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RESUMEN

En los ecosistemas bentonicos existen procesos de sefalizacidn quimica mediante
interacciones alelopaticas relacionadas con la coexistencia y la competencia, que son
reguladas y limitadas por el espacio y el tipo de sustrato. En este estudio se evaluo el
efecto de las interacciones entre dinoflagelados epibenténicos de los géneros
Amphidinium y Coolia. Los aislados se obtuvieron de la Bahia de La Paz y se cultivaron
en medio GSe a 24+1 °C y a una salinidad de 34. Se incubaron con un fotoperiodo de
12:12 h luz:oscuridad con luz blanca fria de 150 ymol-m-2s-!. Se realizaron las curvas de
crecimiento en volumenes de 240 yL, 1 mL y 300 mL y se documentaron las fases del
ciclo celular. Los aislados se identificaron morfolégicamente y mediante la amplificacion
de la regién 28S del ADNr como Amphidinium sp., Amphidinium thermaeum y Coolia
malayensis. Las interacciones alelopaticas entre las especies A. thermaeum y C.
malayensis se evaluaron en experimentos en cultivos mixtos, tanto en volumenes de 200
ML en cajas multipozos y en matraces de alelopatia en 300 mL. Ademas, se realizaron
bioensayos con las especies separadas por una membrana para evitar el contacto directo
entre las células, y también mediante la adicion de filtrados células al 50 y 100 %. Para
todos los bioensayos, las células de cada especie se recolectaron durante la fase
exponencial de crecimiento. Los experimentos fueron inoculados con densidades
iniciales en proporciones de biovolumen celular de: 1:1, 1:2 y 2:1. En todos los
tratamientos se realizaron conteos celulares cada tercer dia para calcular las densidades
celulares y observar el efecto alelopatico. En los cultivos mixtos se observé la dominancia
de A. thermaeum, asi como los efectos sobre el crecimiento de C. malayensis y cambios
en su morfologia (pérdida del movimiento, clorosis, ecdisis y lisis celular), tales efectos
también se observaron en cultivos con exposicién a filtrados celulares con una
concentracion de 100%. En los cultivos sin contacto celular no se observaron efectos en
ninguna de las especies. Estas especies parecen competir mediante alelopatia por
espacio, lo que se refleja en la disminucién de la densidad celular. Estimar el crecimiento
y los efectos de la interaccion en dinoflagelados epibentonicos es un desafio debido a su
capacidad de adhesion, velocidad de nado, produccion de mucilago y complejidad del

ciclo de vida.



ABSTRACT

In benthic ecosystems there are chemical signaling processes through allelopathic
interactions related to coexistence and competition, which are regulated and limited by
space and the type of substrate. In this study, the effect of the interactions between
epibenthic dinoflagellates of the Amphidinium and Coolia genera was evaluated. The
isolates were obtained from the Bahia de La Paz and were cultivated in GSe medium at
24 £ 1 ° C and a salinity of 34. They were incubated with a photoperiod of 12:12 h light:
dark with cold white light of 150 umol m -2 s-'. Growth curves were performed in volumes
of 240 yL, 1 mL, and 300 mL, and the phases of the cell cycle were documented. The
isolates are identified morphologically and by amplifying the 28S region of rDNA as
Amphidinium sp., Amphidinium thermaeum and Coolia malayensis. The allelopathic
interactions between the species A. thermaeum and C. malayensis were evaluated in
experiments in mixed cultures, both in volumes of 200 yL in multi-well plates and in
allelopathy chambers in 300 mL. In addition, bioassays were performed with the species
separated by a membrane to avoid direct contact between the cells, and also by adding
50 and 100% cell filtrates. For all bioassays, cells of each species were harvested during
the exponential phase of growth. The experiments were inoculated with initial densities in
cell biovolume of: 1: 1, 1: 2 and 2: 1. In all treatments, cell counts were performed every
third day to calculate cell densities and observe the allelopathic effect. In mixed cultures,
the dominance of A. thermaeum is carried out, as well as the effects on the growth of C.
malayensis and changes in its morphology (loss of movement, chlorosis, ecdysis and cell
lysis), such effects were also observed in cultures with exposure to cell filtrates with a
concentration of 100%. In cultures without cell contact, no effects were observed in any
of the species. These species appear to compete by allelopathy for space, which is
reflected in the decrease in cell density. Estimating growth and interaction effects in
epibenthic dinoflagellates is challenging due to their adhesion ability, swimming speed,

mucilage production, and life cycle complexity.
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Dedicatoria

“We must stop this cruel treatment of aliens. We all live on this ball of rock, you
know?”
Venom: “Let There Be Carnage”

VI



I. INTRODUCCION

Los dinoflagelados son un grupo de protistas y eucariotas con representantes
en ambientes marinos, estuarinos y dulceacuicolas; ademas, son componente
mayoritario en la comunidad del fitoplancton y fitobentos (Taylor, 1987; Saldarriaga &
Taylor, 2017). De las aproximadamente 2,500 especies descritas, 83% son marinas, y
del total de los dinoflagelados marinos, el 91% son plancténicos y el 9% son bentonicos
(Gomez, 2012). Su importancia en los ecosistemas marinos radica en que son
productores primarios, contribuyen a la diversidad comunitaria, pueden ser simbiontes
fotosintéticos y otros son toxigénicos, ademas de formar parte de arrecifes coralinos.
Algunos también son responsables de procesos de bioluminiscencia y pueden ser
formadores de Florecimientos Algales Nocivos (FAN) (Hallegraeff, 2003; Hoppenrath
et al., 2014). Los dinoflagelados bentonicos y epifiticos marinos se encuentran en
diferentes tipos de habitats tropicales y templados, en sedimentos o sobre diferentes
sustratos (Parsons & Preskitt, 2007; Fraga et al., 2012). Muchos de ellos producen
sustancias quimicas téxicas (ficotoxinas) y bioactivas con las cuales pueden causar
impactos adversos en organismos marinos, bioacumularse y transferirse en la red
trofica (Tindall & Morton, 1998; Lewis, 2001; Flewelling et al., 2005; Pagliara &
Caroppo, 2012). Estos organismos estan representados en géneros conspicuos de los
cuales su potencial toxico no ha sido dilucidado y a menudo se encuentran
coexistiendo e interactuando de manera directa en ambientes bentonicos. Tienden a
formar agregados celulares mucilaginosos adheridos a sustratos, que pueden afectar
y degradar la calidad del agua con asociaciones de bacterias mediante la formacién
de florecimientos de altas concentraciones de biomasa (Besada et al., 1982a;
Mangialajo et al., 2008; Armi et al., 2010; Ben-Gharbia et al., 2016). Estos agregados
son formados particularmente por miembros de los géneros Amphidinium Claperéde
& Lachmann, Coolia Meunier, Gambierdiscus Adachi & Fukuyo, Fukuyoa Gémez, Qiu,
Lopes & Lin, Ostreopsis Schmidt y Prorocentrum Ehrenberg (Aligizaki & Nikolaidis,
2006; Hachani et al., 2018; Yong et al., 2018; Rhodes & Smith, 2019).

La coexistencia de los dinoflagelados bentdnicos y/o epibenténicos esta

condicionada por el equilibrio entre la concentracion celular (ganancias y pérdidas), la



disponibilidad de la luz y de nutrientes. Se han esclarecido también diferentes
adaptaciones, como la absorcion de nutrientes a través de la natacion, la mixotrofia y
mecanismos alelopaticos (Smayda, 1997; Fraga et al., 2012; Garcia-Portela et al.,
2016). Una relacion bidtica relevante es la alelopatia; que es la capacidad de ciertas
especies para producir y liberar sustancias aleloquimicas que inhiben a sus
potenciales competidores por recursos similares. Generalmente, la alelopatia incluye
un efecto benéfico y uno perjudicial; los dos efectos pueden manifestarse en la misma
especie segun la cantidad de sustancias aleloquimicas o la densidad celular (Legrand
et al., 2003; Yang et al., 2019; Yunes, 2019). La produccién de las sustancias
aleloquimicas interfiere en el crecimiento y el desarrollo de las especies
acompanantes, y en caso de existir una inhibicion o efecto hacia los competidores, les
brinda ventajas competitivas (Lewis, 1986; lanora et al., 2012; Sarkar, 2018).

En tales casos, el efecto de una microalga especifica sobre otras se puede
documentar a través de experimentos de crecimiento. Estos experimentos consisten
en realizar cultivos con especies potencialmente tdéxicas en contacto, en medios de
cultivo enriquecidos que permitan su desarrollo (Granéli & Hansen, 2006). Uno de los
efectos reportados mas sobresalientes es la actividad litica que causan los metabolitos
extracelulares que merman el crecimiento de otras microalgas y protistas
heterotréficos (Tillmann & John, 2002; Tillmann et al., 2007, 2008)

Una de las formas para determinar la produccion continua de sustancias
aleloquimicas derivadas de dinoflagelados toxigénicos es mediante la generacion de
cultivos de especies que permitan estudiar sus efectos nocivos sobre otras especies.
Este enfoque también permite estudiar la dinamica de crecimiento de las especies
productoras de ficotoxinas y las especies objetivo. Debido a que no siempre la especie
productora de la ficotoxina es la sobreviviente, en muchos casos el resultado del
experimento dependera de las concentraciones iniciales, la concentracion de las
células objetivo, la tasa de crecimiento y la tolerancia al pH (Granéli & Hansen, 2006).
En el caso de los dinoflagelados bentdnicos y/o epibentdnicos, especificamente para
los géneros Amphidinium y Coolia, solo unos pocos trabajos han descrito las
interacciones alelopaticas con otros protistas (Ji et al., 2012; Monti & Cecchin, 2012;
Garcia-Portela et al., 2014; Peltekis, 2020; Paul et al., 2021). A pesar de que los



estudios han aumentado en los ultimos afios, todavia se carece de informacion sobre
las interacciones y asociaciones entre dinoflagelados bentdnicos toxigénicos (Garcia-
Portela et al., 2016).

1.1 Ecologia quimica

La ecologia quimica microbiana como ciencia integradora es fundamental para
comprender los mecanismos del funcionamiento y la complejidad de los ecosistemas
acuaticos, ya que controla la coexistencia y coevolucién de las especies mediante un
lenguaje quimico derivado de moléculas bioactivas (Cembella, 2003; lanora et al.,
2011; Poulin et al., 2020). La comunicacion quimica requiere de maquinaria biolégica,
la cual incluye a los genes, el ARN, las proteinas y mensajeros quimicos. El conjunto
de estos componentes permite la produccion y liberacion y/o deteccion de diferentes
sefales quimicas, también llamadas “infoquimicos” (Legrand et al., 2003; Venuleo et
al., 2017) que son liberados de manera intencional o involuntaria (Steiger et al., 2011;
Saha et al., 2019) e influyen en las interacciones de los organismos de forma positiva
0 negativa a nivel intraespecifico (en la misma especie) e interespecifico (entre
especies) (Cembella, 2003; lanora et al., 2011; John et al., 2015; Saha et al., 2019).

Los microorganismos producen una amplia variedad de metabolitos con
propiedades fisicoquimicas y biolégicas. En los ultimos afios, estas biomoléculas se
han denominado “metabolitos especializados”, con el fin de enfatizar su papel en la
ecologia microbiana (Davies, 2013; Schmidt et al., 2019). Estos metabolitos
secundarios son compuestos volatiles y solubles en agua (no volatiles), asi como
polares y no polares que transmiten informacion (lanora et al., 2012; Mollo et al., 2017;
Saha et al., 2019). Pero estos sefalizadores quimicos se encuentran en bajas
concentraciones en el agua o el aire y se degradan con rapidez, probablemente para
evitar problemas de comunicacion (Cembella, 2003; Pavaux et al., 2020). Se considera
que su dispersion se lleva a cabo a través de transporte advectivo o casi difusivo,
movimiento celular aleatorio o dirigido, mediante vectores de transporte abidticos o
bidticos como particulas coloidales o la microbiota y macrofauna (Deveau et al., 2018;
Schmidt et al., 2019).

En la ecologia microbiana se reconocen las funciones que desempenan la



comunicaciéon y las interacciones quimicas en todos los ecosistemas (Atkinson &
Williams, 2009; Schmidt et al., 2019). En particular, en la base de las redes tréficas
acuaticas, las microalgas estan sujetas a presiones constantes de depredacion,
herbivoria y competencia. Para prosperar, las microalgas producen metabolitos
secundarios difusibles con funciones mediadoras de las interacciones intraespecificas,
como las feromonas sexuales que coordinan el apareamiento, o las interacciones
interespecificas, como la simbiosis (mutualismo o parasitismo), la alelopatia, la
defensa contra el pastoreo y los depredadores, y las interacciones en la formacion de
biopeliculas (Smayda, 1997; Cembella, 2003; lanora et al., 2012; Poulin et al., 2020).
Al descifrar este lenguaje quimico podremos comprender las interacciones ecolégicas
entre especies, sin embargo, su origen y diversidad aun es un desafio y rara vez es
estudiado (Schmidt et al., 2019).

1.2 Alelopatia

El término alelopatia deriva del griego “alleon’, mutuo y “phatos”, sufrimiento y
fue introducido por Molisch en 1937. La alelopatia es un fendmeno bioldgico que se
lleva a cabo mediante mecanismos de interacciones quimicas, en los cuales plantas,
algas, bacterias y hongos producen una o0 mas biomoléculas llamadas “sustancias
aleloquimicas” que afectan el crecimiento, el desarrollo, la sobrevivencia y/o
reproduccion de otro organismo (Rice, 1985, 1987; Willis, 1985; Legrand et al., 2003).
Las biomoléculas implicadas en los procesos de alelopatia pueden ser metabolitos
secundarios (no implicados directamente en los procesos fisiologicos fundamentales
para el organismo) o metabolitos primarios (implicados en el crecimiento, desarrollo y
reproduccion de un organismo o célula) que actuan como factores para atraer, disuadir
0 matar a otros organismos y asi aumentar su probabilidad de sobrevivencia (Petersen
et al., 2020; Chaib et al., 2021). Generalmente, la alelopatia incluye la interaccion de
un donador y un receptor (u organismo objetivo), generando un efecto benéfico
(estimulo) y uno perjudicial (inhibicion), ambos efectos pueden manifestarse en la
misma especie segun la concentracion de sustancias aleloquimicas o la densidad
celular (Lewis, 1986; Legrand et al., 2003; Chaib et al., 2021). Normalmente, las

especies donantes pueden afectar a varias especies, pero no a todas las especies



receptoras. De igual manera, las especies receptoras son susceptibles, pero no a
todas las sustancias aleloquimicas liberadas por los donadores. Se ha reportado que
las intensidades de los efectos alelopaticos dependeran de la identidad taxondmica
(diferencias entre cepas) del donador y el receptor (Schagerl et al., 2002; Volk &
Furkert, 2006; Gantar et al., 2008; Barreiro & Vasconcelos, 2014; Poulson-Ellestad et
al., 2014; Konarzewska et al., 2020; Huang et al., 2021; Sliwinska-Wilczewska et al.,
2021). La resistencia a diferentes sustancias aleloquimicas entre los organismos
receptores coexistentes sugiere procesos adaptativos de coevolucion (Cembella,
2003; Fistarol et al., 2003; Legrand et al., 2003; Fistarol et al., 2004; Suikkanen et al.,
2004; Yamasaki et al., 2007; Gross et al., 2012; Allen et al., 2016; Huang et al., 2021;
Sliwinska-Wilczewska et al., 2021).

Los efectos de las sustancias aleloquimicas sobre las especies objetivo son
complejos, multifuncionales y a menudo dificiles de diagnosticar, derivado de las
interacciones sinérgicas, que provocan diferentes mecanismos de accién (Cembella,
2003; Legrand et al., 2003). Los efectos expresados y observados mas frecuentemente
se presentan a través de cambios ultraestructurales, modificaciones en el
citoesqueleto y frecuentemente provocan lisis de la membrana celular (Cembella,
2003; Fistarol et al., 2004; Granéli & Hansen, 2006; Fernandez-Herrera et al., 2016;
Garcia-Portela et al., 2016; Pichierri et al., 2017; Chaib et al., 2021; Sliwinska-
Wilczewska et al., 2021; Zhu et al., 2021). También se han observado procesos de
inhibicion del crecimiento, cambios en la permeabilidad de la membrana y
modificaciones de la actividad enzimatica que impiden la sintesis de ARN vy la
replicacion del ADN. Ademas, inducen a la formacién de quistes temporales de
reproduccion y bloquean o disminuyen la movilidad y la division celular (Kearns &
Hunter, 2001; Cembella, 2003; Legrand et al., 2003; Granéli et al., 2008; lanora et al.,
2011; Zhang et al., 2015; Garcia-Portela et al., 2016; Sliwinska-Wilczewska et al.,
2021). En el metabolismo celular también se pueden presentar diferentes efectos que
influyen en procesos fisiolégicos como la fotosintesis, al inhibir el transporte de
electrones (Shao et al., 2009), la biosintesis de pigmentos, asi como alterar la cinética,
absorcion, transferencia y distribucion de la energia (Gross, 2003; Liu et al., 2007; Zhu
et al., 2010, 2021; Chaib et al., 2021; Sliwinska-Wilczewska et al., 2021). Asimismo,



pueden modificar la produccion y eliminacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que se encuentran en equilibrio intracelular como los radicales superoxido (O,*), el
peréxido de hidrégeno (H,0O,) y los radicales hidroxilo (HO*®), provocando dafios en los
sistemas antioxidantes, en el proceso de respiracion celular y en la sintesis de
proteinas (Lu et al., 2016; Aquino-Cruz et al., 2020; Chaib et al., 2021; Fernandez-
Herrera et al., 2021; Zhu et al., 2021). Las sustancias aleloquimicas también pueden
activar la muerte celular programada mediante la activacion de las caspasas o
metacaspasas, la condensacion de la cromatina, la formacion de ampollas en la
membrana, la degeneracion de organelos y la fragmentacién del ADN (Lu et al., 2017,
Chen et al., 2019; Fernandez-Herrera et al., 2021; Zhu et al., 2021).

En los ambientes naturales, la produccidn y secrecidon de sustancias
aleloquimicas se puede modificar por diferentes factores bidticos y abidticos en las
interacciones (Reigosa et al., 1999, 2006; Gross, 2003; Legrand et al., 2003; Granéli
& Hansen, 2006; Sliwinska-Wilczewska et al., 2021). De todos los factores abidticos
que promueven la alelopatia, los mas estudiados son la limitacién y deficiencia de
nutrientes (nitrégeno y fésforo), las bajas temperaturas, el pH alto (~ pH 9), asi como
los cambios de salinidad (Smayda, 1997; Cembella, 2003; Legrand et al., 2003; Granéli
& Hansen, 2006; lanora et al., 2006; Granéli et al., 2008; Chaib et al., 2021). El factor
bidtico mas importante que afecta la alelopatia de las microalgas es la especie
involucrada, y con ello, la intensidad del efecto alelopatico sobre la especie objetivo
que depende del tipo de cepa y su identidad taxonémica (Granéli et al., 2008; Garcia-
Portela et al., 2016; Huang et al., 2021; Sliwinska-Wilczewska et al., 2021). El tamafio
de la célula es clave para definir su relacion superficie-volumen, la cual es una variable
importante en su ecofisiologia, que esta ligada a las tasas metabdlicas y a la
asimilacion de nutrientes (Smayda, 1997; Lyczkowski & Karp-Boss, 2014; Ma et al.,
2015; Sliwinska-Wilczewska et al., 2021). Existe también una estrecha relacién entre
la fase de crecimiento y la concentracion celular, que es decisiva para la produccion y
la susceptibilidad de las especies objetivo a las sustancias especificas (Shilo, 1967;
Schmidt & Hansen, 2001; Tillmann & John, 2002; Tillmann, 2003; Suikkanen et al.,
2004; Granéli et al., 2008; Chaib et al., 2021; Sliwinska-Wilczewska et al., 2021). Las

poblaciones en crecimiento exponencial son clave para los efectos sobre otras



microalgas (Shilo, 1967; Granéli et al., 2008), y se asocian al patrén general de efectos,
el cual sugiere que, a mayor numero de células de la especie donante, existe un mayor
efecto y magnificacion hacia la especie objetivo, y viceversa (Granéli et al., 2008). En
conjunto, estos factores son indispensables para la recuperacion de las microalgas
con el fin de optimizar sus rendimientos en la produccion de biomasa y de las

sustancias aleloquimicas (Chaib et al., 2021).
1.3 Sustancias aleloquimicas

Los ecosistemas acuaticos presentan una gama amplia de especies y
compuestos quimicos, en comparacion con los ecosistemas terrestres (Pawlik et al.,
2013; Mollo et al., 2017; Petersen et al., 2020; Chaib et al., 2021). En particular, los
dinoflagelados producen una diversidad de metabolitos secundarios biolégicamente
activos como las ficotoxinas (biotoxinas) y sustancias aleloquimicas (Cembella, 2003;
Gross et al., 2012). Estas ultimas evidencian que los procesos alelopaticos son un
factor clave para explicar la estructura de la comunidad, la sucesion de especies, la
dinamica poblacional y las defensas quimicas de los dinoflagelados contra la
depredacion y la herbivoria (Granéli et al., 2008)

Las sustancias aleloquimicas con funciones bioactivas se agrupan en cuatro
categorias en funcién de su ruta biosintética: 1) compuestos fendlicos y derivados,
que incluyen a los fenoles simples, cumarinas, flavonoides, quinonas, taninos, acidos
cinamicos y derivados; 2) compuestos nitrogenados como alcaloides, anilinas,
aminoacidos y derivados, que se biosintetizan a partir de la ruta del acido shikimico; 3)
acidos grasos de cadena larga y corta, ésteres y poliacetilenos que se biosintetizan a
partir de la ruta de la policétido sintetasa; y 4) terpenos y esteroides que son
biosintetizados a partir de la ruta del 4cido mevaldnico (lanora et al., 2006; Reigosa et
al., 2006; Macias et al., 2008; Li et al., 2010; Freile-Pelegrin & Robledo, 2013;
Cousseau et al., 2020; Mateos et al., 2020; Chaib et al., 2021; Zhu et al., 2021).

Las sustancias aleloquimicas confieren ventajas competitivas a los
dinoflagelados, derivadas de los efectos interespecificos y antibidticos sobre el
crecimiento, la supervivencia y la reproduccién de las especies antagonicas (Gross,
2003, 2012; lanora et al., 2011; lanora et al., 2012; Yang et al., 2019; Yan et al., 2020).



Ademas de ser una fuente de nuevos compuestos con potencial biotecnoldgico y
biomédico con actividades anticancerigenas, antifungicas, antiincrustantes,
antimicrobianas, antioxidantes, antitumorales, antivirales, antinflamatorias, asi como
bioherbicidas y biopesticidas. También pueden funcionar como protectores contra la
luz ultravioleta, y ser probioticos para el desarrollo de otros organismos (Macias et al.,
2008; Shah et al., 2014; Lauritano et al., 2017; Lopez-Rodriguez et al., 2019; Molina-
Miras et al., 2020; Chaib et al., 2021; Jiménez-Lopez et al., 2021). Sin embargo, el
conocimiento sobre la estructura y la identidad quimica de muchos compuestos
bioactivos implicados en las interacciones alelopaticas y sus rutas metabdlicas, asi
como la parte cuantitativa de las interacciones, sigue siendo escasa (Chaib et al.,
2021).

1.4 Ecosistemas benténicos y/o epibenténicos

El impacto de la alelopatia en los ecosistemas acuaticos depende de la
produccion de sustancias aleloquimicas bioactivas y su propagacion efectiva a los
organismos (Lewis, 1986). En los ambientes bentdnicos los organismos se encuentran
a distancias cortas entre si a través de la formacion de biopeliculas. A menudo las
células se encuentran en contacto directo, a diferencia de los habitantes de la de la
zona pelagica (Rizvi et al., 1992; Leflaive & Ten-Hage, 2007; Allen et al., 2016;
Sliwinska-Wilczewska et al., 2021). Las biopeliculas estan formadas por
microorganismos fotétrofos y heterétrofos, con ciertas especificidades espaciales y
estructurales que las hacen propicias para las interacciones bioldgicas y quimicas
(Durrett & Levin, 1997; Wahl et al., 2012; Allen et al., 2016). También se caracterizan
por una alta densidad de microorganismos incrustados en una matriz extracelular de
sustancias poliméricas, en donde llevan a cabo la produccion primaria y la
remineralizacion conjuntamente. Los canales dentro de estas promueven la
transferencia masiva de nutrientes, gases y sustancias quimicas (De Beer et al., 1996;
Allen et al., 2016). Dentro de las comunidades epibenténicas, la alelopatia como factor
bidtico controla la estructura y funcién de las biopeliculas.

