y la formacion de quistes (Fig.1).

— Experimento 1

C. marina var. marina G. catenatum Controles
. 1 :1 - NG AN J
Céls /mL Ge+Ch ch Ge
C. marina var. marina G. catenatum Controles
. 1 :2 - NG AN s
Ceéls ImL Ge+ Ch ch Ge
C. marina var. marina G. catenatum Controles
2:1 AN NG AN A
Céls /mL Ge+Ch ch Ge

24,48 y 72 horas

Figura 1. Esquema del disefio experimental de alelopatia en cultivos mixtos con
contacto celular a diferentes densidades celulares. G. catenatum vs C. marina var.
marina (Gc+Ch). Controles (Gc y Ch).



5.3.2 Cultivos sin contacto celular

Este experimento se realizé en matraces Erlenmeyer de 250 mL; dentro de
este se colocd un dispositivo construido con un tubo tipo falcon de 15 mL con una
membrana de Nylon de 25 um Milliporery (Fig. 2); en el matraz se inocularon 150 mL
de cultivo de G. catenatum con una densidad celular de 20 x 10° cél/mL y dentro del
tubo se inocularon 15 mL de C. marina var. marina con densidades celulares de 20 x
10% cél/mL en proporciones de 1:1, 2:1 y 1:2. Los tratamientos control se iniciaron
con las mismas densidades y proporciones celulares pero de cada especie por
separado, todos por triplicado. Se tomaron 5 mL de muestra para observaciones y
conteos celulares a las 24, 48 y 72 horas.

—  Experimento 2

C. marina var.
marina

G. catenatum C. marina var.

; C. marina var.
marina G. catenatum

: G. catenatum
marina

Membrana 25 pm Membrana 25 pm Membrana 25 um

24,48y 72 horas

Figura 2. Esquema del disefio experimental de cultivos sin contacto celular de G.

catenatum y C. marina var. marina.

5.3.4 Experimentos de alelopatia con exposicion a filtrados celulares

Para determinar que la posible actividad alelopética de C. marina var. marina
hacia G. catenatum es provocada por sustancias quimicas o exudados celulares
liberados en el medio de cultivo como parte de sus metabolismo, se mantuvo a
Chattonella en un cultivo de lote hasta que alcanzé la fase exponencial tardia, y se

retiraron o extrajeron las células utilizando microfiltros de fibra de vidrio de 0.7 pum
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GF/F Whatman International Ltd., con una bomba de vacio manual Nalgen-6130. En
matraces Erlenmeyer de 250 mL se inocularon 150 mL de cultivo de G. catenatum
estas células se expusieron a diferentes volumenes (10, 20 y 50 mL) de los filtrados
de medio cultivo con exudados celulares de C. marina var. marina por triplicado.
Como tratamiento control, a los mono cultivos se les afiadié el mismo volumen, pero
de sus propios filtrados y uno mas al que solo se le agregé medio de cultivo estéril.
Se tomd el mismo volumen de muestra que en los cultivos mixtos, para conteos

celulares, medicion de pH y observaciones morfologicas a partir de las 2, 12y 24 h
(Fig. 3).

— Experimento 3

C. marina var. marina G. catenatum Controles
+ ‘ '
1:1 . AN AN J
10,20 y 50 mL Ge+Ch ch Gc
C. marina var. marina G. catenatum Controles
' + |
1:2 o NG AN S
10,20 y 50 mL Ge+ Ch ch Ge
C. marina var. marina G. catenatum Controles
! ' !
2:1 — AN N S
10,20 y 50 mL Ge+Ch ch Gc
2,12y 24 horas

Figura 3. Disefio experimental de alelopatia con diferentes volumenes de filtrados de
medio de cultivo de G. catenatum y C. marina var. marina (GC+Ch). Controles (Gc y
Ch).



Durante las fases del crecimiento en laboratorio algunas especies de
fitoplancton modifican el valor del pH del medio de cultivo; cuando otras especies son
expuestas a este medio, la modificacion del pH provoca la inhibicibn de su
crecimiento. (Schmidt & Hansen, 2001; Hansen, 2002; Granéli et al., 2008). De
acuerdo a lo descrito por estos autores, se registraron los valores de pH durante el
desarrollo de los experimentos para determinar si este se veia modificado y descartar

algun efecto negativo entre las especies a competir.

5.4 Conteos y observaciones morfoldgicas de las cepas

Para obtener los datos de abundancia de cada especie en cada uno de los
tratamientos se tomaron 5 mL de cada lote experimental. Los conteos se realizaron
con células vivas de C. marina var. marina; para G. catenatum se realizd con células
vivas y fijadas en lugol utilizando una camara de Sedgwick-Rafter en un microscopio
invertido (Zeiss). En el caso de G. catenatum se registré la longitud de las cadenas,
formacion de quistes, células lisadas, deformadas o pérdida de movilidad. Todas las
observaciones, asi como el seguimiento de la interaccién in vivo de todos los
experimentos se realizO en un microscopio 6ptico (Zeiss Axioscop). Se tomaron

microfotografias con una camara (ScopePhoto 3.0) a diferentes aumentos.

5.5 Prueba de actividad hemolitica de C. marina var. marina

De un cultivo de C. marina var. marina durante la fase exponencial tardia, con
una densidad celular de 20 x 10° cél/mL, se obtuvo 1 mL de filtrado separando las
células por filtracibn mediante una membrana estérii GF/F de 0.7 um. El
sobrenadante fue utilizado inmediatamente en la prueba de actividad hemolitica por
el método sugerido por Yamasaki et al., 2011. Alicuotas de 50 pL del sobrenadante
por triplicado se colocaron en cajas de Petri con TSA agar sangre, se dejaron en
incubacion por 72 horas a temperatura ambiente y se registré el halo de inhibicion

como prueba de la actividad hemolitica.
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5.6 Pruebas estadisticas

Los datos de los conteos de abundancias celulares el numero de células
individuales y las que formaban cadenas se registraron en una base de datos en el
programa (Microsoft Excel profesional 2010), los datos se exportaron al programa (R
2.12.2). Se realizaron las pruebas de normalidad y al término de esto nuestros datos
no cumplieron los criterios de ajustes paramétricos. De esta manera se corrid la
prueba de (Kruskal-Walis) en el programa (R) con un valor de significancia (p<0.05)

para observar diferencias significativas entre los tratamientos.
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6. Resultados
6.1 Curvas de crecimiento

Partiendo de una concentracion celular de 500 cél/mL se distinguen las etapas
de tipicas de crecimiento para G. catenatum (Fig. 4): fase lag (1-2 dias), fase
aceleramiento (2-10 dias), fase exponencial (10-20 dias) con una densidad méxima
de 4,300 + cél/mL y el inicio de la fase de decaimiento entre los dias 22 y 25.

