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Fig. 1. Esquema de tabulacion de placas tecales de dinoflagelados (tomado de
Hoppenrath et al. 2014).

Figura 2. Zonas de colecta de macroalgas en la Bahia de La Paz, B.C.S.

Figura 3. Célula vegetativa de C. malayensis, N) Nucleo. F) Flagelo, cloroplastos.

Aumento 40x.

Figura 4. Coolia malayensis. Epiteca (Izquierda) Complejo del poro apical

(compuesto por 1"y 6”). Hipoteca (derecha), Aumento 40x.

Figura 5 . Célula vegetativa de O. cf. lenticularis, 40x.
Figura 6. Ostreopsis cf. lenticularis. Hipoteca (Izquierda), Po, Poro apical, Epiteca
(Derecha). Aumento 40x.

Figura 7. Célula vegetativa de Amphidinium cf. carterae. 40x.



Figura 8. Célula vegetativa de Prorocentrum cf. rhathymum. 20x

Figura 9. Arbol filogenético con 25 caracteres de alineacion de secuencias de
especies de dinoflagelados del género Coolia y Ostreopsis (DB1 y OLMS), usando
el marcador 28S del ADNr. Los valores en las ramas indican el porcentaje de

soporte del boostrap.

Figura 10. Arbol filogenético con 9 caracteres de alineacion de secuencias de
Ostreopsis con el marcador 5.8S del ADNr. Los valores en las ramas indican el

porcentaje de soporte del boostrap.

Figura 11. Arbol filogenético con 10 caracteres de alineacion de secuencias de
Ostreopsis usando el marcador 18S del ADNr. Los valores en las ramas indican el

porcentaje de soporte del boostrap.

Figura 12. Arbol filogenético con 20 caracteres de alineacion de secuencias de
Prorocentrum usando el marcador 28S del ADNr. Los valores en las ramas indican

el porcentaje de soporte del boostrap.

Figura 13. Curva de crecimiento de C. malayensis en medio GSe diluido al 50%
(linea azul) y medio /2 (linea roja) a 24 °C. Valores promedio y desviacion

estandar.

Figura 14. Curva de crecimiento de O. cf. lenticularis en medio GSe diluido al 50%
(linea azul) y medio /2 (linea roja), a 24 °C. Valores promedio y desviacién

estandar.

Figura 15. Células vegetativas de A. Ostreopsis lenticularis, B. Coolia
malayensis, C. Prorocentrum cf. rhathymum. Las imagenes de la izquierda
corresponden a células vegetativas reportadas por Leaw et al. (2016) y Zhang et
al. (2017) y las de la derecha son las cepas aisladas en este estudio.

Tabla 1. Programa de amplificacibn empleado para las muestras de ADN de

dinoflagelados epifitos.



Tabla 2. Lista de cepas de dinoflagelados epifitos analizados mediante la técnica
HPLC-MS/MS, para detectar tipos de toxinas

Tabla 3. Dinoflagelados aislados de macroalgas de la Bahia de La Paz. Clave,
namero de cepas, zona de colecta, especie de macroalga y fecha de aislamiento.
Tabla 4. Caracteristicas morfolégicas destacadas que diferencian a P. mexicanum
y P. rhathymum. Tomado de Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran (2003).
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GLOSARIO

ADN ribosomal: Secuencia de ADN contenida en los cromosomas del nucléolo,

estas secuencias regulan la transcripcion e iniciacion de la amplificacion.

Antapical: Regién de la hipoteca que contiene las tecas que adyacentes al &rea

sulcal.
Apical: Regidén de la epiteca que contiene las tecas que adyacentes al poro apical.
Bentdnico: Que forma parte del fondo marino.

Cebador: Secuencia corta de ADN de cadena simple que se utiliza en una

reaccion en cadena de la polimerasa.

Ciguatera: Enfermedad que contrae los peces y crustdceos por bioacumulacion
de toxinas paralizantes de fitoplancton y que producen perniciosos efectos a las

personas que los consumen.

Curva de crecimiento: Grafico que indica el numero total de organismos de una
poblacién e informa acerca de la tasa de crecimiento poblacional y la capacidad de

reproducirse en distintas condiciones ambientales.
Dinocarion: Nucleo caracteristico de célula tipica eucariota

Dinoflagelado: Son un extenso grupo de protista flagelados; el nombre proviene
del griego “dinos” girar y del latin “flagellum” latigo; describiendo el movimiento
rotatorio propio de estos organismos.

Epiteca: Estructura celular superior del dinoflagelado.

Florecimientos algal nocivo: Incremento masivo en el numero de células
fitoplanctonicas que puede consumir el oxigeno o los nutrientes del agua y
causando intoxicaciones a través de la produccién de sustancias quimicas

(toxinas) afectando la fisiologia de los organismos afectados.

Hipoteca: Estructura celular inferior de un dinoflagelado



Macroalga: son una agrupacion de células caracteristicas por presentar
pigmentos para realizar procesos fotosintéticos, de esta formas pueden ser

pardas, rojas, verdes, y con formar, filamentosas, filiformes, ciliadas.

Marcador molecular: Es un segmento de ADN con una ubicacion fisica
identificable (locus) en un cromosoma y cuya herencia genética se puede rastrear.
Un marcador puede ser un gen, o puede ser alguna seccion del ADN sin funcion

conocida.

Pares de bases (pb): Union de dos nucleétidos opuestos y complementarios en la
cadena de ADN que estan conectadas por puentes de hidrogeno, por ejemplo

Adenina y Tiamina, asi como Guanina y Citosina.

Placa tecal: Es la cobertura del anfiesma que exhibe diversas formas en la
morfologia externa dependiendo de la especie y a veces de la etapa del

dinoflagelado.

Poro apical: Hendidura localizada en una placa apical nombrada como 2, la cual

colinda colinda con la placa 17, y estan ubicadas dentro de la epiteca.

Secuencia: Técnica de laboratorio para determinar la secuencia del ADN del

genoma de un organismo.
Sulcus: Regidn ventral de la hipoteca que aloja el flagelo longitudinal.

Tabulacién tecal: Estudio de las placas; Kofoid (1909) desarrollé6 un sistema de
nomenclatura de las placas en base a que éstas se disponen en series ecuatoriales.
Dentro de cada serie, las placas se numeran, a partir de la parte ventral, hacia la
izquierda, o lo que es lo mismo, en vision apical, en sentido contrario a las agujas
del reloj. A aquellas placas que estan en contacto con la placa del poro apical, les
llama apicales y se nombran numeradas con una comilla. Las de la serie previa al
cingulo, son las precingulares y se nombran con numeros con dos comillas.
Aquellas que pueda haber entre las dos series, son intercalares anteriores y se

denominan con un namero seguido de la letra «a.



Tasa de crecimiento: Tasa a la que una poblacion aumenta o disminuye durante

determinado tiempo.

Toxigénicos: Microorganismos productores de toxinas que dan lugar a

intoxicaciones.
Téxico: Sustancia venenosa que puede causar trastornos o la muerte.

Toxinas lipofilicas: Sustancia toxica diarreica.



Resumen

Se aislaron e identificaron especies de dinoflagelados asociados a macroalgas de
la Bahia de La Paz. Para ello, se tomaron muestras mensuales de Sargassum
horridum y Dictyota cervicornis en San Juan de la Costa e Isla Gaviota. Se
establecieron cultivos monoalgales de cuatro especies de dinoflagelados, las cepas
se mantuvieron en medio GSe diluido al 50%, a 24 + 1 °C, a una salinidad de 34, en
un ciclo luz: oscuridad 12h: 12h y a una intensidad luminosa de 150 pmol/m?s.
Mediante caracteristicas morfolégicas se identificaron como Ostreopsis cf.
lenticularis, Coolia malayensis, Amphidinium cf. carterae y Prorocentrum cf.
rhathymum. Utilizando marcadores moleculares de la subunidad mayor de la region
28S del ADNr, se corrobor6 la identidad de C. malayensis. Con este marcador la
cepa de Ostreopsis mostré una estrecha relacion filogenética con O. lenticularis, las
secuencias de los marcadores 5.8S y 18S, no coinciden con la identificacién
molecular de las secuencias del 28S. Sin embargo los caracteres morfolégicos
concuerdan con la descripcion de O. lenticularis. Con el marcador 28S la cepa de
Prorocentrum tuvo una estrecha afinidad filogenética con el complejo P. rhathymum/
P. mexicanum, no obstante sus caracteres morfologicos corresponden a P.
rhathymum. Con la cepa de Amphidinium cf. carterae se logré extraer ADN
genomico, sin embargo con los cebadores utilizados para su identificacion
molecular no se logré la amplificacion de secuencias parciales que permitieran
confirmar su identidad taxonémica. Ostreopsis cf. lenticularis y Coolia malayensis
no presentaron diferencias significativas en la biomasas maximas y las tasas de
crecimiento al cultivarlas en medio GSe diluido y f/2. No se detectaron toxinas
lipofilicas en Amphidinium cf. carterae, Ostreopsis cf. lenticularis, ni en
Prorocentrum cf. rhathymum. Este trabajo contribuye a las primeras secuencias del
ADN ribosomal de Ostreopsis cf. lenticularis, C. malayensis y Prorocentrum cf.
rhathymum de la Bahia de La Paz.



Abstract

Different species of dinoflagellates produce toxins and can affect diverse marine
organisms and public health. In Bahia de La Paz, benthic species have been
associated with the production of lipophilic toxins, such as Prorocentrum lima
(dinofisistoxins, ocadaic acid), Ostreopsis siamensis (palitoxins), and
Gambierdiscus toxicus (ciguatoxins). In this study, dinoflagellates associated with
macroalgae from the Bahia de La Paz were isolated and taxonomically identified.
Samples of Sargassum horridum and Dictyota cervicornis macroalgae were
collected monthly in San Juan de la Costa and Isla Gaviota.. The cultures of four
species of dinoflagellates were established, the strains were maintained in diluted
GSe medium (50%), at 24 £ 1 ° C, salinity of 34, in a light cycle:darkness 12:12, and
a irradiance of 150 pmol/m?s. Based on the morphological characteristics the strains
were identified as Ostreopsis cf. lenticularis, Coolia malayensis, Amphidinium cf.
carterae, and Prorocentrum cf. rhathymum. Using sequences of the long subunit of
the 28S region of the ribosomal DNA we could confirm the identification of C.
malayensis; and the strain of Ostreopsis presented a high phylogenetic relationship
with O. lenticularis, coinciding with the morphological characteristics of the cells.
Sequences of the 5.8S and 18S region of Ostreopsis did not coincide with the
molecular identification of the 28S region, nevertheless the morphological
characteristics coincide with O. lenticularis. The sequences of the region 28S of the
strain of Prorocentrum had a close affinity with P. rathymum/mexicanum, however
the morphological characteristics correspond to P. rathymum. With the strain
identified morphologically as Amphidinium cf. carterae we could extract genomic
ADN, but with the primers we used we could not amplify the partial sequences to
confirm the taxonomic identity. Ostreopsis cf. lenticularis and C. malayensis did not
present significant differences in maximum cell abundance and growth rates when
cultivated in diluted GSe and f/2 media. No lipophilic toxins were detected in
Amphidinium cf. carterae, Ostreopsis cf. lenticularis and Prorocentrum cf.
rhathymum. This study contributes with the first ADN ribosomal sequences of
Ostreopsis cf. lenticularis, C. malayensis and Prorocentrum cf. rhathymum from
Bahia de La Paz.



1. INTRODUCCION

Los dinoflagelados marinos han sido un grupo ampliamente estudiado por ser
conspicuos productores primarios o debido a que algunas especies planctonicos o
bentdnicos se caracterizan por ser toxigénicos. De esta forma ha incrementado el
interés por estudiar este grupo en su funcion ecoldgica, taxonomia, efectos toxicos,

cambios evolutivos y biogeografia.