Los dinoflagelados bentdnicos y/o epibenténicos con células vegetativas se

encuentran colonizando sustratos y adheridas por matrices mucilaginosas llamadas



“‘metafiticas” (MacKenzie et al., 2002; Parsons et al., 2012; Escalera et al., 2014). Las
células de vida libre son flageladas, completamente capaces de desprenderse y tener
movilidad, lo que les confiere la capacidad de ocupar una amplia variedad de micro-
nichos proporcionados por estos habitats de sustratos alternativos (Round, 1984;
Carnicer et al., 2015; Duran-Riveroll et al., 2019). Estos dinoflagelados estan
asociados a sustratos de la zona intermareal como las macroalgas y tapetes, pastos
marinos, rocas y sedimentos poco profundos, asi como a arrecifes coralinos (sanos y
con efecto de blanqueamiento) y superficies de mangles (Rhodes et al., 2000, 2014;
Hoppenrath et al.,, 2014; Leung et al., 2017). Por otra parte, compiten por luz,
nutrientes, espacio y colonizacién del sustrato con bacterias y hongos (heterétrofos),
microalgas plancténicas, macroalgas y pastos marinos (Allen et al., 2016).

Es importante sefalar la diferencia entre alelopatia y competencia, ya que
algunos autores sostienen que la alelopatia es parte de la competencia por los
recursos y/o un mecanismo de defensa. Sin embargo, es imposible separar estos
mecanismos en los sistemas naturales, debido a que en el analisis del conjunto de
factores que afectan estos procesos existe un efecto sinérgico, aditivo o incluso
antagonico, que engloba la relacion alelopatica en un entorno mas complejo (lgarashi
et al., 1998; Larsen et al., 1998; Legrand et al., 2003; Granéli & Hansen, 2006;
Weidenhamer, 2006; Chaib et al., 2021). En general, |la alelopatia en los dinoflagelados
puede llevarse a cabo de cuatro formas: 1) las sustancias alelopaticas de un
dinoflagelado afectan el crecimiento de otra especie; 2) las sustancias alelopaticas
excretadas por el dinoflagelado pueden inhibir su propio crecimiento (autotoxicidad);
3) las sustancias alelopaticas influyen en el crecimiento de otros microrganismos; y 4)
las sustancias alelopaticas pueden afectar el crecimiento de organismos superiores
(plantas, invertebrados y peces) (Dakshini, 1994; Chaib et al., 2021).

Uno de los aspectos poco estudiados y mas llamativos de la biologia de los
dinoflagelados benténicos y/o epibentdnicos es la diferencia a pequena escala que
existe entre los sustratos y cdmo afecta la distribucién y abundancia de las especies
que presentan un riesgo de toxicidad. Dada la fuerte asociacion de las células con el
ambiente bentdnico, se ha observado que el tipo de sustrato parece desempenfiar un
papel importante en el control y la distribucion heterogénea de estos organismos



(Tindall & Morton, 1998; Yong et al., 2018). Los ecosistemas bentdnicos son una fuente
de diversas sefales quimicas, ya que la competencia por el espacio y el sustrato son
mayores que en los ambientes pelagicos. Los dinoflagelados plancténicos
experimentan un espacio tridimensional, en comparacién con el ambiente bentdnico,
el cual es bidimensional, limitando las ventajas para sus interacciones ecologicas,
biolégicas y quimicas (Cembella, 2003; Pavaux et al., 2020). Y por ello, las
interacciones son un factor importante en la coexistencia de las complejas

asociaciones en dinoflagelados (Yong et al., 2018).
1.5 Florecimientos algales nocivos

Los dinoflagelados benténicos y/o epibentdnicos recientemente han recibido
atencion debido a su toxicidad, al aumento de agregaciones celulares densas o
colonias adheridas asociadas con eventos dafinos, su abundancia, la extension
biogeografica y la frecuencia de Florecimientos Algales Nocivos benténicos (FAND),
provocados la eutrofizacion y por el incremento en la temperatura del agua marina por
los efectos de Cambio Climatico Global (Granéli et al., 2011; GEOHAB, 2012; Tester
et al., 2020). Sin embargo, el término FANb no ha sido aun definido con precision
(Duran-Riveroll et al., 2019). Durante los fendmenos de FANb algunos dinoflagelados
bentdnicos y/o epibenténicos pueden producir ficotoxinas que provocan impactos
negativos en los ecosistemas marinos, y en ocasiones causan mortalidad de la fauna.
Frecuentemente son bioacumuladas por algunos organismos y pueden ser
transferidas a otros niveles de la red tréfica (Shears & Ross, 2009, 2010; Leung et al.,
2017; Yan et al., 2020). Ademas, pueden provocar dafios en las actividades
socioecondmicas como el turismo, la acuicultura y la pesca, y en ultima instancia,
pueden afectar la salud humana (GEOHAB, 2012; Berdalet et al., 2017). Los géneros
productores de toxinas asociados con la formacién de FANb que generalmente
coexisten en ambientes benténicos son Amphidinium, Coolia, Gambierdiscus,
Fukuyoa, Ostreopsis y Prorocentrum (Aligizaki & Nikolaidis, 2006; Hachani et al., 2018;
Yong et al., 2018; Rhodes & Smith, 2019).

El género Gambierdiscus produce maitotoxinas (MTX) y ciguatoxinas (CTX),

toxinas responsables de la intoxicacién ciguatérica (Yasumoto et al., 1977; Hallegraeff,
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1993; Chinain et al., 1999; Litaker et al., 2010; Berdalet et al., 2017). Ademas, produce
otros compuestos bioactivos como los acidos gambiéricos, gambieroles,
gambieroxidos y gambieronas (Nagai et al., 1992; Cagide et al., 2011; Watanabe et
al., 2013; Hoppenrath et al., 2014; Longo et al., 2019). De igual manera, el género
Fukuyoa se caracteriza por producir CTX y MTX (Laza-Martinez et al., 2016; Leung et
al., 2018; Tester et al., 2020). Las proliferaciones del género Ostreopsis producen
palitoxinas y sus analogos, como las ovatoxinas y ostreocinas, las cuales pueden
volatilizarse en el aire y pueden causar padecimientos respiratorios e irritacion en la
piel, lo que puede afectar gravemente a los pobladores y al turismo en las zonas
afectadas (Ciminiello et al., 2008; Ciminiello et al., 2010; GEOHAB, 2012; Berdalet et
al., 2017; Kuzat et al., 2021). Los compuestos producidos por el género Prorocentrum,
como el acido okadaico, las dinofisistoxinas y sus analogos estan asociado al sindrome
conocido como intoxicacion diarreica por consumo de mariscos (DSP por sus siglas
en inglés). Los miembros de varias especies de este género también producen iminas
ciclicas (toxinas de accion rapida) como prorocentrélidos y espiro-prorocentrimina
(Nascimento et al., 2016, 2017). Aunque las especies bentdnicas de Prorocentrum se
relacionan con menos frecuencias a eventos toxicos, en algunas ocasiones especies
como Prorocentrum lima se han asociado con brotes de DSP (Gayoso et al., 2002;
Nascimento et al., 2005; Moreira-Gonzalez et al., 2019).

Se ha reportado que algunas especies del género Coolia producen cooliatoxina,
un analogo de la yessotoxina (YTX) (Holmes et al., 1995; Wakeman et al., 2015;
Junqueira de Azevedo Tibiri¢ca et al., 2020); asi como analogos de acido okadaico (AO)
y azaspiracidos (AZA1) (Li et al, 2020), un andlogo del 44-metilgambierona y
gambierona (Junqueira de Azevedo Tibirica et al., 2020; Murray et al., 2020, 2021; Yan
et al., 2020). El género Amphidinium se caracteriza por la produccidon de macrolidos,
policétidos lineales cortos y de cadena larga (Kobayashi et al., 1986; Satake et al.,
1991; Cousseau et al., 2020). Los compuestos producidos por Amphidinium y Coolia
podrian afectar negativamente la vida marina, en particular a invertebrados marinos y
peces, sin embargo, aun se desconoce su efecto sobre otros organismos y sobre los
humanos (Kobayashi et al., 1988; Holmes et al., 1995; Kobayashi & Kubota, 2007;
Kobayashi, 2008; Pagliara & Caroppo, 2012; Wakeman et al., 2015; Karafas et al.,
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2017; Yan et al., 2020).

La respuesta de los dinoflagelados bentdnicos y/o epibentdnicos toxigénicos a
condiciones ambientales desfavorables puede reflejarse en las adaptaciones
fisiologicas y bioquimicas, como la relacion superficie-volumen, mixotrofia, alelopatia
y produccion de ficotoxinas, entre otras (Legrand et al., 2003). Por lo anterior, es
importante considerar el incremento celular de las poblaciones de dinoflagelados
toxigénicos, cuyas respuestas pueden tener un impacto sobre los seres humanos y los
ecosistemas bentdnicos (Accoroni et al., 2012; Carnicer et al., 2015).

Los géneros dominantes en las comunidades bentonicas parecen depender en
gran medida de los sustratos bidticos y abiodticos y del grado de dispersion por la
turbulencia (Tindall & Morton, 1998; Yong et al., 2018). En diferentes estudios se ha
asociado el aumento en las densidades celulares de dinoflagelados benténicos y/o
epibentonicos en la zona intermareal rocosa a tapetes de macroalgas y arrecifes
coralinos (Vila et al., 2001; Parsons & Preskitt, 2007; Rongo & van Woesik, 2013;
Carnicer et al.,, 2015; Abdennadher et al., 2020). Ademas, las perturbaciones
antropogénicas sobre los arrecifes, como su explotacion, el desarrollo costero, la
contaminacion y la sobrepesca, pueden provocar cambios en las comunidades
arrecifales dominadas por algas y proporcionar un sustrato para la proliferacion de
especies toxigénicas (Bagnis et al., 1988, 1994; Chinain et al., 1999). Se ha
relacionado a las intoxicaciones por ciguatera y DSP a gran escala con las
perturbaciones causadas en los arrecifes coralinos (Turquet et al., 2001; Rongo & van
Woesik, 2013; Skinner et al., 2013; Yong et al., 2018; Tester et al., 2020).

Los sitios mas adecuados para la proliferacion de dinoflagelados benténicos y/o
epibentdnicos son las zonas costeras con pocos metros de profundidad. Los
parametros ambientales que influyen en las densidades celulares son una alta
radiacién solar, el incremento de la temperatura, una hidrodinamica de oleaje no
turbulento, bajas concentraciones de nutrientes, poca profundidad y el tipo de sustrato
(Accoroni et al., 2011; Fraga et al., 2012; Pfannkuchen et al., 2012). La alteracién de
las biopeliculas por accion del oleaje y las tormentas facilitan la dispersion de las
agregaciones flotantes, provocando un aumento de su abundancia y posteriormente el

asentamiento de las células en zonas poco turbulentas (Pfannkuchen et al., 2012;
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Carnicer et al., 2015; Kuzat et al., 2021).

Actualmente, se ha observado un incremento en las investigaciones de los
FAND en las costas de Baja California Sur, asi como en el Golfo de California, la cual
es una de las regiones mas estudiadas en México (Garate-Lizarraga et al., 2016a,
2016b). Se han reportado aproximadamente 94 especies de microalgas formadoras
de FAN, de las cuales 46 pertenecen al grupo de los dinoflagelados con presencia
dentro de la Bahia de La Paz. Los registros de dinoflagelados bentdnicos y/o epifitos
en la zona del Golfo de California incluyen especies toxigénicas, tales como
Amphidinium cf. carterae, Gambierdiscus cf. toxicus, Coolia monotis, C. malayensis,
Prorocentrum cf. concavum Fukuyo, P. rhathymun Loeblich Ill, Sherlye & Schmidt,
Ostreopsis cf. lenticularis Fukuyo, O. cf. marina Faust, O. cf. siamensis Schmidt y O.
ovata (Okolodkov & Garate-Lizarraga, 2006; Garate-Lizarraga, 2012; Garate-Lizarraga
et al., 2016a, 2016b, 2019; Sepulveda Villarraga, 2017; Duran-Riveroll et al., 2019).

Se han establecido cultivos de especies bentdnicas y/o epifitas toxigénicas
aisladas de Bahia La Paz, Bahia Concepcion e Isla San José en la Coleccion de
Dinoflagelados Marinos (CODIMAR), CIBNOR y en el Laboratorio de Dinoflagelados
Marinos, CICIMAR, tales como Amphidinium operculatum, Bysmatrum gregarium
(Lombard & Capon) Horiguchi & Hoppenrath, Coolia canariensis, Fukuyoa yasumotoi
(Holmes) Gémez, Qiu, Lopes & Senjie Lin, Gambierdiscus cf. carolinianus Litaker,
Vandersea, Faust, Kibler, Holland & Tester, G. carpenteri Kibler, Litaker, Faust,
Holland, Vandersea & Tester, Ostreopsis marina, O. cf. ovata, Prorocentrum
hoffmannianum Faust, P. concavum Fukuyo, P. fukuyoi Murray & Nagahama, P. lima
y P. rhathymum Loeblich Ill, Sherley & Schmidt (Morquecho-Escamilla et al., 2016,
2017; Sepulveda-Villarraga, 2017; Ramos-Santiago, 2021).

En la Bahia La Paz, entre 2011 y 2015 se ha reportado la variacién estacional
de FANb de A. cf. carterae en asociaciéon y coexistencia con C. cf. monotis y C. cf.
malayensis, asi como con otros dinoflagelados benténicos y/o epifitos toxigénicos
(Garate-Lizarraga, 2012; Garate-Lizarraga et al., 2019). Asimismo, se ha registrado la
presencia de toxinas lipofilicas como AO, AZA, YTX e iminas ciclicas en tejidos de
moluscos bivalvos como Atrina maura Sowerby |, Dosinia ponderosa Gray, y
Megapitaria squalida Sowerby |, sin embargo, no hay reportes de la asociacion de
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especies de dinoflagelados con respecto a las toxinas (Leyva-Valencia et al., 2021).
Con esto, uno de los desafios en el estudio de los dinoflagelados epibentdnicos
es comprender las implicaciones de los microhabitats que fomentan el crecimiento de
especies toxigénicas como vectores y el efecto fuente-sumidero de las ficotoxinas en
las redes tréficas (Lewis et al., 1994; Cruz-Rivera & Villareal, 2006; Yong et al., 2018).

1.5.1 Género Amphidinium

Las especies del género Amphidinium son las mas abundantes entre los
dinoflagelados bentonicos; tienen representantes planctonicos, con distribucidon
cosmopolita y se encuentran presentes en habitats dulceacuicolas, salobres y marinos.
Dentro de este ultimo habitat, se encuentran en la zona intermareal, sistemas
estuarinos y en sedimentos (Dodge & Hart-Jones, 1982; Larsen, 1985; Larsen &
Patterson, 1990; Murray & Patterson, 2002; Lee et al., 2003a, 2003b, 2013; Jargensen
et al., 2004a; Garate-Lizarraga, 2012; Murray et al., 2012).

El género Amphidinium pertenece al orden Amphidiniales como miembro de la
familia Amphidiniaceae (Moestrup & Calado, 2018; Garate-Lizarraga et al., 2019). Son
dinoflagelados desnudos con anfiesma que no presenta placas tecales (Fensome,
1993; Daugbijerg et al., 2000; Murray et al., 2004, 2012; Dolapsakis & Economou-Amilli,
2009).

Actualmente existen 187 especies registradas en la base de datos de
AlgaeBase, con 95 especies aceptadas taxondmicamente y 13 con denominaciones
infraespecificas (Guiry & Guiry, 2021) (Fig. 1). El género presenta gran plasticidad
morfoldgica (Schiller, 1933; Conrad & Kufferath, 1954; Jgrgensen et al., 2004a, b;
Murray et al., 2004; Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009). Sus especies se
caracterizan por presentar células dorsoventralmente aplanadas con un epicono
pequefio de forma irregular, triangular o con forma de medialuna, desviado hacia la
izquierda (Jgrgensen et al., 2004a; Hoppenrath et al., 2014; Karafas et al., 2017).
Actualmente, el género incluye especies heterdtrofas y autétrofas; estas ultimas
constan de dos clados hermanos separados. El primero es el clado Herdmanii, el cual
esta integrado por Amphidinium cupulatisquama Tamura & Horiguchi, A. herdmanii

Kofoid & Swezy, A. incoloratum Campbell, A. mootonorum Murray & Patterson y A.
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steinii Lemmerman. El segundo clado, es Operculatum que esta integrado por
Amphidinium carterae Hulburt, A. fiiensis Karafas & Tomas, A. gibbossum (L. Maranda
and Y. Shimizu) Flg Jargensen & Murray, A. magnum Karafas & Tomas, A. massartii
Biecheler, A. operculatum Claparede & Lachmann, A. paucianulatum Karafas &
Tomas, A. pseudomassartii Karafas & Tomas, A. theodorei Tomas & Karafas, A.
thermaeum Dolapsakis & Economou-Amilli, A. tomasii Karafas y A. trulla Murray,
Rhodes, & Flg Jorgensen (Jgrgensen et al., 2004a; Dolapsakis & Economou-Amilli,
2009; Karafas et al., 2017).

Histéricamente, las especies de Amphidinium han sido identificadas con base
en caracteres morfolégicos como el nucleo, la pusula, el pirenoide, la forma de los
cloroplastos, la mancha ocular (estigma), las escamas y el ciclo de vida (Murray &
Patterson, 2002; Lee et al., 2003a, 2013; Murray et al., 2004, 2012; Dolapsakis &
Economou-Amilli, 2009; Karafas et al., 2017). Sin embargo, existe un alto grado de
conservacion morfologica entre las especies, y la presencia de especies cripticas a
menudo conlleva a identificaciones erroneas. Por este motivo, ha sido necesario incluir
un enfoque que integre estudios con analisis morfolégicos, marcadores moleculares,
analisis de toxicidad y actividad bioldgica, asi como la caracterizacion de sus
compuestos bioactivos (Houdai et al., 2004; Baig et al., 2006; Dolapsakis & Economou-
Amilli, 2009; Murray et al., 2012; Orr et al., 2012; Pagliara & Caroppo, 2012; Lee et al.,
2013, 20121; Lauritano et al., 2017; Lépez-Rodriguez et al., 2020).

A partir del estudio de Murray y colaboradores en el 2004, las identificaciones
de las especies se han realizado mediante filogenias moleculares con el uso de
marcadores moleculares como el acido desoxirribonucleico ribosomal (ADNr) de la
subunidad chica (SSU) y la subunidad grande (LSU), particularmente las regiones
D1/D6, D1/D2 y D1/D3 que proporcionan informacion sobre la divergencia a nivel de
especie, asi como del espaciador transcrito interno (ITS), como los ITS1 y ITS2 para
distinguir entre taxones y la estructura secundaria ribosomal para la identificacion del
cambios de las bases a través del tiempo (Jargensen et al., 2004a; Murray et al., 2004,
2005, 2012; Zhang et al., 2007; Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009; Orr et al., 2012,
Lee et al., 2013; Karafas et al., 2017; Moreira-Gonzalez et al., 2019). También se han

incluido genes de proteinas para las inferencias filogenéticas, en particular la actina
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alfa y beta tubulina, hsp90, cloroplastidiales (rbc L y psb A), los marcadores
mitocondriales del citocromo mitocondrial (cob) y la citocromo oxidasa (cox1) (Zhang
et al., 2007; Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009; Murray et al., 2012; Orr et al., 2012;
Lee et al., 2013), aunque una limitante actual es la cantidad de secuencias disponibles

para realizar la comparacién entre taxones.

Figura 1. Morfologia del género Amphidinium.
Tomado de Murray & Patterson (2002). A= apice, An= antapice, Cl= cloroplasto, Ep= epicono,
FL= flagelo longitudinal, FT= flagelo transversal, Hi= hipocono, N= nucleo, Pi= pirenoide, *=
pusula.

Algunas especies de este género producen una gran variedad de compuestos
bioactivos. En particular A. carterae, A. gibbosum, A. massartii y A. operculatum
sintetizan policétidos, clasificados en tres subclases estructurales: macrolidos,
policétidos lineales cortos y de cadena larga (Murray et al., 2004, 2012; Cousseau et
al., 2020; Mejia-Camacho et al., 2021), que presentan una amplia gama de impactos
toxicologicos (Murray et al., 2015; Cousseau et al., 2020). Los compuestos aislados de
estas cepas incluyen:

» Andigenoles: inhiben la apertura del canal de Ca 2+ de tipo N en las células

del neuroblastoma humano IMR-32 (Inuzuka et al., 2012, 2014);
» Anfidininas: presentan actividad antibacteriana y antifungica (Kobayashi et
al., 1994; Kubota et al., 2015);
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» Anfidinocétidos, anfidindlidos y analogos (biopolioles, carteraoles,
karatungioles, karlotoxinas, lingshuioles y lutefanoles), y caribendlidos:
presentan actividad citotdxica en lineas celulares de tumor de colon humano
HCT (Bauer et al., 1995a, 1995b; Kobayashi & Tsuda, 2004; Kobayashi,
2008; Satake et al., 2017);

» Anfidinolactonas: presentan citotoxicidad en células de leucemia murina
L1210 y células KB de carcinoma epidermoide humano in vitro (Takahashi
et al., 2007a, b; Kobayashi, 2008);

» Anfidinoles: presentan actividad hemolitica, antifungica y mejoran la
permeabilidad de la membrana en la bicapa lipidica (Satake et al., 1991;
Paul et al., 1995, 1997; Murata et al., 1999; Houdai et al., 2004; Hieda et al.,
2021);

= Anfirioninas: presentan actividad citotoxica sobre las células Cao-2 de
carcinoma de colon humano y las células A549 de adenocarcinoma de
pulmon humano, asi como actividad promotora de la proliferacion celular de
la médula 6ésea (Akakabe et al., 2014; Minamida et al., 2014; Kumagai et al.,
2015);

» Iriometedlidos: presentan actividad citotoxica sobre linfocitos B en células
humanas DG-75 (Tsuda et al., 2007a, 2007b; Kobayashi, 2008; Oguchi et
al., 2008).

Sin embargo, no todas las cepas de Amphidinium producen los mismos
compuestos y/o muestran las mismas actividades. Del mismo modo, no todos los
clones de este género poseen la maquinaria enzimatica para la sintesis de los
policétidos, la enzima policétido sintetasa (PKS) (Kellmann et al., 2010; Murray et al.,
2012; Lee et al., 2013; Shah et al., 2014, Lauritano et al., 2017).

Hasta ahora, no hay reportes relacionados directamente con intoxicaciones
humanas o de la bioacumulacion de estos compuestos (Botana, 2014). No obstante,
se han reportado efectos toxicos y mortalidad en fauna silvestre durante eventos de
FANb (Pagliara & Caroppo, 2012; Boisnoir et al., 2020). Se ha reportado hemdlisis
sobre eritrocitos, bacterias y microalgas causada por lisados de Amphidinium
(Echigoya et al., 2005; Kobayashi & Kubota, 2007; Meng et al., 2010). Ademas, los
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lisados inyectados peritonealmente, provocan efectos farmacologicos en ratones
albinos, con afectaciones en las contracciones musculares en la zona lumbar, aumento
de la respiracion, disminucién de la movilidad y paralisis durante dos horas, con efectos
reversibles (Baig et al., 2006). Por otra parte, los bioensayos de citotoxicidad sobre
Artemia salina Lineo (Ismael et al., 1999; Baig et al., 2006; Pagliara & Caroppo, 2012;
Aquino-Cruz & Okolodkov, 2016; Mejia-Camacho et al., 2021), larvas de erizos de
Paracentrotus lividus Lamarck, y en copépodos del género Canthocamptus sp.
Westwood (Boisnoir et al., 2020), reportaron afectaciones en el desarrollo embrionario,
inhibicion del crecimiento y del movimiento. Las especies de Amphidinium se han
asociado con efectos ictiotoxicos potenciales sobre peces de las especies
Acanthopagrus australis Gunther, Acanthopagrus schlegelii Bleeker, Anguilla
reinhardtii Steindachner, Cephalopholis boenak Bloch y Mugil cephalus Lineo, con
dafos patoldgicos, pérdida del equilibrio, baja oxigenacion, disminucion del flujo
sanguineo y de la frecuencia cardiaca, asi como dafios en células epiteliales
branquiales (Nakajima et al., 1981; Yasumoto et al., 1987; Tindall & Morton, 1998;
Murray et al., 2015; Yan et al., 2020).

1.5.2 Género Coolia

El género Coolia pertenece al orden Gonyaulacales en la familia Pyrocystaceae
(Guiry & Guiry, 2021); se originé y diversifico hace <136 Ma en el Mesozoico —
Cretacico (Leaw et al., 2016). Ha sido estudiado taxonémicamente por plasticidad
morfolégica y por ser potencialmente toxigénico. Es considerado como un taxon
cosmopolita de habitats marinos, en regiones costeras de aguas tropicales y
subtropicales (Besada et al., 1982a; Faust, 1992; Ten-Hage et al., 2000; Penna et al.,
2005; Leaw et al., 2010, 2016; Laza-Martinez et al., 2011; Jeong et al., 2012; Allen et
al., 2016).

El primer reporte del género fue Coolia monotis Meunier como especie tipo
descrita en las costas de Bélgica (Meunier, 1919). A partir de entonces, se han
identificado ocho especies: C. monotis, C. tropicalis Faust (Faust, 1995), C. areolata
Ten-Hage (Ten-Hage et al., 2000), C. canariesis Fraga (Fraga et al., 2008), C.

malayensis Leaw, Lim & Usup (Leaw et al., 2010), C. palmyrensis Karafas, Tomas &
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York, C. santacroce Karafas, Tomas & York (Karafas et al., 2015), y C. guanchica
David, Laza-Martinez, Rodriguez & Fraga (David et al., 2020). Las especies han sido
descritas de acuerdo con su distribucion geografica, basadas en las morfoespecies,
evaluaciones taxonomicas mediante caracteres morfolégicos especificos, con
filogenias moleculares mediante el uso de marcadores moleculares de ADNry el ITS,
asi como por su toxicidad (Leaw et al., 2016).