Para C. marina var. marina (Fig. 5), iniciando con una concentracion de 500
cél/mL se obtuvo una curva de crecimiento que tiene expresadas los dias similares
en cuanto a sus etapas, pero con un mayor numero de células, con un valor maximo
de 30,000 % cél/mL. Los conteos se encuentran dentro de los intervalos 6ptimos
reportados para esta especie en condiciones de laboratorio (Imai & Yamaguchi
2010).

Curva de crecimiento G. catenatum

6000
5000 -+

4000 -+

células fmL?
w
o
o
o
il

2000 -+

1000 -+

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
dias

Figura 4. Curva de crecimiento Gymnodinium catenatum medio GSe a 35 ups, 24
°C, 12:12 oscuridad/luz 150 ymol m? s, pH 8.
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Curva de crecimiento C. marina var. marina
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Figura 5. Curva de crecimiento Chattonella marina var. marina medio GSe a 35 ups,
24 °C, 12:12 oscuridad/luz 150 pmol m? s™, pH 8.

6.2 Efectos alelopéticos en cultivos con contacto celular
Se obtuvieron un total de 81 muestras en los experimentos de interaccion de

cultivos con contacto celular de G. catenatum y C. marina var. marina, con los
siguientes resultados; para la proporcién (1:1) a las 24 h la densidad celular de C.
marina var. marina fue de 21 x 10° cél/mL™ y de G. catenatum 20 x 10° cél/mL™
partiendo de concentraciones iguales 20 x 10° cél/mL™. A las 48 h no hubo un
aumento en el nimero de células/mL de G. catenatum, mientras que Chattonella
incrementé alcanzando una biomasa méxima de 40 x 10% cé/mL™ a las 72 h,

mientras que la biomasa de G. catenatum disminuyé a 15 x 10° cél/mL™* (figura 6).
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Figura 6. Concentracion celular de G. catenatum (barra roja) y C. marina var.
marina (barra azul) en experimentos de competencia cultivos con contacto celular. La
barra verde el control de G. catenatum y la barra morada la del control de C. marina

var. marina. Las lineas verticales representan la desviacion estandar.

Para la proporcion 2:1 (Fig. 7) solo sobrevivieron células de G. catenatum
hasta las 48 horas con abundancia de 15y 6 x 10° cél/mL; hasta las 72 horas solo se
encontraron células de C. marina var. marina con abundancias de 11, 21 y 28 x 10°
cél/mL a las 24, 48 y 72 h, respectivamente. De la abundancia maxima inoculada
hasta el final de cada tiempo de observacion G. catenatum tuvo una disminucién de
un 18% a un 100% de mortalidad por el efecto de C. marina var. marina. Los
controles de G. catenatum mantuvieron una densidad celular de 20 a 26 x 10°

cél/mL™ durante las 72 horas de observacion.
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Figura 7. Concentracion celular de G. catenatum (barra roja) y C. marina var. marina
(barra azul) experimento de competencia con contacto celular. La barra verde
representa el control de G. catenatum y la barra morada el control de C. marina var.

marina. Las lineas verticales representan la desviacion estandar.

En el experimento con contacto celular en la proporcion 1:2 (Fig. 8) G.
catenatum vs C. marina var. marina, la dominancia de la rafidoficea se observo en
menor tiempo con respecto al cultico 2:1; unicamente se cuantificaron células vivas
de G. catenatum a las 24 horas, después de ese tiempo todas las células
cuantificadas estaban muertas. Los controles no tuvieron una disminucion en las
densidades celulares. Con respecto a los tratamientos de cultivos mixtos, G.
catenatum tuvo una mortalidad de un 34% a 100% y C. marina var. marina tuvo un

aumento de casi el 84%.
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Proporcion 1:2

Céls/mL 1 x 103

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas

Figura 8. Concentracion celular de G. catenatum (barra roja) y C. marina var. marina
(barra azul) en experimento de competencia con contacto celular. La barra verde el
control de G. catenatum y la barra morada la del control de C. marina var. marina.

Las lineas verticales representan la desviacion estandar.

6.2.1 Cambios morfolégicos de Gymnodinium catenatum en experimentos de
competencia en cultivos con contacto celular con Chattonella marina var.

marina

Al estar G. catenatum en contacto con células de C. marina var. marina se
identificaron los siguientes patrones en la deformacién de las células G. catenatum;
células redondeadas con nucleos prominentes, ruptura de la membrana células y
lisis. Estos cambios fueron evidentes en todas las proporciones de interaccion siendo

mas notables a las 24 horas en las proporciones 2:1y 1:2. (Figs. 9, 10y 11).

16



24 Horas | 10x 72 Horas

d - 20 pm f

24 Horas | 20x 48 Horas = 20x 72 Horas

g — 20 um h — 20 um

Control 20x 24 Horas | Control 20x 48 Horas | Control 20x 72 Horas

Figura 9. De izquierda a derecha en las microfotografias se observa ruptura de
células tanto individuales como en cadena a las 24 h (a) y 48 h (b). Células de C.
marina var. marina interactuando con G. catenatum (d). (c) 24 h interaccién de
células en cadenas G. catenatum con C. marina var. marina. (e) Deformacién y (f)
lisis de células de G. catenatum alas 48 y 72 h., escala de barrido 20 um. Controles

células tipicas de G. catenatum controles (g, h, i).
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24 Horas | 10x 48 Horas | 10y

48 Horas | 20x 72 Horas

h

Control 10x 24 Horas = Control 20x 48 Horas | control 10x = 72 Horas

Figura 10. Cadenas de cuatro células de G. catenatum en cultivos con C. marina
var. marina (a), células lisadas de G. catenatum (b y ¢) 24 y 48 h. Mayor abundancia
de C. marina var. marina en cultivo mixto (e) cultivo a las 48 h. 72 h células muertas
de G. catenatum. Cultivo control de G. catenatum sin cambios sin cambios

morfoldgicos observados en los controles (g, h, i). Escala de barrido 20 pm.
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Las pocas células encontradas a las 24 horas en el tratamiento con la
proporcién (1:2) de Chattonella fueron semejantes en cuanto al patron de cambios y
deformacion de la células de G. catenatum observado en los tratamientos anteriores.
Observaciones puntuales a mayor aumento (63x) en las Unicas células visas
encontradas. En las células dafladas se apreciaron nucleos prominentes con

cromosomas visibles (Figs.11y 12).