Los dinoflagelados bentonicos son uno de los grupos taxondmicos mas abundantes
y diversos del bentos, Las celulas presentan estructuras unicas como su nucleo o
dinocarién, que se caracteriza por tener un genoma que carece de las histonas
tipicas de eucariotas. Ademas no pierden la membrana durante la division mitética
y los filamentos de cromatina permanecen condensados (Gémez et al., 2011). Los
donoflagelados son autétrofas, mixotréfas o heterotrofas habitando aguas
continentales y/o oceanicas (Gomez et al., 2011; Almazan-Becerril et al., 2012).
Dentro del habitat benténico existen especies epifitas de macroalgas, pastos
marinos, sedimentos y corales. Algunas de las especies que se asocian a este tipo
de sustratos producen toxinas lipofilicas, tales como el acido okadaico(AO), las
pectenotoxinas (DTX), las brevetoxinas (PbTX), las ciguatoxinas (CTX), las
yesotoxinas (YTX), los azaspiracidos (AZA), los espirolipidos (SPX), las
gymnodiminas (GYM) y las pinnatoxinas (PNT). Debido a su naturaleza liposoluble
las biotoxinas se bioacumulan en los tejidos grasos de los organismos (Lehane y
Lewis, 2000; Reguera et al., 2011). De esta forma al ser consumidas por peces y
moluscos pueden producir intoxicaciones y efectos negativos en la salud humana y
otros organismos marinos (Valerio y Diaz, 2007). Estas toxinas son responsables
de diversos sindromes como DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning), NSP (Neurotoxic
Shellfish Poisoning) y CFP (Ciguatera Fish Poisoning). En varios articulos se ha
documentado que personas que han consumido peces o0 moluscos con estas
toxinas pueden sufrir trastornos gastrointestinales, neuroldgicos, cardiovasculares

y, en casos extremos, fallos respiratorios y muerte (Yasumoto et al., 1985; Murata



et al., 1987; Lehane y Lewis, 2000; Heredia-Tapia et al., 2002; Baden et al., 2005;
Reguera et al., 2011).

Los dinoflagelados bentdnicos tienen una alta abundancia en la zona intermareal,
principalmente en regiones tropicales y subtropicales. Se ha indicado que diferentes
variables como la temperatura, la salinidad, la intensidad luminica, la turbulencia y
la concentracion de nutrientes, influyen sobre el crecimiento de estos, ademas se
ha establecido que al asociarse los dinoflagelados a macroalgas, estas les proveen

refugio ante depredadores (Mahfuzur et al., 2013).

Las macroalgas son unos de los sustratos mas frecuentemente utilizados por los
dinoflagelados bentdnicos. Las macroalgas rojas (Rhodophyceae) de los géneros
Jania y Amphiroa; pardas (Phaeophyceae) del género Turbinaria y las macroalgas
verdes (Chlorophyceae) calcareas articuladas del género Halimeda son sustratos
adecuados para los dinoflagelados epifitos (Reguera et al., 2011). Estas son
comunes en zonas arrecifales. Otro tipo de macroalgas particularmente abundantes
en zonas arrecifales son las rodoficeas del género Dichotomaria y las feoficeas de

los géneros Sargassum y Dictyota (Reguera et al., 2011).

Adachy y Fukuyo (1970) iniciaron el estudio sobre dinoflagelados benténicos
registrando a Gambierdiscus toxicus, una especie epifita productora de ciguatoxinas
(Yasumoto et al., 1977), a partir de entonces se despertd la curiosidad de otros
autores que profundizaron en estudios ecoldgicos, taxonémicos y toxicolégicos de
otras especies de dinoflagelados bentonicos toxigénicos (Yasumoto et al., 1980;
Fukuyo, 1981; Hallegraeff, 1991; Faust y Gulledge, 2002; Parsons et al., 2002).

Se han destacado los estudios sobre la caracterizacion e identificacion de distintas
especies de dinoflagelados benténicos, enfatizando en sus caracteres morfolégicos
que han permitido destacar que existe un problema en cuanto a la ambiguedad
taxonomica lo que ha llevado a los investigadores a usar técnicas moleculares para
corroborar la identificacion de especies, a reasignar muchos taxa, reconocer
especies cripticas o pseudo cripticas y descubrir y describir nuevas especies
(Goémez et al., 2011; Hoppenrath et al., 2014).



Para realizar la identificacion de las especies con base a los caracteres
morfologicos, se han establecido sistemas como el planteado por Kofoid en 1909,
el cual fue modificado por Balech en 1951, en el que a partir de una nomenclatura
predeterminada se hace una tabulacion de las placas estableciendo un patrén

basado en la disposicion, forma, tamafio y ornamentaciones de las tecas (Fig. 1).

complejo de poro apical (APC)

placas intercalares
anteriores

placas precingulares (u]

placas surcales (s)

Ventral

Epiteca Hipoteca

Fig. 1. Esquema de tabulacién de placas tecales de dinoflagelados (tomado de
Hoppenrath et al. 2014).

Algunos géneros de dinoflagelados benténicos nocivos o téxicos asociados a
macroalgas son: Ostreopsis, Coolia, Gambierdiscus, Prorocentrum y Amphidinium
(Mohammad-Noor et al., 2007). En la Bahia de La Paz, se han descrito distintas
especies pertenecientes al grupo de los dinoflagelados benténicos, tales como
Prorocentrum concavum, P. lima, Ostreopsis siamensis, O. ovata, Gambierdiscus

toxicus y Amphidinium carterae (Heredia-Tapia et al., 2002; Okolodkov y Garate-



Lizarraga, 2006; Garate-Lizarraga, 2012). De igual forma dentro del género
Prorocentrum se han registrado un total de 21 especies en el Pacifico mexicano
(Okolodkov y Garate-Lizarraga, 2006) y 16 especies en la Bahia de La Paz
(Nienhuis, 1979; Garate-Lizarraga y Martinez-Lépez, 1997; Garate-Lizarraga et al.,
2001, 2009, 2012).

En |la Bahia de La Paz BCS, la primera intoxicacion documentada fue en la isla El
Pardito en la cual la comunidad se vio afectada por ingerir pescado contaminado
perteneciente a la familia Lutjanidae, los sintomas que presentaron fueron: diarrea,
nausea, temblores, entre otros. Esto condujo a llevar a cabo un estudio en la zona
en donde se habia registrado un Florecimiento Algal Nocivo (FAN) de Prorocentrum
lima del que se tomaron muestras para establecer cultivos del dinoflagelado,
demostrando que es una especie productora de acido ocadaico y dinofisistoxinas
(Heredia-Tapia et al., 2002).

En él monitoreo encabezado por el Dr. Leyva en la Bahia de La Paz, se detectaron
toxinas lipofilicas como azaspiracidos, acido ocadaico, gymnodiminas,
pinnatoxinas, pectenotoxinas y yesotoxinas en bajas concentraciones, pero que
estuvieron presentes durante todo el afio, en extractos de especies de moluscos de
importancia comercial: Dosinia ponderosa (almeja blanca), Atrina maura (callo de
hacha) y Megapitaria squalida (almeja chocolata). Ademas, en la Tesis de maestria
de Hernandez-Castro (2017) se mencionan distintas especies de dinoflagelados
bentonicos colectados en la columna de agua que han sido asociados con la

producciéon de este tipo de toxinas.

Con el propdsito de profundizar en el estudio del grupo de los dinoflagelados epifitos
en la zona, el objetivo de este estudio fue identificar a dinoflagelados epifitos
potencialmente toxicos asociados a macroalgas de la Bahia de la Bahia de La Paz,
B.C.S., mediante técnicas morfoldgicas y moleculares, asi como, confirmar que tipo

de toxinas, empleando métodos cromatograficos de alta resolucion.



1.1 Planteamiento del problema
Se han realizado diversos estudios en México donde se ha demostrado el efecto
toxico que tienen algunos dinoflagelados en diversos ecosistemas marinos, asi
como los efectos que producen sobre distintos organismos (Band-Schmidt et al.,
2011; Garate-Lizarraga, 2012). Sin embargo aun son limitados los estudios con

dinoflagelados bentonicos asociados a macroalgas.

El primer trabajo realizado en México con un dinoflagelado benténico es el de
Heredia-Tapia et al. (2002). Estos autores aislaron a Prorocentrum lima de la isla el
Pardito en Baja California Sur confirmando que es una especie productora de acido
ocadaico y dinofisitoxina, asociando a esta especie a la intoxicacion de personas de

la isla por el consumo de peces contaminados.

Una revision bibliografica realizada de 1940 a 2011 Band-Schmidt et al. (2011),
ademas de P. lima mencionan a otras especies de dinoflagelados bentonicos
toxicos presentes en los litorales de Baja California Sur, tales como: Ostreopsis spp.,
especie asociada a la producciéon de palitoxinas; Amphidinium spp. asociado a la
actividad hemolitica en peces; asi como a G. toxicus productor de ciguatoxinas

(Nunez-Vazquez et al., 2003).

Posteriormente, en el 2012 Garate-Lizarraga, en la region sur de la bahia (24.23°N;
110.34°W) reporta un florecimiento de Amphidinium carterae en diciembre de 2011.
La presencia de este dinoflagelado y otras especies de diatomeas se atribuyd a
surgencias influenciadas por vientos del noreste. La temperatura durante el
florecimiento de esta especie fue de 20°C. En la misma bahia, Mucifio-Marquez et
al. (2015), determinaron la distribucién y abundancia de especies del género
Prorocentrum durante un ciclo anual, registrando a 12 especies: P. compressum, P.
dactylus, P. emarginatum, P. gracile, P. lima, P. koreanum, P. minimum, P.
rhathymum, P. rostratum, P. shikokuense, P. triestinum y P. vaginula, de las cuales,
ocho de ellas se han catalogado como formadoras de FAN. Recientemente, se han
reportado tres especies del mismo género: P. mexicanum, P. robustum y P.

sigmoides (Garate-Lizarraga, 2014).



Los florecimientos de las especies bentdnicas del género Prorocentrum vy
Gambierdiscus, han causado impacto en los ecosistemas y en el sector acuicola.
En Sinaloa se han reportado efectos por proliferaciones de P. minimum en
camarones en cultivo (Cortés- Altamirano y Agraz, 1994; Cortés- Altamirano et al.
1997, 1999). En Cabo Pulmo, B.C.S. se asoci6 la mortandad de distintas especies
de peces (Holacanthus passer, Canthigaster punctatissima, Diodon holanthus,
Abudefduf troschelii, Microspathodon dorsalis, Thalassoma lucasanum, Scarus sp.,
Halichoeres sp., Prionurus sp. y Balistes sp.) en 1998 con un florecimiento de
Prorocentrum sp. (PROFEPA y SEMARNAT, 1998).

1.2 Justificacion

La problematica evidenciada por la intoxicacion al consumir productos marinos
afectados por microalgas toéxicas ha generado una gran inquietud dentro de la
comunidad cientifica por sus implicaciones ambientales, sociales y econdmicas. Por
estas razones, surgio la necesidad de realizar estudios para identificar especies de
dinoflagelados benténicos que puedan dar origen a estas intoxicaciones, ademas
se ha podido establecer que existe una ambigiedad taxondmica lo cual crea
confusiones al identificar a las especies de estos géneros, ya que presentan un
patron tabular de las tecas muy similar, lo cual ha llevado usar técnicas moleculares

para confirmar la identificacion de las especies.

Este estudio esta enfocado a identificar taxondmicamente a las especies de
dinoflagelados benténicos potencialmente téxicos asociados a macroalgas. Los
dinoflagelados benténicos pueden ser consumidos por fauna epibionte y peces,
bivalvos o crustaceos que los consumen al alimentarse de las macroalgas. Cuando
los dinoflagelados bentonicos toxicos se encuentran en altas abundancias pueden
causar efectos letales o subletales en mamiferos marinos, peces, aves y en el
hombre. Se ha identificado que las toxinas producidas por los dinoflagelados
benténicos son de naturaleza liposoluble lo que permite que se acumulen en los
tejidos grasos de distintos organismos, pasando a través de la trama trofica y

llegando a afectar a mamiferos marinos y al humano al consumir dichos organismos.