Morfolégicamente, este género se identifico con base en el sistema de placas
propuesto por Biecheler (1952). Posteriormente la convencién de placas fue
modificada por Balech (1956), quien separo las placas y los poros con la formula: Po,
3’,0a,7”6¢c,s,5”, 0p, 2”7 (Mohammad-Noor et al., 2013). Este patrén fue utilizado y
citado por los autores posteriores a Besada et al. (1982a), quienes identificaron la
primera placa apical, y propusieron la formula: Po, 4, 0a, 6”, 6¢, s, 5’7, Op, 2", ya que
facilita la comparacion de las placas homologas con otras especies de Gonyaulacales
(Fraga et al., 2011; Mohammad-Noor et al., 2013). Para la identificacion de Coolia a
nivel de especie se han utilizado varios caracteres morfolégicos como las placas del
anfiesma y sus ornamentaciones (lisas o areoladas con poros, y poros con
perforaciones muy finas), la longitud y diferencias especificas entre las placas primera
apical (1’), séptima placa precingular (7); la relacién entre en ancho y longitud de la
7” y la tercera placa postcingular (3’”), el complejo del poro apical (CPA), y la longitud
y ornamentaciones del poro apical (Po) (Faust, 1995; Ten-Hage et al., 2000; Fraga et
al., 2008; Leaw et al., 2010, 2016; Mohammad-Noor et al., 2013; Momigliano et al.,
2013; Wakeman et al., 2015; Junqueira de Azevedo Tibirica et al., 2020; Abdennadher
et al., 2021; Zhang et al., 2021) (Fig. 2).
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Figura 2. Morfologia del género Coolia.
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Tomado de Leaw et al. (2016). Patron de tabulacion de las placas tecales seguido por (Besada
et al., 1982) y tabulacién kofoidiana en paréntesis. A= apice, An= antapice, C= cingulo, CPA=
complejo del poro apical, E= epiteca, H= hipoteca, Su= sulco.

Debido a que existe una estrecha relacién morfologica, y plasticidad fenotipica
inducida por los factores ambientales, es necesario confirmar y discrepar entre
especies cripticas y complejos de especies mediante analisis moleculares. Estos se
basan en marcadores para reconstruccion de filogenias que utilizan el ADNr,
particularmente las regiones D1/D2 y D1/D3, los ITS1/ITS2 y la estructura secundaria
ribosomal para distinguir entre especies (Fraga et al., 2008; Leaw et al., 2010, 2016;
Mohammad-Noor et al., 2013; Momigliano et al., 2013; Wakeman et al., 2015; Leung
et al., 2017; David et al., 2020; Junqueira de Azevedo Tibirica et al., 2020;
Abdennadher et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Se ha demostrado que las especies de Coolia producen ficotoxinas y otros
compuestos bioactivos, con una toxicidad especifica de cada especie (Karafas et al.,
2015; Wakeman et al., 2015; Leung et al., 2017; Junqueira de Azevedo Tibiri¢a et al.,
2020; Li et al., 2020). Las cepas de C. malayensis, C. palmyrensis, C. santacroce y C.
tropicalis han mostrado efectos toxicos y hemoliticos sobre otros organismos. Se han
realizado pruebas de citotoxicidad en lineas celulares humanas y bioensayos
peritoneales en ratones, exposicion de extractos en invertebrados marinos y peces
(Holmes et al., 1995; Rhodes & Thomas, 1997; Rhodes et al., 2000, 2014; Laza-
Martinez et al., 2011; Karafas et al., 2015; Wakeman et al., 2015; de Queiroz Mendes
et al., 2019; Junqueira de Azevedo Tibirica et al., 2020; Gu et al., 2021). Por otra parte,
no se han reportado efectos toxicos de las cepas de C. monotis, C. canariensis 'y C.
guanchica (Penna et al., 2005; Laza-Martinez et al., 2011; Karafas et al., 2015; Lewis
et al., 2018; David et al., 2020). Sin embargo, los compuestos producidos por el género
aun no estan bien caracterizados (Nascimento et al., 2019).

La cooliatoxina fue el primer compuesto identificado como un poliéter
monosulfatado, un analogo de la yessotoxina (YTX) que fue detectado en cepas
australianas de C. tropicalis, antes identificada como C. monotis cuando el género era
considerado monotipico, y que presenté actividad neurotdxica (Holmes et al., 1995;

Mohammad-Noor et al., 2013; Nascimento et al., 2019). Esta especie presentd efectos
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de toxicidad sobre Artemia salina y larvas del abulon Haliotis virginea Gmelin (Laza-
Martinez et al., 2011; Rhodes et al., 2014; Karafas et al., 2015; Leung et al., 2017).
Tanto en C. malayensis como en C. tropicalis se detectaron analogos de YTX, el 44-
metil gambieron y gambierona (Wakeman et al., 2015; Junqueira de Azevedo Tibirica
et al., 2020; Murray et al., 2020, 2021; Yan et al., 2020).

Algunas de las cepas de C. malayensis producen analogos de YTX, AO y AZA1
unicos de la especie (Li et al., 2020), con efectos potenciales sobre A. salina y larvas
de erizos de la especie Heliocidaris crassispina Agassiz con actividad teratogénica,
desarrollo anormal y letalidad (Leung et al., 2017), y efectos en la actividad hemolitica
(de Queiroz Mendes et al., 2019; Yan et al., 2020). Igualmente, se han detectado
interferencias en mecanismos de fosforilacion oxidativa mitocondrial y el potencial de
membrana en células de higado de ratones (Varela et al., 2020). Ademas, se ha
propuesto que C. tropicalis contribuye potencialmente con los efectos téxicos causado
por ciguatera, ya que muestra efectos sobre nauplios de A. salina (Junqueira de
Azevedo Tibiriga et al., 2020), en las cuales causa efectos hemoliticos, disminucion de
la frecuencia cardiaca y mortalidad sobre larvas de peces Acanthopagrus schlegelii y
Cephalopholis boenak (Yan et al., 2020), y sus extractos presentan efectos sobre el
movimiento, el sistema nervioso, el desarrollo larval, causa dafo apoptético, estrés
oxidativo y afecta el metabolismo energético en larvas del pez Oryzias melastigma
McClelland (Gu et al., 2021).

Il. ANTECEDENTES

En la ultima década los dinoflagelados benténicos y epibentdnicos han atraido
la atencion de la comunidad cientifica debido a la aparente expansion geografica de
las especies toxigénicas (GEOHAB, 2012; Hoppenrath et al., 2014; Garcia-Portela et
al., 2016). Esta se encuentra relacionada con los cambios ambientales en la columna
de agua en los sistemas bentdnicos, los procesos asociados con la dinamica
poblacional y la capacidad de proliferacion de especies poco conocidas (Fraga et al.,
2012; Garcia-Portela et al., 2016; Glibert et al., 2018). Con el creciente desarrollo de
la ecologia quimica, se ha dilucidado la complejidad de las redes microbianas y las

interacciones bidticas y bioquimicas entre las especies presentes en los FANb (lanora
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etal.,2012; Pichierri et al., 2017). Por consiguiente, se ha hipotetizado que la alelopatia
es uno de los mecanismos que intervienen en la dinamica y que tiene un papel
relevante en la formacion y el mantenimiento de los FAND, y su relaciéon con los
nutrientes (Smayda, 1997; Poulin et al., 2018; Xu et al., 2020). Sin embargo, se sigue
cuestionado el papel de la alelopatia en la formacién de FANb (Jonsson et al., 2009).

Las ficotoxinas y otros metabolitos secundarios producidos por los
dinoflagelados pueden ser un factor clave para explicar su éxito ecoldgico (Ternon et
al., 2018). Ademas, es importante tomar en cuenta que, dentro de los efectos toxicos
se consideran los efectos alelopaticos, y estos no se limitan unicamente a las
ficotoxinas, ya que existen otras moléculas implicadas en estos procesos (Garcia-
Portela et al., 2016). La alelopatia también puede favorecer el crecimiento y el
desarrollo de otras especies mediante la sucesion, las interacciones presa-
depredador, y en el inicio de los florecimientos; ademas, afectan el crecimiento, el
comportamiento y los procesos fisioldgicos de sus competidores por los recursos
(Legrand et al., 2003; Suikkanen et al., 2011; Hakanen et al., 2014; Garcia-Portela et
al., 2016; Xu & Kigrboe, 2018). Por lo tanto, las interacciones mediadas por sustancias
aleloquimicas proporcionan informacion sobre procesos de adaptacion, reproduccion,
sucesion y competencia (Legrand et al., 2003; Granéli & Hansen, 2006; Zhang et al.,
2015; Garcia-Portela et al., 2016).

Los estudios sobre las interacciones bidticas en dinoflagelados bentdnicos y/o
toxigénicos son una minoria (Accoroni et al., 2015; Ben Gharbia et al., 2017),
comparados con las investigaciones de los efectos potenciales de sustancias
aleloquimicas sobre especies plancténicas. Estos estudios se basan en experimentos
en cultivos mixtos (contacto celular), sin contacto celular y con adicion de filtrados de
exudados celulares (Ji et al., 2012; Monti & Cecchin, 2012; Garcia-Portela et al., 2016;
Pichierri et al., 2017; Ternon et al., 2018). Las pruebas con cultivos mixtos
proporcionan informacion sobre la difusion continua de los compuestos alelopaticos de
una especie a otra, y los experimentos sin contacto celular y de adicién de filtrados
permiten estudiar los efectos de las secreciones extracelulares en otras especies,
eliminan el factor de la competencia por los recursos como el espacio, la colonizacién

y la limitacion por los nutrientes disponibles (Xu et al., 2020).
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Los estudios relacionados con las interacciones en dinoflagelados
pertenecientes a los géneros Amphidinium, Coolia y otras especies coexistentes, se
han centrado principalmente en evaluar el efecto de los filtrados celulares. Estos
estudios iniciaron con las investigaciones de Sugg & VanDolah (1999), quienes
evaluaron el efecto del acido okadaico (0.1 uMy 1 uM) y extractos derivados de P. lima
sobre especies asociadas a la intoxicacion ciguatérica como A. klebsii, C. monotis,
Gambierdiscus toxicus Adachi & Fukuyo y Ostreopsis lenticularis Fukuyo, mediante la
inhibicion del crecimiento y la produccion de las fosfoproteinas serina/treonina. La
experimentacion evidencié que los lisados inhiben el crecimiento de C. monotis, la cual
se recuperd a corto plazo, y A. klebsii presentd un crecimiento rapido sin efectos.
Ademas, estas especies poseen proteinas fosfatasas sensibles al OA y las células

vivas absorbieron la toxina a bajas concentraciones (ICsc~ 5 nM).

En relacidn con el analisis y la caracterizacién de sustancias aleloquimicas, Ji
et al. (2012), identificaron cuatro compuestos potencialmente alelopaticos derivados
de A. carterae, identificados como butilhidroxitolueno (C1sH240), 1-cloro(difluro)metoxi-
4-nitrobenceno (C7H403F2NCI), citrato de tributilo (C1sH3207) y ftalato de butil bencilo
(C19H2004). Observaron que los filtrados de los cultivos en fase estacionaria de A.
carterae inhiben el crecimiento y provocan lisis celular en la diatomea Skeletonema
costatum (Greville) Cleve y el dinoflagelado Prorocentrum micans Ehrenberg. Por el
contrario, en el dinoflagelado Scrippsiella trochoidea (Saha et al.) Loeblich Ill y en la
haptofita Isochrysis galbana Parke, la inhibicién fue menor.

Paul et al. (2021) realizaron un estudio similar de los efectos de A. carterae
sobre otras especies de fitoplancton adyacentes en ambientes intermareales rocosos
de la costa occidental de India en el Mar Arabigo. Los autores observaron una fuerte
inhibicién del crecimiento de S. costatum con modificaciones en el numero de cadenas
y en Bysmatrum caponii Faust & Steidinger se observaron cambios morfolégicos y
pérdida de movimiento al estar expuesto a concentraciones altas del dinoflagelado (75
y 100%), sin embargo, se observo un efecto estimulante en el crecimiento de la
microalga Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco. Estos resultados ejemplifican la
diversidad de respuestas que cada especie puede tener hacia un mismo competidor.

Se ha reportado que los mecanismos mediante los cuales se llevan a cabo las
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interacciones alelopaticas de A. carterae afectan la fotosintesis. En particular, en el
estudio de Peltekis (2020) se detecto la inhibicién de la actividad y tasa fotosintética
en Thalassiosira pseudonana Hasle & Heimda mediante la disipacion del gradiente de
protones electroquimicos a través de los tilacoides, posiblemente derivado de la
produccion de anfidinoles que forman poros en las membranas bioldgicas.
Amphidinium carterae secreta compuestos que le confieren una ventaja competitiva y
posiblemente cada especie produce sustancias aleloquimicas especificas.

En el género Coolia, Monti & Cecchin (2012), se han realizado experimentos
con diferentes intensidades de luz (10, 100, 400, 650 uymol m=2 s-1), asi como con
filtrados celulares obtenidos en la fase exponencial y la fase de senescencia de
Ostreopsis cf. ovata Fukuyo sobre C. monotis en proporciones de abundancia 1:2 y
1:10. Los autores observaron efectos débiles de inhibicion (20%) en el crecimiento de
C. monotis en la proporcion 1:2 en las intensidades de luz mas elevadas. Estos
resultados sugieren que O. cf. ovata podria provocar efectos alelopaticos sobre otros
dinoflagelados, que a menudo coexisten en ambiente marino; ademas la intensidad de
luz parece ser un factor clave para su distribucién y aumento de biomasa celular.

En comparacién con los estudios enfocados en filtrados celulares, las
experimentaciones con cultivos mixtos son escasas para los géneros de este estudio.
Sin embargo, con el incremento de los FANb producidos por el género Ostreopsis en
las costas del Mediterraneo, se retoma la importancia de conocer la respuesta
fisiolégica de las especies del microfitobentos que ocupan el mismo nicho ecolégico,
como las diatomeas y los dinoflagelados (Accoroni et al., 2015; Pichierri et al., 2017;
Ternon et al., 2018; Pavaux et al., 2020). En este contexto, de manera general, Garcia-
Portela et al. (2016), evaluaron las interacciones alelopaticas de dos cepas de
Ostreopsis (O. sp. “tipo Lazarote” y O.cf. ovata) con especies bentdnicas toxigénicas
y no toxigénicas. En estos experimentos se observd una disminucion en el crecimiento
y movimiento de C. monotis expuesta a filtrados diluidos de Ostreopsis sp. “tipo
Lazarote”. Efectos similares se presentaron en los experimentos de capacidad de
adherencia, en donde G. exentricus presento lisis celular y desprendimiento de la teca,
y un efecto positivo sobre Prorocentrum hoffmannianum Faust que mostré un

incremento en el nimero de células adheridas.
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Es importante considerar que los diferentes patrones de crecimiento en cultivos
mixtos y los cambios en la concentracion de produccion de toxinas secretadas por O.
cf. ovata con C. monotis pueden ser una respuesta a la competencia por nutrientes y
que la secrecion de toxinas no esta involucrada en los procesos de alelopatia
(Pezzolesi et al., 2011, 2012).

Ill. JUSTIFICACION

En zonas costeras, la proliferacion de dinoflagelados benténicos y/o epifitos
toxigénicos pueden formar FANb y pueden afectar a organismos marinos herbivoros
que se alimentan por filtraciéon y que son capaces de acumular ficotoxinas. Estas
toxinas pueden transferirse a otros niveles tréficos a través de la depredacion y pueden
bioacumularse en los depredadores superiores consumidos por los humanos. Se ha
evidenciado una influencia importante de los FANb en la industria pesquera y la
maricultura, ya que han causado importantes pérdidas economicas. En los eventos de
FANDb, debido a la termoestabilidad de las ficotoxinas, cada género de microalga es
responsable de problemas especificos, sin embargo, en casos raros pueden conducir
a la muerte de organismos marinos. Son pocos los casos reportados de FANb
causados por especies de Amphidinium y Coolia; posiblemente esto se deba a que
estos fendmenos regularmente son incoloros o suceden en el fondo marino y no son
visibles a simple vista.

Actualmente ha aumentado el interés en la investigacion sobre los FAND en las
costas de Baja California Sur y en otras zonas del Golfo de California, el cual es una
de las regiones mas estudiadas en México. Se han reportado varias especies de
dinoflagelados epibenténicos de los géneros Amphidinium, Gambierdiscus, Coolia,
Prorocentrum y Ostreopsis, que, de acuerdo con la literatura, son potencialmente
toxigénicos. Varias de estas especies se han aislado y cultivadas para corroborar su
identificacion especifica y su toxicidad.

Uno de los aspectos que se desconoce sobre los FANb de estas especies, son
las interacciones bidticas entre ellas. La coexistencia de especies puede involucrar la
produccion de sustancias aleloquimicas. Las sustancias aleloquimicas pueden

perturbar diversos procesos fisioldégicos de un organismo, como la division celular, la
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permeabilidad de las membranas, la absorcion de iones y agua, la estructura y la
morfologia celular, la respiracion, la fotosintesis, la actividad enzimatica, la
transduccion de sefiales y la sintesis de proteinas y acidos nucleicos.

Los compuestos bioactivos producidos por las especies de Amphidinium y
Coolia han sido poco explorados, asi como los efectos provocados por las sustancias
aleloquimicas que producen al estar en interaccion con las especies en los
ecosistemas naturales. Conocer la interaccion entre especies nos permitira
comprender de mejor manera la dinamica de los FANb. Derivado de esto, en este
estudio se investigaron las interacciones alelopaticas entre A. thermaeum y C.
malayensis en condiciones de laboratorio, géneros que comunmente coexisten en los
ecosistemas bentonicos de la Bahia La Paz, ademas de ser residentes casi todo el

afno en esta bahia.
VI. HIPOTESIS

Las interacciones alelopaticas y la competencia en los ecosistemas
epibentonicos promueven la dominancia de algunas especies que coexisten en
ambientes naturales y son limitadas por el sustrato. Se ha reportado que algunas
especies del género Amphidinium producen una gran variedad de metabolitos
secundarios que son potencialmente téxicos y producen efectos liticos, citotoxicos,
apoptoticos, asi como dafos en el metabolismo celular. Por estos motivos, en
condiciones de cultivo in vitro se observara el efecto alelopatico de una cepa de
Amphidinium (s/i 74) sobre una cepa del género Coolia (s/i 75), lo que promovera la
disminucién en el crecimiento, cambios en la morfologia vy lisis celular de la segunda,

al mantenerlas en cultivos mixtos.
V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar las interacciones alelopaticas de dinoflagelados epibenténicos de los
géneros Amphidinium y Coolia en condiciones de cultivo.
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5.2 Objetivos especificos

1) Confirmar la identidad taxonémica de las cepas de Amphidinium y Coolia mediante

analisis morfologicos y moleculares por medio de la amplificacion del gen ribosomal

28S.

2) Determinar las curvas y tasas de crecimiento de los dinoflagelados en cultivo.

3) Evaluar los cambios en las densidades celulares y las tasas de crecimiento de los

dinoflagelados en cultivos mixtos, sin contacto y expuestos a filtrados celulares.

4) Documentar los cambios morfoldgicos, ultraestructurales y reproductivos de las

especies en cultivos mixtos, sin contacto y expuestos a filtrados celulares.

6.1 Cepas

6.1.1 Establecimiento de los cultivos

VI. MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con cultivos monoclonales no axénicos de las cepas de los géneros

Amphidinium 'y Coolia aisladas de la Bahia de La Paz con las siguientes claves: s/i 73,

sli 74, s/i 75 y sli 76, la cuales se encuentran depositadas en la Coleccién de

Dinoflagelados Marinos del Laboratorio de Docencia 1 del Centro Interdisciplinario de

Ciencias Marinas del Instituto Politécnico Nacional (Tabla 1).

Tabla 1. Informacion del aislamiento de Amphidiniumy Coolia

Género Cepa

Lugar y afio de aislamiento

Aislado por

Amphidinium sli73

sli74

Coolia sli75

s/i 76

Bahia de La Paz, B.C.S. “El
conchalito” (24° 08" 38.4"" N, 110°
20" 41.99  W). Marzo - 2019
Bahia de La Paz, B.C.S. “El
conchalito” (24° 08" 38.4"" N, 110°
20°41.99  W). Marzo - 2019
Bahia de La Paz, B.C.S. “El
Mogote” (24° 13.256" N, 110°
36.143" W). Mayo - 2017

Bahia de La Paz, B.C.S. “Playa
Balandra” (24° 33.054° N, 110°
33.277° W). Mayo - 2017

Leyberth Fernandez

Leyberth Fernandez

Ignacio Leyva

Ignacio Leyva
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6.2 Medio y condiciones de cultivo

Las cepas se mantuvieron en medio GSe (Blackburn et al., 2001) con la adicion
de extracto de lombricomposta (Bustillos-Guzman et al., 2015). El medio de cultivo se
preparé con agua de mar esterilizada por filtracion (0.22 ym), a una salinidad de 34.
Las vitaminas se esterilizaron por filtracion y el resto de los nutrientes por calor humedo
(121 °C, 15 Ib de presion por 15 min) a un pH de 7.5. Los cultivos se incubaron en un
cuarto con fotoperiodo de luz y oscuridad de 12:12 h, iluminado con luz blanca fria a

150 ymol m=2 s,
6.3 Identificacion morfolégica y determinacién taxonémica

Se realizaron observaciones de los organismos en cultivo y se identificaron los
caracteres morfolégicos y reproductivos en microscopia fotonica (GEOHAB) y
electronica de barrido (MEB). En cada tratamiento se tomaron fotografias y se
realizaron mediciones.

Para la identificacion de las especies se utilizaron claves y bibliografia
especializada para el género. Las caracteristicas morfolégicas consideradas para
Amphidinium fueron tamafio celular, forma, forma del epicono e hipocono, forma de la
insercion flagelar y ventral, la ubicacion del pirenoide, la presencia de pusula y
movimiento metabdlico (Murray & Patterson, 2002; Murray et al., 2004, 2012;
Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009; Karafas et al., 2017). En el caso de Coolia, los
caracteres morfolégicos considerados fueron: la forma de la célula, el tamafio celular,
diferencias especificas entre las placas primera apical (1’), séptima placa precingular

LRE]

(7"), la tercera placa postcingular (3’”), el complejo del poro apical y las placas sulcales.

6.3.1 Microscopia foténica (GEOHAB)

Las identificaciones se realizaron cuando el cultivo se encontraba en
crecimiento exponencial, en un microscopio invertido Axio Vert A1 (Carl Zeiss,
Goéttingen, Alemania). Para la observacién se prepararon laminillas en fresco. Se
tomaron alicuotas de los cultivos, se colocaron en portaobjetos y se observaron con

los objetivos 20, 40 y 63. Se obtuvieron imagenes con una camara digital Axiocam Cc
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5 (CarlZeiss, Gottingen, Alemania).
6.3.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para las observaciones en MEB se siguieron los métodos propuestos por
Gdémez-Lizarraga et al. (2019) para el género Coolia y Pérez-Lopez et al. (2020) para
el género Amphidinium. Se concentré y se fijo6 1 mL de muestra de los cultivos. Las
muestras de Amphidinium se fijaron con 1 mL de tetréxido de osmio (OsO4) y las
células de Coolia con glutaraldehido al 2%. Se dejaron 90 min en oscuridad. Pasado
este tiempo, las muestras se lavaron cuatro veces con agua destilada estéril y se
centrifugaron (Thermo Scientific™ Sorvall™ Legend™ XTR) a 800 x g, 5 °C durante 4
min, eliminando el sobrenadante en cada paso. Se realizaron deshidrataciones
consecutivas con etanol (EtOH) a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 99% para
Amphidinium, Para Coolia las concentraciones fueron de 10, 30, 50, 70, 90 y 99%.
Posteriormente se resuspendieron suavemente durante 1 min y se centrifugaron a 800
X g a 4°C durante 6 min. Las muestras se colocaron en portamuestras metalicos y se
dejaron en un desecador con gel de silice durante 48 h. Posteriormente fueron
recubiertas con oro en un ionizador (lon Sputter JEOL-JFC-1100, Japo6n) durante 5
min. Estas preparaciones fueron examinadas en un microscopio electronico de barrido
tipo JEOL JMS-6360-LV en el Servicio Académico de Microscopia Electrénica de
Barrido (SAMEB) en el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICML), UNAM.