24 Horas | 20X 24 Horas 20X 24 Horas

d ‘_ZOpm e (=2 f

24 Horas | 20x 24 Horas = 20x 24 Horas

Figura 11. a) Células de G. catenatum en cultivos con contacto celular de C. marina
var. marina 24 horas, b y ¢) cadenas de dos células (flechas) muestran pérdida de
los flagelos, desarreglo de cingulo y sulcus y nucleo prominente; (e y f) controles de

G. catenatum con cambios morfoldgicos.
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Figura 12. G. catenatum a diferentes tiempos de observacién; a) desarreglo de la
célula de G. catenatum; b) célula redondeada donde se pierde completamente la
forma de la célula (flecha) pero aun se observa el flagelo cingular; c) se observan

cromosomas condensados en el nucleo (flecha); d) lisis celular.

6.2.2 Porcentajes células individuales y cadenas de G. catenatum

Del numero total de células contadas en el experimento con la proporcién 1:1
de G. catenatum y C. marina var. marina, 60, 20 y 10 % fue representado por células
individuales mientras que 40, 80 y 88 % de la muestra fue integrado por células en
cadena de 2, 3 y 4 células de longitud para las 24, 48 y 72 h respectivamente
(Fig.13). Mientras que en los controles se observaron a las 48 h las células
individuales representando el 20 %. A las 24 y 72 h las células individuales en los

controles representaron entre el 42% y 46 %, respectivamente.
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Figura 13. Longitud de cadenas (%) de G. catenatum expuesto a C. marina var.
marina en cultivos sin contacto celular en una proporcion 1:1. Tratamiento control, a
24, 48 y 72 horas de incubacion. La barra azul representa el niumero de células
individuales, barra roja cadenas formadas de dos células, barra verde cadenas de 3

células y barra morada cadenas de 4 células

Para las proporciones de interaccion G. catenatum y C. marina var. marina
(proporcion 2:1 y 1:2) solo se observan (Figs. 14 y 15) cadenas de 2 y 4 células 50-
50% a las 24 h y 80-20% a las 48h, no se encontraron células individuales vivas. La
abundancia total del 90 % de las células sobrevivientes de G. catenatum formaban
cadenas de 2 y 4 células mientras que en los controles el 45% eran células
individuales y el 55% de las células formaban cadenas de dos, tres a cuatro células

de largo.

21



%

24 horas 48 horas 72 horas

CONTROL CONTROL CONTROL

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

G. catenatum G. catenatum G. catenatum

Figura 14. Longitud de cadenas (%) de G. catenatum expuesto a C. marina var.

marina en cultivos sin contacto celular en una proporcion 2:1. Tratamiento control, a

24, 48 y 72 horas de incubacion. Barra azul representa el porcentaje de células

individuales, la barra roja cadenas formadas por dos celula, la barra verde cadenas

de 3 células y la barra morada cadenas de 4 células.
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Figura 15. Longitud de cadenas (%) de G. catenatum expuesto a C. marina var.

marina en cultivos sin contacto celular en una proporcion 1:2. Tratamiento control, a

24, 48 y 72 horas de incubacién. Barra azul representa el nimero de células

individuales, la barra roja cadenas formadas por dos células, la barra verde cadenas

de 3 células y la barra morada cadenas de 4 células.
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6.3 Cultivos mixtos sin contacto celular

Para el caso de los cultivos mixtos sin contacto, con las densidades iniciales
utilizando el mismo nimero de células (20 x 10° cél/mL) en proporcién 1:1, no se
observd una dominancia por ninguna de las dos especies, las densidades celulares
de G. catenatum y C. marina var. marina, al tiempo de las 12 y 24 horas fueron entre
20y 22 x 10%cél/mL mientras que a las 72 horas hubo una disminucién en las células
de G. catenatum a 18 x 10° cél/mL por 22 x 10° cél/mL de Chattonella marina var.
marina, sin que esta disminucion representara una diferencia significativa (Kruskal-

Wallis, p<0.05) entre si ni con respecto a los controles (Fig. 16).
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Figura 16. Densidades celulares en cultivos de interaccién G. catenatum y C. marina
var. marina sin contacto celular. La barra azul representa la densidad celular de G.
catenatum, la roja la densidad celular de G. catenatum en el tratamiento control y la

barra verde representa la densidad de C. marina var. marina en cultivo sin contacto.
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Un comportamiento similar ocurrié en el experimento donde las densidades
celulares inoculadas de G. catenatum fueron el doble (20 x 10° cél/mL) de la
concentracion de C. marina var. marina (10 x 10° cél/mL) (Fig. 17), no se registraron
diferencias significativas en la densidades celulares de ninguna de las dos especies
entre los tratamientos, ni con los controles en los tiempos de observacion de 12, 24 y
48 horas.
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Figura 17. Densidades celulares en cultivos de G. catenatum y C. marina var. marina,
sin contacto celular (sin diferencias significativas, Kruskal-Wallis, p<0.05), entre los
tratamientos y el control. La barra azul representa la densidad celular de G.
catenatum, la roja la densidad celular de G. catenatum en el tratamiento control y la

barra verde representa la densidad de C. marina var. marina en cultivo sin contacto.