En la Bahia de La Paz se ha demostrado la presencia de toxinas diarreicas, tales
como el acido ocadaico, azaspiracidos, gymnodiniminas, yesotoxinas, palitoxinas,
dinofisistoxinas y pinnatoxinas (Heredia-Tapia et al., 2002; Leyva, 2016; Hernandez-
Castro, 2017). Sin embargo, aun se desconoce la toxicidad de muchas especies
bentonicas reportadas en la regidn y no se han realizado estudios taxondmicos
detallados sobre los dinoflagelados asociados a macroalgas. Las especies de
dinoflagelados benténicos estudiados en la zona han sido registradas a partir de
muestras tomadas en la columna de agua, por esta razén es necesario enfatizar en
el estudio de este grupo de dinoflagelados, obtenidas directamente de las
macroalgas, asi como en el establecer sus cultivos los cuales van a proporcionar
elementos para poder hacer pruebas de toxicidad, moleculares y estudios de

ecofisiologia que brindaran informacién detallada sobre las diversas especies.

Debido a la plasticidad fenotipica de los dinoflagelados bentonicos al mantenerlas
en condiciones de cultivo, suele dificultarse su identificacion a nivel de especie solo
con base a sus caracteres morfoldgicos, en este estudio se realizé la identificacion
molecular de las especies aisladas utilizando marcadores de ADN ribosomal, para

corroborar su identidad taxondmica.

Debido a la falta de informacién de dinoflagelados benténicos-epifitos es necesario
incrementar el numero de estudios en nuestra region, ya que se ha demostrado que
existe una gran variedad de toxinas lipofilicas en moluscos de importancia comercial
en la Bahia de La Paz y aun se desconoce cuales son las especies responsables
de producir estas toxinas. Por eso es necesario obtener muestras de macroalgas
en sitios cercanos a los bancos de moluscos de importancia comercial e informar a
distintas cooperativas de la zona quienes trabajan en el repoblamiento de moluscos
que se comercializan dentro y fuera de la zona de la Bahia de La Paz, para

comunicarles la posible problematica ocasionada por este grupo de dinoflagelados.



2. HIPOTESIS

Dado que en la columna de agua de la Bahia de La Paz se han reportado diversas
especies epifitas potencialmente toxicas, se espera que especies de dinoflagelados
de los géneros Prorocentrum, Gambierdiscus, Ostreopsis, Coolia y Amphidinium
proliferen sobre macroalgas recolectadas en la bahia, particularmente de los grupos

Phaeophyta y Rhodophyta.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Identificar dinoflagelados epifitos potencialmente tdéxicos asociados a macroalgas
en la Bahia de La Paz, B.C.S.

3.2 Objetivos Especificos

1.- Establecer cultivos monoalgales de dinoflagelados epifitos asociados a

macroalgas.
2.- Describir morfolégicamente a los dinoflagelados epifitos aislados.

3.- Identificar mediante técnicas moleculares a las cepas aisladas con la obtencién
de secuencias de las regiones 28S, 18S y 5.8S pertenecientes a la subunidad larga
del ADN ribosomal.

4.- Determinar las curvas de crecimiento y parametros poblacionales de las cepas

aisladas en dos medios de cultivo.



5.- Determinar la presencia de toxinas lipofilicas en las cepas aisladas.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de colecta

La Bahia de La Paz esta localizada aproximadamente a 180 km de la boca del Golfo
de California, entre los 24°6’ y 24°48’ N y los 110°12’ a 110°48’ W, en la costa sur
oriental de la Peninsula de Baja California. De enero del 2016 a enero de 2017 se
realizd un muestreo mensual en dos sitios de la Bahia: Boca Sausozo e Isla Gaviota
en el que se colectaron diferentes especies de macroalgas pertenecientes al grupo
Phaeophyceae y Rodophyceae, con el fin de aislar dinoflagelados epifitos asociados

a estas (Fig. 2).

Los sitios de muestreo fueron seleccionados, dado a que presentan una alta
cobertura algal, ademas a una corta distancia de estos se encuentran bancos de
moluscos de interés comercial en la zona, y cerca a Isla Gaviota existe una granja

de engorda de atun.

Boca Sausozo se encuentra en San Juan de la Costa, es una zona rocosa con
mucha grava, que presenta un bosque de Sargassum los cuales se hacen frondosos
en la época de primavera. El bosque se extiende desde pocos metros de la linea de
costa. En esta zona se encuentran diferentes especies de macroalgas dentro de las
cuales prevalecen las del grupo de las Phaeophyceas, ademas cerca de esta zona

se practica la pesca ribereia.

La Isla Gaviota que es un sitio que también presenta una zona rocosa, tiene fondo
arenoso y una amplia cobertura coralina que empieza a pocos metros de la
formacion rocosa. La cobertura algal es menor que en el Sausozo, pero cerca de

esta zona se encuentran bancos de bivalvos que son de interés comercial.



Boca el Sauzoso
@ Isla Gaviota

Figura 2. Zonas de colecta de macroalgas en la Bahia de La Paz, B.C.S.

4.2 Trabajo de Campo

Se colectaron macroalgas en los puntos de muestreo mencionados. El muestreo se
llevd a cabo de una forma paralela a la linea de costa, a nivel superficial en la zona
intermareal, a profundidades entre 1 y 3 m. Las muestras de macroalgas fueron

colectadas mediante buceo auténomo.

Se colectaron de 50 a 100 g de distintas especies de macroalgas del grupo de las
Rodophyceas y Phaeophyceas, tales como: Sargassum horridum, Dyctiota
cervicornis, Hypnea sp. Laurencia papilosa y Padina turvillei. Se colocé alrededor
de la macroalga una bolsa plastica para evitar la pérdida de material adherido a ella
en el momento en el que se desprendia del sustrato. Seguido a esto, se colocaron

las bolsas con las macroalgas en una nevera de unicel la cual tenia dentro geles
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congelados para preservar las muestras mientras se transportaron al laboratorio
(Reguera et al., 2011).

4.3 Trabajo de laboratorio

En el laboratorio cada una de las bolsas con las muestras de macroalgas fueron
agitadas vigorosamente durante 2 min para desprender a los dinoflagelados
epifitos. Posteriormente se retiré la macroalga, y se filtré el agua de mar contenida
en la bolsa, a través de tres tamices de 110 ym, 50 ym y 25 ym. Por ultimo se
recogid lo que quedo en el tamiz de 25 ym (Reguera et al., 2011). La suspensién
que quedo después de procesar las muestras fue puesta en tarros de plastico
previamente marcados con la informacion el lugar de muestreo y la fecha de colecta,
se les agrego 20 mL de medio de cultivo y se colocaron los tarros a 24 °C a una
intensidad luminosa de 150 ymol m2s-! y ciclo luz:oscuridad 12h:12h .

4.3.1 Aislamiento

Para el aislamiento de las células de dinoflagelados se tomaron alicuotas de 1 mL
las cuales fueron puestas en portaobjetos. Las células vegetativas se aislaron
mediante la técnica de micropipeta utilizando un microscopio invertido Carl Zeiss,
estas fueron pasadas por un portaobjetos que tenia tres gotas de medio GSe
(Blackburn et al., 2001) diluido al 50%. Las células se pasaron de gota en gota para
eliminar otras células asociadas a ella, y tener la certeza de que se establecia un
cultivo monoclonal y disminuir la carga bacteriana. Posteriormente cada una de las
células fue transferida una placa de 96 pozos, los cuales se habian llenado
previamente con 150 pl de medio GSe diluido. Se mantuvieron las cepas a 24 +
1°C, salinidad de 34, con un ciclo de luz: oscuridad (12h: 12h) a una intensidad
luminosa de 150 pmol m=2s'. Una vez que se obtuvo una densidad celular
adecuada, las cepas se transfirieron a placas de 24 pozos y luego a una placa de 6
pozos. Finalmente las cepas se pasaron a tubos de cultivo de 50 mL con 20 mL de
medio GSe diluido.

11



4.3.2 Mantenimiento de cepas

Los cultivos se mantuvieron por duplicado en medio GSe diluido, a 34 ups, 24 + 1°C
con iluminacion continua de 150 pmol m=2s' en tubos de vidrio de 50 mL de

capacidad con 20 mL de cultivo. Los cultivos se resembraron cada 15 dias
4.3.3 Escalamiento

Para realizar las curvas de crecimiento se escalaron cada una de las cepas en
matraces de 300 mL con 125 mL de medio GSe diluido y f/2 por triplicado en las
condiciones previamente mencionadas. Las cepas se aclimataron a los diferentes

medios de cultivo durante un mes.
4.3.4 Curva de crecimiento

Las curvas de crecimiento solo se realizaron con Ostreopsis cf. lenticularis y Coolia
malayensis debido a que las cepas de Prorocentrum cf. rhathymun y Amphidinium
cf. carterae presentaron muy baja biomasa (500 cel/mL). Las curvas se realizaron
por triplicado, se iniciaron con 1700 cel/mL y cada tres dias se tomaron 2 mL y se
fijaron con lugol. Los conteos se hicieron en una camara Sedgewick-Rafter bajo un
microscopio invertido Zeiss y se realizaron hasta que las cepas alcanzaron la fase

de declinacion.

Para cada cepa se determiné la tasa de crecimiento exponencial (u) y el tiempo de
duplicacion o generacion (tg) (Guillard, 1973). La formula que se utilizd fue la

siguiente:
Me =In (X2/X1)/ (12 - t1)

En donde X representa la concentracion de la biomasa (cel / mL) y t, es el tiempo
en dias. El tiempo de duplicacién y/o de generacion (tg), es el tiempo necesario para

que se duplique la poblacion (Guillard, 1973). Se calcula como:
tg=In2/pe=0.693 /e
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4.3.5 Identificacion morfolégica

La identificacion de las especies se realizdé por medio de la caracterizacion de las
tecas, usando el método de la tabulacion introducido por Kofoid (1909, 1911), el
cual fue modificado por Balech (1980) bajo un microscopio invertido Olympus CK2
(Olympus Optical Co. LTD., Tokio, Japon). Se midié el ancho y largo de las células
(n=3). Al igual que la longitud de las tecas diagndsticas como la 1’y 2° las cuales

estan en contacto con el complejo del poro apical.

De los diferentes cultivos establecidos se tomaron muestras de 2 mL, a las que se
les agreg6 1 pL de Fluorocromo Calcofluor-white para tefir las estructuras
compuestas por celulosa en este caso las tecas, seguido a esto las células fueron
observada bajo el microscopio invertido Carl Zeiss Modelo Axiovert 40 CFL
equipado con luz ultravioleta. Las imagenes se tomaron con una camara imager
AxioCam ICc 1y con el software Axiovision (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania),

bajo un aumento de 40 x (Lawrence et al., 1985).

4.3.6 Extraccion de ADN, amplificaciéon y secuenciacién

4.3.6.1 Extracciéon del ADN genémico

Para la extraccion de ADN de las cepas aisladas las células se cosecharon por
centrifugacion en una centrifuga LW Scientific E8 a 3,500 rpm por 15 min, en tubos
de polipropileno de 15 mL. El pellet de células se mantuvo a -18°C hasta la realizar

la extraccion de ADN.

A cada pellet se le agregaron 200 uyL de CTAB buffer, se calentaron los tubos a
60°C, y se agitaron en un vortex cada 10 min durante una hora. Seguido a esto se
adicionaron 800 uL de CTAB buffer y se incubaron nuevamente a 60°C por 1 hora.
Al finalizar la hora se agregaron 800 puL de una mezcla de cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1) (Ausubel et al, 2002). Posteriormente los tubos se

centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se pasé a tubos nuevos
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a los cuales se les agregaron 400 pl de isopropanol frio y 40 ul de acetato de
amonio. Nuevamente se centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C durante 20 min.
Finalmente se tomé el sobrenadante y se le agregaron 500 uL de etanol frio al 70%,
y se centrifugd durante 10 min a 14,000 rpm. Al pellet resultante se le extrajo el
sobrenadante y se le agregaron 50 uL de TE y 0.5 pyL de ARNasa (Sambrook et al.,
1989).