6.3.3 Ciclo de vida

Se describieron las etapas de los ciclos de vida a partir de los cultivos
monoclonales. Se registrd el tamano de las células, y se detectaron las etapas de
reproduccion (sexual y asexual), de las cuales derivaron la formacion de quistes de

reproduccion, division celular y formaciéon de agregados mucilaginosos.
6.4 Identificacion molecular
6.4.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN genomico (ADNg) se realizo utilizando el kit Quick-DNA™
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Miniprep Plus Kit ZYMO RESEARCH (California, E.U.A). Las muestras se procesaron
siguiendo las instrucciones del proveedor: En cada tubo Eppendorf se mezclaron 200
ML de cultivo celular concentrado y 20 yL de proteinasa K, se incubaron a 55°C por 10
min en un Thermoblock (VWR® Mini Block Heater, E.U.A). Enseguida, se agregd un
volumen 1:1 de solucién Genomic Binding Buffer a la muestra digerida. La muestra se
transfirié a una columna de filtracion, se centrifugé a 12 000 x g por un minuto y se
recupero la columna en un tubo nuevo. A esta se le agregaran 400 pL de DNA Pre-
Wash Buffer y se centrifugd de nuevo por un minuto, dos veces cambiando los
volumenes de DNA Pre-Wash Buffer a 700 y 200 uL. Finalmente, para diluir el ADNg,
la columna se transfirid a un tubo nuevo, agregando 50 uL de DNA Elution Buffer, se
incubaron durante cinco minutos, se centrifugaron por un minuto para recuperar el

ADNg y se congelo6 a -20 °C hasta su uso.

6.4.2 Amplificacion de fragmentos especificos mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa

Los fragmentos especificos del ADNg se amplificaron mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) para obtener secuencias parciales de la region 28S
del ADNr, como las utilizadas en el estudio de Hosoi-Tanabe et al. (2006). Para ello se
utilizaron los cebadores DIF (5 -ACCCGCTGAATTTAAGCATA- 3') y D2R (5' -
CCTTGGTCCGTGTTTCAAGA- 3') (Scholin et al., 1994). Se utilizé el kit Thermo
Scientifc TM Dream Taq Green PCR Mix (2X). Se prepararon mezclas de 25 uL
siguiendo las instrucciones del proveedor: Cada reaccién contenia 1 uL de ADN, 1 uL
de cebador A (Forward), 1 yL de cebador B (Reverse) (1 — 10 uM), 12.5 yL Dream Taq
Green PCR Mix de Taq DNA polimerasa y 9.5 yL de agua mili-Q. Las reacciones de
amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador iCycler PCR System (Bio-Rad
Laboratories, California, EEUU), con las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 4 min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 30 s, alineamiento
a 52 °C por 1:10 min, extensién a 72 °C por 1:10 min y una extensién final de 72 °C
por 10 min.

Para comprobar la longitud del producto de PCR se prepard en un gel de

agarosa al 1.5 % con de 3 uL de cada muestra, 2 uL de buffer de carga, 1 uL de GelRed
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(Biotium) y se corrié en una camara de electroforesis con TBE 1X durante 30 min a 70
v. Las bandas de los productos de las amplificaciones en los geles se visualizaron en

un transiluminador con fotodocumentador (BIORAD PowerPac Basic, E.U.A.).
6.4.3 Secuenciacion

La purificacion y secuenciacion en ambas direcciones se realizé utilizando el

servicio de secuenciacion de MACROGEN en Corea (https://dna.macrogen.com/).

6.4.4 Andlisis filogenético

Las secuencias obtenidas (forward y reverse), fueron editadas y ensambladas
con el programa Sequencher v4.1.4 para obtener una secuencia consenso que se
utilizé para corroborar la identidad taxondmica en un alineamiento local basico con la
herramienta de busqueda basica en la pagina Nucleotide BLAST del National Center

for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide/).

Consecutivamente, se descargaron las secuencias de los géneros de estudio
previamente publicadas (Anexo 1 y 2). Como grupos externos filogenéticamente
relacionados se utilizaron secuencias de los géneros Karlodinium y de Heterocapsa
para Amphidinium, y para Coolia se utilizaron secuencias del género Ostreopsis
(Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009; Leaw et al., 2010, 2016; Murray et al., 2012;
Mohammad-Noor et al., 2013; Karafas et al., 2017; Junqueira de Azevedo Tibirica et
al., 2020). Se realizaron matrices con secuencias de especies de mismo género que
fueron editadas en los programas BioEdit v.7.2.5 y MEGA-X v.10.1.8. El alineamiento
multiple de las secuencias tipo MUSCLE se realizdé en el servidor de EMBL-EBI

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) (Madeira et al., 2019). La transformacion de

las matrices a los formatos fasta, nexus y phylip se realizé en el programa Mesquite
v.3.61., que sirvieron para llevar a cabo los analisis de Maxima Parsimonia (MP),
Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB) de las inferencias filogenéticas.
Para encontrar el modelo de sustitucion de nucleétidos que mejor se ajustd con la
matriz de datos se utilizé el programa JModelTest 2.1.10 v20160303 (Darriba et al.,
2012) con el criterio de informacion Akaike (AIC), a partir del cual se infirié el modelo

general de tiempo reversible con la gamma y la proporcién de sitios invariables (GTR
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+ G+ ). El andlisis de MV se obtuvo con el programa raxmlGUI 2.0 (Randomized
Axelerated Maximum Likelihood) (Edler et al., 2021), bajo el algoritmo de busqueda
heuristica (ML + thorough boostrap), con 100 corridas y 1000 réplicas de secuencias
aleatorias. El arbol consenso (Bootstrap+consensus) se realizé con un bootstrap de
1000 réplicas. El analisis de IB se realiz6 en el programa MrBayes v 3.2.6 (Ronquist et
al., 2012). Para en analisis de IB se utiliz6 un modelo de sustitucion de salto reversible
(nst = 6) y una tasa de sustitucion con distribucion gamma (rates = invgamma). Se
realizd el analisis por duplicado un total de 10,000,000 generaciones (ngen =
10000000) con un muestreo de los arboles cada 1000 generaciones (samplefreq =
1000).

6.5 Procesamiento de imagenes

Las imagenes obtenidas por microscopia se transformaron a formato jpg en el
programa ZEN 2.3 lite. Los arboles filogenéticos obtenidos de los programas se
visualizaron y editaron en el portal en linea iTOL (Interactive Tree of Life)
(https://itol.embl.de/v). Posteriormente, las imagenes se editaron en el programa
INKSCAPE 1.0 (https://inkscape.org/es/).

6.6 Curvas de crecimiento
6.6.1 Curvas en cajas multipozos

Se realizaron curvas de crecimiento en placas multipozos (VWR® Tissue Culture
Plates, ciudad, China) con volumenes de 240 uL y 1 mL de medio de cultivo GSe. En
cada pozo se inocul6é una célula de cada cepa. Para los volumenes de 240 uL se
realizaron 15 réplicas y en los pocillos de 1 mL se realizaron ocho réplicas. Los cultivos
se mantuvieron en una incubadora con mesa de agitacion orbital INO 900M a 100 rpm
y sin agitacion en las condiciones antes mencionadas, con una iluminacion con luz
blanca fria a 200 - 350 pmol m2 s,

Se realizaron los conteos de las células vivas de todo el pozo cada tercer dia.
Cuando el cultivo presentdé mayor densidad celular, se realizaron fotografias por capas

para estimar la densidad celular de todo el cultivo. En ambas curvas de crecimiento se
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registraron los cambios en el tamano celular, morfologia y los estadios del ciclo de
vida. Se calculé el promedio y la desviacion estandar de los conteos. Los promedios
de cada conteo fueron graficados para obtener la curva de crecimiento y determinar

las fases de crecimiento de las cepas.
6.6.2 Curvas en matraces Erlenmeyer

Para la determinacién de las curvas de crecimiento en matraces se prepararon
in6culos de las cepas de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y Coolia malayensis (sli 75).
Cada aislado fue inoculado a una densidad promedio de 548 + 110 cel mL"' y 682
50 cel mL™", respectivamente en volimenes de 300 mL en matraces Erlenmeyer de
500 mL, por triplicado con medio GSe con las caracteristicas antes mencionadas. Los
cultivos se mantuvieron en una incubadora con mesa de agitacién orbital INO 900M a
100 rpm con fotoperiodo de luz y oscuridad de 12:12 h, iluminados con luz blanca fria
a 90 - 200 pmol m2 s,

Posteriormente se realizaron estimaciones mediante conteos celulares. Para la
cepa s/i 74 cada segundo dia se tomaron muestras de los cultivos y para la cepa s/i
75 cada cuatro dias. En ambos casos se tomaron 2 mL de cultivo hasta la fase de
decaimiento y se fijaron con Lugol acido al 1% (Throndsen, 1979). Los conteos se
realizaron en una camara Sedgwick-Rafter de 1 mL en un microscopio 6ptico invertido
Axio Vert. A1.

6.6.3 Tasa de crecimiento y tiempo de generacion

La tasa de crecimiento (K) para cada cepa se determind a partir de la fase de

crecimiento exponencial. Para ello se utilizd la ecuacion propuesta por Guillard (1973):
Ln(C,—C
-l

Donde: C2 y Ct representan el numero de células por mililitro final e inicial,
respectivamente, t> y t; corresponden al tiempo final e inicial del crecimiento
exponencial en dias; K es el resultado expresado en numero de divisiones por dia.

Se calculd el tiempo de generaciéon (tg) a partir de la tasa de crecimiento

mediante la ecuacion propuesta por Guillard (1973):
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ty = 0.301/K

Una vez obtenidas las curvas de crecimiento de ambas cepas, se identificaron

la fase de aclimatacion, exponencial, estacionaria y de decaimiento.
6.7 Experimentacion de interacciones alelopaticas
6.7.1 Calculos de biovolumen de las cepas

Durante el desarrollo de los cultivos se realizaron mediciones del tamafio celular
de ambas especies, a través del calculo del biovolumen con la férmula propuesta por
Hillebrand et al. (1999) con la modificacion de Sun & Liu (2003):

V—Tr b
=z °a c

Donde a corresponde a la longitud en vista ventral, b es el ancho en vista lateral,

c representa la altura y V es el resultado expresado en ym? del biovolumen.
6.7.2 Cultivos madre para experimentos de interaccion

Se realizaron cultivos de los aislados s/i 74 y s/i 75 en medio GSe en matraces
de 1 L, con un volumen de cultivo de 600 mL. Los cultivos monoclonales se
mantuvieron en las mismas condiciones mencionadas en el apartado 6.2. A partir de
estos cultivos se tomé el inoculo en la fase exponencial tardia para realizar los

experimentos de interaccion.
6.7.3 Experimentos de alelopatia. Cultivos con contacto celular
6.7.3.1 Cultivos mixtos en cajas multipozos

Se realizaron cultivos monoclonales de las cepas s/i 74 y s/i 75. Una vez que
los cultivos alcanzaron la fase exponencial tardia, se tomaron muestras para iniciar los
cultivos de contacto celular.

Los cultivos se realizaron en cajas de cultivo celular de 96 pozos con volumenes
de 200 pL de medio GSe. Se inocularon con densidades iniciales en proporciones de
biovolumen 1:1 (6 células de A. thermaheum: 1 célula de Coolia), 1:2 (6 células de A.
thermaheum: 2 células de C. malayensis)y 2:1 (12 células de A. thermaheum: 1 célula
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de C. malayensis) como cultivos de ambas especies con contacto entre si. Cada
proporcion se realizd6 con 10 réplicas. Para el control se utilizaron las mismas
concentraciones celulares en cultivos monoalgales para descartar una posible
autoinhibicion. Se realizaron conteos celulares de todo el pozo cada segundo dia
durante 14 dias para determinar los cambios en las densidades celulares bajo un

microscopio invertido Axio Vert. A1 a 200x.
6.7.3.2 Matraces de alelopatia

Los matraces de alelopatia fueron disefiados a partir del modelo propuesto por
Paul et al. (2013) y Ternon et al. (2018), tipo camara de cultivo (Fig. 3). Estos constan
de dos recipientes de vidrio en forma tubular de 25 cm de largo y una base ligeramente
céncava, una apertura con el borde plano de 5.5 cm en la parte media y un cuello
redondo de 2.5 cm en la parte superior para un volumen final de 500 mL. Este modelo
se eligio porque permitid cultivar especies epibentonicas. Ambos recipientes, se
unieron con empaques de teflon y una abrazadera de plastico atornillable, para
garantizar su sellado a prueba de fugas. La apertura superior se utilizé para llenar con
medio e inocular en cada tratamiento. Todos los recipientes fueron esterilizados bajo
las mismas condiciones que se menciona en el apartado 6.2 y antes de su uso, se

ensamblaron en una campana con mechero.

-
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Figura 3. Matraz de alelopatia, compuesto de dos camaras tubulares.
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6.7.3.3 Cultivos mixtos en matraces de alelopatia

Se realizaron los experimentos para los cultivos en contacto celular en
volumenes de 300 mL por triplicado en medio GSe para analizar los efectos de la
dominancia entre ambas especies. Se disefiaron dos experimentos de cultivos mixtos
de A. thermaheum (sli 74) y C. malayensis (s/i 75), iniciando con una densidad celular
en la proporcion 1:1 de 2.72 x 103+ 386 cel mL"'y 267 + 85 cel mL™', respectivamente.
En la proporcion 1:2 las densidades utilizadas fueron 3.52 + 5.15 x 103cel mL"y 1.18
x 103 + 143 cel mL", respectivamente. Se inocularon ambas especies con las
proporciones de cada tratamiento para su interaccion directa. Como controles se
utilizaron las mismas concentraciones celulares en cultivos monoclonales, para
descartar un efecto de autoinhibicion. Los experimentos se mantuvieron durante 14

dias.
6.7.4 Experimentos de alelopatia. Cultivos sin contacto celular
6.7.4.1 Cultivos sin contacto celular en matraces de alelopatia

Se realizaron los experimentos para los cultivos sin contacto celular en
volumenes de 300 mL por triplicado en medio GSe para analizar los efectos de la
produccion de sustancias aleloquimicas sin contacto celular entre las especies. Estos
experimentos se llevaron a cabo con los cultivos en fase exponencial tardia de A.
thermaheum y C. malayensis en las proporciones de biovolumen 1:1 y 1:2. En cada
experimento se colocé una membrana de fibra de vidrio GF/F Whatman™ de 2.5 um
de tamafio de poro en la parte media para evitar el contacto celular entre las especies.

En la proporcion 1:1, cada camara se llené con un volumen final de 150 mL, se
coloco la membrana de fibra de vidrio GF/F Whatman™ de 2.5 um. Las densidades
celulares iniciales de A. thermaheum fueron de 3.13 x 103 + 329 cel mL' y de C.
malayensis 810 + 107 cel mL-"'. El experimento tuvo una duracién de 10 dias debido a
que la membrana se rompio por el contacto prolongado con el cultivo. Considerando
tal efecto, se decidid6 cambiar a una malla de nylon de 5 pm en la proporcién 1:2 (A.
thermaheum: C. malayensis).

En el experimento de la proporcion 1:2, cada camara se llen6é con un volumen
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final de 150 mL, se coloc6 una membrana de nylon con un poro de tamafo de 5 um.
Las densidades celulares iniciales de A. thermaheum fueron de 1.36 x 10% + 262 cel
mL-'y de C. malayensis 2.07 x 103+ 206 cel mL-. Los cultivos se mantuvieron durante
14 dias.

6.7.5 Experimentos de alelopatia. Exposicion a medios de cultivo filtrados
6.7.5.1 Cultivos con filtrados celulares en matraces de alelopatia

Se realizaron los experimentos para los cultivos sin contacto celular en
volumenes de 300 mL por triplicado, para determinar la actividad alelopatica entre las
especies inducida por sustancias quimicas o exudados celulares liberados en el medio
de cultivo como parte de su metabolismo.

Las especies se cultivaron en la fase exponencial tardia. Estos cultivos se
centrifugaron a 3,500 x g durante 20 min a 20 °C para obtener un sobrenadante libre
de células. Los sobrenadantes de A. thermaheum y de C. malayensis se filtraron a
través de una membrana estéril de fibra de vidrio GF/F Whatman™ de 0.7 ym de
tamano de poro y posteriormente a través de una membrana de fibra de vidrio
Ahlstrom-Munksjo de 0.4 ym de tamano de poro, con una bomba manual en
condiciones estériles para obtener los filtrados celulares. Los filtrados se ajustaron a
un pH de 7.5. Posteriormente, se realizaron los experimentos en los matraces de
alelopatia con exposicion a los filtrados celulares de A. thermaheum y C. malayensis
a una concentracion de 50 y 100% del volumen final. Los filtrados celulares con una
concentracion de 50% se obtuvieron a partir de una densidad celular total de 1.06 x
10°cel mL"de A. thermaheumy de 1.13 x 10% cel mL-' de C. malayensis; mientras que
los filtrados al 100% se obtuvieron de una concentracién celular total de 9.77 x 10* cel
mL-"de A. thermaheum y de 1.30 x 10* cel mL"" de C. malayensis. Se inocularon con
la cepa de C. malayensis con una densidad celular inicial de 948 + 164 cel mL-'y 1.22
x 103 + 244 cel mL-", respectivamente. El tratamiento control fueron los monocultivos,
a los cuales se les agreg6 el mismo volumen de sus propios filtrados celulares y otro
control consistié en agregar medio de cultivo GSe. El experimento tuvo una duracion
de 14 dias.
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6.7.6 Conteos y observaciones morfolégicas

Los datos de las densidades celulares se obtuvieron tomando 5 mL de cada lote
experimental; estos se fijaron con Lugol acido y se realizaron conteos celulares en una
camara de Sedgewick-Rafter en un microscopio invertido Axio Vert. A1 a 200x. Los
efectos de cada tratamiento se registraron mediante observaciones de los cambios
morfolégicos de las células vivas que se describieron y documentaron mediante el
registro fotografico. Se registro el tamafio de las células, los detalles del proceso
reproductivo, las evidencias de las células lisadas, las deformaciones y/o la pérdida de

movilidad.
6.7.6 Pruebas estadisticas

Para establecer las diferencias entre los tratamientos control y los efectos del
tratamiento en interaccién se realiz6 una comparacion de las medias mediante un
analisis de varianza (ANDEVA) (a =0.05). Para establecer la normalidad de los datos
se realizé una prueba de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, y una prueba a
posteriori de Kruskall Wallis en la paqueteria de acceso libre de R y RStudio v4.0.5

(https://www.rstudio.com/).

VII. RESULTADOS
7.1 ldentificacion morfolégica y determinaciéon taxonémica
7.1.1 Amphidinium sp.

Cepa: s/i73

Células fotosintéticas biflageladas con forma ovoide a elipsoidal en vista ventral
(Figs. 4A-B, 5A-B), dorsoventralmente comprimidas, mas anchas en la parte media y
en el extremo posterior antapical (Figs.4C-D, 5C-D). Longitud de 20 a 50 ym (£ 7.72,
n =46)y de 14 a 32 ym de ancho (+ 4.41, n = 46). La relaciéon largo-ancho (L/A) es de
1.15 a 2.20 ym (x 0.17, n=46). El epicono es aplanado en la parte apical con una
longitud de 3 a 10 um (x 2.17, n= 25) y esta ubicado en la parte central de la célula.

En vista ventral presenta forma triangular con una base plana y la punta esta desviada
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hacia la izquierda. El angulo de la punta anterior derecha es casi de 90° y el angulo de
la punta izquierda es de aproximadamente 30°. El epicono se sobrepone ligeramente
hacia el lado anterior del hipocono. El hipocono es mas ancho en la parte media de la
célula con forma eliptica a redonda; en la mayoria de los casos es simétrico, en raras
ocasiones, no. El cingulo es descendente ligeramente desplazado con forma de V, del
cual deriva el flagelo transversal en forma de espiral. El flagelo longitudinal liso nace
de la insercion flagelar del sulco, localizada a un tercio de distancia de la parte
antapical y a la derecha del eje central, al inicio es estrecho y conforme se acerca a la
parte posterior del antapice se hace mas ancho (Figs. 4A-E, 5A-H). Presenta multiples
cloroplastos lobulados y alargados de coloracién dorado-marrén que irradian hacia la
periferia y estan dispersos en la parte central de la célula. Las pusulas son globulares,
presenta granulos incoloros dispersos en toda la célula. El nucleo esta en la parte
posterior de la célula y tiene una forma ovalada o de medialuna. Tiene una inclusion
globular redonda en la parte media, ubicada arriba del nucleo de coloracion naranja
(estigma), que en ocasiones no se observa (Figs. 4A-E). No se observaron pirenoides.

La division asexual es por fisibn binaria y se presenta en células con
movimiento. La division comienza en la parte antapical y termina de dividirse en dos
epiconos, el sulco permanece durante el proceso mitético (Figs. 4F-I, 5I-J). En raras
ocasiones se observan células con forma y movimiento ameboide mediante la
extensién de los epiconos, en el cual existe un paso del protoplasma, proceso
posiblemente derivado de la conjugacion sexual (Figs. 4J-L). Posteriormente, la célula
recupera su forma original. No se observaron planocigotos biflagelados, células
inmoviles, ni la formacién de quistes de reproduccion. Tampoco se observd
movimiento metabdlico. La cepa produce sustancias mucilaginosas, las cuales le
confieren la capacidad de adherirse al sustrato y estar embebidas dentro de estas
(Figs. 4M-0).

7.1.2 Amphidinium thermaeum Dolapsakis & Economou-Amilli 2009 (156, Figs. 1-47)

Cepa: s/i74
Células fotosintéticas biflageladas con forma variable, ovaladas, redondeadas

u ovoides en vista ventral, ligeramente comprimidas dorsoventralmente, en ocasiones
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la parte media de la célula es mas ancha que los extremos anterior y posterior (Figs.
6A-G, 7A-C). Longitud de 10 a 31 um (x 4.23, n = 89) y de 7 a 24 ym de ancho (+ 3.4,
n = 89), la relacion L/A es de 0.9 a 2 ym (x 0.28, n = 89). El movimiento es metabdlico
y metamorfico la mayor parte del tiempo (Figs. 6H-L). El epicono es pequefio con forma
de lengua doblada y desviado hacia la izquierda; nace del lado ventral del apice del
hipocono y se extiende hacia la parte dorsal. El epicono puede presentar una elevacion
apical pequefia que cubre la parte anterior del hipocono (Figs. 6A-C, 7A-C). El flagelo
transversal se origina del epicono (Figs. 6A-B, 7F). El hipocono es asimétrico,
redondeado en la parte antapical, truncado u oblicuo con lados convexos. En
ocasiones, el lado derecho del hipocono tiende a ser mas convexo que el izquierdo
(Figs. 6A-C, 7A-C). El cingulo esta desplazado y descendente en vista ventral y dorsal
(Figs. 6A-D, 7A-D). En la parte central de la célula en vista ventral, se encuentra el
sulco como una hendidura profunda de donde se origina el flagelo longitudinal. El
flagelo longitudinal esta insertado aproximadamente a 1/6 de la parte media de la
célula. La parte sulcal presenta una curvatura hacia la derecha y continua con una
ligera inclinacion hacia la izquierda de manera profunda y ancha; posteriormente se
desvanece antes de llegar a la parte antapical. Hay una cresta estrecha y prominente
en vista ventral que recorre la insercién flagelar en forma de V (Figs. 6C-D, Figs. 7A-
B). El cloroplasto es de coloracién dorada, lobulado y largo que irradia hacia la periferia
de la célula desde el pirenoide. El pirenoide es redondo, esta ubicado en el centro de
la célula, envuelto en almidon en forma de anillo. Frecuentemente se observan
granulos de almacenamiento y asimilacidon, pequefias inclusiones globulares rojas en
toda la célula, posiblemente derivados de productos de degradacion. Presenta pusulas
pequefas alrededor del pirenoide (~ 2). El nucleo es redondo u ovalado y esta ubicado
en la parte posterior del hipocono (Figs. 6A-G).

La cepa produce sustancias mucilaginosas espesas, gelatinosas y acuosas,
forma estratos o capas tanto en el fondo como en el sobrenadante, que les confieren
la capacidad de adherirse al sustrato y estar embebidas dentro de estas (Figs. 6K-L).
Se observaron células esféricas en la fase de cultivo exponencial temprana, que
presentaban movimiento reducido. Las células alargadas y ovoides con movimiento

metabdlico activo se observaron durante la fase exponencial tardia y estacionaria.
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Amphidinium thermaeum presenta procesos de reproduccion asexual mediante
fision binaria, formacién de quistes hialinos temporales, y un proceso sexual por
conjugacion (Fig. 8). La division asexual por fisidn binaria en células moviles comienza
en el hipocono formando una ranura longitudinal (Figs. 8A-B) y termina dividiéndose
en dos epiconos. El sulco permanece durante el proceso mitético (Figs. 8C, 7G). En
raras ocasiones, las células comienzan a dividirse en dos epiconos, posteriormente
incrementan de tamafno de manera notoria. Durante la division, las células hijas
(amorfas) se retuercen entre si, y justo antes de la separacion, las dos células hijas se
encuentran conectadas por una estructura en forma de banda (Figs. 8C-F). No
pudimos observar cémo se lleva a cabo la transformacion de la siguiente fase. Este
proceso de reproduccidon se observd durante la fase de crecimiento exponencial del
cultivo.