Para la proporcion 1:2 se muestra en la figura 18, el crecimiento de G.
catenatum (densidades iniciales 10 x 10° cél/mL) en cultivos mixtos sin contacto fue
inhibido por C. marina var. marina (densidad celular inicial 20 x 10° cél/mL) después
de 72 horas de exposicién, reduciendo su abundancia celular a 6 x 10° cél/mL,
mostrando diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 18. Densidades celulares en cultivos mixtos sin contacto interaccion G.
catenatum y C. marina var. marina, ( * ) La barra azul representa la densidad celular
de G. catenatum, la roja la densidad celular de G. catenatum en el tratamiento control
y la barra verde representa la densidad de C. marina var. marina en cultivo sin

contacto.

6.3.1 Cambios celulares y morfolégicos de Gymnodinium catenatum
experimentos de competencia sin contacto celular con Chattonella marina var.

marina

Los principales cambios celulares observados en G. catenatum en los experimentos
sin contacto célula-célula, fueron desarreglos en el sulco y el cingulo, ruptura de la
membrana celular, formas trapezoides o aplanadas en células individuales, se
presentaron también quistes temporales cubiertas por un membrana, asi como
desarreglos en el material citoplasmatico disperso alrededor de nucleos prominentes
(Fig. 19).
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e

72 Horas

Figura 19. Gymnodinium catenatum morfologia celular en cultivos sin contacto con
Chattonella marina var. marina. (a) Forma tipica de célula individual sin cambios a las
24 y 72 horas b) Control, forma tipica de dos células en cadena. (c) Dos células en
cadena con lisis en la membrana celular. (d) Célula individual redondeada con
material nuclear evidente. (e-f) Células rodeadas por una membrana (flechas)

caracteristico de un quiste temporal.
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6.3.2 Porcentaje de células individuales y en cadenas
Los tratamientos a diferentes proporciones de G. catenatum y C. marina var.
marina (1:1, 2:1 y 1:2) en cultivos mixtos sin contacto, mostraron porcentajes

similares en la longitud de células de G. catenatum.
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Figura 20. Longitud de cadenas (%) de G. catenatum expuesto a C. marina var.
marina en cultivos sin contacto celular en una proporcion 1:1. Tratamiento control, a
24, 48 y 72 horas de incubacién. La barra azul representa el porcentaje de células
individuales, la barra roja cadenas formadas por dos células, la barra verde cadenas

de 3 células y la barra morada cadenas de 4 células.
En todos los casos hubo mayor porcentaje de cadenas de 2 células

representado por el 60 y 70 % de la poblacion; seguido por las células individuales
18 %, cadenas de 4 células 20 % y cadenas de 3 células 4 % (Figs. 20, 21y 22).
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Figura 21. Longitud de cadenas (%) de G. catenatum expuesto a C. marina var.
marina en cultivos sin contacto celular en una proporcion 2:1. Tratamiento control, a
24, 48 y 72 horas de incubacion. La barra azul representa el porcentaje de células
individuales, la barra roja cadenas formadas por dos células, la barra verde cadenas

de 3 células y la barra morada cadenas de 4 células.
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Figura 22. Longitud de cadenas (%) de G. catenatum expuesto (Gc) a C. marina var.
marina en cultivos sin contacto celular en una proporcién 1:2. Tratamiento control
(C), a 24, 48 y 72 horas de incubacién. La barra azul representa el porcentaje de
células individuales, la barra roja cadenas formadas por dos células, la barra verde

cadenas de 3 células y la barra morada cadenas de 4 células.
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6.4 Efecto alelopatico por filtrados celulares

Las densidades celulares del tratamiento con los volumenes filtrados celulares
de C. marina var. marina utilizados fueron de 10, 20 y 50 mL en células de G.
catenatum utilizando la proporcion 1:1 (20 x 10° cél/mL) (Fig. 23). En este
experimento no se encontraron diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p<0.05) en
ningun tiempo de observacion, con los siguientes valores de abundancia celular para

G. catenatum (20, 19 y 18 x 10° cél/mL) con un 95, 98 y 84 % de sobrevivencia,
respectivamente (Fig. 23).

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad
y supervivencia G. catenatum a
filtrados de C. marina var. marina

a 10 mL de Filtrado (proporcion 1:1).
: % %
Tratamiento | Mortalidad Supervivencia

: — 10 mL 5% 95 %

E M control Gc - -
'l:: u control Ch 20 mL 2 /;J 98 /;J
50 mL 16% 84 %

2 horas 12 horas 24 horas
b 20 mL de Filtrado C 50 mL de Filtrado

25

20

15 +

10

Céls/mL1x 103
Céls/mL! x 107

5 -

0 - 0

2 horas 12 horas 24 horas 2 horas 12 horas 24 horas

Figura 23. Abundancias celulares de G. catenatum expuesto a filtrados celulares de
Chattonella marina var. marina. (proporcion 1:1). Barra azul representa a G.

catenatum, barra roja su tratamiento control y la barra verde representa a C. marina
var. marina.

En los tratamientos con filtrados celulares con una concentracion 2:1 y 1:2 de
G. catenatum - C. marina var. marina con un volumen de 10 y 20 mL durante los

tiempos de observacién, no se encontré6 ninguna disminucién o inhibicion en el
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crecimiento de las células de G. catenatum. Unicamente se registraron cambios en la
densidad celular en el tratamiento con 50 mL hasta el tempo maximo de observacion

de 24 horas, con una mortalidad maxima cerca del 50 % (Fig. 24 y 25).

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad
a 10 mL de Filtrado y supervivencia G. catenatum a
filtrados de C. marina var. marina
(proporcion 2:1).
) %

Tratamiento Mortalidad
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=
wv
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0 Meontrol€h 20 mL 18 % 82 %
i 50 mL 48 % 52 %
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Figura 24. Abundancia de G. catenatum al exponerse a diferentes voliumenes de
filtrados celulares de C. marina var. marina. a y b) sin diferencias significativas. c) Se
muestra disminucion del 48 % en la densidad celular de G. catenatum y ( * ) muestra
diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p<0.05) comparando con los controles a las
24 horas de exposicion, a 50 mL de volumen de filtrado celular de C. marina var.
marina con 10 x 10% Cél/mL. Barra azul representa a G. catenatum, barra roja su

tratamiento control y la barra verde representa a C. marina var. marina.
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Tabla 3. Porcentaje de mortalidad
y supervivencia G. catenatum a
fitrados de C. marina var. marina