Al finalizar el procedimiento de extraccion de ADN, los tubos se incubaron a
temperatura ambiente. Con el fin de verificar la presencia e integridad del ADN y la
eliminacion del ARN, se corrié en un gel de agarosa al 1.5%, en una electroforesis
con buffer TBE 1X, para verificar la adecuada extraccion del ADN, los viales que
contenian el ADN concentrado se almacenaron en el congelador a una temperatura
de -18°C (Doyle y Doyle, 1990; Baker et al., 2008).

4.3.6.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplificé la subunidad larga del 28S con el primer F:
ACCCGCTGAATTTAAGCATA y el primer R TGGTCCGTGTTTCAAGAGACT
(Hosoi-Tanabe et al., 2006). De igual forma se us6 el marcador 18S F:
ACCTGGTTGATCCTGCCAGT Y R: TGATCCTTCTGCAGGTTCAC y 5.8 con el
primer F: TATCCTTAAATTCACCGGGT y R: GTGAACCTGCAGAAGGTCA. a
partir de esto las reacciones se realizaron en un volumen de 25 pL con una
concentracion final de 1X de Buffer, 1.5 mM MgClz2, 0.12 mM de dNTP, 0.4 uM de
cada oligonucleétido, 0.02 U de Invitroplatinum Tag DNA polimerasa, 5 ng de ADN
y de DMSO al 0.5% (Doyle y Doyle, 1990; Baker et al., 2008), en un termociclador

(TECHNE) Prime, con las condiciones de amplificacion indicadas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Programa de amplificacién empleado para las muestras de ADN de

dinoflagelados epifitos.

Temperatura (°C) Tiempo Numero de
ciclos

94 4 min 1

94 30 seg 35

50 1°30” 35

72 130" 35

72 10 min 1

10 5 min 1

4.3.6.3 Electroforesis

Se corrobord la amplificacion de los productos obtenidos mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, el cual se prepard con 75 mL de buffer
TBE 1Xy 1.1 g de agarosa. De cada uno de los productos se tomo6 3 pL y se mezcld
con 1 pL de buffer de carga de azul de bromofenol y GelRed. Se llevo a cabo la
electroforesis en una fuente de poder (BIORAD Molecular Imager, Gel DOC ™ XRT,
Modelo Universal Hooll) a 70 voltios y 400 mAmp por 40 min. Posteriormente el gel
se observo y se digitalizo la imagen bajo un fotodocumentador ChemiDoc XRS+
de Bio-Rad. Los productos positivos se enviaron para su secuenciacion a la

compainia de Macrogen en Corea.

4.3.6.4 Analisis y edicion de secuencias

Las secuencias de la region 28S del LSU del ADNr fueron editadas con el programa
de Edicion SECUENCHER 4.1.4, alineadas con el programa Clustal X (Gouy et al.,
2010), y se compararon con secuencias de otras regiones geograficas obtenidas de
la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) mediante
el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Se seleccionaron secuencias de la

misma region de ADN que presentaban un porcentaje de similitud entre el 90 y el
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100% para construir los arboles filogenéticos (Tabla 2). Posteriormente los arboles
se realizaron con inferencia Bayesiana para las secuencias obtenidas de
Ostreopsis y Coolia con el marcador 28S, el modelo de substitucion nucleotidica
seleccionado con el programa Modeltest 3.7. fue el GTR+G. Para Ostreopsis con
los marcadores moleculares 18S y 5.8S el modelo seleccionado para 18S fue el
HKY+I+G, mientras que para 5.8S el modelo fue el HKY+G. Para las secuencias de
la cepa de Prorocentrum con el marcador 28S el modelo seleccionado fue el TrN+G.
Los arboles filogenético fueron reconstruidos con el programa Mr Bayes 3.1.2. con

600 pares de bases.

4.4 Toxinas lipofilicas

Para el analisis de toxinas lipofilicas se escalaron las cepas de Ostreopsis,
Prorocentrum y Amphidinium progresivamente de tubos de 50 mL a matraces
Erlenmeyer de 1-2 L con 1-1500 mL de medio GSe diluido o medio f/2 (Tabla 2).
Las cepas se cosecharon en la fase exponencial tardia por centrifugacion a 5000
rom a 15°C, por 15 min en una centrifuga. Posteriormente se secaron las muestras
en una liofilizadora Labconcomarcy modelo Freezone 2.5, bajo condiciones de
presiéon de 0,12 Mbar y temperatura de -40° C, por 48 horas y se enviaron al Alfred
Wegener Institute en Bremerhaven, Alemania para la deteccion de azaspiracidos,
acido ocadaico, gymnodiminas, pinnatoxinas, pectenotoxinas y yesotoxinas
mediante HPLC-MS/MS de acuerdo a la metodologia propuesta por Krock y
colaboradores (2008).
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Tabla 2. Lista de cepas de dinoflagelados epifitos analizados mediante la técnica
HPLC-MS/MS, para detectar tipos de toxinas

Cepa Volumen Abundancia Medio de cultivo
cosechad (cel/ml)
o (mL)
Ostreopsis 1280 1564 GSe al 50%
Prorocentrum 320 1174 f/2
Amphidinium sp. 640 785 GSe al 50%

5. RESULTADOS

5.1 Especies aisladas
Se establecié el cultivo de cuatro especies pertenecientes a los géneros
Amphidinium, Coolia, Ostreopsis y Prorocentrum, los cuales en la literatura se han
caracterizado por tener representantes toxigénicos. Las cepas fueron aisladas de
distintas muestras de macroalgas pertenecientes al grupo de las Phaeophyceas y
Rodophyceas (Tabla 3). Las cepas de O. cf. lenticularis, C. malayensis y P. cf.
rhathymum, cultivadas en este trabajo presentaron cambios morfoldgicos,
perdiendo asi la forma caracteristica, sin embargo no se observé que esto influyera

sobre el crecimiento de la poblacion.
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Dinoflagelado  Clave Numero Estacion Macroalga Fecha de Responsable

de aislamiento  del
cepas aislamiento
Prorocentrum  MS28 2 Isla Hypnea sp. Febrero C. Band-
cf. rhathymun Gaviota 2017 Schmidt
Ostreopsis cf. OLMS 10 Isla Dictyota Marzo 2016 C. Band-
lenticularis Gaviota  cervicornis Schmidt
Coolia DB1 4 Boca Sargassum Junio 2016 M.
malayensis Sauzoso horridum Sepulveda-
Villarraga
Amphidinium AC 2 Isla Hypnea sp. Noviembre M.
cf. carterae Gaviota 2016 Sepulveda-
Villarraga

Tabla 3. Dinoflagelados aislados de macroalgas de la Bahia de La Paz. Clave,

numero de cepas, zona de colecta, especie de macroalga y fecha de aislamiento.

5.2 Caracterizacion taxonémica

5.2.1 Coolia malayensis

Se aislaron cuatro cepas pertenecientes a la especie Coolia malayensis aisladas de
la macroalga Sargasum horridum, a las que se identificaron en base a la tabulacion
tecal propuesta por Balech (1980) y por sugerencia de diferentes autores, se realizé

su confirmacién mediante técnicas moleculares realizando un analisis filogenético

usando 14 secuencias de otras especies del genero Coolia (Penna et al., 2005;
Dolapsakis et al., 2006; Fraga et al., 2008).

Las caracteristicas morfologicas utilizadas para identificar las diferentes especies

en este género son similares a las descritas para Ostreopsis. Presenta una forma
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lenticular, se destaca la arquitectura de las placas por la ornamentacion de sus tecas
que son lisas y con poros. Las células tienen una talla pequefia de 23 a 26 ym, estan
comprimidas antero-posteriormente y son ovaladas. Referente al patron de las
placas tecales, se tiene en cuenta la forma de la cuarta teca apical 4° y la sexta
precingular 6” y la longitud del poro apical (Po) (Ten-Hage et al., 2000; Fraga et al.,
2008; Leaw et al., 2010).

Las cepas de C. malayensis aisladas en este estudio presentaron una longitud entre
27 y 31 um y un ancho de 25 a 28 ym, las tecas son lisas y con poros. La primera
placa apical 1°se caracteriza por ser estrecha y alargada. Una de las placas
adyacentes es la 2’en la cual se encuentra el poro apical y mide 5.6 ym. La sexta
placa precingular 6” esta adyacente a la 1” (Figura 4) y es mas ancha que esta y
que las otras placas que constituyen la epiteca. En la hipoteca la placa mas ancha
es la tercera placa postcingular 3’”, la cual ocupa casi la mitad de la hipoteca. El
nucleo se ubica en la parte dorsal de la hipoteca (Figura 3). La férmula tecal de esta
especiees Po,3,77,6(c),6 (s),5,2"""" (Leaw et al., 2010).

C. malayensis es similar a C. monotis en cuanto a su forma, sin embargo C.
malayensis es mas pequena, en C. monotis la placa 3” y 4™ son iguales en tamano,
a diferencia de C. malayensis donde la 3” es la teca postcingular mas larga y de
mayor tamano en la hipoteca, ademas esta presenta poros en las tecas con notables

perforaciones (Mohadmmad- Noor et al., 2013, Leaw et al, 2016)
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Figura 3. Célula vegetativa de C. malayensis, N) Nucleo. F) Flagelo, cloroplastos.

Aumento 40x.

Figura 4. Coolia malayensis. Epiteca (Izquierda) Complejo del poro apical

(compuesto por 1"y 6”). Hipoteca (derecha), Aumento 40x.

5.2.2 Ostreopsis cf. lenticularis

Ostreopsis (Schmidt, 1901) es un género que fue descrito por primera vez con la
especie Ostreopsis siamensis en 1901. Posteriormente Fukuyo en 1981 identificé a
otras dos especies: O. ovata y O. lenticularis. A partir de este estudio se le ha
prestado gran importancia a este género, dado a su naturaleza bentonica,
complejidad morfoldgica y la presencia de algunas especies que se caracterizan por
ser toxicas y/o nocivas, las cuales producen palytoxinas (PLTX) que estan
relacionadas con la CFP (Nakajima et al., 1981; Faust y Morton, 1995; Penna et al.,
2005; Carnicer et al., 2016).

Las células de Ostreopsis cf. lenticularis asiladas de la macroalga Dyctiota

cervicornis presentan una talla de 73 um, lo que concuerda con Zhang y
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colaboradores (2017) que reportan una talla para O. lenticularis de 68 a 113 ym. O.
lenticularis tiene 11 placas en la epiteca, destacando en el area apical la placa 2°
con una longitud de 40 ym donde se encuentra el poro apical (Po), alargado y que
se dispone a manera de hendidura y enmarca en su totalidad la placa (Figura 3).
Esta placa esta situada adyacente a la teca 1’ caracterizada por ser pentagonal e
irregular (Figura 5), ademas presenta una serie de poros que estan ampliamente
distribuidos y son de dos tamanos diferentes, de igual forma el limite que separa
esta dos placas esta fuertemente pronunciado (Figura 1) (Fukuyo, 1981; Zhang et
al., 2017).

La hipoteca esta constituida de ocho placas. En la zona antapical la teca intercalar
1p presenta una forma pentagonal asimétrica (Figura 6), se localiza en el centro y
presenta tres tamafos de poros. La placa adyacente 2" se caracteriza por ser
pequefia y cuadrangular, con la region del sulcus, con base en estas caracteristicas
la formula tecal de esta especie en Po 3’ 77 5” 2”” 1P (Penna et al., 2012; Zhang

etal., 2017).

Dentro de este estudio se cultivaron nueve cepas pertenecientes identificadas como
Ostreopsis cf. lenticularis (Figura 5). Dos de ellas se secuenciaron para confirmar a

nivel molecular su identidad taxondmica.

Figura 5 . Célula vegetativa de O. cf. lenticularis, 40x.
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Figura 6. Ostreopsis cf. lenticularis. Hipoteca (Izquierda), Po, Poro apical, Epiteca

(Derecha). Aumento 40x.