La division celular en los quistes hialinos se realiza en una sola o en multiples
divisiones dentro del mismo quiste (Fig. 9). Las células dentro de los quistes no
presentan movimiento. Los sacos hialinos parecen tener doble capa, contienen
paquetes por numero de pares de células (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, >16), estan cubiertos
por granulos y una sustancia mucilaginosa (Figs. 10A-l). Generalmente se presentan
en las fases de aclimatacion hasta la exponencial tardia. Posteriormente, los quistes
maduran y liberan células de vida libre (Figs. 9J-K). Cuando no existen las condiciones
propicias para su desarrollo, como en agitacion continua, se mantienen los quistes sin
madurar a lo largo de todo el cultivo. Las células dentro de los quistes presentan una
morfologia ovalada de forma irregular con las estructuras retraidas (no lisas); algunas
llegan a desarrollar por completo el epicono (Figs. 9A-F, 7J). Los quistes se encuentran
embebidos en gruesas matrices mucilaginosas (Fig. 9L).

La reproduccién por conjugaciéon sexual comienza con la division celular (Fig.
10A), posteriormente, mediante células con forma y movimiento ameboide, los
epiconos se extienden y se conectan como probdscide en cada célula, y se observa
transferencia del protoplasma entre ambas células (Figs. 10B-D, 7H). Al terminar la
reproduccion por conjugacion sexual la célula recupera su forma original. Este proceso
se observd en raras ocasiones, unicamente en cultivos en cajas multipozos. No se

observaron planocigotos biflagelados.
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Todos los procesos de reproduccion pueden llevase a cabo simultaneamente.
Localidad tipo: Golfo de Thermaikos, Grecia.
Holotipo: (Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009), (157, Fig. 1).
Distribucién: Golfo de Thermaikos, Grecia dentro del Mar Egeo; Australia y Nueva
Zelanda (Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009; Murray et al., 2012; Rhodes & Smith,
2019; Rhodes et al., 2020).
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Figura 4. Células vegetativas de Amphidinium sp. (s/i 73) en microscopia fotonica.
A-B) vista ventral, C) vista dorsal, D) vista lateral, E) células vegetativas en movimiento, F-G)
células en divisién por fision binaria en vista ventral, H) células en division por fisién binaria en
vista dorsal, ) proceso de separacion de las células hijas J-L) células ameboides en
conjugacion sexual, M-O) células en movimiento e inmersas en mucilago. C= cingulo, E=
estigma, FL= flagelo longitudinal, FT= flagelo transversal, N= ndcleo, Pu= pusula, * granulos
incoloros.
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Figura 5. Células vegetativas de Amphidinium sp. (s/i 73) en microscopia electrénica de
barrido.
A) vista ventral, B) vista dorsal, C) vista lateral, E-F) vista apical, G-H) flagelo longitudinal vista
antapical con invaginacion, 1) células en division por fisidon binaria en vista ventral, J) células
vegetativas en vista ventral. C= cingulo, FL= flagelo longitudinal, S= sulco.
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Figura 6. Células vegetativas de Amphidinium thermaeum (s/i 74) en microscopia fotonica.
A-D) vista ventral, E-G) células vegetativas redondas y esféricas en movimiento, H-1) células
vegetativas elipsoidales u oblongas en movimiento, J) células con movimiento metabdlico, K-
L) células embebidas en mucilago. C= cingulo, FL= flagelo longitudinal, FT= flagelo
transversal, N= nucleo, Pi= pirenoide, Pu= pusula, * granulos incoloros.
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Figura 7. Células vegetativas de Amphidinium thermaeum (s/i 74) en microscopia electrénica
de barrido.

A-C) vista ventral, D) vista lateral, E) vista dorsal, F) flagelo transversal del epicono, G) células

en fisién binaria en vista apical, H) células en conjugacion sexual, J) quiste de reproduccion.

C= cingulo, FL= flagelo longitudinal, FT= flagelo transversal, S= sulco.

46



Figura 8. Proceso de reproduccion por fision binaria de Amphidinium thermaeum (s/i 74) en
microscopia fotonica.
A) inicio de la divisién en el hipocono, B) ranuras longitudinales en células hinchadas, C) las
dos células hijas inicialmente se separan en el antapice y los epiconos son las ultimas partes

en dividirse; D-F) células amorfas en movimiento, inicio de la division en el epicono. FT= flagelo
transversal.
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Figura 9. Proceso de reproduccion por quistes hialinos de Amphidinium thermaeum (s/i 74)
en microscopia foténica.
A) quiste rodeado de una doble membrana hialina, B-G) células enquistadas en divisién, H-I)
grupo de células enquistadas con multiples divisiones, J-K) quites maduros liberando células
vegetativas con movimiento, L) quites embebidos en mucilago.
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Figura 10. Proceso de reproduccion por conjugacion sexual de Amphidinium thermaeum (s/i
74) en microscopia fotdnica.
A) células en division, B-C) dos células ameboides en una posible conjugacion sexual con una
prolongacion de los epiconos, D) fusién de los dos epiconos prolongados (probéscide).

7.1.3 Coolia malayensis Leaw, P.-T.Lim & Usup in Leaw et al. 2001 (164, Figs. 1-6)

Cepa: s/i 75

Células fotosintéticas biflageladas, solitarias y tecadas (presentan placas de
celulosa). Tienen forma redonda a esférica en vista dorsoventral (Figs. 11A-C, 12A-B)
y oblicuamente redondeada o elipsoidales en vista lateral (Figs. 11H, 12C-F). En vista
apical y antapical son casi esféricas, en esta ultima con una ligera hinchazén del lado
izquierdo (Figs. 11D-G, 12G-l). En vista ventral mide de 28 a 42 ym de largo (+ 3.37,
n =45)yde 27 a 38 uym de ancho (x+ 2.60, n = 45), la relacién largo-ancho (L/A) es de
0.79 a 1.26 um (x 0.10, n=45), y en vista apical mide de 28 a 39 ym de largo (x 2.53,
n=236)yde 27 a 38 uym de ancho (+ 2.63,n=36), laL/Aesde 0.88a1.13 um (£ 0.06,
n = 31). La hipoteca es ligeramente mas grande que la epiteca. Presenta numerosos
cloroplastos discoides de color marron amarillento con distribucion radial en toda la
célula. El nucleo es subesférico o ligeramente elongado y esta ubicado en la parte

dorsal del hipocono. La pusula es grande y redonda, se encuentra en la unién con el
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cingulo y sulco (Figs. 11A-C). El flagelo longitudinal se origina del cingulo y el flagelo
transversal del sulco estrecho (Figs. 11C, E). Las células producen sustancias
mucilaginosas formando redes y estratos, tanto en el fondo como en el sobrenadante.
Dentro de estas redes de mucilago se llevan a cabo los procesos reproductivos;
también pueden estar células embebidas dentro de este (Figs. 11J-K).

La tabulacion de las tecas empleada para la identificacion de la cepa de C.
malayensis fue propuesta por Leaw et al. (2010): Po, 3’, 7" 6¢, 6(s), 57, 2””. La
superficie de las tecas es lisa con poros grandes avalados y redondos distribuidos
irregularmente. En la epiteca, el complejo del poro apical (CPA), con un poro apical
(Po) recto o curveado, puede estar abierto o estrecho, con una longitud de 3 a 5 ym (z
0.78,n=9), anchode 1a 2 ym (£ 0.4, n =7) y una proporcion de la L/Ade 2 a 3 ym
(£ 0.32, n =7) (Figs. 12 K-L). El CPA esta dorsalmente desplazado y contiguo a las
placas apicales 2’, 3’ y 4”. El poro apical se desplaza con una hendidura alargada hacia
el lado dorsal izquierdo del apice (episoma); por lo tanto, el eje de la célula se inclina
dorsoventralmente (Figs. 12C-H). La placa 2’ es la mas pequefia de la serie apical y
dentro alberga al poro apical. La tercera placa apical (3’) es cuadrangular en la mayoria
de los casos, contigua con las placas del CPA, 1’, 2’, 47, 5” y 6”. La primera placa
apical (1’) es oblonga y hexagonal, el margen derecho es estrecho y alargado. La sexta
placa precingular (6”) es la mas ancha de la epiteca, contigua a las placas 1’, 3’, 5" y
7”. La séptima placa precingular (7°) es pequefia y cuadrangular con
aproximadamente de seis a nueve poros (n = 5), una longitud de 4 a 7 ym (x 1.39,
n=5),anchode 4 a7 ym (£ 1.5, n =5), y relacién de L/Ade 0.8 a1 ym (x 0.07, n = 5)
(Figs. 12 F-H). El cingulo es estrecho, profundo, descendente y esta cubierto de poros.
El sulco es profundo, corto y ancho hacia el antapice. Dentro del sulco se encuentran
las placas sulcales: la placa anterior sulcal (S.a.), la placa izquierda anterior sulcal
(S.s.a.), la placa derecha anterior sulcal (S.d.a.), la placa izquierda posterior sulcal
(S.s.p.), la placa derecha posterior sulcal (S.d.p.), la placa posterior sulcal (S.p.) que
se compone de la placa derecha posterior sulcal (S.p.a) y la placa izquierda posterior
sulcal (S.p.B) que se encuentran contiguas a las placas postcingulares 5, 17 y 2",
La primera y la segunda placa antapicales (1”” y 2””) estan separadas por el sulco. La
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placa 2 presenta una forma triangular, la cual se encuentra rodeada por las placas
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4 3 y 1", sin tocar con las placas 5’ y 2 (Figs. 12A-C).

En la hipoteca, la tercera placa postcingular (3”) es la placa mas grande y ancha
con una longitud de 15 a 21 ym (x 2.61, n =5), un anchode 11 a 19 ym (+ 3.37, n =
5) y una relacion de L/A de 0.8 a 1.6 ym (£ 0.31, n = 5), se encuentra contigua a las
placas antapicales 4 y 2"”. La placa 2"’ es mas ancha en vista ventral y la placa 4’”
es mas larga en vista antapical (Figs. 12A-C, I).

El proceso de reproduccion asexual es mediante fision binaria y la formacion de
quistes temporales. El proceso sexual se lleva a cabo por conjugacién, formacion de
gametos y posiblemente mediante la formacién de quistes temporales. Durante los
procesos de reproduccion asexual y sexual se observaron células con gran variabilidad
en los morfotipos, desde células pigmentadas y oscuras, células con granulaciones
anaranjadas, células pequenfas e incoloras y quistes temporales con una pared celular
delgada (Figs. 13, 14, 15).

El proceso de reproduccién asexual se realiza mediante fusién binaria. Inicia
con la division del nucleo, dando lugar a un nucleo doble, de mayor tamafo, que
comparte las mismas placas tecales, proceso conocido como desmoquisis (Figs. 13A-
C). Posteriormente, comienza la citoquinesis, que es la separacion del citoplasma que
da lugar a dos células hijas flageladas que se dividen gradualmente a lo largo de la
parte central celular y terminan la division en el poro apical (Figs. 13D-F). También se
observaron células con multiples divisiones, formando triadas unidas en la parte apical
y antapical (Figs. 13G-H).

En el proceso de reproduccidon sexual se observaron células de diferente
tamafio, los gametos flagelados con movimiento se diferencian de las células
vegetativas por ser pequefios; contienen cromosomas condensados que cubren casi
toda la célula, presentan menor numero de cloroplastos y la pigmentacion es casi nula,
presentan vacuolas y granulaciones translucidas (Figs. 14A-C). Conforme aumenta la
edad del cultivo, aumentan de tamano, recuperan la pigmentacion y la forma de una
célula vegetativa (Figs. 14D-G).

Las parejas de gametos en apareamiento se unen en la region sulcal (Fig. 15A).
También se pueden fusionar mediante conjugacion con gametos del mismo tamafo

(isogamia) (Figs. 15B-D) o gametos de diferente tamafo (anisogamia) (Figs. 15E-F).
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Los gametos en apareamiento presentan movimiento con un patrén giratorio. No se
observaron planocigotos biflagelados.

Los quistes temporales presentan una pared hialina delgada de una sola capa,
son de corto plazo y posiblemente derivan del ciclo vegetativo o de los cigotos (Figs.
16A-C). Posteriormente, mediante ecdisis se desprenden las placas tecales que se
encuentran adheridas en la parte superior de la pelicula (Fig. 16D). Esta germinacion
libera una célula desnuda que comienza a dividirse (Figs. 16E-F). Los quistes
temporales se encuentran embebidos en estratos de una matriz mucilaginosa (Fig.
16G-I).

Localidad tipo: Kota Kinabalu, (05° 59' N, 116° 04' E), Sabah, Malasia, Sur del mar de
China.
Holotipo: (Leaw et al., 2010), (164, Fig. 1, cepa CmSAQ01). Cepa CmSAO01 depositada

en la Coleccién de Cultivos de Microalgas de la Universidad de Kebangsaan, Malasia.
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Figura 11. Células vegetativas de Coolia malayensis (s/i 75) en microscopia fotonica.
A-C) vista ventral, D-F) vista apical. G) vista antapical, H) vista lateral, |) células vegetativas
en movimiento, J) agregado celular unido por mucilago, K) red mucilaginosa con células
embebidas. A= apice, An= antapice, C= cingulo, D= dorsal, FL= flagelo longitudinal, FT=
flagelo transversal, N= nucleo, Pu= pusula, S= sulco, V= ventral.
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Figura 12. Células vegetativas de Coolia malayensis (s/i 75) en microscopia electrénica de
barrido.
A-B) vista ventral, C-E) vista lateral, F-G) vista dorsal, H) vista apical, I) vista apical, 1) vista
antapical, J) complejo sulcal, K-L) complejo del poro apical (Po). C= cingulo, Su= sulco.
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Figura 13. Proceso de reproduccion por fision binaria de Coolia malayensis (s/i 75) en
microscopia fotonica.
A-C) divisidn del nucleo, D-F) células hijas en proceso de separacion a partir del poro apical.
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Figura 14. Estados de las células vegetativas del proceso sexual de Coolia malayensis (sli
75) en microscopia fotdnica.
A-C) gametos incoloros en movimiento con los cromosomas condesados D-G) células
vegetativas y gametos en movimiento. Cr= cromosomas.

Figura 15. Proceso de reproduccion por conjugacion sexual de Coolia malayensis (sli 75) en
microscopia fotonica.

A-B) isogametos alineados lateralmente para la fertilizacion, C-D) isogametos fusionados

formando un puente para la fertilizacién, E-F) anisogametos fusionados.
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Figura 16. Proceso de reproduccion sexual mediante quistes temporales de Coolia
malayensis (s/i 75) en microscopia fotdnica.
A-C) quiste temporal rodeado con una membrana hialina delgada, D) ecdisis, F-E) liberacién
de célula inmovil en divisidon, G-H) quistes embebidos en mucilago y membranas vacias, 1)
células vegetativas en movimiento.

7.1.4 Coolia malayensis Leaw, P.-T.Lim & Usup in Leaw et al. 2001 (164, Figs. 1-6)

Cepa: s/i 76

Células fotosintéticas biflageladas solitarias y tecadas. Presentan forma
redonda a esférica en vista dorsoventral (Figs. 17A-C, 18A-B) y oblicuamente
redondeadas o elipsoidales en vista lateral (Figs. 17F, 18C). En vista apical y antapical
son casi esféricas; en esta ultima se observa una ligera hinchazén del lado izquierdo
(Figs. 17D-E, 18E-G). La longitud en vista ventral es de 30 a 41 um de largo (£ 4.29, n
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=42), de 23 a 40 ym de ancho (+ 4.37, n =42), y tienen una relacién largo-ancho (L/A)
de 0.91 a 1.40 um (x 0.08, n = 42). En vista apical miden de 23 a 37 um de largo (x
3.72,n =31) y de 23 a 38 ym de ancho (x 3.72, n = 31), la relacion L/A es de 0.89 a
1.10 um (£ 0.05, n = 31). La hipoteca es ligeramente mas grande que la epiteca.
Presenta numerosos cloroplastos discoides de color marron amarillento con
distribucion radial en toda la célula. El nucleo es subesférico o ligeramente elongado
ubicado en la parte dorsal del hipocono. La pusula es grande y redonda, se encuentra
contigua en la unién con el cingulo y sulco. El flagelo longitudinal se origina del cingulo
(Figs. 17A-C). Las células producen sustancias mucilaginosas formando redes y
estratos tanto en el fondo como en el sobrenadante. Dentro del mucilago se llevan a
cabo los procesos reproductivos y también pueden estar células embebidas dentro de
este (Figs. 17J-K).

Se utilizé la tabulaciéon propuesta Leaw et al. (2010) para realizar la
identificacion de C. malayensis: Po, 3, 7” 6c¢, 6(s), 57, 2””. La superficie de las tecas
es lisa con poros grandes ovalados y redondos con distribucion irregular. Los poros
presentan pequenas perforaciones dentro (Fig. 18H). En la epiteca, el complejo del
poro apical (CPA) contiene un poro (Po) recto o curveado y alargado en algunos casos,
puede estar abierto o estrecho, mide de 3 a7 um (x 1.45, n = 5) de longitud, de 1.17 a
1.7 ym (£ 0.28, n = 5) de ancho y tiene una relacion de L/IAde 3 a4 uym (£ 0.5, n = 5).
El CPA esta dorsalmente desplazado y contiguo a las placas apicales 2°, 3’ y 4” (Fig.
18l). El poro apical se desplaza con una hendidura alargada hacia el lado dorsal
izquierdo del apice, por lo tanto, el eje de la célula se inclina dorsoventralmente (Figs.
18C-E). La placa 2’ es la mas pequeia de la serie apical y dentro de ella se encuentra
el poro apical. La placa 3’ es cuadrangular en la mayoria de los casos, contigua con
las placas del CPA, 1°, 2’,4”, 5” y 6”. La placa 1’ es oblonga y hexagonal; el margen
derecho es estrecho y alargado. La placa mas ancha de la epiteca es la 6” que esta
contigua a las placas 1’, 3’, 5” y 7”. La séptima placa precingular (7”) es pequefa y
cuadrangular con aproximadamente siete poros (n = 3), con una longitud de 3 a 4.5
pm (£ 0.3, n=3), un anchode 4 a 5.8 um (x 0.78, n = 3) y una relacién de L/A de 0.7
a1pum (x 0.9, n=3) (Figs. 18A, F). El cingulo es estrecho, profundo, descendiente y
se encuentra rodeado de poros. El sulco es profundo, corto y ancho hacia el antapice.
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Dentro del sulco se encuentran las placas sulcales S.a., S.d.a., S.d.p y S.p, estas se

encuentran contiguas a las placas postcingular 5°”, 1”7 y 2””. La primera y la segunda

placas antapicales (17 y 2””) estan separadas por el sulco. La placa 2”” presenta una
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forma triangular, la cual se encuentra rodeada por las placas 4™, 3 y 1", y no estan
en contacto con las placas 5’ y 2’ (Figs. 18A-B).

En la hipoteca, la tercera placa postcingular (3”) es la placa mas grande y ancha
con una longitud de 13 a 20 ym (x 3.43, n =3),anchode 11a16 um (£ 1.91,n=3) y
tienen una relacion L/A de 1 a 1.4 ym (x 0.08, n = 3); se encuentra contigua a las
placas antapicales 4’ y 2", La placa 2" es mas ancha en vista ventral y la placa 4’
es mas larga en vista antapical (Figs. 18D-E, G). En esta cepa se observé unicamente
el proceso de reproduccion mediante fision binaria como se describe en el apartado

7.1.3 para la cepa s/i 75 (Figs. 17G-H).
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Figura 17. Células vegetativas de Coolia malayensis (s/i 76) en microscopia fotonica.
A-C) vista ventral, D) vista apical. E) vista antapical, F) vista lateral, G) fusién de gametos, H)
fision binaria por finalizar, 1) células vegetativas en movimiento, J-K) agregados y red
mucilaginosa con células embebidas. A= apice, An= antapice, C= cingulo, CPA= complejo del
poro apical, D= dorsal, FL= flagelo longitudinal, FT= flagelo transversal, N= nucleo, Pu= pusula,
S= sulco, V= ventral.
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Figura 18. Células vegetativas de Coolia malayensis (s/i 76) en microscopia electrénica de
barrido.
A) vista ventral y apical, B) vista ventral y antapical con detalle del complejo sulcal, C) vista
lateral, D-E) vista dorsal, F) vista apical, G) vista antapical, H) poros con perforaciones, |)
complejo del poro apical (Po). C= cingulo, Su= sulco.

7.2 ldentificacién molecular y analisis filogenético

A partir de las cuatro cepas de estudio, se lograron amplificar y secuenciar los
aislados de cultivos clonales de A. thermaeum (s/i 74) y C. malayensis (s/i 75y s/i 76).
Para la cepa de Amphidinium sp. (s/i 73) no se logré obtener informacion molecular.
La identificacion de las especies fue evaluada mediante la reconstruccion de los
analisis filogenéticos de Maxima Parsimonia (MP), Maxima Verosimilitud (MV) e

Inferencia Bayesiana (IB). A partir de secuencias parciales de la region LSU de las
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regiones D1/D3 del ADNr se confirm¢ la identidad molecular de la cepa s/i 74 como A.
thermaeum, y C. malayensis para las cepas s/i 75y s/i 76 (Figs. 19-20). Los analisis
filogenéticos de MV e IB presentaron una topologia similar, excepto por la distribucion
de algunas muestras de los clados principales en el interior del flograma.

Se obtuvo una secuencia consenso de la cepa s/i 74 con longitud de 578 pares
de bases, la cual se incluy6 en una matriz de 54 secuencias con una longitud 815 pares
de bases del género Amphidinium. Se consideraron las especies Karlodinium armiger
(DQ114467), Heterocapsa steinni (LC541732) y Heterocapsa minima (LC541733)
como grupos externos. En la reconstruccion filogenética la cepa s/i 74 se agrupo dentro
del clado de A. thermaeum con un valor de soporte de bootstrap de 100 para MP, y de
100 para MV, con una probabilidad posterior de 1.0 para IB. Esta rama esta integrada
por los especimenes JQ394809 aislados del Golfo de Thermaikos en Grecia y
GQ200834 de Australia, asi como los especimenes contiguos, KY070364 de la Bahia
de Cofresi en la Republica Dominicana y KY070365 de Cayo Siesta en Florida, EUA
(Fig. 19). Las secuencias de A. thermaeum s/i 74, JQ394809 y GQ200834 se
caracterizaron por presentar una guanina en la posicion 536 y una citocina en la
posicion 380, con respecto a los especimenes contiguos.

Para las cepas de C. malayensis (s/i 75 y sl/i 76) se obtuvieron secuencias
consenso para cada una, con longitud de 673 y 209 pares de bases, respectivamente.
Estas se incluyeron en una matriz de 65 secuencias con una longitud 661 pares de
bases del género Coolia. Se considerd a la especie Ostreopsis ovata (FM994897,
FM994895) como grupo externo. En la reconstruccion filogenética las cepas s/i 75 y
s/i 75 se agruparon dentro del clado de C. malayensis con un valor de soporte de
bootstrap de 60 para MP, y de 97 para MV, con una probabilidad posterior de 1.0 para
IB. Sin embargo, el aislado de la cepa s/i 75 formd una rama separada, dando lugar a
un haplotipo diferente al aislado de s/i 76 junto a s/i 72. Ambas ramas son contiguas a
los especimenes MT295365 procedente de Brasil, KJ422854 de la Isla Rarotonga en
Nueva Zelanda y de KP172278 de Carolina del Norte, E.U.A. (Fig. 20). Las secuencias
se caracterizaron por presentar diferencias en la posicion 382, donde s/i 75 contiene
una adenina y s/i 76 una timina, asi como en la posicién 417, el cambio es de una

adenina a timina, respectivamente.
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Figura 19. Analisis filogenético de Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana del género Amphidinium inferido a partir de la subunidad larga de la LSU del
ADNr (D1/D3).

Los valores de soporte en los nodos muestran los valores de bootstrap para MP y MV, la

probabilidad posterior de IB, respectivamente. La escala indica las sustituciones por sitio.
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Figura 20. Analisis filogenético de Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana del género Coolia inferido a partir de la subunidad larga de la LSU del ADNr

Los valores de soporte en los nodos muestran los valores de bootstrap para MP y MV, la
probabilidad posterior de IB, respectivamente. La escala indica las sustituciones por sitio.

(D1/D3).




7.3 Curvas de crecimiento
7.3.1 Curvas en cajas multipozos

Las curvas de crecimiento en cajas multipozos con volumenes de 240 pL y 1
mL sin agitacion y con agitacion se realizaron con ambas especies para estimar su
crecimiento y observar su adhesion a un sustrato artificial. Amphidinium thermaeum
(s/i74)y Coolia malayensis (s/i 75) presentaron patrones diferentes en cada condicion.
Ambas especies tuvieron una mayor densidad en el volumen de 1 mL y una mayor

tasa de crecimiento en 240 pL en los cultivos sin agitacion (Figs. 21-27, Tabla 2).
Amphidinium thermaeum (s/i 74)

Las curvas de crecimiento de A. thermaeun con agitacién en ambos volumenes
no mostraron crecimiento celular a partir del cuarto dia. El crecimiento se inhibid
completamente en los cultivos inoculados a partir de una célula, mientras que los
cultivos sin agitacion si presentaron crecimiento.