25 I I I % %
- Tratamiento | Mortalidad Supervivencia
3 15 SBAPAZS 10 mL 6 % 94 %
E 1 T M control Gc
:E’; " i control Ch 20 ml— 10 % 90 %
5 4
50 mL 47 % 53 %
0 .
2 horas 12 horas 24 horas
b 50 mL de Filtrado Cc 20 mL de Filtrado
25 25
" I 1 I = '
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Figura 25. Abundancia de G. catenatum al exponerse a diferentes voliumenes de
filtrados celulares de C. marina var. marina a y b) sin diferencias significativas. c)
muestra disminucién del 47 % en la densidad celular de G. catenatum y ( * ) muestra
diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p<0.05) comparando con los controles a las
24 horas de exposicion, a 50 mL de volumen de filtrado celular de C. marina var.
marina con 20 x 10% Cél/mL. Barra azul representa a G. catenatum, barra roja su

tratamiento control y la barra verde representa a C. marina var. marina.

6.4.1 Cambios celulares y observaciones morfoldégicas de Gymnodinium
catenatum por exposicion a filtrados celulares de Chattonella marina var.
marina

En los experimentos de exposicién a los filtrados celulares de Chattonella, se
observo una mayor cantidad cambios en las células de G. catenatum, con un patron
similar a los antes descritos, sin que exista relacién directa con el nimero de células
de los filtrados de C. marina var. marina de un cultivo con una densidad de 20 x 10°
cél/mL en sus diferentes proporciones (1:1, 2:1 y 1:2) y el volumen inoculado, pero si,
con el tiempo de exposicion 2, 12 y 24 horas. Aunque que para la proporciéon (1:1)
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no se registrd inhibicibn en el crecimiento de G. catenatum, en la evaluacion
morfoldgica, se logrd evidenciar la presencia de un quiste temporal y deformaciones
morfolégicas similares a los descritos en los cultivos con y sin contacto celular (Fig.
26, 27 y 28).

Contro

24 Horas

Figura 26. Gymnodinium catenatum; variacion en morfologia celular por exposicion a
filtrados celulares de Chattonella marina proporcion 1:1 a y b) Control, forma tipica
de cadena de dos células. c) Célula individual sin cambio de forma, con nucleo
evidente (flecha) d) Célula individual redondeada mostrando una membrana propia

de un quiste temporal.

Durante el primer tiempo de observacion (a las 2 horas) no se encontraron
cambios de forma en las células de G. catenatum con ninguno de los volumenes de
filtrados 10, 20 y 50 mL utilizando la menor densidad de Chattonella marina var.

marina (10° cél/mL).
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Después de 12y 24 horas de exposicion con 50 mL de filtrado se registraron
cambios en la morfologia de G. catenatum, i.e., ensanchamiento de la zona sulcal y

diferentes desarreglos de la zona apical ademas de quistes temporales (Fig. 27).

12 Horas

24 Horas

Figura 27. Gymnodinium catenatum a y b) Control, tipica forma de células
individuales y en cadena. ¢) Dos células en cadena mostrando deformacion del
cingulo y sulcus (flecha) d) Célula individual mostrando (flecha) una ligera depresion
en el epicono e y f) Células individuales elongadas y con nucleo con cromosomas

evidentes.
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12 Horas

g

50 mL 24 Horas 3
Figura 28. a, b y c) Diferentes morfologias de células individuales de G. catenatum.

d) célula individual lisada, con material nuclear condensado en el centro. e) Cadenas
de dos células protegidas por una membrana (flechas) similar a quiste temporal. f)
Cadena de 4 células cada célula con forma diferente f-a) ntcleo con cromosomas, f-
b) célula lisada con membrana celular rota, f-c) quiste temporal. g) Célula con
membrana celular rota. h) Dos células en cadena rodeadas por una membrana. i)
Cadena de 2 células con nucleos similares a los presentes en estadios por

reproduccion sexual.

La mayor cantidad de cambios morfolégicos (50% del nimero total de células
encontradas de G. catenatum) fue provocado con 50 mL de filtrado celular de
Chattonella marina var. marina con una densidad 20 x 10 cél/mL.

6.4.2 Formacion de cadenas
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En las células vivas de G. catenatum no hay una proporcién clara; en cuanto
al porcentaje del niumero de células individuales y las que forman cadenas. Para el
tratamiento con la proporcion (1:1), casi el 60 % fue representado por cadenas de 2

células, el 20 % por cadenas formadas por 4 células, 16 % por células individuales y

el 4% por cadenas de 3 células.
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Figura 29. Porcentaje de células individuales y células en cadenas de Gymnodinium
catenatum con a) 10, b) 20 y ¢) 50 mL de medio de cultivo filtrado de C. marina var.

marina. Densidad celular de C. marina var. marina 20 x 10° cél/mL.
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En el experimento con filtrados con la proporcién 2:1 (Fig. 30) se encontr6 que
el 50 % de la poblacion lo representaron células individuales, este es el nUmero mas
alto reportado en cualquiera de los experimentos de alelopatia (co-cultivos con y sin
contacto celular) en esta investigacion; el 45 % fue integrado por cadenas de 2
células y el 5% restante por cadenas de 3 y 4 células, una proporcion similar fue

encontrada en el tratamiento control.
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Figura 30. Porcentaje de células individuales y células en cadenas de Gymnodinium
catenatum con; a) 10, b) 20 y c) 50 mL de medio de cultivo filtrado de C. marina var.

marina. Densidad celular de C. marina var. marina 10° cél/mL.
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El nimero de células en cadena en la proporcion 1:2 con el medio de cultivo
filtrados con una densidad celular de C. marina var. marina 20 x 10° cél/mL, fue de
20% de células individuales, 60 % de cadenas de 2 células, 16% de cadenas de 4

células y 4% integrado por 3 cadenas formadas por 3 células.
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Figura 31. Porcentaje de células individuales y células en cadenas de G. catenatum
con a) 10, b) 20 y ¢) 50 mL de medio de cultivo filtrado de C. marina var. marina.
Densidad celular de C. marina var. marina 20 x 10% cél/mL.
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6.5 Actividad hemolitica

Ninguno de los tratamientos con filtrados de medio de cultivo de C. marina var.
marina a densidades de 20 x 10°® cél/mL™ present6é actividad hemolitica. En el
tratamiento control de medio GSe también de obtuvieron resultados negativos en la
prueba (Tabla. 4).