5.2.3 Amphidinium cf. carterae

El género Amphidinium fue descrito por primera vez por Claparede y Lachmann en
1859 para designar a una especie de dinoflagelado (A. operculatum) descubierta en
las cercanias de Bergen, Noruega. En la descripcion original mencionan que la talla
del epicono se encuentra “reducida al estado de una placa delgada, comparable a
un opérculo” (Claparéde y Lachmann, 1859). Sin embargo, los dinoflagelados del
género Amphidinium carecen de placas de celulosa en la superficie de la célula y

por tanto son desnudos.

En este trabajo se identificd A. cf. carterae una especie atecada que tiene una forma
ovalada, una estructura caracteristica llamada epicono en su parte apical que es
muy reducido y abarca menos de la mitad de la longitud de la célula, de igual forma,
el cloroplasto es multilobular, denso y centrado lo cual es un caracter diagnostico
para esta especie. Para identificar a esta especie fue necesario observar células
vivas para analizar la insercion de los flagelos y la forma real de las células, ya que
con los fijadores como el Lugol se produjeron ciertas deformaciones que dificultaron
la identificacion (Larsen, 2002; Jorgensen et al., 2004; Escobar-Morales vy

Hernandez-Becerril, 2015).
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De la especie analizada en este estudio se cultivaron dos cepas con un ancho de
16.78 a 20 ym, una longitud de 23 a 25 um. El epicono es de forma triangular de
5.32a6 ymdelargoy 2.22 a 3 ym de ancho (Figura 7).

Figura 7. Célula vegetativa de Amphidinium cf. carterae. 40x.

5.2.4 Prorocentrum cf. rhathymum

Este género ha sido uno de los mas estudiados, ya que se han registrado varias
especies caracterizadas por ser potencialmente toxicas, asi mismo pueden
presentar una alta abundancia en zonas tropicales, subtropicales y templadas
(Delgado et al., 2002). Prorocentrum fue descrito por primera vez por Ehrenberg en
1834 siendo la especie tipo P. micans. Faust (1990, 1993a, 1993b, 1994), la
caracterizd por ser una especie bentdénica-epifita, encontrada en ambientes
coralinos, manglares y macroalgas en el mar Caribe de Belice. Con base en este
nuevo registro se establecié una serie de caracteres morfolégicos claves para
identificar las diferentes especies de este género, tales como la forma y talla de la
célula, la zona periflagelar, el tipo de ornamentaciones y la arquitectura de la banda
intercalar (Dodge, 1975; Faust et al., 1999).
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Dentro de las caracteristicas que se han usado para identificar a las diferentes
especies de Prorocentrum, estan la forma ovalada — piriforme que presentan sus

células; las valvas se diferencian porque una tiene forma de V y la otra es plana.

Prorocentrum cf. rhathymum Loeblich, Shirley et Schmidt 1979, es de forma oval o
elipsoidal oblonga, con margenes redondeados. Las medidas que presentaron las
células aisladas en este estudio son una longitud de 31 a 37 ym y un ancho de 18
a 22 um. El contorno de la teca es gruesa y circular. No fue posible ver el detalle de
los poros y tampoco se pudo observar el pirenoide. Las células presentaron una
espina apical de tamafio reducido ubicada a un lado de la zona periflagelar la cual
es poco profunda (Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran, 2003).

Figura 8. Célula vegetativa de Prorocentrum cf. rhathymum. 20x

5.3 Analisis filogenético

El analisis filogenético de las cepas pertenecientes a C. malayensis y O. cf.
lenticularis con secuencias parciales de la region 28S del ADN ribosomal se realizdé
con un arbol de inferecia Bayesiana en el cual se muestra la relacion que tienen las
secuencias de nuestras cepas con las secuencias de cepas de otras regiones
geograficas. Al comparar la secuencia obtenida de Coolia en este estudio con otras
secuencias del Genbank se obtuvo 100% de soporte en la inclusion de la secuencia
de la cepa DB1, dentro del clado de C. malayensis con cepas de Malasia y China
(Figura 9).

La secuencia obtenida con el marcador 28S para la cepa OLMS de Ostreopsis

mostré 100% de soporte al ser incluida en un subclado con una secuencia de
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Ostreopsis sp., pero ambas secuencias muestran una mayor afinidad filogenética

con cepas de O. lenticularis originarias de Malasia y Nueva Zelanda (Figura 8).
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Figura 9. Arbol filogenético con 25 caracteres de alineacién de secuencias de
especies de dinoflagelados del género Coolia y Ostreopsis (DB1 y OLMS), usando
el marcador 28S del ADNr. Los valores en las ramas indican el porcentaje de soporte

del boostrap.

Al usar el marcador molecular 5.8S del ADNr (Fig. 10), al asociar la secuencia OLMS
con otras secuencias pertenecientes al género Ostreopsis, se obtuvo la rama interna
con un soporte de 70% con otra secuencia identificada como Ostreopsis sp. aislada
de Honolulu, Hawai esta dentro del estudio donde se aislé y secuencio fue incluida
dentro del clado de secuencias de O. cf. lenticularis obtenidas en el mar de China
(Figura 9). Las secuencia AF218465 O. lenticularis y FM244728 O, labens
presentaron un porcentaje de alineamiento mas bajo con la secuencia obtenida en
este estudio, por esta razon no la incluyen dentro del clado de estas dos secuencias

ya mencionadas.
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Figura 10. Arbol filogenético con 9 caracteres de alineacién de secuencias de
Ostreopsis con el marcador 5.8S del ADNr. Los valores en las ramas indican el

porcentaje de soporte del boostrap.

El analisis filogenético con el marcador 18S mostré valores de soporte de bootstrap
bajos, el arbol filogenético (Figura 11) presentd dos clados principales, el primero
incluy6 a O. rhodaseae y O. cf. siamensis, mientras que el segundo clado estuvo
formado por un sublcado con dos cepas de O. cf. ovata y una de Ostreopsis sp.
unido a la cepa OLMS, con un soporte del 54%. La secuencia de O. cf. ovata es
de una cepa de Espana y Ostreopsis sp. esta dentro de un complejo de secuencias
de cepas obtenidas de Malasia al cual se les denomin6é Ostreopsis sp y O.

lenticularis.

Es importante indicar que al revisar el alineamiento de la secuencia OLMS con el
marcador molecular 18S, esta tiene 1176 pares de bases. El analisis BLAST con
secuencias del GenBank mostré que la mayor identidad de esta secuencia (86%)
se obtuvo con una denominada como O. rhodesae (KX055864), sin embargo al
realizar el arbol filogenético se pudo observar que la secuencia OLMS no se incluyo
dentro del clado de O. rhodesae, pero si dentro del clado con O. ovata con quien
tuvo un porcentaje de identidad del 92%, mostrado en el Blast del GenBank esto
se puede atribuir a la cantidad de pares de bases que comparten, de esta forma al
observar la alineacion que se presentd entre las secuencias de O. rhodesae y O.
ovata con la del presente estudio (OLMS). O. rhodesae tuvo 1112 Pb, pero de
estas solo 1086 Pb fueron similares a 930 Pb de la secuencia de OLMS por esta

razén el porcentaje de identidad fue de 86%, pero al observar el alineamiento con
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O. ovata con 1079 Pb de estas, 772 Pb fueron similares con 713 Pb de OLMS,
presentandose un 92% de identidad. Debido a que nuestra cepa comparte un mayor
numero de pares de bases con O. ovata quedaron dentro del mismo clado. Es
importante resaltar que la cantidad de secuencias que se han obtenido con este
marcador molecular han abarcado pocas especies dentro de este género y por lo

tanto aun se denominan como Ostreopsis sp. (Figura 10).

U27498 Alexandrium margalefii

KX055864
71 KX055866 | O. rhodaseae
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Figura 11. Arbol filogenético con 10 caracteres de alineaciéon de secuencias de
Ostreopsis usando el marcador 18S del ADNr. Los valores en las ramas indican el

porcentaje de soporte del boostrap.

El analisis BLAST de la secuencia en el GenBank de la cepa de Prorocentrum cf.
rhathymum con el marcador 28S reveld que ésta presentd un porcentaje de
identidad del 95% con secuencias de P. mexicanumy P. rhathymum. Se reviso el
numero de pares de bases (Pb) de estas especies y se compard con la secuencia
obtenida en este estudio compuesta por 552 (Pb), mediante el analisis de
alineamiento fue posible determinar que de 492 (Pb) de P. mexicanum 'y 486 (Pb)
de P. rhathymum, la secuencia (MS28) con 552 (Pb) s6lo comparte 375 (Pb) con
las secuencias mencionadas. Esto permite inferir la razén por la que ésta secuencia
se encuentra fuera del grupo de secuencias del género Prorocentrum. Sin embargo,
el primer grupo al cual se une dentro del arbol filogenético es al complejo de P.
mexicanum/P. rhathymum, de esta forma se pude indicar que la identificacion de la
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cepa recae en una apreciacion morfoldgica, ademas en esta zona de BCS ya se
habia establecido que la especie registrada es P. rhathymum (Cortés-Altamirano y

Sierra-Beltran, 2003) (Figura 12).
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Figura 12. Arbol filogenético con 20 caracteres de alineacién de secuencias de
Prorocentrum usando el marcador 28S del ADNr. Los valores en las ramas indican

el porcentaje de soporte del boostrap.

Respecto a la secuencia de la cepa identificada morfolégicamente como
Amphidinium cf. carterae, se logro la extraccion de ADN gendmico, sin embargo con
los marcadores utilizados en este estudio (18S, 28S y 5.8S), no fue posible obtener
amplicones que pudieran ser secuenciados para la identificacion molecular de esta

cepa.

28



5.4 Curvas de crecimiento
En C. malayensis no se observa una fase de aclimatacion en medio GSe, ni en /2
(Figura 9), en ambos medios se presenta una fase exponencial del dia 3 al dia 9,
no hay fase de aclimatacién y a partir del dia 12 empieza la fase de decaimiento.
Las biomasas maximas fueron similares en ambos medio de cultivo 4301 £ 79.4
cel/mL y 4305 £ 55.2 cel/mL en medio GSe diluido y f/2, respectivamente. La tasa
de crecimiento fue de 0.204 cel dia™' en medio f/2 y de 0.16 cel dia”' en medio Gse

diluido. El tiempo de generacion en medio /2 fue de 3.4 y en medio Gse diluido 4,3

Coolia malayensis
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Figura 13. Curva de crecimiento de C. malayensis en medio GSe diluido al 50%

(linea azul) y medio f/2 (linea roja) a 24 °C. Valores promedio y desviacion estandar.

Ostreopsis cf. lenticularis (Figura 10) tampoco presenté una fase de aclimatacion en
ambos medios de cultivo. La fase exponencial de crecimiento se observa del dia 3
al dia 9, la fase estacionaria de 1457 + 29.48 cel/mL a 1584 + 38.57 y la fase de

decaimiento inicia desde el dia 15. La biomasa maxima fue mayor en medio GSe
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(2624+196 cel/mL) que en medio f/2 (2113£103.17 cel/mL). La tasa de crecimiento
en medio f/2 fue de 0.103 cel dia'y en medio GSe 0.106 cel dia. El tiempo de
generacion para /2 fue de 6.71 y para Gse diluido 6,6

Ostreopsis sp.
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Figura 14. Curva de crecimiento de O. cf. lenticularis en medio GSe diluido al 50%
(linea azul) y medio f/2 (linea roja), a 24 °C. Valores promedio y desviacion

estandar.

Al realizar un analisis de varianza, usando los datos de las biomasas obtenidas
durante la fase exponencial, se pudo comprobar que con un nivel de confianza del
95% (p = 0,05) que no hay evidencia para decir que hay diferencias significativas
entre los medios manejados GSE diluido y /2 tanto con O. cf. lenticularis y C.

malayensis durante la fase exponencial

No se realizaron las curvas de crecimiento de A. carterae, ni de P. rhathymun,

debido a que las densidades maximas que alcanzaron fueron insuficientes.
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5.5 Toxinas lipofilicas

No se detectaron toxinas lipofilicas (azaspiracidos, acido ocadaico, gymnodiminas,
pinnatoxinas, pectenotoxinas y yesotoxinas) en las cepas de Ostreopsis,

Prorocentrum y de Amphidinium.