El cultivo en volumen de 240 uL (Fig. 21) se analizdé durante 26 dias para
establecer la curva de crecimiento. Esta curva present6 una fase de aclimatacion que
se extendid hasta el dia ocho, una fase de crecimiento exponencial hasta el dia 22 con
una densidad maxima de 9.72 x 103+ 8.57 x 10% cel mL"y finalmente una fase de
decaimiento gradual a partir del dia 24. Se obtuvo una tasa de crecimiento exponencial
de 0.33 + 0.003 div dia™* con un tiempo de generacion de 0.92 dia-! (Fig. 27, Tabla 2).

El cultivo en volumen de 1 mL se analizé durante 34 dias para establecer la
curva de crecimiento (Fig. 22). Present6 una fase de aclimatacion prolongada hasta el
dia 12, una fase de crecimiento exponencial pronunciada, que termind en el dia 24,
con una densidad maxima de 5.84 + 1.18 x 10* cel mL-! en el dia 26, a partir del cual
comenzo la fase de decaimiento y disminuyé el crecimiento de manera gradual. Se
obtuvo una tasa de crecimiento exponencial de 0.26 + 0.039 div dia™' y un tiempo de
generacién de 1.17 dia™' (Fig. 27, Tabla 2).

Ambas curvas de A. thermaeum se caracterizaron por presentar quistes hialinos
a lo largo del cultivo, células vegetativas de vida libre con movimiento y se observaron

los estadios del ciclo de vida como fisidn binaria, conjugacion y produccion de quistes
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hialinos. También se observaron células de vida libre y quistes hialinos embebidos en

capas mucilaginosas durante la fase exponencial.
Coolia malayensis (s/i 75)

Las curvas de crecimiento con agitacion para los volumenes de 240 uL y 1 mL
no presentaron crecimiento celular. A partir del segundo dia, el crecimiento los cultivos
inoculados con una célula se inhibieron, a diferencia de las curvas sin agitacién que
crecieron durante varios dias. El cultivo en 240 uL (Fig. 23) se analiz6é durante 18 dias
para establecer la curva de crecimiento. Este present6 una fase de aclimatacion corta
hasta el cuarto dia, una fase de crecimiento exponencial tardia hasta los 16 dias,
alcanzando una densidad maxima de 134 + 72.18 cel mL™, a partir de la cual comenzé
una fase de decaimiento abrupta. En la fase exponencial presentdé una tasa de
crecimiento de 0.43 +0.16 div dia™ y un tiempo de generacién de 0.71 dia™! (Fig. 27,
Tabla 2).

El cultivo de C. malayensis en un volumen de 1 mL (Fig. 24) se analizé durante
38 dias para establecer la curva de crecimiento. Se observé una fase de aclimatacion
prolongada hasta el dia 18, una fase de crecimiento exponencial que terminé a los 30
dias, con una densidad maxima de 1.77 + 1.34 x 10* cel mL" y posteriormente una
fase de decaimiento. La tasa de crecimiento exponencial fue de 0.24 + 0.01 div dia™
con un tiempo de generacion de 1.26 dia™' (Fig. 27, Tabla 2).

En ambas curvas no se present6 una fase estacionaria, ya que posterior a la
fase exponencial comenzo el declive celular; ademas, el patrén de crecimiento no fue
similar en ambas condiciones de cultivo. Coolia malayensis se caracterizd por
presentar células vegetativas de vida libre con movimiento, se observaron todas las
fases del ciclo de vida, ademas secretaban redes mucilaginosas con células adheridas
que aumentaban su densidad y grosor con forme transcurrian los dias de cultivo hacia

la fase exponencial y cubrieron la mayor parte del fondo del pozo.
7.3.2 Curvas en matraces Erlenmeyer

Se cultivaron ambas especies en 300 mL en matraces con agitacion a 100 rpm

para estimar su crecimiento, su produccién de mucilago y tratar de evitar la formacion
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de agregados celulares. Se observd que las densidades maximas y tasas de
crecimiento en este tratamiento fueron menores en comparacion con las curvas de

crecimiento en cajas multipozos (Figs. 25-27, Tabla 2)
Amphidinium thermaeum (s/i 74)

El cultivo se analizé durante 46 dias para establecer la curva de crecimiento.
Presentdé una fase de aclimatacion hasta el doceavo dia, seguida de una fase
exponencial hasta el dia 40 con una densidad maxima de 1.79 x 10*+ 2.10 x 103 cel
mL' y un declive inmediato en el crecimiento. Presenté una tasa de crecimiento
exponencial de 0.10 + 0.003 div dia'y un tiempo de generacion de 2.90 dia™'. Esta
especie no presentd una fase estacionaria por lo que una vez alcanzada la fase
exponencial tardia comenzo la fase de decaimiento (Fig. 25 y 27, Tabla 2). El cultivo
se caracterizd por presentar quistes hialinos embebidos en mucilago adheridos al

fondo y pocas células de vida libre en la fase exponencial.
Coolia malayensis (s/i 75)

El cultivo se analizé durante 68 dias para establecer la curva de crecimiento.
Presentd una fase de aclimatacion hasta el dia ocho, seguida de una fase exponencial
hasta el dia 44, alcanzando una densidad maxima de 9.78 + 2.52 x 10 cel mL™",
seguida de una fase de decaimiento. Se obtuvo una tasa de crecimiento exponencial
de 0.05 + 0.01 div dia™' y un tiempo de generacion de 5.86 dia™ (Fig. 26 y 27, Tabla 2).
Los cultivos de C. malayensis se caracterizaron por presentar células vegetativas con
movimiento y crecimiento lento, poca biomasa celular y agregados mucilaginosos. Por
este motivo, la fase exponencial de este tratamiento present6 densidades irregulares,

derivado de los agregados celulares que dificultaron la cuantificacion de las células.
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Figura 21. Curva de crecimiento de A. thermaeum (si/ 74) en placas multipozos de 240 pL.
Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (n = 15).
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Figura 22. Curva de crecimiento de A. thermaeum (si/ 74) en placas multipozos de 1 mL.
Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (n = 8).
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Figura 23. Curva de crecimiento de C. malayesis (si/ 75) en placas multipozos de 240 pL.
Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (n = 15).
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Figura 24. Curva de crecimiento de C. malayensis (si/ 75) en placas multipozos 1 mL.
Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (n = 8).
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Figura 25. Curva de crecimiento de A. thermaeum (si/ 74) en matraces Erlenmeyer en 300

mL.

Los datos se presentan como la media * desviacion estandar (n = 3).
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Figura 26. Curva de crecimiento de C. malayensis (si/ 75) en matraces Erlenmeyer en 300

mL.

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (n = 3).
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Tabla 2. Crecimiento de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y Coolia malayensis (s/i 75) en diferentes voliumenes.

Tiempo en Inicio de la . .
. - Tasa de Fin de la fase Tiempo de
Densidad maxima o alcanzar la fase . ..
Cepa Volumen - crecimiento - . exponencial generacion
del control (cel mL™) N densidad exponencial . .
(div dia™) e . . (dias) (dias)
maxima (dias) (dias)

Amphidinium 240 yL 9.72x10°£ 8.57 x 102 0.33 £ 0.003 22 8 24 0.92
thermaeum 1mL 5.84 +1.18 x 10* 0.26 £ 0.03 24 14 26 1.17
(sli74) 300mL  1.79x10°+2.10x 10° 0.1 £0.003 40 12 42 2.90
Coolia 240 yL 134 £ 72 0.43+0.16 16 4 18 0.71
malayensis (sli 1mL 1.77 £ 1.34 x 10* 0.24 + 0.007 30 18 32 1.26
73) 300mL  9.78 + 2.52 x 10° 0.05 + 0.01 44 8 64 5.86
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06 Amphidinium thermaeum Coolia malayensis
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Figura 27. Promedios de las tasas de crecimiento.
Amphidinium thermaeum (s/i 74) (area blanca) y Coolia malayensis (s/i 75) (area gris) en
diferentes volumenes (240 uL, 1 mL y 300 mL) en cultivo. Los datos se presentan como la
media * desviacion estandar en lineas verticales (n = 15, 8 y 3, respectivamente).

7.4 Interacciones alelopaticas
7.4.1 Célculo del biovolumen

Se calcul6 el biovolumen para A. thermaeum sli 74 y C. malayensis sli 75. El
biovolumen de A. thermaeum fue de 2,950 + 2.39 ym® y de C. malayensis fue de
19,116 + 3.23 ym3. A partir de estos valores se establecié una proporciéon de 6:1 con

base en la relacion de biovolumen del tamafio celular.
7.4.2 Experimentos de alelopatia. Cultivos con contacto celular
7.4.2.1 Cultivos mixtos en cajas multipozos

Los efectos observados en los cultivos con contacto celular en volimenes de
200 pL de A. thermaeum (sli 74) y C. malayensis (s/i 75) se presentan en las Figs. 28

y 29. Las densidades celulares en las proporciones de biovolumen 1:1, 1:2 y 2:1
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(Amphidinium: Coolia) se siguieron durante 14 dias. En todos los tratamientos se
observo una dominancia por parte de A. thermaeum sobre C. malayensis. Se observo
una mayor inhibicion del crecimiento de C. malayensis en la proporcion 1:1 y una
menor inhibicion en las proporciones 1:2 'y 2:1.

En la proporciéon 1:1 (6 células de Amphidinium: 1 célula de Coolia), A.
thermaeumy C. malayensis presentaron un patron de crecimiento exponencial similar
al control. Sin embargo, sus densidades maximas celulares en interaccion fueron mas
bajas al dia 14, con 2.59 + 1.06 x 10* cel mL-' y 163 + 131 cel mL-", respectivamente,
con respecto a los controles, que mostraron densidades maximas de 4.47 x 10%+ 9.47
x 103 cel mL'y 433 + 176 cel mL™", respectivamente. Ambas especies tuvieron una
tasa de crecimiento de 0.4 + 0.10 div dia™, tanto en los tratamientos control como en
los experimentos de interaccion. Al cultivarse juntas en la proporcion 1:1, se observo
una inhibicion en el crecimiento en las dos especies respecto al control con un
porcentaje del 47% y 62%, respectivamente, sin embargo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (F= 0.17, P= 0.68 > 0.05; F= 0.32, P= 0.57
> 0.05) (Fig. 28A).

En la proporciéon 1:2 (6 células de Amphidinium: 2 células de Coolia), A.
thermaeumy C. malayensis presentaron un patron de crecimiento exponencial similar
al control: 4.93 x 10+ 9.47 x 103 cel mL"y 780 + 453 cel mL"", respectivamente. Las
densidades maximas celulares en interaccion en crecimiento exponencial presentaron
valores levemente bajos en comparacion con los controles a los 14 dias, de 3.32 x 10*
+4.99 x 103 cel mL-'y 633 + 437 cel mL", respectivamente. La tasa de crecimiento en
el control y en el experimento de interaccion en A. thermaeum fue de 0.4 + 01 div dia
',y para C. malayensis fue de 0.5 + 0.1 div dia’. En ambas especies se observé una
ligera inhibicion en el crecimiento con un porcentaje del 32% y 18%, respectivamente,
pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas (F= 0.07, P=0.78 > 0.05;
F=0.01, P=0.92 > 0.05) (Fig. 28B).

En la proporcién 2:1 (12 células de Amphidinium: 1 célula de Coolia), A.
thermaeum y C. malayensis nuevamente presentaron un patrén de crecimiento
exponencial similar al control: 4.72 x 10*+ 2.04 x 10*cel mL"y 433 + 176 cel mL™",

respectivamente. Las maximas densidades celulares en los cultivos de interaccidn
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fueron ligeramente menores con respecto a los controles a los 14 dias, de 3.74 x 104
+1.40 x 10% cel mL-'y 367 + 216 cel mL", respectivamente. La tasa de crecimiento en
el control y en los experimentos de interaccidn para A. thermaeum fue de 0.5 £ 0.1 div
dia”', y para C. malayensis de 0.4 + 0.1 div dia”!. En ambas especies se observo un
ligero efecto de inhibicién en el crecimiento, con un porcentaje del 20% y 15%,
respectivamente, pero tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas (F= 0.07, P=0.78 > 0.05; F= 0.03, P=0.85 > 0.05) (Fig. 28C).

En todos los tratamientos ambas cepas se mantuvieron interactuando.
Amphidinium thermaeum se caracteriz6 por colonizar todo el pozo, presentar quistes
hialinos grandes (>16 células) en los primeros dias de cultivo, y posteriormente, células
de vida libre con movimiento. No se observaron efectos, ni cambios morfoldgicos.
Ademas, conforme aumentaron los dias de cultivo, se observé la formacion de
mucilago en forma de estratos, con células de ambas especies embebidas, con un
crecimiento similar al control (Figs. 29A-B, E-J). Por el contrario, C. malayensis
presento efectos negativos; disminuyd su densidad celular, asi como la produccion de
mucilago. También disminuyd el movimiento en la mayoria de las células. Se
observaron células incoloras con efectos de clorosis y granuladas, y finalmente, en
pocos casos se observo lisis celular (Figs. 29G-J). La morfologia de las células fue

muy diferente comparada con el control (Figs. 29C-D, E-J).
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Figura 28. Interaccion alelopatica en cultivos mixtos de Amphidinium thermaeum (sli 74) y

Coolia malayensis (s/i 75) en 200 uL, con proporciones de biovolumen 6:1

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar en lineas verticales (n = 15).

(tamano/densidad): A) 1:1,B) 1:2y C) 2:1.

75



Figura 29. Morfologia de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y Coolia malayensis (s/i 75) en
cultivos mixtos.
A-B) control de A. thermaeum, C-D) control C. malayensis, E-F) ambas especies en cultivos
mixtos, G-H) clorosis y granulos en células de C. malayensis, |-J) lisis celular de C. malayensis.
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7.4.2.2 Cultivos mixtos en matraces de alelopatia

Los efectos observados en los cultivos con contacto celular en volumenes de
300 mL de A. thermaeum (s/i 74) y C. malayensis (s/i 75) en las camaras de alelopatia
se presentan en las figuras 30 y 31. Los tratamientos con densidades celulares
iniciales en proporciones de biovolumen 1:1 y 1:2 se siguieron durante 14 dias de
cultivo. Al igual que en los tratamientos en 200 pL, se observé dominancia de A.
thermaeum sobre C. malayensis; esta ultima present6 efectos negativos en la curva
de crecimiento y en las tasas de crecimiento a partir del sexto dia de cultivo.

En la proporcion 1:1, con densidades iniciales de A. thermaeum de 2.72 x 103+
386 cel mL' y para C. malayensis de 267 + 85 cel mL™", A. thermaeum crecié con
densidades similares al control; presenté una fase de aclimataciéon en el dia dos,
posteriormente una fase exponencial hasta los seis dias y una fase estacionaria con
una densidad maxima de 1.24 x 10* + 1.93 x 10* cel mL™", con una tasa de crecimiento
exponencial de 0.15 + 0.02 div dia™!. En esta especie se observo un efecto de inhibicidn
casi nulo, del 1.5%, y no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
el crecimiento comparado con el control (F= 0.03, P= 0.86 > 0.05) (Fig. 30A). Sin
embargo, C. malayensis presenté una disminucion en el crecimiento comparado con
el control en el sexto dia, con una densidad maxima de 262 + 22 cel mL" y una tasa
de crecimiento de 0.2 + 0.1 div dia™!, con un fuerte efecto de inhibicion de 85% a los
14 dias de cultivo. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
crecimiento de C. malayensis en interaccion en comparacion con el control (F= 10.4,
P=0.00 < 0.05) (Fig. 30A).

En la proporcion 1:2 con densidades iniciales de A. thermaeum de 3.52 x 103 +
5.15 x 103 cel mL" y para C. malayensis de 1.18 x 103 + 143 cel mL-!, A. thermaeum
crecio con densidades similares al control; presentd una fase de aclimatacion hasta el
dia dos, posteriormente una fase exponencial hasta los ocho dias y una fase
estacionaria con una densidad maxima de 1.14 x 10* £ 1.74 x 10* cel mL', con una
tasa de crecimiento exponencial de 0.24 + 0.03 div dia™'. En esta especie se observd
un ligero efecto de inhibicion del 15%, pero no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el crecimiento, comparado con el control (F= 0.35,

P= 0.86 > 0.05) (Fig. 30B). Por el contrario, C. malayensis presentd una densidad
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maxima en interaccion en el dia cuatro, de 1.60 x 10° + 164 cel mL'y una tasa de
crecimiento de 0.1 + 0.0 div dia™. Se presenté una disminucion en el crecimiento
comparado con el control en el dia seis, con una inhibicidén del 70% a los 14 dias de
cultivo. Se observaron diferencias estadistsicamente significativas en el crecimiento
de C. malayensis en interaccion con A. thermaeum, en comparacion con el control (F=
241, P=0.00 < 0.05) (Fig. 30B).

En los dos tratamientos ambas especies se manutuvieron interactuando en la
fase de aclimatacion. Posteriormente, en la fase de crecimiento exponencial A.
thermaeum incrementd su densidad celular afectando el crecimiento y desarrollo
celular de C. malayensis (Figs. 31C-H). El dinoflagelado A. thermaeum se caracterizé
por colonizar toda la camara de cultivo, formar agregados de quistes hialinos grandes
(>16 células) los primeros dias de cultivo y posteriormente se observaron células de
vida libre activas con movimiento metabdlico. Para esta especie, no se observaron
efectos ni cambios morfolégicos, ademas, conforme aumentaron los dias de cultivo
secretd sustancias mucilaginosas. Este patréon de crecimiento también se observo en
el cultivo control (Figs. 31A, D-L). Por otra parte, el crecimiento de Coolia malayensis
se inhibi6 gradualmente conforme aumentaban los dias del cultivo, con una
disminucion significativa en la densidad celular y produccion de mucilago. Se
observaron células incoloras y granuladas. Posteriormente, se observd disminucion
del movimiento (Figs. 31G-H), ecdisis mediante desprendimiento de las tecas (Figs.
311-J), y finalmente, en la mayoria de los casos, se observo lisis celular (Figs. 31K-L).
Los efectos en la forma de las células fueron muy evidentes en comparacioén con el
control (Fig. 31B).
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Figura 30. Interaccion alelopatica en cultivos mixtos de Amphidinium thermaeum (sli 74) y

Coolia malayensis (s/i 75) en 300 mL, iniciados con proporciones de biovolumen 6:1

(tamano/densidad): A) 1:1, B) 2:1.

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar en lineas verticales (n = 3).
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Figura 31. Morfologia de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y Coolia malayensis (s/i 75) en
cultivos mixtos.
A) control de A. thermaeum, B) control C. malayensis, C-F) interaccion y coexistencia de las
cepas, G-l) clorosis, I-J) ecdisis, K-L) lisis.
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7.4.3 Experimentos de alelopatia. Cultivos sin contacto celular
7.4.3.1 Cultivos sin contacto celular en matraces de alelopatia

Los efectos en cultivos con exposicion de los metabolitos secundarios sin
contacto celular en volumenes de 300 mL de A. thermaeum (s/i 74) y C. malayensis
(s/i 75) se presentan en las figuras 32-35. Estos tratamientos permitieron evidenciar
los efectos de la produccion de sustancias aleloquimicas sin interacciéon directa entre
las células, mediante la difusidon de los metabolitos secundarios producidos en cada
una de las camaras de cultivo por separado.

El tratamiento con las densidades celulares en la proporcién de biovolumen 1:1,
separados con la membrana de 2.5 ym se siguio durante diez dias, y el tratamiento
con la proporcidn 2:1 separados por una malla de 5 ym, durante 14 dias. En ambos se
presento un patron de crecimiento similar en la fase de aclimatacion y principios de la
fase exponencial, sin embargo, por cuestiones metodologicas se modificaron los
efectos de la proporcién 2:1, los cuales se describiran mas adelante.

En la proporcién 1:1 con densidades iniciales de A. thermaeum de 3.13 x 103 +
329 cel mL'y para C. malayensis de 810 + 107 cel mL-!, ambas especies presentaron
un patron de crecimiento exponencial similar al control. Las densidades maximas se
presentaron a los diez dias del cultivo, con un valor de 9.48 x 10%+ 4.77 x 103 cel mL-
', con una tasa de crecimiento exponencial de 0.22 + 0.036 div dia™' para A.
thermaeum, y para C. malayensis una densidad maxima de 2.78 x 10% + 2.39 x 103 cel
mL-' con una tasa de crecimiento de 0.5 + 0.00 div dia'. Se observd una ligera
inhibicién en el crecimiento de A. thermaeum, con un porcentaje del 15%. Por el
contrario, C. malayensis no presento inhibicién en su crecimiento. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos (F= 0.04, P=0.85
> 0.05; F=0.00, P= 0.9 > 0.05, respectivamente) (Fig. 32A).

La cepa de A. thermaeum se caracterizd por colonizar el espacio de la camara
correspondiente al cultivo, formé agregados de quistes hialinos grandes (>16 células)
los primeros dias de cultivo. Posteriormente se observaron células de vida libre, activas
y con movimiento metabdlico, y conforme aumentaron los dias de cultivo, secrecion de

mucilago. Este patrén de crecimiento se observé también en el cultivo control (Figs.
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33A-B). De igual modo, C. malayensis presentd crecimiento similar al control; se
observaron células vegetativas de vida libre en movimiento, células en reproduccion y
formacion de grandes matrices mucilaginosas con células adheridas (Figs. 33C-D).

En la proporcién 1:2 se inicié el experimento con densidades iniciales de A.
thermaeum de 1.36 x 103+ 262 cel mL-' y para C. malayensis de 2.07 x 103+ 206 cel
mL-", A. thermaeum presenté densidades similares al control: una fase de aclimatacién
hasta el segundo dia, posteriormente una fase exponencial hasta los doce dias con
una densidad maxima de 1.10 x 105 + 1.01 x 10 cel mL-'y una tasa de crecimiento de
0.21 + 0.02 div dia. En esta especie se observo una inhibicién del 15% y no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento, en
comparacion con el control (F= 0.04, P= 0.95 > 0.05) (Fig. 34B). Sin embargo, C.
malayensis presentd disminucion en el crecimiento en comparacion con el control en
el dia cuatro, con una densidad maxima de 361 x 102 + 806 cel mL-' y una tasa de
crecimiento de 0.08 + 0.06 div dia™!, con un efecto de inhibicion del 45% a los 14 dias
de cultivo. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento
en interaccion, comparado con el control (F= 15.68, P= 0.001 < 0.05) (Fig. 34B). Este
efecto en el dia cuatro fue consecuencia de que A. thermaeum logré atravesar por la
malla de nylon de 5 ym hacia el otro lado de la camara, posiblemente por el movimiento
metabdlico, ademas presentd un tamafo celular en cultivo sin contacto con una
longitud de 10 @ 19 uym (x 2.05, n = 32) yde 7 a 14 um de ancho (x 1.75, n = 32), y una
relacion largo-ancho (L/A) de 0.93 a 2.18 ym (x 0.32, n = 32). A partir de ese momento,
A. thermaeum comenzd a colonizar de manera exponencial e inmediata el otro lado de
la camara, y consecuentemente, provocd la inhibicion del crecimiento de C.
malayensis.

En A. thermaeum se observd un patrén de crecimiento similar al control; se
caracterizé por colonizar el espacio de la camara correspondiente al cultivo, formo
agregados de quistes hialinos grandes los primeros dias de cultivo y posteriormente
se observaron células de vida libre activas con movimiento metabdlico (Fig. 35A). Sin
embargo, C. malayensis presento un crecimiento similar al control en los primeros dias
de cultivo con células vegetativas en movimiento, posteriormente por efecto de la

colonizacion de A. thermaeum, se observé dafio celular con clorosis, ecdisis v lisis (Fig.
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Figura 32. Cultivos sin contacto celular de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y Coolia
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biovolumen 6:1 (tamafo/densidad): A) 1:1.

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar en lineas verticales (n = 3).
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Figura 33. Morfologia de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y Coolia malayensis (s/i 75) en

cultivos sin contacto celular en proporcién de biovolumen 1:1.

A) agregado de células vegetativas en movimiento de A. thermaeum, B) agregado de quistes
hialinos de A. thermaeum, C) agregacion mucilaginosa de C. malayensis, D) células

vegetativas en movimiento de C. malayensis.

83



200000 | - &~ Control Amphidinium 7 12000

—&— |nteraccién Amphidinium
== Control Coolia
=—4— |nteraccion Coolia

1 10000
160000 r

1 8000
120000 r

1 6000

80000
1 4000

40000

Densidad Coolia (U Biovolumen mL™)

1 2000

Densidad Amphidinium (U Biovolumen mL™)

0 2 4 6 8 10 12 14
Dias
Figura 34. Cultivos sin contacto celular Amphidinium thermaeum (s/i 74) y Coolia malayensis
(s/i 75) en 300 mL, con proporciones de biovolumen 6:1 (tamafo/densidad). B) 1:2.
El area gris a partir del dia cuatro representa el paso de A. thermaeum a través de la malla de
5 um hacia la cdmara de C. malayensis y el efecto de colonizacién. Los datos se presentan
como la media £ desviacion estandar en lineas verticales (n = 3).