Tabla 4. Actividad hemolitica de C. marina var.marina
densidad celular 20 x 10° cél/mL™

Filtrado Actividad hemolitica

F/Ch-1 --
F/ICh-2 --
F/Ch-3 --
GSe --
GSe --
GSe --

F/Ch-1, 2 y 3 (filtrados de C. marina var. marina),
GSe (filtrado medio cultivo) y (--) no detectado.
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7. Discusion

Los experimentos realizados y los resultados encontrados en la inhibicion y
disminucién del crecimiento de G. catenatum sugieren que existe un efecto de tipo
alelopético de C. marina var. marina, excluyendo que las condiciones controladas
durante la experimentacion (salinidad, temperatura, luz, fotoperiodo, pH y el mismo
medio de cultivo) influyen en nuestros resultados, similar a lo reportado. Los trabajos
de Xu y colaboradores (2010) muestran también un efecto alelopatico de
Skeletonema costatum y Heterosigma akasiwo, similar aqui. Algunos estudios han
evaluado la competencia en microalgas, competencia por nutrientes y produccion de
aleloguimicos (Fong et al., 1993; Sfrigo et al., 1994); como la principal interaccion en
microalgas marinas. Los resultados encontrados en esta investigacion sugieren que
las sustancias liberadas en el medio actian solo como un regulador de la
dominancia de C. marina var. marina sobre G. catenatum, ya que en los
experimentos de interaccion realizados, con y sin contacto celular y mediante
filtrados celulares, existen diferencias marcadas en la abundancia de las células que

sobreviven de G. catenatum.

La utilizacion de diversas proporciones celulares de G. catenatum con respectos
a C. marina var. marina (1:1, 2:1 y 1:2) nos permiten determinar la intensidad y la
rapidez de la inhibicion de crecimiento en cultivos con contacto y sin contacto celular.
Por ejemplo cuando compiten en una proporcion de abundancia 1:1, al menos en el
tiempo de experimentacion, no se observa una dominancia marcada aunque al final
del experimento existe una disminucion en la abundancia del dinoflagelado, cuando
la densidad celular de G. catenatum fue el doble que la de C. marina var. marina por
contacto directo, Chattonella limité totalmente su crecimiento a las 72 h, sin contacto
célula - célula la disminucién del crecimiento fue minima siendo de 20 a 18 x 103
cél/mL. Con la mayor densidad de C. marina var. marina vs G. catenatum el efecto
de inhibicién se evidencié en el menor tiempo (a las 48 horas) alcanzando un 100%

de mortalidad por contacto celular y 37% sin contacto.
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Todos estos resultados sugieren un comportamiento similar con lo reportado para
efectos alelopaticos (Cembella, 2003) con una relacion dependiente entre la
densidad inicial y la poblacion en crecimiento en un cultivo bi-algal. Este fendmeno
se manifiesta cuando la respuesta de una especie depende de la densidad de la otra
(Maynard-Smith, 1974, Sato et al., 2005; Zhu et al., 2005). Por ejemplo Uchida et al.
(1999) nota que la densidad inicial de dos especies de microalgas es critica para

determinar la interaccion, en un cultivo bi-algal.

El efecto encontrado en la proporcion (2:1) fue de una mortalidad de 100% de G.
catenatum cuando la densidad celular inoculada de este fue el doble que la de C.
marina var. marina. Quiz4 este efecto puede estar relacionado con la hipétesis de
ecologia quimica planteada por Cembella et al. (2003), quienes mencionan que ante
un agente de competencia, otras microalgas o depredadores, provocan la activacion
y excrecion de metabolitos almedio que actian como una sefal (Huntley et al., 1986;
Ives. 1987; Turrifr et al., 1995; Turner et al., 1998), que ocasionan la produccion de
una mayor cantidad de metabolitos secundarios (John et al., 2010).

El efecto alelopatico de una especie sobre otra se hace mas evidente al comparar
principalmente dos métodos experimentales por contacto celular y cuando las
especies son separadas por una barrera fisica. Yamasaki et al. (2011) ponen de
manifiesto que cuando exponiendo al dinoflagelado Hererocapsa circulariscuama con
Prorocentrum dentatum en un mismo cultivo, este disminuy6 en un 50% su densidad
a las 5 horas de exposicion, mientras que cuando las condiciones experimentales de
incubacion evitaban el contacto célula-célula; este efecto no se encontrg, por lo que
concluyen que la letalidad en la competencia de microalgas depende del contacto
celular. Este resultado es similar a lo encontrado en nuestros experimentos (figs. 7 y
8); la letalidad de C. marina var. marina sobre G. catentum es del 100% cuando
existe contacto celular. Chattonella marina var. marina, presenta tricocistos y
mucocistos que son liberados facilmente en condiciones de estrés (Hallegraeff &
Hara, 1995), los cuales podrian ser la causa de la letalidad del contacto celular,

aungque no existe ningun registro para especies del género Chattonella donde se
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mencione a estas estructuras como armas de defensa o ataque, pero en algunos
euglenoides estd documentada la proyeccion de tricocistos como forma de ataque y
depredacion. Dicha estructura también esta reportada para dinoflagelados de los
géneros Alexandrium y Gonyaulax (Bouck & Sweeney, 1966; Adoutte, 1988),
aunque, difiere en forma y funcion de acuerdo a cada linaje (Yamagishi et al., 2012).
En este trabajo observaciones in vivo, microfotografias y evidencia filmica confirma el

contacto directo de las especies en nuestros experimentos (ver mas adelante).