4. DISCUSION

El estudio del grupo de los dinoflagelados benténicos ha adquirido bastante importancia ya
que tiene representantes que se caracterizan por producir toxinas lipofilicas, que se han
asociado a problematicas ambientales, sociales y economicas (Nakajima et al., 1981;
Faust y Morton, 1995; Penna et al., 2005; Carnicer et al., 2016). De la misma manera
se ha presentado una ambigledad taxonémica dentro de diferentes géneros que dificulta
la identificacion a nivel morfologico, lo cual ha llevado a usar diferentes técnicas
moleculares que permiten aclarar la nomenclatura de diferentes especies, asi mismo la falta
de conocimiento de su ecologia, ciclo de vida, autoecologia, producciéon de toxinas, ha
llamado la atencién de distintos investigadores, ha promovido la investigacion sobre este
grupo (Leaw et al., 2010; Zhang et al., 2017).

Con base en lo anterior, se ha evidenciado una problematica al momento de
identificar con técnicas tradicionales a los dinoflagelados bentdnicos, ya que se
basan en la morfologia de las placas que pueden observarse por medio de
microscopia éptica y microscopia electronica de barrido. Sin embargo, haya autores
que han probado la existencia de especies cripticas, ademas de que algunas
especies pueden sufrir plasticidad fenotipica inducida por factores ambientales, lo
cual puede explicar lo observado en cepas cultivadas que muestran cambios en su
morfologia (Carniceri et al., 2012). De esta forma diferentes autores han sugerido
que al realizar estudios morfolégicos sobre las especies mencionadas se debe
realizar un analisis filogenético para poder confirmar su identificacion especifica
mediante técnicas moleculares, ya que en ocasiones las caracteristicas
morfoldgicas son poco distinguibles y han llevado a cometer errores de identificacion
(Rhodes et al., 2000; Sato et al., 2011; Villa et al., 2001; Momigliano et al., 2013).

En este estudio se identificaron cuatro especies de dinoflagelados epifitos:

Amphidinium cf. carterae, Coolia malayensis, Ostreopsis cf. lenticularis vy
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Prorocentrum cf. rhathymum, que fueron extraidas de especies de macroalgas del
grupo Phaeophyceae de los géneros Dyctiota, Sargassum y Padina, asi como de
algas rojas del género Hypnea. Distintos autores indican que las macroalgas pueden
brindar un sustrato adecuado a los dinoflagelados bénticos dandoles un area amplia
de adhesion y refugio contra los depredadores (Faust et al. 2005). Existen registros
de que especies de Coolia, Ostreopsis y Prorocentrum que se han encontrado sobre
algas pardas del género Sargassum y Padina en diferentes sitios de Malasia (Zhang
et al., 2017).

6.1 Cultivos
Las cepas se mantuvieron bajo condiciones controladas en el laboratorio a 24°C y
una salinidad de 34, irradiansa de 150 umol cuanta m? s'. A pesar de que las
especies son epifitas fue posible mantenerlas bajo estas condiciones y con el medio
de cultivo seleccionado. Sin embargo fue evidente el cambio de forma que sufrieron
las células en cultivo lo cual se pudo notar a los 5 dias de haber aislado las células,
pero esto no influyé en su crecimiento el cual se presentaba de una forma lenta pero

constante (Figura 10).

A.
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Figura 10. Células vegetativas de A. Ostreopsis lenticularis, B. Coolia
malayensis, C. Prorocentrum cf. rhathymum. Las imagenes de la izquierda
corresponden a células vegetativas reportadas por Leaw et al. (2016) y Zhang et al.
(2017) y las de la derecha son las cepas aisladas en este estudio.

Algunos autores indican que al variar la temperatura y la salinidad de cultivo
promueven cambios en la morfologia de las células y las tasas de crecimiento.
Canicer et al. (2016) indicaron que al cultivar a cepas de O. cf. ovata a una
temperatura de 19°C y 24 °C con salinidad de 36 las células se deformaron, al igual
que a una temperatura de 28°C y salinidad de 38. Las mayores biomasas fueron a
28°C con una salinidad de 36 (9.48+2.2 x103 cel mL-") y a 24 °C con una salinidad
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de 38 con 3.97+0.55 x103 cel mL™', la abundancia menor se reportd a una
temperatura de 19 °C con una salinidad de 38 siendo de 0.71+0.11 x103 cel mL"".
Tawon et al. (2014) demostraron que al someter a células de Ostreopsis spp. a
salinidades entre 20 y 40 presenta bajas tasas de crecimiento 32 °C, y al cultivar a
la misma cepa a 25°C y salinidad de 35 presenta mayores tasas de crecimiento
con lo cual determinaron que la temperatura es una variable importante que influye
sobre el crecimiento de esta especie, asi mismo comentan que al no estar en
condiciones Optimas de cultivo las células se deforman mas no se altera su

crecimiento.

Al establecer los cultivos fue notable que las células de las diferentes especies
presentaron un cambio en su morfologia, la cual era muy distinta a la que tienen en
el ambiente, esto fue persistente durante todas las etapas del cultivo. Sin embargo,
fue notable que a pesar que se deteriorara su morfologia, el crecimiento de la
poblacién no se vi6 afectado. Carniceri et al. (2012) mostraron que la interaccion
de la salinidad con la temperatura puede repercutir en la fisiologia, morfologia y
toxicologia de las microalgas. La temperatura y la salinidad tienen una influencial
primordial en el crecimiento, morfologia y mantenimiento de los cultivos. En
especies de Coolia se ha demostrado que la temperatura es el factor mas
importante que regula su crecimiento y que el crecimiento maximo puede darse en
salinidades entre 36 y 40, mas no por debajo de 20. La forma de las células puede
modificarse bajo las condiciones de cultivo, sin embargo se ha observado que si las
condiciones de mantenimiento estan dentro de los rangos mencionados, esto podra
afectar la forma de las células sin influir sobre su crecimiento (Mangialajo et al.,
2011; Pitochi et al., 2011; Parsons et al., 2012; Pezzolesis et al., 2012; Yamaguchi
et al., 2013; Carnicer et al., 2016).

Las especies de los distintos géneros analizados en este estudio se han registrado
principalmente en zonas tropicales y subtropicales. Coolia y Ostreopsis de la familia
Ostreopsidaceae, fueron colectados en dos zonas diferentes de Bahia de La Paz,
una zona se caracterizé por presentar una alta cobertura de la macroalga S.

horridum 'y la otra una alta cobertura coralina. Diversos autores indican que existe
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una relacion filogeografica entre ambos géneros ya que se han registrado en zonas
tropicales y subtropicales asociandolos a arrecifes de coral y debido a que
presentan una similitud en la tabulacion de las placas tecales (Fukuyo, 1981; Leaw
et al.,, 2001; Penna et al., 2010; Sato et al., 2011; Tan et al., 2013; Rhodes et al.,
2014; Tawon et al., 2015).

Autores como Jeong et al., 2003, estableci6 un cultivo de P. rhathymun en medio
f/2 a 20°C.

6.2 Especies estudiadas

6.2.1 Ostreopsis

Ostreopsis es un género de dinoflagelado bentdonicos que producen toxinas
lipofilicas y que se ha registrado en zonas endémicas de CFP (Faust, 2011), esto
llevo a realizar estudios a nivel taxondmico evidenciando la destacada semejanza
morfologica entre ellas (Fukuyo, 1981; Norris et al., 1985; Faust y Morton, 1991;
Quod, 1994; Penna et al., 2005; Zhang et al., 2017). La identificaciéon morfoldgica
de especies de Ostreopsis se ha basado en el patron de las placas tecales,
enfatizando la forma, longitud, ancho, presencia de poros teniendo en cuenta su
forma y tipos de poros, entre otras caracteristicas (Penna et al., 2005; Parsons et
al., 2012). De acuerdo a Lindeman (1982) Ostreopsis y Coolia presentan un patrén
de placas similar en la epiteca pero con diferencias notables en la hipoteca, esto
hace que los clasifiquen dentro de la misma familia

El género de Ostreopsis esta distribuido ampliamente a nivel global en distintos
ambientes tanto tropicales como subtropicales, sin embargo se ha encontrado de
forma predominante asociado con macroalgas rojas y pardas, aunque también se
ha reportado en arrecifes de coral, areas rocosas intermareales, escombro coralinos
y sedimentos arenosos (Carlson, 1984; Bomber et al., 1985; Norris et al., 1985;
Ballantine et al., 1988; Holmes et al., 1988; Quod, 1994; Faust et al., 1996).
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La primera identificacion morfolégica de O. siamensis fue realizada por Schmidt,
(1901). Se destaca la forma lenticular y comprimida antero-posterior, en la parte
ventral con una terminacién en forma de punta y en la zona apical un poro alargado
que enmarca toda la teca 2° (Fukuyo, 1981). Dado a que pertenece al orden
Gonyaulacal, fue usado el diagrama de la tabulacion de las placas tecales propuesto
por Balech en 1970 para su identificacion, en el que se destaca de la epiteca, placa
en la que se encuentra el poro apical y aquella que esta adyacente a esta, lo cual
brinda suficiente informacién sobre la especie y permite identificarla. De esta
manera se han logrado identificar en base a el patrén de la placas, la forma y la talla
distintas especies de este género, tales como O. ovata y O. lenticularis (Fukuyo,
1981), O. heptagona (Norris et al., 1985), O. mascareniensis (Quod, 1994), O.
labens (Faust y Morton, 1995), O. marinus, O. belizeanus, O. caribbeanus (Faust,
1999), O. rhodesae (Verma et al., 2016) y O. fattorussoi (Penna et al., 2005;
Accoroni, 2016; Zhang et al., 2017).

Diferentes especies registradas a lo largo de estos afos son reconocidas por
producir toxinas, y estar asociadas a la formacion de florecimientos algales nocivos
(FAN). Se han reportado FAN de especies del género Ostreopsis en el Mar
Mediterraneo que han sido relacionadas con problemas de salud humana, tales
como irritacion en vias respiratorias por la inhalacion del aerosol marino, en la piel
y en los ojos, mortandad masiva de organismos marinos entre otros (Sansoni et al.,
2003; Ciminiallo et al., 2006; Mangialajo et al., 2011; Zhang et al., 2017).

Ostreopsis lenticularis se caracteriza por ser fotosintética aunque algunos autores
resaltan que puede ser mixotréfica (Faust et al., 1996). Presenta un nucleo central
en la parte posterior y cloroplastos dorados (Fukuyo, 1981; Faust y Morton, 1995).
Fue reportada por primera vez en Nueva Caledonia en el Océano Pacifico a partir
de la colecta de macroalgas (Fukuyo, 1981). Posteriormente se ha reportado en
diferentes zonas: en macroalgas de la region del Caribe (Dictyota sp. y

Acanthophora specifera), en muestras de plancton, sedimentos arenosos y corales
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blandos (Fukuyo, 1981; Ballantine et al., 1985; Carslon y Tindall, 1985; Steidinger y
Tagen, 1996).

O. cf. lenticularis fue colectada de una macroalga parda Dyctiota cervicornis, lo cual
coincide con lo reportado en la literatura en donde se ha registrado en macroalgas
pardas como Dyctiota sp.y Acanthophora specifera, en sedimentos arenoso, algas
que crecen sobre corales, asi mismo se ha encontrado en la columna de agua, en
zonas como la region del Caribe, Océano Pacifico y en aguas poco profundas
(Carlson y Tindall, 1985; Morton y Faust, 1997).