Figura 35. Morfologia de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y Coolia malayensis (s/i 75) en
cultivos sin contacto celular en proporcién 1:2.
A) control de A. thermaeum, B) control C. malayensis, C) interaccion y coexistencia de las
cepas posterior al paso a través de la malla de 5 ym de A. thermaeum. D) ecdisis de C.
malayensis.

84



7.4.4 Experimentos de alelopatia. Exposicion a medios de cultivo filtrados
7.4.4.1 Cultivos con filtrados celulares en matraces de alelopatia

Los efectos observados en los cultivos de C. malayensis (s/i 75) con exposicion
a filtrados celulares de A. thermaeum (s/i 74) y C. malayensis a una concentracioén de
50 y 100% en las camaras de alelopatia en volumenes de 300 mL, se presentan en
las figuras 30-41. Los tratamientos con concentracion de 50% y 100% se siguieron
durante 14 dias de cultivo. Se observaron diferentes efectos sobre la morfologia de C.
malayensis en cada tratamiento. En los filtrados celulares de de C. malayensis de
ambos tratamientos no se observo inhibicion del crecimiento, sin embrago, en los
filtrados celulares al 100% de A. thermaeum se observé inhibicidn del crecimiento.

Los cultivos con exposicion a los filtrados celulares de 50% se iniciaron con una
densidad celular de 948 + 164 cel mL"' de C. malayensis. Los filtrados celulares se
iniciaron con densidades celulares totales de 1.06 x 10° cel mL-' de A. thermaeum y
de 1.13 x 10* cel mL™" de C. malayensis. Los cultivos de C. malayensis con exposicion
presentaron un patron de crecimiento exponencial similar al control, el cual presenté
una una densidad maxima de 5.21 x 103 £ 69 cel mL™", con una tasa de crecimiento
exponencial de 0.1 + 0.007 div dia™'. En todos los cultivos, C. malayensis presenté una
fase de aclimatacion en el dia dos, posteriormente una fase exponencial hasta los ocho
dias y una fase estacionaria hasta los 14 dias de cultivo. El cultivo expuesto al filtrado
celular de A. thermaeum al 50% presento una densidad maxima de 6.29 x 103 + 437
cel mL-', con una tasa de crecimiento exponencial de 0.08 + 0.003 div dia™'. Se observo
un incremento en el crecimiento del 20% con respecto al control y no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento comparado con el control
(F= 0.01, P= 0.94 > 0.05). El cultivo expuesto al filtrado celular de C. malayensis al
50% presentd una densidad maxima de 6.07 x 103 + 394 cel mL-!, con una tasa de
crecimiento exponencial de 0.07 + 0.01 div dia™. Se observo un incremento en el
crecimiento del 16% con respecto al control y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el crecimiento comparado con el control (F= 0.01,
P= 0.99 > 0.05) (Fig. 36A). Sin embargo, la morfologia de C. malayensis fue muy

diferente comparada con el control (Figs. 37A-C), en ambos tratamientos con
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exposicion a los filtrados celulares se observaron efectos sobre la morfologia de las
células de C. malayensis. Se observaron células en movimiento con protuberancias,
deformaciones, aumento de tamafio y efectos sobre las células en fision binaria, y
ademas se formaron triadas celulares (Figs. 37).

Los cultivos con exposicion a los filtrados celulares a una concentracion de
100% se iniciaron con una densidad celular de 1.22 x 10% + 244 cel mL" de C.
malayensis. Los filtrados celulares se iniciaron con densidades celulares totales de
9.77 x 10* cel mL™" de A. thermaeum y de 1.30 x 10* cel mL™' de C. malayensis. Los
cultivos de C. malayensis con exposicion presentaron un patron de crecimiento
exponencial similar al control, el cual presentd una una densidad maxima de 8.95 x 103
+ 689 cel mL™", con una tasa de crecimiento exponencial de 0.1 + 0.02 div dia™'. El
cultivo expuesto al filtrado celular de A. thermaeum al 100% present6é una densidad
maxima de 2.54 x 103 + 16 cel mL™", con una tasa de crecimiento exponencial de 0.06
+ 0.004 div dia™'. Se observaron efectos de inhibicion en el crecimiento hasta el dia
cuatro del 72% vy diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento
comparado con el control (F= 5.1, P=0.02 <0.05). El cultivo de C. malayensis expuesto
a su propio filtrado celular presenté una fase de aclimatacion en el dia cuatro,
posteriormente una fase exponencial hasta los diez dias y una fase de decaimiento
hasta los 12 dias de cultivo. El cultivo presenté una densidad maxima de 9.14 x 103 +
315 cel mL", con una tasa de crecimiento exponencial de 0.15 + 0.01 div dia™'. Se
observé un incremento en el crecimiento del 2% y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el crecimiento comparado con el control (F= 5.1, P=
0.93 > 0.05) (Fig. 38B). Sin embargo, la morfologia de C. malayensis fue muy diferente
comparada con el control (Fig. 39). En el cultivo expuesto a los filtrados celulares de
A. thermaeum, se observaron células con dafio celular con clorosis, ecdisis y lisis.
Posteriormente, las células que resistieron este efecto después del dia cuatro,
presentaron fuertes pigmentaciones, granulaciones, deformaciones y efectos sobre las
células en fisidn binaria (Fig. 40). Por el contrario, en el cultivo expuesto a los filtrados
celulares de C. malayensis, se observaron la formacion de quistes temporales, efectos
sobre las células en fision binaria y formaron triadas celulares, células en movimiento

con protuberancias, deformaciones y aumento de tamano (Fig. 41).
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Figura 36. Cultivos con exposicion a filtrados celulares de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y
Coolia malayensis (s/i 75) en 300 mL, a una concentracion de 50%.
Los datos se presentan como la media * desviacion estandar en lineas verticales (n = 3).

87



Figura 37. Morfologia de Coolia malayensis (s/i 75) en cultivos con exposicion a filtrados
celulares a una concentracion de 50% de A. thermaeum y C. malayensis.
A-B) células de C. malayensis en el cultivo control en medio GSe, D-F) células con
protuberancias en reproduccién mediante fision binaria, G-L) células vegetativas con
protuberancias, morfologia amorfa y aumento de tamafio. *Todas morfologias se presentaron
en ambos cultivos con exposicion.
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Figura 38. Cultivos con exposicion a filtrados celulares de Amphidinium thermaeum (s/i 74) y
Coolia malayensis (s/i 75) en 300 mL, a una concentracion de 50%.

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar en lineas verticales (n = 3).

Figura 39. Morfologia de Coolia malayensis (s/i 75) en el cultivo control en medio GSe.
A-C) células vegetativas en movimiento.
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Figura 40. Morfologia de Coolia malayensis (s/i 75) en cultivos con exposicion a filtrados
celulares a una concentracion de 100% de A. thermaeum.
A-B) células de C. malayensis con efectos de clorosis, C) ecdisis, D-E) células con efectos de
lisis celular, F) célula en con efectos en el proceso de fision binaria, G-l) células vegetativas
con mayor pigmentacion y granulaciones, morfologia amorfa y aumento de tamafo.
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Figura 41. Morfologia de Coolia malayensis (s/i 75) en cultivos con exposicion a filtrados
celulares a una concentracién de 100% de C. malayensis.
A-B) quistes temporales de C. malayensis, C) células con protuberancias en reproduccion
mediante fisién binaria, D-L) células vegetativas con protuberancias, morfologia amorfa y
aumento de tamario.



VIIl. DISCUSION

Los dinoflagelados bentdnicos y/o epibentonicos potencialmente toxigénicos
son importantes a escala mundial debido a sus posibles impactos sanitarios,
econdmicos y ecoldgicos (Berdalet et al., 2017). Si bien, comprender las interacciones
bidticas interespecificas e intraespecificas en los microhabitats bentdnicos marinos es
complejo (Yong et al., 2018), se necesita integrar informacion del papel que
desempenfian las especies en la estructuracion de las comunidades y su dispersion,
mediada por los metabolitos secundarios (Allen et al., 2016; Poulin et al., 2020). Por
ello, es fundamental documentar la diversidad de dinoflagelados benténicos y/o
epibentonicos toxigénicos de un ecosistema mediante su identidad morfolégica y
molecular. Asi como comprender su autoecologia, su forma de crecimiento, la
fisiologia celular, composicion y abundancia en sus microhabitats en donde
coexistencia con otras especies. Todo lo anterior proporciona informacién para
investigar in situ y/o in vitro los procesos y mecanismos que desarrollan las especies
de manera individual o en conjunto para comprender sus interacciones quimicas,
ecologicas y bioldgicas (Pavaux et al., 2020; Poulin et al., 2020).

Por consiguiente, este estudio compilé informacion sobre los aspectos
taxondmicos, morfologicos y reproductivos de las cepas s/i 73 y s/i 74 del género
Amphidinium, y las cepas del género Coolia s/i 74 y s/i 76 procedentes de la Bahia de
La Paz en el Golfo de California. También se realizaron las filogenias moleculares se
obtuvo informacion sobre las curvas de crecimiento y se realizaron experimentos de

interaccion alelopatica.
8.1 Identificacion morfolégica y determinacién taxonémica

Los dinoflagelados bentdnicos y/o epibentonicos potencialmente toxigénicos
tienen una amplia distribucidn, desde las zonas tropicales, subtropicales y ecosistemas
templados; ademas estan presentes en habitats dulceacuicolas, salobres y marinos
(GEOHAB, 2012; Hoppenrath et al., 2014; Leaw et al., 2016; Karafas et al., 2017). El
conocimiento sobre la diversidad de especies dentro de este grupo ha aumentado en
los ultimos afios, con la descripcidn de nuevas especies y géneros (Karafas et al.,

2015, 2017; David et al., 2020). La clasificacién taxonémica constantemente cambia
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dentro de este grupo, debido a su alta plasticidad fenotipica. Ademas, se han
evidenciado complejos de especies y especies cripticas (Murray et al., 2012; Leaw et
al., 2016). En el presente estudio las descripciones de las especies se basaron en
caracteres morfoldgicos especificos para los géneros Amphidinium y Coolia, a partir

de cultivos monoclonales.
8.1.1 Género Amphidinium

Se confirmo6 morfolégicamente que las cepas s/i 73 y s/i 74 se reconocen como
morfoespecies pertenecientes al género Amphidinium. La morfologia del género
Amphidinium ha sido redefinida por Murray & Patterson (2002) y Jgrgensen et al.
(2004a), en donde agruparon a los dinoflagelados benténicos atecados o
endosimbiontes, que presentan un cuerpo dorsoventralmente aplanado, con o sin la
presencia de cloroplastos, y se caracterizan por tener un epicono triangular desviado
hacia la izquierda. Sin embargo, al considerar solo la forma, el tamano y la insercion
flagelar como caracteres de identificacion, no es posible distinguir entre las especies,
debido a su alto grado de similitud entre las caracteristicas morfolégicas compartidas
(Murray et al., 2012). Por esta razon, para su identificacion se utilizan diferentes
técnicas de microscopia: fotonica, fluorescencia, confocal, electrénica de barrido y
transmision, que proporcionan informacién con un alto nivel de resolucién para
reconocer los caracteres especificos de las especies (Barlow & Triemer, 1988;
Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009; Tamura et al., 2009; Lee et al., 2013).

La cepa s/i 73 se identific6 como Amphidinium sp., debido a que no se obtuvo
informacion molecular para corroborar su identidad. Sin embargo, de acuerdo con la
descripcion propuesta por Murray et al. (2004) y Moreira-Gonzalez et al. (2019), este
morfotipo presenta afinidad con A. operculatum, por las similitudes en la forma celular
ovalada o de pera. También tiene los mismos intervalos en el tamafio (L= 29-50 pym,
A= 21-28 uym), forma plana del epicono (de 7 a 10 um), la insercion flagelar localizada
en el antapice de la célula, lejos del epicono, carece de pirenoide y de movimiento
metabdlico.

La cepa s/i 74 se identific6 como A. thermaeum. Este morfotipo se caracterizé

morfolégicamente de acuerdo con las descripciones propuestas por Dolapsakis &
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Economou-Amilli (2009) y Murray et al. (2012). Ademas, se corroboré su identidad con
informacion molecular. Los caracteres morfoldgicos diagndsticos para distinguir a A.
thermaeum son variables; desde la forma de la célula, que va de esférica a ovalada,
hasta presentar los mismos intervalos en el tamafio (L= 10-30 ym, A= 8-20um), la
forma del epicono como una lengua hacia el lado izquierdo, antapices convexos o
redondos, la presencia de un cloroplasto grande lobulado, un pirenoide y pusulas, y
una caracteristica particular es que presentar movimiento metabdlico. Estas
caracteristicas dependen del estado y madurez de la célula (Dolapsakis & Economou-
Amilli, 2009; Murray et al., 2012; Karafas et al., 2017). Por consiguiente, se ha
reportado que esta especie se puede confundir faciimente con A. carterae y A.
massartii, las cuales se distinguen por la forma del cloroplasto reticulado de A.
carterae, en comparacion de la forma lobulada que presentan las otras dos especies,
ademas de la posicion de la insercion flagelar (~ 0.6) del antapice y la presencia de
dos pusulas de A. thermaeum, asi como el tipo de reproduccion y movimiento
(Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009; Murray et al., 2012; Karafas et al., 2017; Garate-
Lizarraga et al., 2019).

Dolapsakis & Economou-Amilli (2009), observaron movimiento metabdlico en
las células de vida libre de A. thermaeum procedentes del Golfo de Thermaikos en
Grecia. En el presente estudio, la cepa s/i 74 se caracterizd por presentar el mismo
comportamiento. EI movimiento metabdlico se identifica por la plasticidad de las
células al ser metamorficas; pueden alargarse o contraerse mientras la célula se
encuentra nadando. Este comportamiento ha sido reportado para otras especies del
género como A. gibbosum, A. klebsii, A. steinii, A. fijiensis y A. theodorei (Barlow &
Triemer, 1988; Maranda & Shimizu, 1996; Murray et al., 2004; Karafas et al., 2017),
sin embargo, aun se desconoce si la presencia de esté caracter depende de las
condiciones de cultivo.

Ademas, se infiere que este comportamiento no es un rasgo especifico del
género, ya que podria estar asociado a la divergencia de Amphidinium como un linaje
joven y su posible relaciéon con otros protistas que muestran la misma plasticidad
(Larsen & Patterson, 1990; Daugbjerg et al., 2000; Al-Qassab et al., 2001; Zhang et
al., 2007; Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009). Por lo tanto, este caracter no es
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considerado un rasgo distintivo de A. thermaeum, dado se ha reportado que la cepa
CS-109 de Australia y la cepa Amth0000600 de las Islas Fiji no presentan movimiento
metabalico (Murray et al., 2012; Karafas et al., 2017).

8.1.1.1 Ciclo de vida de Amphidinium

Se han descrito algunas etapas del ciclo de vida del género Amphidinium,
dentro del cual se presenta una fase asexual y una sexual (Barlow & Triemer, 1988;
Calado et al., 1998; Moestrup & Calado, 2018). La fase del proceso de reproducciéon
asexual se lleva a cabo por fision binaria y la formacién de quiste temporales hialinos
(Sampayo, 1985; Barlow & Triemer, 1988; Murray et al., 2004; Lee et al., 2013). La
fase del proceso sexual se realiza mediante la union ventral de las células vegetativas,
la conjugacién (fusion de los epiconos y el citoplasma) y la formacion de planocigotos
biflagelados (Barlow & Triemer, 1988; Calado et al., 1998).

De igual manera, se han observado estas etapas del ciclo de vida en géneros
filogenéticamente cercanos como Togula y Bindiferia (Jergensen et al., 2004b;
Borchhardt et al., 2021). Sin embargo, no todas las etapas del ciclo de vida se llevan
a cabo en las especies y/o estan descritas. En consecuencia, la mayoria de los
estudios solo mencionan si las especies presentan alguna etapa y no detallan
informacion complementaria.

En el presente estudio, se observaron los procesos de fisidbn binaria y
conjugacion en Amphidinium sp. (s/i 73), asi como en A. thermaeum (s/i 74). Ademas,
esta ultima se caracterizé por producir quistes temporales hialinos (> 16 células), que
posteriormente germinan y dan origen a células vegetativas flageladas moviles. Este
estado de reproduccién es propio de la especie, aunque Dolapsakis & Economou-
Amilli (2009) reportaron quistes con dos 0 maximo tres células.

Fensome (1993) y Hoppenrath et al. (2014), agruparon al género Amphidinium
dentro de los dinoflagelados bentdnicos coccoides, los cuales se caracterizan por
presentar una primera etapa de ciclo de vida inmovil dentro de una vaina que se
encuentra rodeada por una matriz gelatinosa, denominada “estado palmeloide”; y la
segunda, presenta diferentes formas celulares en las etapas mdéviles. Se ha sugerido

que la funcién ecoldgica en la formacion de quistes de reproduccidon permite a las
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especies de Amphidinium sobrevivir a condiciones ambientales desfavorables que
podrian dafiar a las células vegetativas (Sampayo, 1985; Garate-Lizarraga et al.,
2019). Por otra parte, Garate-Lizarraga y colaboradores (2019), encontraron quistes
hialinos de A. cf. carterae dentro de pelotillas fecales de copépodos; por esta razén los
autores sugirieron que la formacion de quistes les permite a las especies de

Amphidinium evitar ser digeridas por el zooplancton.
8.1.2 Género Coolia

Se confirmo6 morfolégicamente que las cepas s/i 75y s/i 76 se reconocen como
morfoespecies pertenecientes al género Coolia; ademas, se corroboré su identidad
con informacién molecular. Las especies del género Coolia presentan un alto grado de
similitudes morfolégicas que dificultan su identificacion; por esta razén, se han
establecido patrones en sus caracteres de identificacion mediante el uso de
microscopia electrénica de barrido y de fluorescencia (Leaw et al., 2010, 2016; Jeong
et al., 2012; Ho & Nguyen, 2014; Wakeman et al., 2015; Nascimento et al., 2019).

Los caracteres principales considerados para su identificacion son el tamafio
celular, la longitud del poro apical (Po), la forma y tamafio de diferentes placas: la
séptima precingular (7”), la primera apical (1’) y la tercera placa postcingular (3’”)
(Leaw et al., 2016; Nascimento et al., 2019; David et al., 2020; Junqueira de Azevedo
Tibirica et al., 2020). A partir de estas caracteristicas, las especies se dividen para su
estudio en dos grupos principalmente: el primero se compone de C. monotis, C.
malayensis, C. plameriensis y C. santacroce, y presentan una placa 7’ pequefa con
forma cuadrangular (Karafas et al., 2015; Leaw et al., 2016; Junqueira de Azevedo
Tibirica et al., 2020). El segundo grupo, integrado por C. canariensis, C. guanchica 'y
C. areolata, se caracteriza por presentar especies de mayor tamafo y tener forma
rectangular en la misma placa (Faust, 1992; Ten-Hage et al., 2000; Fraga et al., 2008;
David et al., 2020). Partiendo de esta primera aproximacion, las cepas s/i 75y s/i 76
pertenecen al primer grupo, y con base en los demas caracteres, se consideran
morfotipos con similitudes a la cepa CmSAQ01 de C. malayensis, especie tipo descrita
para Malasia (Leaw et al., 2010).

Las cepas s/i 75 y s/i 76 presentan una forma esférica con la hipoteca
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ligeramente desplazada y placas tecales lisas. Ademas, se caracterizan por ser
morfotipos de mayor tamafio con respecto a las cepas de C. malayensis antes
reportadas de menor tamaro (Rhodes et al., 2014; Karafas et al., 2015; Tawong et al.,
2015; Wakeman et al., 2015; Gémez et al., 2016; Leaw et al., 2016; Nascimento et al.,
2019; Junqueira de Azevedo Tibirica et al., 2020; Abdennadher et al., 2021; Zhang et
al., 2021). Las cepas de estudio muestran similitudes con cepas aisladas de Malasia y
Brasil (Leaw et al., 2010; Jeong et al., 2012; de Queiroz Mendes et al., 2019). Ambas
presentan similitudes en el patron de las placas: Po, 3’, 7” 6¢, 6(s), 5, 2””, designado
para C. malayensis (Leaw et al., 2010).

La morfologia del poro apical (Po) present6 algunas diferencias entre ambas
cepas: en la cepa s/i 75, el Po es estrecho y corto (L=3a 5 um, A=1a2 um)en la
mayoria de los casos, con respecto a s/i 76 en la que es corto, recto y/o ligeramente
alargado (L=3 a7 ym, A= 1 a 1.7 ym). Estas medidas estan reportadas para cepas
aisladas del Mar Mediterraneo, Republica Dominicana, Sur de China, Malasia y Nueva
Zelanda (Leaw et al., 2010, 2016; Jeong et al., 2012; Karafas et al., 2015; Zhang et al.,
2021). Con base en las observaciones en células en cultivos, se infiere que el tamafio
y forma del Po dependera de estado y madurez de las células. Ademas, durante el
proceso de divisidon es la ultima estructura en separarse.

La placa 7” es cuadrada en ambas cepas y mantiene similitudes en el intervalo
de la relacion largo-ancho (L/A) de 0.7 a 1 um (Mohammad-Noor et al., 2013; Karafas
et al., 2015). La cepa s/i 75 presenta intervalos mayores en el tamano (L=4 a 7 um,
A= 4 a 7 uym) con respecto a la cepa s/i 76 (L= 3 a 4. ym, A= 4 a 5.7 ym), aunque
comparten similitud con los tamafos de las cepas aisladas en Republica Dominica,
Nueva Zelanda, Corea y Malasia (Leaw et al., 2010; Jeong et al., 2012; Rhodes et al.,
2014; Karafas et al., 2015). La placa 1’ presenta una forma hexagonal; en ambos casos
es la placa mas larga de la epiteca, lo cual es caracteristico de cepas aisladas de
Malasia, el sur de China, Brasil, Republica Dominicana y Corea (Leaw et al., 2010;
Jeong et al., 2012; Karafas et al., 2015; Leaw et al., 2016; Junqueira de Azevedo
Tibiriga et al., 2020; Zhang et al., 2021).

En este estudio se logré identificar y tabular el complejo sulcal, el cual para

ambas cepas fue el mismo (S.a., S.d.a., S.s.a.,, S.d.p., S.s.p., S.p.a y S.p.p). El
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complejo sulcal es un caracter poco utilizado para la identificacién de las especies,
puesto que no siempre se logra observar el patron y el arreglo de las placas sulcales,
sin embargo, algunos autores consideran que podria ser un caracter distintivo en las
especies de Coolia (Jeong et al., 2012; Zhang et al., 2021).

La placa 3’ presenté una forma cuadrangular, fue la mas grande y ancha de la
hipoteca en las cepas s/i 75y s/i 76 (L= 15 a 21 ym, A= 11 a 19 ym; L=13 a 30 pm
A=11 a 15 ym, respectivamente). La placa 3" continuamente se utiliza como caracter
distintivo entre las especies de C. malayensis 'y C. monotis. En esta ultima, la placa es
mas pequefia, aunque se ha cuestionado si podria considerarse como caracter de
identificacion, ya que en algunas ocasiones llega presentar el mismo tamafno que la
placa 4, lo que no se observd en nuestro estudio (Leaw et al., 2010; Jeong et al.,
2012; Leaw et al., 2016; Karafas et al., 2017; de Queiroz Mendes et al., 2019).

El conjunto de todas estas caracteristicas sugiere que las cepas las s/i 75y s/i
76 son morfolégicamente similares a C. malayensis. No obstante, describir a las
especies de Coolia es complicado, ya que no siempre los materiales de identificacidon
como las micrografias en microscopla electrénica de barrido muestran los caracteres
de identificacidon, en particular, obtener un numero de muestras representativo para
distinguir las placas y realizar las mediciones, que es esencial para realizar
comparaciones con otras especies. Ademas, se ha sugerido que las condiciones de

cultivo producen influir en la variabilidad morfoldgica de las placas tecales.
8.1.2.1 Ciclo de vida de Coolia

Para el género Coolia existen pocos registros de las etapas del ciclo de vida.
Faust (1992) describié los procesos de reproduccion en C. monotis, en donde observo
una fase asexual por fision binaria y una fase sexual caracterizada por dos estadios:
el primero mediante la fusién de los gametos que originan un planocigoto biflagelado,
y posteriormente, a dos células hijas moviles; y el segundo, con la formacién de quistes
temporales, en donde se realiza la meiosis que da origen a cuatro células hijas. En
contraste con este estudio, unicamente observamos el proceso de fision binaria, y
algunas etapas del proceso de reproduccion sexual diferentes a las descritas para el

género.
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Se observaron variaciones morfolégicas entre las células vegetativas, tales
como células pequefas, células granuladas y quistes de pared delgada. Se asume
que podria tratarse de células vegetativas que representan otras etapas indistinguibles
del ciclo de vida, como los gametos y cigotos (Accoroni et al., 2014; Liow et al., 2021).
Todos estos morfotipos con variaciones en el tamafio se observaron en todas las
condiciones de cultivo.