En contraste, con los experimentos donde existia contacto celular, en los
experimentos con filtrados directos de monocultivos de C. marina var. marina sobre
G. catenatum el efecto alelopético se observo Unicamente con el mayor volumen de
cultivo (50 mL) y con el mayor nimero de células (20 x 10° mL). Gentin & Arzul,
(1990) mencionan que la actividad alelopética de los filtrados liberados al medio
depende de la fase de crecimiento de los cultivos y de la concentracién celular de las
microalgas. En este trabajo los cultivos fueron utilizados en la fase exponencial tardia
(FE), durante la que se reporta para especies del género de Chattonella una mayor
produccion de metabolitos secundarios y la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (Marshall et al., 2005; Band-Schmidt et al., 2012), esto a densidades
celulares <1,000 cél/mL. Nuestras densidades celulares de prueba fueron mayores a
20,000 ceél/mL; quiza el efecto encontrado se deba mas al tiempo de residencia de
las metabolitos en el medio de cultivo, es decir que una baja concentracion esté
presente en la dosis del tratamiento o que la o las sustancias alelopéticas, se
degraden durante el ensayo. Algo similar fue observado por (Arzul et al., 1999)
donde los filtrados celulares de las especies, Alexandrium catenella, A. minutum y A.
tamarense provocan la inhibicién del crecimiento de Chaetoceros gracile a los 5 dias
de exposicion, pero después de 10 dias el cultivo se recuperé. Otra hipétesis similar
gue sustenta nuestros resultados, es que en el ambiente natural las especies de
fitoplancton estan constantemente expuestas a los quimicos de otras especies, pero
en condiciones de cultivos estan expuestos a un tipo de filtrado celular asi, el efecto
se va perdiendo a causa de la luz debido a la foto-sensibilidad de las sustancias o al

metabolismo de las bacterias lo cual provoca que las especies objetivo logren
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recuperarse (Windust et al., 1977; Gleason & Paulson, 1984). Aunque la tendencia
en nuestros resultados apunta hacia la misma relacion densidad celular, volumen de
filtrado y que también tienen cierta carga bacteriana, la Unica diferencia de los
trabajos anteriores es que nuestro tiempo de exposicidon fue mas corto (2 dias
menos) y el resultado importante es que en nuestro caso los cultivos de G.
catenatum nunca recuperaron las densidades iniciales inoculadas después de 5 dias
de concluidos los tiempo de experimentacion, ya que al final todas la células

murieron por lo que se asume que existen un efecto alelopético.

Las defensa ante cualquier ataque o situacion desfavorable depende de las forma
de las microalgas (espinas y proyecciones) asi como de sus estrategias ontogénicas
(palatabilidad, agregacion o formacion de colonias) (Van Donk, 1999; Wolfe, 2000).
Una de las adaptaciones comunes, en algunos dinoflagelados es la formacion de
cadenas, por ejemplo en Gymnodinium catenatum, es una estrategia reconocida que
le confiere una mayor rapidez de natacion ayudandole a realizar migraciones
verticales para una mejor captacion de luz y aprovechamiento de nutrientes
(Smayda, 2002), asimismo se observa cierta relacion en la longitud de las cadenas
con el perfil de toxinas paralizantes (Band-Schmidt et al., 2006). Observaciones
puntuales registradas del nimero de células en cadena encontradas, muestran que
la mayoria eran cadenas formadas de dos a cuatro células; este patrén fue evidente
en los tratamientos donde el efecto alelopatico fue mas intenso en cultivos con
contacto celular, antes de la mortalidad total. Es decir, las células individuales fueron
las primeras en morir, aunque una hipotesis apuntaria a que células en cadena al
tener una mayor superficie de contacto, serdn mas susceptibles al efecto por
contacto directo, a menos que realmente exista un reconocimiento puntual de C.
marina var. marina sobre G. catenatum y la velocidad de movimiento permita que las
células en cadena logren sobrevivir por mayor tiempo. También hemos observado
gue estas caracteristicas en la longitud de las cadenas es muy peculiar en diferentes
cepas de G. catenatum aisladas de Bahia de La Paz. La cepa utilizada en los
experimentos BAPAZ-5, muestra casi siempre una proporcion de 40% de células
individuales y el 40 % células formando cadenas de 4 células y 20% por cadenas de
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3 células, pero nunca se observan cadenas de mayor longitud bajo las condiciones
de cultivo empleadas.

La formacién de quistes es un estrategia de G. catenatum ante condiciones
desfavorables es la formacién de quistes. Esta estrategia es fundamental en la
dindmica de sus eventos de proliferacion, asi como también una parte fundamental
dentro de su ciclo de vida (Bravo & Anderson, 1994); esto le provee muchas ventajas
que facilitan su dispersion actuando como un inéculo natural para la iniciacion de una
proliferacion, ademas de coadyuvar en la recombinacion genética (Wall, 1971). La
capacidad de producir quistes como respuesta a la presencia de otras especies ya
ha sido reportada, por ejemplo en el dinoflagelado Heterocapsa circularisquama la
formacién de quistes se presenta cuando coexiste con del dinoflagelado Karenia
brevis y las diatomeas Chetoceros didymus, Stephanopixis palmeriana y Limophora
sp. aunque los quistes temporales recuperaron la movilidad después de 10 dias al
ser aislados y cultivados en medio de cultivo nuevo (Uchida et al., 1996; 1999).
Fistarol et al., (2004) reportan por primera vez la produccion de quistes en repuesta a
un efecto alelopatico causados por filtrados celulares de A. tamarense aplicado a un
cultivo de S. trochoidea. En esta investigacion en ninguno de los tratamiento y
pruebas de alelopatica los quistes fueron viables o se reincorporaron en células
vegetativas prolongando el tiempo de observacion hasta 5 dias después del periodo
de exposicion; cabe mencionar que los quistes no fueron aislados e inoculados en

nuevo medio de cultivo como los trabajos de Uchida et al. (1996; 1999).