En este estudio se tomé como referencia la especie tipo Ostreopsis siamensis
(Fukuyo, 1981). A partir de esta descripcion se han establecido las diferencias
morfoldgicas entre O. lenticularis y O. siamensis ya que presentan un patron similar
en sus placas tecales. La diferencia entre ellas radica en que O. lenticularis es mas
ovalada que O. siamensis y muestra dos tamanos y formas de poros la teca 1" y
tres tamanos en la teca 1P que se encuentra en la zona antapical, lo cual es
diferente en la segunda especie que solo presenta poros del mismo tamafo y de

una misma forma.

A nivel morfoldgico, la identificacion de O. cf. lenticularis se logro en base al patron
de las placas tecales, en el que se tuvo en cuenta la forma y tamafio de las placas
que constituyen el complejo del poro apical, el cual esta constituido por la placa 1°
de forma pentagonal e irregular compuesta por poros profundos y ampliamente
distribuidos por toda la placa. La placa 1’ se encuentra adyacente a la placa 2" que
esta enmarcada en su totalidad por un poro apical alargado. En la hipoteca, la teca
nombrada 1P es la mas destacada ya que es pentagonal y asimétrica y esta seguida

por la placa 1”” que colinda con la region del sulcus, el area del cingulo es angosta
y poco excavada y no hay ondulaciones marcadas, una caracteristica diagnostica
es la presencia de poros, asi como su forma y tamano, sin embargo no fue posible
observar esto bajo el microscopio. Diversos autores indican que la superficie de las

tecas es lisa y se encuentra cubierta con poros que se dispersan a lo largo de las
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tecas y tienen tres formas: redondos, oblongos y en forma de rifion (Faust et al.,
1996; Zhang y Li, 2017).

Al realizar la confirmacion de esta especie usando técnicas moleculares, con
marcadores moleculares 28S, 18S y 5.8S del ADNr se encontraron diversos
resultados que permiten identificar que especie es la cepa de Ostreopsis. El
marcador 28S revel6 una mayor afinidad de la cepa aislada con O. lenticularis, con
el marcador 5.8S se presentd un porcentaje de identidad del 86% con O. rhodesiae
y del marcador 18S no se han registrado suficientes secuencias como el 28S con él

cual se ha encontrado mayor numero de secuencias dentro del género Ostreopsis.

La secuencia obtenida de la region 18S mostré una identidad del 85% con O.
rhodesiae reportada en el GenBank (KX055866.1). O. lenticularis y O. rhodesiae
son morfolégicamente similares, ambas con forma lenticular ovalada junto con
cloroplastos dorados distribuidos en toda la célula (Verma et al., 2016; Zhang y Li,
2017).

Si se compara a la regién 28S y la 18S, la segunda presenta una tasa de mutacion
mas lenta lo que equivale a una evolucion molecular mas lenta, en comparacion de
aquellos pertenecientes a las subunidad larga (28S y 5.8S) (Hillis y Dixon, 1991;
Janson y Hayes, 2006). El marcador 18S se ha utilizado con frecuencia para abordar
relaciones filogenéticas distantes (decenas de millones de anos de divergencia), por
ende suele emplearse para relacionar taxones relativamente distantes dado el
grado de conservacion de su secuencia, no obstante se utilizé este marcador como
una primer aproximacion molecular utilizandolo en combinacién con los otros
marcadores del ADNr (Hillis y Dixon, 1991; Janson y Hayes, 2006).

Pese que a nivel molecular la secuencia OMLS con el marcador 18S presento
similitud con la secuencia de O. rhodesiae, Sin embargo a nivel morfolégico el
complejo del poro apical de O. rhodesiae esta compuesto por la placa 1" que es
hexagonal y no esta en contacto con la placa 5” pero si con la placa 3’y 6”. La teca

1" colinda con la 2°que se caracteriza por ser alargada y sobrepasar el margen de
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la 3°, difiiendo con las caracteristicas de las tecas de O. lenticularis. Ademas O.
rhodesiae se describid por primera vez en 2016 y se catalogdb como una especie

pseudo criptica de O. siamensis (Verma et al., 2016; Zhang y Li, 2017).

Con base en lo anterior, al equiparar la identificaciéon tanto morfolégica como
molecular, Las secuencias del género Ostreopsis sp. que se incluyeron dentro del
clado con O. lenticularis con un soporte del 100% con los dos marcadores 28S y
5.8 de la subunidad larga del ADNr y la caracterizacién morfolégica permite inferir

que la especie trabajada en este estudio es O. cf. lenticularis.

Ostreopsis siamensis, O. mascarenensis, O. lenticularis y O. cf. ovata se han
asociado con la produccion de toxinas lipofiicas como las palitoxinas vy
ostreotoxinas (Nakajima et al., 1981; Yasumoto et al., 1987; Mercado et al., 1994;
Lenoir et al., 2004; Garcia-Altares et al., 2015). Ademas se ha presentado una
sorprendente aparicion de estas especies en zonas templadas siendo que son
caracteristicas de areas tropicales y subtropicales, asi mismo han formado FAN vy
se han asociado a problemas respiratorios e irritaciones en la piel en islas del
Océano Pacifico, ademas de que se han registrado en zonas endémicas de CFP
(Fukuyo, 1981; Aligizaki y Nikolaidis, 2006; Ciminiello et al., 2006; Monti et al., 2007;
Shears y Ross, 2009; Rhodes, 2010).

Ostreopsis siamensis, O. mascarenensis, O. lenticularis y O. cf. ovata se han
asociado con la produccion de toxinas lipofiicas como las palitoxinas y
ostreotoxinas (Nakajima et al., 1981; Yasumoto et al., 1987; Mercado et al., 1994;
Lenoir et al., 2004; Garcia-Altares et al., 2015). Ademas se ha presentado una
sorprendente aparicion de estas especies en zonas templadas siendo que son
caracteristicas de areas tropicales y subtropicales, asi mismo han formado FAN vy
se han asociado a problemas respiratorios e irritaciones en la piel en islas del

Océano Pacifico, ademas de que se han registrado en zonas endémicas de CFP
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(Fukuyo, 1981; Aligizaki y Nikolaidis, 2006; Ciminiello et al., 2006; Monti et al., 2007;
Shears y Ross, 2009; Rhodes, 2010).

6.2.2 Coolia

El estudio de este género se ha visto asociado a la destacable motivacion para
investigar sobre la distribucion, biodiversidad, ecologia y toxicidad de las diferentes
especies de Coolia, de tal forma que se han realizado estudios en Nueva Zelanda,
la Gran Barrera Arrecifal de Australia, el sur del Océano Pacifico, Japén, Corea,
entre otros (Yasumoto et al., 1980; Nakajima et al., 1981; Momigliano et al., 2012;
Rhodes et al., 2010, 2013, 2014). Se han colectado especies toxigenicas (C.
tropicalis y C. malayensis) que producen cooliatoxinas, yesotoxinas y analogos
(Holmes et al., 1995, Mohammad-Noor et al., 2013; Rhodes et al., 2014a; Karafas
et al., 2015; Wakeman et al., 2015).

Dentro de este género también se ha destacado la similitud morfolégica que
presentan las especies que lo conforman, lo cual ha sido un gran reto a nivel
taxonémico, por esto se ha usado la tabulacién de las placas tecales para establecer
las diferencias entre estas. Como ya se ha mencionado, la especie que se describe
en este trabajo corresponde a Coolia malayensis, la cual habita en un gradiente
latitudinal muy amplio y se ha reportado en una alta variedad de habitats (Leaw et
al., 2010). A menudo coexiste con otros dinoflagelados epibentdnicos téxicos del
género Gambierdiscus y Ostreopsis, cuya asociacién puede contribuir con el
sindrome de la ciguatera en algunas areas donde este padecimiento es endémico
(Tindall y Morton, 1998; Leaw et al., 2010; Rhodes et al., 2014a; Gémez et al., 2015).

En México se han registrado diferentes especies de Coolia en diferentes sitios tales
como el Caribe Mexicano en el que se identificé a Coolia tropicalis (Almazan-Becerril
etal., 2015), C. monotis en el Pacifico mexicano y en la Bahia de La Paz (Okolodkov
y Garate-Lizarraga, 2006; Hernandez-Castro, 2017) y C. malayensis en la Bahia de

La Paz (Hernandez-Castro, 2017). C. malayensis es morfolégicamente similar a C.
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monotis, ya que presenta perforaciones dentro de los poros presentes en la tecas,

las cuales no se presenta en C. monotis. La placa 3™ postcingular es la mas grande

de la hipoteca en C. malayensis mientras que en C. monotis las placas 3” y 4 “’'son
de la misma talla. Ademas presenta pocos poros en las tecas y su poro apical es
particularmente corto a comparacion de las otras especies (Faust, 1995; Fraga et

al., 2008; Leaw y Lim, 2010).

C. malayensis se ha registrado en un amplio rango de regiones geograficas y una
alta variedad de habitats (Leaw et al., 2010). Se caracteriza por ser toxigénica,
produciendo de esta forma metabolitos secundarios como las cooliatoxinas, que son
analogos neurotoxicos de las yesotoxinas (Nakajima et al., 1981; Holmes et al.,
1995).

Al realizar el analisis filogenético con el marcador 28S fue posible establecer que
nuestra cepa presentd una elevada afinidad filogenética con secuencias de Coolia
malayensis de Malasia y China (100% de soporte del bootstrap), representando la
obtencidn de las primeras secuencias de esta especie en la Bahia de La Paz (Tabla
4).

Es necesario seguir trabajando en la diversidad de este género debido al aumento
en el numero de especies que se ha descrito en los ultimos afios (Ten-Hage et al.,
2000a; Fraga et al., 2008; Leaw et al., 2010, 2016; Jeong et al., 2012; Rhodes et al.,
2014; Karafas et al., 2015).

6.2.3 Amphidinium

Este género ha sido ampliamente estudiado a nivel taxonémico, sin embargo ha
despertado la atencion de diferentes autores el hecho de que tiene representantes
que se han caracterizado por ser toxicos. Referente a esto A. carterae y A.

operculatum producen toxinas hemoliticas lo cual hace que también pertenezcan al
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grupo de especies que hacen parte del sindrome de la ciguatera (Tindall y Morton,
1998).

Se identifico a A. carterae por la posicion y forma del cloroplasto el cual se encontro
en la parte media de la célula y se caracterizd por ser denso y multilobulado. Esta
especie ha sido registrado en el Golfo de California, en un FAN en la Bahia de La
Paz (Garate-Lizarraga, 2012) y en muestras que se han tomado en la columna de
agua (Hernandez-Castro, 2017), asi como en el Golfo de México (Almazan- Becerril
et al. 2015).

Desafortunadamente no fue posible confirmar la identificacion morfolégica con los
marcadores moleculares, debido a que aun cuando se obtuvo ADN gendmico de
buena calidad, este no pudo ser amplificado con los cebadores empleados. Esto
puede deberse a mutaciones en las secuencia de ADN donde se anclarian los
cebadores, por ende posiblemente sea necesario usar primers especificos para este

genero.

6.2.4 Prorocentrum

El género Prorocentrum Ehrenberg, incluye 81 especies marinas tanto planctonicas
como benténicas (Hoppenrath et al., 2009; Guiry y Guiry, 2014), 21 especies se han
reportado para el Pacifico Mexicano (Okolodkov y Garate-Lizarraga, 2006) y 16
especies en la Bahia de la Paz (Nienhuis, 1979; Garate-Lizarraga y Martinez-Lopez,
1997; Garate-Lizarraga et al., 2001, 2009, 2012; Mucifio et al, 2015). Son
organismos unicelulares de forma ovalada, redonda o piriforme, la pared celular esta
formada por dos valvas. La valva izquierda es plana, mientras que la derecha tiene
forma de “V”. Cada valva esta formada por una sola placa sencilla; sin embargo, en
el extremo anterior, la region donde emergen los flagelos, esta posee un conjunto
de plaquitas (de cinco hasta 14), que pueden separarse totalmente o estar unidas
entre si formando una malla llamada “placa de los poros” en la que se aprecian los
dos poros flagelares. Un flagelo es alargado longitudinalmente y el otro es helicoidal.