En este trabajo se encontraron diferentes formas de quistes temporales y
desarreglos morfolégicos en G. catenatum de acuerdo con los supuestos
anteriormente citados (Uchida et al., 1996; 1999); el demostrar que el efecto
alelopatico de C. marina var. marina sobre G. catenatum induce la formacion de
quistes podria representar no solo un factor que afecta directamente la presencia
células méviles durante el inicio de una proliferacion, sino que ademas podria ser un
mediador de la presencia o exclusion de las futuras generaciones en el ambiente

natural.
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Aunque los dinoflagelados pueden formar principalmente dos tipos de quistes (1)
quiste de resistencia (hipnocigotos) formado por reproduccion sexual; y quiste
temporal (pelicicle) a partir de células méviles cubiertos por una delgada membrana.
(Bravo, 1986; Anderson, 1987). En este trabajo no se encontraron quistes de
resistencia o reticulados, todos las formas quisticas corresponde a quistes
temporales. En 1989 Blackburn indujo la formacion de quistes combinando cultivos
monoalgales, Figueroa (2006; 2008) demostré de que G. catenatum presenta varias
vias para la formacion de quistes y que este no siempre sigue las mismas rutas para
el enquistamientos durante las diferentes etapas en su ciclo de vida, en los trabajos
antes mencionados la produccién de quistes en G. catenatum se logré en
condiciones de estrés ambiental, en medios de cultivo con diferentes proporciones de
nutrientes, deficiencia de nitratos y de fosfatos, nunca se ha reportado la induccion
de quistes temporales en esta especie por efectos de alelopatia. Por lo tanto este es
el primer reporte sobre las induccion de quistes en G. catenatum por sustancias

alelopaticas de una rafidoficea.

El disefio experiemental de mis experimentos permiten descartar que los cambios
morfolégicos y los procesos que indujeron la formacion de quistes temporales no
fueron provocados por las proporciones de nutrientes, temperatura, salinidad y
fotoperiodo ya que estos siempre fueron iguales en los tratamientos y controles. El
anico agente de estrés fue la presencia de C. marina var. marina en diferentes
densidades celulares o los filtrados celulares del medio de cultivo. Un resultado
interesante en este trabajo es que observamos formas celulares similares a quistes
formados por division del planocigoto o planomeiocito semejantes como los que
reportaron Figueroa et al., (2006; 2008). Claramente las células en mis experimentos
(Figs. 11 (b y cy 12 a, b y ¢) muestran la pérdida de los flagelos, desarreglo del
citoplasma, tienen el tamafio y la forma similares a células en division, ademas de un
ndcleo evidente. Estas caracteristicas celulares solo se han observado después de

fusion de gametos (Figueroa et al., 2008).
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Las formas celulares durante el enquistamiento no corresponden a los tiempos en
gue normalmente se reportan el primer estadio de un quiste planocigoto que se
reportan en un promedio de 72 horas (Figueroa et al., 2008) esta forma la encontre a
las 24 horas de exposicion a filtrados celulares de C. marina var. marina (figuras 25,
26 y 27), tanto en células individuales como en cadenas. Un rasgo muy evidente del
planocigoto es el tamafio del ndcleo, esto se ha observado claramente en algunos
dinoflagelados en una etapa durante la meiosis, continuando con la cariogamia y
posteriormente la plasmogamia (Coast et al., 1984). En este trabajo igual que en el
de Figueroa y colaboradores (2008) s6lo se observé un solo nucleo en todas la
células de G. catenatum otra caracteristica es la ausencia de células biflageladas,

caracteristica distintiva de este tipo quistes temporales.

Por los dafios citoldgicos y las observaciones de las células lisadas asumimos
gue el efecto alelopatico provocado por C. marina var. marina al afectar la membrana
celular, haciéndola mas permeable y deforméandola, era provocado por hemolisinas.
Debido a que estos metabolitos secundarios han sido sefialados como responsables
de efectos toxicos, entre ellos la alelopatia en especies formadoras de proliferaciones
(Yang et al., 2001). Kuroda et al. (2005) encuentran diferencias en la actividad
hemolitica en diferentes extractos de C. marina, Zhang et al., (2008) reportan que la
toxicidad hemolitica de C. marina corresponde a cuatro componentes, un lipido y tres
fracciones glicolipidicas. Por otro lado Fu et al. (2004) encontraron que la mayor
cantidad de toxinas hemoliticas en la microalgas consiste en &cidos grasos
poliinsaturados. La cepa que utilizamos presenta estos ultimos acidos grasos (Band-
Schmidt et al., 2012). Durante la prueba de hemolisis realizada no encontramos
actividad o evidencia de que las toxinas hemoliticas son liberadas en el medio de
cultivo. Esto podria explicarse considerando que los extractos que utilize eran
obtenidos de cultivos monoalgales y de que tal vez las hemolisinas solo son
liberadas cuando C. marina var marina reconoce la presencia de G. catenatum o de
otros metabolitos secundarios producidos por el dinoflagelado. Esto también
ayudaria a que pudieran explicar la expresién de las formas de G. catenatum

similares a estadios de reproduccion o nuevos etapas en su ciclo de vida. Por
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ejemplo los alcaloides que causan dafios en la estructura del ADN y ARN (Wink &
Twardowski, 1992).

8. Conclusiones

Este trabajo muestra por primera vez que existe un efecto alelopatico de C.
marina var. marina sobre G. catenatum en cultivos y que este efecto puede ocurrir
con y sin contacto celular, que provoca la una disminucion de la densidad celular e
inhibiciébn de su crecimiento. El porcentaje de mortalidad es mayor cuando existe
contacto celular de C. marina var. marina con G. catenatum, teniendo un mortalidad
de hasta el 100% mientras que sin contacto celular los efectos son notables después
de 3 dias. También nuestros resultados apuntan a que las células individuales de G.
catenatum son mas vulnerables al efecto alelopéatico de C. marina var. marina. El
dafio citologico provocado por C. marina var. marina en G. catenatum son
principalmente deformaciones de las zonas del cingulo y el sulcus, pérdida de la
movilidad, elongaciones del material citoplasmatico, ruptura de la membrana celular,
nucleos prominentes y lisis celular. Los exudados celulares con el mayor numero de
células de C. marina var. marina muestran un efecto alelopatico sobre G. catenatum
lo que implica probablemente que hubo una mayor cantidad de aleloquimicos
exudados. Chattonella marina var. marina promueve el inicio de la formacion de
quistes temporales similares a los reportados en la literatura ante condiciones
ambientales desfavorables, sin embargo no culminan su desarrollo. Las pruebas
preliminares demostraron que Chattonella marina var. marina no libera toxinas
hemoliticas al medio en cultivo monoalgal aunque en la literatura se reporta su
produccion. La alelopatia puede representar un agente promotor de la duracién y la
presencia de especies (C. marina var. marina durante una proliferacién o inclusive
ser el agente causal del desplazo de algunas microalgas de sus zonas de

distribucion (G. catenatum).
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