Los principales caracteres morfoldgicos para identificar a las especies son: la forma
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de la células, el tamafo (ancho y largo de la célula), la posicion de las espinas
apicales, la forma de la teca derecha, el arreglo de los poros en la superficie de la
teca, el numero y el arreglo de la placas periflagelares (Dodge, 1982; Balech, 1988;
Fensome et al., 1993; Faust et al., 1999; Steidinger y Tangen, 1996; Faust y
Gulledge, 2002).

A nivel mundial se han registrado 21 especies del género Prorocentrum que son
consideradas formadoras de florecimientos algales nocivos (FAN) como P.
compressum, P. gracile, P. triestinum, entre otras (Faust et al., 1999; Gomez, 2005),
de las cuales aproximadamente nueve especies producen toxinas como P. lima, P.
minimum, P. shikokuense ; estas especies representan riesgos para la salud de
organismos acuaticos y del hombre, y pueden tener consecuencias negativas para
la economia local (Steidinger y Tangen, 1996; Faust y Gulledge, 2002; Hoppenrath
et al.,, 2013). En México se han registrado FAN de P. lima en la isla El Pardito
(Heredia-Tapia et al., 2002)

Especies de Prorocentrum se han registrado tanto en habitas bentonicos como
planctonicos, por lo general se encuentran en zonas tropicales y subtropicales
(Faust, 1991, 1993a, 1993b, 1994, 1997; Faust et al., 2008; Murray et al., 2009;).
Sin embargo, ha sido evidente que se han incrementado los registros de especies
de este género en zonas templadas (Hoppenrath, 2000; Murray et al., 2007;
Hoppenrath y Leander, 2008; Chomérat et al., 2011; Hoppenrath et al., 2013). Por
esta razén han aumentado los trabajos en donde destaca la caracterizacion
morfolégica de este género, el cual presenta una forma ovalada. La teca de
Prorocentrum consiste en dos placas principales (también conocidos como valvas)
que se unen en por un linea de sutura denominada banda intercalar y un conjunto
de placas diminutas (5-14) alrededor de dos poros en el area periflagelar dispuesta
anteriormente (Fensome et al., 1993; Faust ef al., 1999). La clasificacion de las
especies Prorocentrum se ha basado en la forma y el tamafo de la célula, la
morfologia de superficie de la teca (patrones de ornamentacion y de poro), la

morfologia de la banda intercalar y los detalles arquitectonicos del area periflagelar.
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Debido al aumento de informacién morfoldgica del mismo taxdn en diferentes sitios,
Hoppenrath et al. (2013) propusieron una nomenclatura estandar para el género a
partir de la descripcién de 29 especies bentdnicas, donde destaca la clasificacion

de la ornamentacion de la teca y la descripcion de las placas del area periflagelar.

Dentro de este estudio se identific6 morfolégica y molecularmente a P. cf.
rhathymum el cual ha sido identificado dentro de la zona de una forma errénea
como P. mexicanum (Steidinger, 1983; Faust, 1990; Garate-Lizarraga y Martinez-
Lopez, 1997; Hernandez-Becerril et al., 2000), en vez de P. rhathymum por esta
razon se realizd un estudio en el que se muestra de una forma clara las diferencias
morfologicas entre estas dos especies (Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran, 2003)
(Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas destacadas que diferencian a P. mexicanum

y P. rhathymum. Tomado de Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran (2003).

Caracteristica  P. mexicanum P. rhathymum
Pirenoide Grande y centrado No se observa
Zona Espina central Espina lateral muy
periflagelar pequefa

Forma Mas ancha en regidn anterior Forma ovalada
Forma de vida Plancténico Bentonico

P. rhathymum ha sido registrado en altas densidades en zonas templadas y en
zonas tropicales (Garate-Lizarraga y Martinez-Lopez, 1997; Pearce et al., 2005;
Aligizaki et al., 2009). En México se ha registrado en el Pacifico, Golfo de California,
Golfo de México y Caribe Mexicano. Ademas Hernandez-Becerril et al. (2000)
reportaron varias especies de Prorocentrum en el Pacifico mexicano, asi como
Okolodkov y Garate (2006) y Almazan-Becerril (2012).

Dentro de este este estudio se identific6 morfolégicamente a la cepa de

Prorocentrum como P. rhathymum, pero al realizar el analisis BLAST de la
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secuencia obtenida con el marcador 28S y las secuencias del GenBank, se obtuvo
una mayor similitud con secuencias de P. mexicanum. Sin embargo el analisis
filogenético mostré que las secuencias de P. mexicanumy P. rhathymum forman un
complejo dado que la distancia genética entre ambas es menor al 1%, siendo este
clado el de mayor afinidad a nuestra cepa. Con base a los caracteres morfologicos
que sefialaron Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran (2003) la especie que se logré
cultivar es P. cf. rhathymum, ademas esta fue aislada de una macroalga lo cual
concuerda con la forma de vida descrita por este autor la cual es bentdnica-epifita
ademas de los caracteres morfolégicos mencionados anteriormente (Cohen-
Fernandez et al. 2010, Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran 2003, Glibert et al. 2012).
Sin embargo, esta especie también se ha logrado aislar a partir de muestras de la

columna de agua lo de la Bahia de La Paz (Hernandez-Castro, 2017).

6.3 Curvas de crecimiento
Al observar las curvas de crecimiento realizadas fue posible determinar que no hubo
una diferencia entre las abundancias presentadas por las dos especies en los dos
medios de cultivo, lo cual se pudo comprobar al realizar un analisis de varianza el
cual indico con un probabilidad del 95% que no hubo diferencias significativas entre
las abundancias obtenidas usando ambos medios de cultivo, tanto de O.cf.

lenticularis 'y C. malayensis.
Dentro de las curvas de crecimiento

Al comparar las tasas de crecimiento y las maximas abundancias de O.cf.
lenticularis y C. malayensis de este estudio, usando los medios de cultivo GSE
diluido y f/2, una temperatura de 24°C y salinidad de 34, se deduce que tales
condiciones no son Optimas para el cultivo de este tipo de células. Se han realizado
estudios en los que usan otro tipo de medios y mantienen distintas especies de
dinoflagelados epifitos en otros rangos de temperatura, mostrando asi una mayor

tasa de crecimiento e incremento de su abundancia.

Con base en lo anterior Carnicer et al. (2016) comprobé que a 28 °C y salinidad de

36 en medio f/2, O. cf. ovata presentd una abundancia de 94800 Cel/ mL, mientras
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que a una temperatura de 24 °C y salinidad de 38 la abundancia fue de 39700
Cel/mL , asi mismo se tomaron los datos de Granéli et al. (2011) donde al cultivar
O. ovata en medio f/1 a 26 °C la abundancia fue de 56700 Cel/ mL, a 28 y 30°C
54100 Cel/ mL con tasas de crecimiento de: 0,53 a 26 °C; 28,059 a 28°C y 0,74 a
30°C, estos datos permiten inferir que la temperatura cumple un papel muy
importante dentro del crecimiento y division celular de los dinoflagelados
bentdnicos, de esta forma se presentd esta dinamica dentro de cultivos de otras
especies que no son las de este estudio pero son de forma de vida bentonica, es
posible indicar que pese a que se usa el mismo medio, las tasas decrecimiento
dentro de estudio son bajas con las comparadas con otros y esto puede atribuirse
a que las condiciones manejadas no son las 6ptimas para que se presente un mayor

crecimiento.

6.4 Analisis de toxinas
Al realizar los analisis de toxinas de O.cf. lenticularis, P. cf. rhathymum y A. cf.
carterae se mostro que no habia registro de toxinas, a pesar que en la literatura se
ha mencionado que estas especies son toxicas y las han asociado a diferentes
sintomas que afectan no solo la salud humana, también a otro tipo de organismo
marinos. Sin embargo cabe mencionar que pudo haber distintos factores a los
cuales se les atribuye la causa de que no se obtuviera como tal la presencia de

toxinas en las cepas analizadas.

Diferentes autores ratifican que el efecto de la temperatura junto con la salinidad
influyen sobre el crecimiento y la produccion de toxinas de diferentes especies de
dinoflagelados bentdnicos, tales como O. ovata, Ostreopsis sp. (Tanimoto et al.,
2013; Tawon et al., 2015), por lo tanto se ha sefialado que una correlacion negativa
entre la cantidad de toxinas y bajo crecimiento poblacional puede estar ligado a
condiciones que no son favorables, tales como la temperatura y concentracion de
nutrientes (Pezzolesi et al., 2012; Vanucci et al., 2012a). Al cultivar a O. ovata a
28°C se registré la mayor concentracion de palitoxina, pero al cultivarla a una

temperatura de 24°C no se obtuvo un perfil de toxinas (Carnicer et al., 2016).
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Ashton et al.,, (2003), cultivo distintas células de O. lenticularis, a temperaturas de
29.5 °C y 31°C, y como resultado, se obtuvo una cantidad elevada de toxinas, a
diferencia de aquellas que se cultivaron a 25°C y 26 °C mostraron una cantidad
baja o nula de toxinas. Con base en esto se puede inferir que las cepas que se estan
trabajando en este estudio; C. malayensis, O. cf. lenticularis, A. cf. carterae y
P. cf. rhathymum, estan cultivadas bajo condiciones que no son Optimas, tales
como la temperatura la cual influye sobre el crecimiento y produccion de toxinas en

estas células y por esta razén no se obtuvo un perfil de toxinas de estas especies.

7. CONCLUSIONES

Se logré el aislamiento de dinoflagelados benténicos potencialmente toxicos
asociados a las macroalgas pardas Sargassum horridum 'y Dictyota cervicornis de
la Bahia de La Paz. Fue posible establecer cultivos de dinoflagelados bentdnicos
epifito bajo condiciones controladas, sin embargo se observaron cambios en su
morfologia, lo cual indica que es necesario encontrar las condiciones Optimas para

sSu crecimiento.

Las cepas se identificaron mediante caracteristicas morfolégicas y secuencias de la
region 28S, 18S y 5.8S del ADNr como Ostreopsis cf. lenticularis, con el marcador
28S se confirm¢ la identidad de Coolia malayensis y Prorocentrum cf. rhathymum

y obteniendo las primeras secuencias genéticas de cepas aisladas de México.

Las curvas de crecimiento no mostraron mayor variabilidad en cuanto a la
abundancia presentada durante la fase exponencial en los dos tratamientos, para
las dos especies usadas, lo cual indica que no es precisamente los nutrientes lo
que influyo sobre el crecimiento poblacional, si no otros factores como la
temperatura del medio, la cual esta altamente relacionada e influye sobre el

crecimiento de la poblacidn y la produccion de toxinas.

Las cepas de Amphidinium cf. carterae, Ostreopsis cf. lenticularis y Prorocentrum

cf. rhathymum, dentro de este estudio bajo condiciones controladas, no presentaron
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toxinas lipofilicas. Esto puede atribuirse a las condiciones del medio en el que
estaban las cepas y a la baja cantidad de biomasa que se cosecho para llevar a
cabo la prueba de toxinas.

8. RECOMENDACIONES

Con referencia a las pruebas moleculares, se podria trabajar con otros marcadores
moleculares, pertenecientes a otra subunidad del ADNr para comparar las
secuencias obtenidas y asi tener mayor veracidad sobre la identificacion de las

diferentes especies de dinoflagelados epifitos.

Dentro del ambito eco fisioldgico, se pueden establecer experimentos en donde se
varien las condiciones a las cuales se mantienen las cepas e cultivo; temperatura,
salinidad, irradansia, concentracién de nutrientes, y asi establecer si esto influye

sobre el crecimiento poblacional, produccion de toxinas, reproduccion, entre otros.

Para lograr ver con mayor detalle las caracteristicas morfologicas de las diferentes
especies de dinoflagelados epifitos, ya que haya algunos caracteres diagndsticos;
como la forma y tamafio de los poros, forma de las tecas sulcales, forma del poro

ventral, se podria usar microscopia electronica.
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