El proceso de reproduccién asexual se caracteriza por la division vegetativa,
durante la cual se comparte el nucleo dentro la misma teca mediante desmoquisis en
un plano sagital, que se ha documentado en los dinoflagelados benténicos como
Gambierdiscus sp. (Bravo et al., 2014), G. exentricus (Fraga et al., 2011) O. cf. ovata
(Bravo et al., 2012; Accoroni et al., 2014), otros pertenecientes al orden Goniaulacales,
como Lingulodinium polyedra (Figueroa & Bravo, 2005), Alexandrum preruvianum
(Figueroa et al., 2008), A. minutum, A. tamutum (Figueroa et al., 2007; Liow et al.,
2021) y A. taylori (Figueroa et al., 2006). Cabe senalar que las células hijas completas
se separaron a partir del poro apical: este es un rasgo caracteristico de C. malayensis
al final de la division, ya que, en la mayoria de los dinoflagelados, al finalizar la divisién
presentan tecas incompletas. A partir de la identificacién de este proceso se lograron
observar las diferencias entre el proceso asexual y sexual en C. malayensis.

La caracterizacidon de las diferencias entre las etapas asexuales y sexuales es
importante, ya que los ciclos sexuales dependen de la capacidad producir planocigotos
biflagelados y que los gametos puedan fusionarse y/o realizar una division vegetativa.
En el presente trabajo se distinguieron las células vegetativas y las parejas de gametos
en conjugacion, sin embargo, al final de este proceso no se encontraron planocigotos
biflagelados. En cambio, para C. monotis Faust (1992) observé un planocigoto
flagelado derivado de la fusion nuclear, el cual se caracterizd por la pérdida de
movimiento a corto plazo, reduccién de tamafio, cambios morfolégicos, reorganizacion
del citoplasma y mayor pigmentacién (Faust, 1992).

Bravo et al. (2012) mencionan que la conjugacion de gametos se puede realizar
mediante la cariogamia, sin la necesidad de la fusion citoplasmatica. La conjugacién
temporal de gametos a través de la transferencia nuclear de un gameto a otro, en lugar

de la plasmogamia, asi como la degradacion de gametos sin nucleo que se ha
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documentado en Ostreopsis cf. ovata y Prorocentrum micans (Bhaud & Soyer-
Gobillard, 1988; Bravo et al., 2012; Accoroni et al., 2014).

Entre las células vegetativas, destacan las incoloras con granulos anaranjados
dentro del citoplasma, que no permitieron la observacion del nucleo. Diversos autores
mencionan que estos pueden ser gametos con alta actividad metabdlica (Figueroa &
Bravo, 2005; Figueroa et al., 2007, 2008; Accoroni et al., 2014), ademas de estar
asociadas a condiciones de estrés celular y de deficiencia de nutrientes como el
nitrégeno (Accoroni et al., 2014). De igual manera, Honsell et al. (2013),
documentaron, mediante la pigmentacion celular con el fluorocromo con rojo de Nilo,
que estas granulaciones son pequeias gotas de lipidos y cloroplastos en proceso de
diferenciacién. Se observaron células moéviles formando triadas unidas en la parte
apical antapical. Accoroni et al. (2014) observaron la presencia de grupos de tres a
cuatro células derivadas de cultivos de quistes con doble pared de O. cf. ovata.
Sugieren que posiblemente ocurrié una meiosis coordinada, que consiste en divisiones
meidticas como una necesidad obligada después de la formacion de los cigotos
(Elbrachter, 2003; Accoroni et al., 2014). Por otra parte, Bhaud & Soyer-Gobillard
(1988) describié esta fase como parte del proceso de reproduccion sexual en P.
micans, indicando que, después de la meiosis cigotica, las células haploides
permanecen unidas formando tétradas, y ocasionalmente se observan triadas debido
a la asincronia de la segunda division meiética.

En general, en los dinoflagelados se han descrito dos morfotipos de quistes:
quistes en reposo, que se forman a partir del proceso sexual y quistes con una pelicula
delgada que se producen a partir del proceso asexual (Bravo et al., 2010). Estos
ultimos se observaron en los cultivos de C. malayensis como quistes de pared delgada.
Se ha reconocido que estos quistes son células inmdviles encerradas en una pared
delgada de una sola capa (Bravo et al., 2010) y se consideran quistes temporales,
posiblemente derivados del ciclo vegetativo o cigético (Figueroa & Bravo, 2005; Bravo
et al., 2012). Durante la germinacion de los quistes se observo ecdisis a través de la
epiteca, que originaron células desnudas inmaviles que probablemente comenzaron la
division, aunque no se logro observar el proceso completo. Un comportamiento similar

se ha observado en especies de Alexandrium y Lingulodinium polyedra, con quistes
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derivados del proceso asexual, el cual se denomina “eleuterosquisis” (Figueroa &
Bravo, 2005; Figueroa et al., 2006, 2007). Ademas, la mayor parte del tiempo, los
quistes temporales estuvieron embebidos en mucilago; probablemente esta sustancia
mucilaginosa ayuda a su hundimiento, facilita su adhesion a particulas mas pesadas y
les permite dispersarse (Smith et al., 2009; Liow et al., 2021).

Una de las limitantes para caracterizar y no poder evidenciar las etapas en las
que se encontraban las células dentro del ciclo de vida de C. malayensis fue que solo
se observaron morfotipos en microscopia fotdnica, mientras que la mayoria de las
investigaciones utilizan fluorocromos y microscopia de fluorescencia para determinar
la forma del nucleo y los cromosomas, la fusion de los gametos y la unién de las células

entre las placas (Fraga et al., 2011; Bravo et al., 201; Accoroni et al., 2014).
8.2 Identificacion molecular y analisis filogenético

Mediante la reconstruccion filogenética con los analisis Maxima Parsimonia
(MP), Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB), a partir de secuencias
parciales de la regién LSU de ADNr D1/D3, se obtuvo un alto nivel de resolucion para
la identificacion de las cepas s/i 74 como A. thermaeum, y C. malayensis para las
cepas s/i 75y sl/i 76 del presente estudio, excepto para la cepa s/i 73, de la cual no se
logré6 obtener informacion molecular debido a problemas en la amplificacion
provocadas por las sustancias mucilaginosas.

Amphidinium thermaheum ha sido identificada molecularmente mediante la
combinacion de diferentes marcadores moleculares como la SSU, LSU, los ITS y la
PKS. Ademas, la topologia del filograma fue consistente con los reportados
previamente para el género y su estrecha relacion con las cepas JQ394809 procedente
del Golfo de Thermaikos en Grecia y GQ200834 de Australia (Dolapsakis &
Economou-Amilli, 2009; Murray et al., 2012; Karafas et al., 2017). A partir de este
resultado, se reporta por primera vez para la Bahia de La Paz la presencia de esta
especie y se infiere que A. thermaheum tiene una distribucién cosmopolita y, debido a
que es necesario corroborar las especies del género mediante analisis filogenéticos,
probablemente no ha sido identificada correctamente en estudios anteriores.

Por otra parte, con base a la topologia del filograma se identificaron como C.
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malayensis las cepas s/i 75y s/i 76. Ademas, se observa similitud con los filogramas
previamente reportados, en los cuales se han utilizado marcadores moleculares como
la SSU, LSU y los ITS (Leaw et al., 2010; Laza-Martinez et al., 2011; Jeong et al., 2012;
Mohammad-Noor et al., 2013; Ho & Nguyen, 2014; Leaw et al., 2016; de Queiroz
Mendes et al., 2019; Moreira-Gonzalez et al., 2019; Nascimento et al., 2019; Junqueira
de Azevedo Tibiriga et al., 2020; Zhang et al., 2021). Ademas, las especies se
separaron en ramas diferentes. La cepa s/i 75 posiblemente sea un haplotipo distinto
debido a las transiciones en las bases que presenta en la secuencia (adenina-timina).
De modo similar, la cepa de C. malayensis s/i 76 se agrupé con la cepa s/i 72 también
aislada de la Bahia de La Paz, aunque presentaron mayor similitud con los
especimenes MT295365 procedente de Brasil, KJ422854 de la Isla Rarotonga en
Nueva Zelanda y de KP172278 en Carolina del Norte, E.U.A. Se sugiere que también
es un nuevo haplotipo aislados de la zona de estudio.

Sin embargo, no se descarta el uso de otros marcadores para complementar
las identificaciones, debido a que permiten discrepar entre especies parecidas
morfolégicamente, complejos de especies y especies cripticas, ya que existe una alta
variabilidad en dentro de los géneros, ademas de genes funcionales para obtener

informacién sobre su metabolismo celular.
8.3 Curvas de crecimiento

Las especies A. thermaeum y C. malayensis se cultivaron en medio GSe con
extracto de lombricompostaje (Blackburn et al., 2001; Bustillos-Guzman et al., 2015) a
diferentes volumenes para determinan sus curvas de crecimiento. Los cultivos fueron
inoculados con una célula por pocillo en condiciones de agitacion (100 rpm) y sin
agitacion en cajas multipozos en 240 uL y 1 mL, asi como en 300 mL en matraces
Erlenmeyer con una densidad inicial de 500 cel mL -'. En esta Ultima condicién
unicamente se mantuvieron en agitacion.

En cada uno de los volumenes se observaron diferencias en las tasas de
crecimiento, el tiempo de generacién, la densidad maximay la duracién del cultivo para
alcanzar la fase exponencial y de decaimiento. Cabe sefalar que las cepas del

presente estudio exhibieron adaptabilidad a las condiciones de laboratorio (medio de
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cultivo, fotoperiodo, intensidad luminosa y temperatura), debido a que previamente
habian sido aclimatadas.

En el presente estudio se obtuvieron las tasas de crecimiento (K) mas altas en
volumenes de 240 L, seguidas de 1 mL y las mas bajas en 300 mL para ambas
especies. Uno de los parametros comunmente utilizados para realizar comparaciones
en el crecimiento celular entre cepas de la misma especie es la tasa de crecimiento,
que se basa en el aumento de la biomasa por unidad de tiempo mediante la division
celular. Es una medida exclusiva, ya que evidencia el crecimiento de la poblacion y
sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas derivadas de las condiciones de cultivo
(Andersen & America, 2005).

Se decidid cultivar estas especies en diferentes recipientes y en distintos
volumenes con el objetivo de observar diferencias en el patron de crecimiento, debido
a que estos dinoflagelados presentan habitos bentdnicos mediante su adhesion a un
sustrato y determinar la mejor forma de cultivarlas. Se observé que las curvas de
crecimiento no presentaron una fase estacionaria evidente, lo cual es tipico de las
curvas de crecimiento de varias especies de microalgas, particularmente de las
planctonicas, por lo que una vez alcanzada la fase exponencial tardia comenzo el
declive celular. Sin embargo, en ambas especies se pudo observar un patrén similar
en el crecimiento.

Cabe sefnalar que una de las limitaciones mas importantes durante los conteos
en las cajas multipozos, fue que estos se realizaron contando células vivas; ademas,
cuando los cultivos alcanzaron la fase exponencial, las células presentaban mayor
movimiento y formaron estratos mucilaginosos que dificultaron la estimacion de la
densidad celular. Tales efectos se reflejaron en las desviaciones estandar a lo largo
de las curvas de crecimiento.

Los cultivos convencionales de dinoflagelados se han realizado en condiciones
usuales para especies con habitos plancténicos, en los que el cultivo es facil de
homogeneizar (Hoppenrath et al., 2014). La dificultad de estimar el crecimiento en
dinoflagelados bentdnicos y/o epibentdnicos se debe a su modo de dispersion, el cual
es heterogéneo mediante la produccion de agregados celulares unidos en matrices

mucilaginosas, que generalmente forman en su tipo de habitat, por lo cual calcular las
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densidades, tanto en cultivos de laboratorio como en su ambiente natural, presenta un
reto. Por esta razén, se han sugerido diferentes métodos de estimacién de conteos
celulares, tanto en campo como en laboratorio. Los recuentos en macroalgas y pastos
marinos se han estimado en peso humedo (cel g-'); en sedimentos o agua en unidades
de volumen (cel cm® o cel mL™"); en planicies arenosas, superficies naturales o
artificiales en unidades de area (cel cm? o cel m?) (Aligizaki & Nikolaidis, 2006;
Hoppenrath et al., 2014; Yong et al., 2018; Garate-Lizarraga et al., 2019). Actualmente
no existe ningun método estandarizado de recuento para dinoflagelados benténicos
y/o epibentdnicos, puesto que, metodoldgicamente, los protocolos son muy diferentes
entre si, ya que difieren entre especies y tipos de habitat Por esta razén es dificil
realizar comparaciones (Hoppenrath et al., 2014).

Se considerd agregar el efecto de agitacion suave (100 rpm) con la finalidad de
disgregar a las especies de su mucilago. Sin embargo, se observé la inhibicién del
crecimiento de ambas especies a partir del cuarto dia en cajas multipozos, mientras
que los cultivos en volumenes de 300 mL presentaron bajas densidades de celulares
y bajas tasas de crecimiento en esta condicion. Esto se explica porque la turbulencia
inhibe el crecimiento de los dinoflagelados y puede provocar la muerte si se mantiene
o intensifica. La turbulencia también modifica el reloj celular, el ciclo mitético y altera
las concentraciones de 4&cidos nucleicos (Smayda, 1997). Asimismo, estos
dinoflagelados habitan en sedimentos marinos, en charcos de mareas, son epifitos
sobre detritos flotantes y corales; estan adheridos por mucilago y principalmente se
distribuyen en lugares poco turbulentos y poco profundos (Hoppenrath et al., 2014;
Yong et al., 2018).

8.3.1 Curvas de crecimiento de Amphidinium thermaeum

Una de las aportaciones del presente trabajo es el registro de las curvas de
crecimiento de la especie A. thermaeum (s/i 74) cultivada en medio GSe en volumenes
de 240 pL, 1 mL y 300 mL. Las curvas de crecimiento en volumenes de 240 uL y 1 mL
tuvieron una duracion relativamente corta, de 28 y 34 dias de cultivo, respectivamente
Por otro lado, en 300 mL la curva dur6 46 dias. En cada condicion de volumen las

tasas de crecimiento fueron diferentes. La maxima tasa de crecimiento fue de 0.33 div
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dia’en 240 uL, seguida de 0.26 div dia'en 1 mL y la menor de 0.1 div dia™ en 300
mL.

Se conoce poco sobre esta especie, si bien se ha caracterizado morfolégica y
molecularmente, aun no se cuenta con informacion sobre su autoecologia, fisiologia o
metabolismo celular. Se ha reportado que puede ser potencialmente téxica debido a
que presenta la enzima policétido sintetasa (PKS), la cual es la responsable de
producir policétidos con actividad ficotoxica (Murray et al., 2012). También se ha
reportado que las especies de género Amphidinium son consideradas dinoflagelados
“diana” y pueden ser potencialmente explotadas en cultivo a pequefa y gran escala
por su alta adaptabilidad, resistencia a las condiciones de cultivo y a su produccion de
metabolitos secundarios de interés biotecnoldgico (Lee et al., 2003a, 2003b; Fuentes-
Grinewald et al., 2016; Moreira-Gonzalez et al., 2019; Saha et al., 2019).

8.3.2 Curvas de crecimiento de Coolia malayensis

Las curvas de crecimiento en volumenes de 240 puL y 1 mL tuvieron una
duracion relativamente corta, de 38 y 18 dias de cultivo, respectivamente. La curva en
300 mL duro 69 dias de cultivo. En cada volumen de cultivo las tasas de crecimiento
(K) fueron diferentes. La maxima tasa de crecimiento fue de 0.43 div dia-' en 240 uL,
seguida de 0.24 div dia”'en 1 mL y la menor fue de 0.05 div dia-'en 300 mL.

Los valores de las tasas de crecimiento obtenidos son similares a las
previamente reportadas para C. malayensis utilizando diferentes medios de cultivo,
temperaturas, salinidades e iluminacion (Mohammad-Noor et al., 2013; Shah et al.,
2014; Larsson et al., 2019; Moreira-Gonzalez et al., 2019; Li et al., 2020). Se han
realizado estudios en los cuales se reportan las mayores tasas de crecimiento para
cepas de C. malayensis, destacando el trabajo de Mohammad-Noor et al. (2013), en
el cual experimentaron con cepas aisladas de Malasia cultivadas en medio L1 en
diferentes salinidades (20 a 40) y temperaturas (30 a 35 °C), con una iluminacién de
90 ymol m?2 sy un ciclo 14:10 h L:O. Los autores reportaron tasas de crecimiento de
0.40 a 0.49 dia " para la temperatura de 25 °C y salinidades de 30 a 35. Sin embargo,
cuando las cepas se sometian salinidades menore o mayores a 30 °C, las tasas de

crecimiento disminuyeron y fluctuaron entre 0.19 y 0.20 dia™!, mientras que, cuando la
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temperatura y la salinidad aumentaron de manera conjunta (30 °C, 35,
respectivamente), la tasa de crecimiento aumento a 0.66 dia .

De igual manera destacan los valores altos en las tasas de crecimiento
reportados por Moreira-Gonzalez et al. (2019), quienes obtuvieron tasas de
crecimiento de entre 0.42 y 0.49 dia' en cepas aisladas de Brasil, cultivadas en medio
f/2 a una temperatura de 25 °C, salinidades de 30 a 32, con una iluminacion entre 100
a 140 ymol m=2 s-' y un ciclo 14:10 h L:O. Shah et al. (2014) experimentaron con cepas
de Corea en los medios de cultivo IMK y /2 a una temperatura de 20 °C, salinidad de
30 y una iluminacion de 180 ymol m2 s con un ciclo 12:12 h L:O. Las tasas de
crecimiento de las cepas fluctuaron entre 0.20 y 0.25 dia™ en el medio IMK, y entre
0.19 y 0.25 dia™! en el medio f/2. También se han reportado tasas de crecimiento
similares en cepas de Australia en diferentes condiciones de temperatura, salinidad e
irradiancia en medio de cultivo K modificado, en iluminacion de 100 pmol m- s' con
un ciclo 12:12 h L:O. Larsson et al. (2019) obtuvieron tasas entre 0.21 y 0.25 dia-' a
una temperatura de 24 °C; de entre 0.10 y 0.16 dia™' a salinidades entre 32y 36, y en
condiciones de iluminacion entre 100 y 200 umol m? s, se lograron tasas de
crecimiento entre 0.16 y 0.17 dia™".

Por el contrario, uno de los estudios con las tasas de crecimiento mas bajas
reportadas hasta ahora es el de Li et al. (2020). Ellos probaron diferentes temperaturas
(16, 18, 20, 22, 24, 26 y 28 °C) sobre el crecimiento de C. malayensis aislada de Hong
Kong, China, cultivada en medio L1 a salinidad de 30, con iluminacién de 47 a 50 umol
m2 s en un ciclo 12:12 h L:O. La tasa de crecimiento maxima fue de 0.10 dia -'a 24
°C; en las temperaturas de 18, 20 y 22 °C obtuvieron tasas de crecimiento entre 0.07
y 0.08 dia -, y las tasas de crecimiento con valores menores fueron de 0.04 a 0.05 a
16,26 y 28 °C.

Con base a los valores obtenidos para las tasas de crecimiento del presente
estudio y los previamente reportados, se concluye que C. malayensis presenta una
amplia tolerancia, adaptabilidad y variacion interespecifica a las condiciones de
cultivos y ambientales, posiblemente derivadas de su plasticidad fenotipica, lo que

permite ampliar su distribucién hacia otras regiones para colonizar nichos diferentes.
8.4 Experimentacion de interacciones alelopaticas
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Las interacciones alelopaticas de los dinoflagelados benténicos y/o
epibentonicos han sido poco estudiadas hasta ahora (Monti & Cecchin, 2012; Accoroni
et al., 2015; Garcia-Portela et al., 2016; Pichierri et al., 2017; Ternon et al., 2018; Paul
etal.,2021). En el presente estudio se experimento con A. thermaeumy C. malayensis
para observar las interacciones alelopaticas, debido a que estos dinoflagelados
ocupan el mismo nicho ecolégico en la Bahia de La Paz en el Golfo de California. El
disefio experimental permitidé la exclusion de cualquier factor abidtico (iluminacion,
nutrientes, temperatura, pH, salinidad) que favoreciera el crecimiento de alguna de las
especies sobre la otra. Sin embargo, se utilizaron cultivos no axénicos y, por lo tanto,
es importante considerar el papel potencial de las bacterias en los efectos observados,
debido a que pueden estar directa o indirectamente asociadas a la produccion de
toxinas y otros metabolitos en dinoflagelados (Nayak et al., 1997; Mandal et al., 2011,
Seong & Jeong, 2011).

8.4.1 Experimentos de alelopatia. Cultivos con contacto celular

Los experimentos de contacto celular de las especies A. thermaeum y C.
malayensis en cajas multipozos y en los matraces de alelopatia presentaron
diferencias en el patrén de crecimiento y en los porcentajes sobre los efectos de
inhibicion del crecimiento. No obstante, se observaron los mismos efectos en la
morfologia ambas especies.

En los experimentos con cultivos mixtos en cajas multipozos se observé que
tanto A. thermaeum como C. malayensis redujeron su crecimiento al estar en contacto
celular. A pesar de que no se observaron diferencias significativas ni cambios en las
tasas de crecimiento, los efectos fueron visibles en el porcentaje de inhibicion del
crecimiento de ambas especies, asi como algunas pocas células de C. malayensis con
pérdida de movimiento, clorosis, ecdisis y lisis celular.

Lo mas probable es que ambas especies secreten sustancias aleloquimicas que
puedan afectar el crecimiento de la otra. Una explicacion probable de los efectos
observados seria que A. thermaeum 'y C. malayensis liberan sustancias aleloquimicas
de forma rapida y continua en el medio, y este suministro continuo proporciona una

ventaja de dominancia de una sobre la otra, como se observo con A. thermaeum.
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Un factor importante a considerar es la densidad inicial, ya que ambas especies
comenzaron con densidades celulares en proporciones de biovolumen 1:1, 1:2 y 2:1
(A. thermaeum: C. malayensis). Al inicio del experimento solo comenzaron a colonizar
el espacio disponible; conforme avanzaron los dias de cultivo, la dominancia celular se
hizo evidente y el crecimiento de C. malayensis comenzo6 a disminuir, aunque ambas
especies seguian presentando crecimiento celular y colonizando el mismo nicho.

Ademas, la relacién densidad-efecto fue evidente, debido a que la intensidad
del efecto alelopatico sobre C. malayensis fue menor cuando esta se encontraba en
mayor proporcion (1:2), mientras que, cuando ambas especies se encontraban en la
misma proporcion se presentd un mayor efecto de inhibicién para ambas (1:1).

Un patrén similar se observé en cultivos mixtos de Coolia monotis y Ostreopsis
sp. "tipo Lanzarote": al estar en contacto celular, esta ultima present6 disminucion del
crecimiento, aunque no se observaron cambios morfolégicos (Garcia-Portela et al.,
2016). Por otra parte, en los experimentos realizados con Heterocapsa circularisquama
y Prorocentrum dentatum se observd una disminucion del crecimiento y lisis celular
inmediata de P. dentatum unicamente cuando las densidades iniciales de H.
circularisquama eran mas altas (Yamasaki et al, 2011). En los experimentos
realizados con Skeletonema costatum y Heterosigma akashiwo se observo un efecto
antagonico y efectos de inhibicién débiles cuando ambas especies presentaron las
mismas densidades celulares (Yamasaki et al., 2007).

Por lo anterior, estos resultados sugieren que ambas especies pueden coexistir,
incluso si A. thermaeum produce sustancias alelopaticas. Aunado a lo anterior, C.
malayensis presenta una plasticidad fenotipica como su capacidad de adaptacion y
aclimatacion a diferentes cambios ambientales (Mohammad-Noor et al., 2013; Shah et
al., 2014; Larsson et al., 2019; Li et al., 2020) que le pueden proporcionar una variedad
de respuestas fisiologicas al estar en contacto con sustancias aleloquimicas para
poder coexistir en el ambiente. De manera similar se han observado diferentes
estrategias de resistencia de Prorocentrum donghaiense que puede ser resistente a
las sustancias aleloquimicas de Alexandrium pacificum, ya que puede crecer a pesar
de estar inhibido en un periodo de tiempo corto (Huang et al., 2021).

Por otra parte, para determinar el papel de las interacciones alelopaticas en el
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crecimiento de A. thermaeum 'y C. malayensis en un florecimiento monoespecifico, se
realizaron los cultivos mixtos en las proporciones de biovolumen 1:1y 2:1 en matraces
de alelopatia.

En estos matraces de alelopatia se observé que A. thermaeum inhibe
fuertemente el crecimiento de C. malayensis a partir del sexto dia al estar en contacto
celular. Se observaron diferencias significativas, cambios en las tasas de crecimiento
y altos porcentajes de inhibicion del crecimiento en C. malayensis. Ademas, fueron
muy evidentes los efectos alelopaticos sobre la morfologia, ya que la mayoria de las
células presentaron pérdida de movimiento, clorosis, ecdisis y lisis celular.

En ambas proporciones de cultivo en los matraces de alelopatia, A. thermaeum
aumentd en densidad celular y posteriormente se observo una fase de crecimiento
estacionaria hasta que dominé sobre C. malayensis, una vez que inhibio
completamente su crecimiento. En efecto, se observo una relacion dependiente de la
densidad inicial de las especies y la interaccién alelopatica, debido a que, a mayor
densidad inicial, los efectos alelopaticos sobre C. malayensis fueron mas intensos.

Una posible ventaja competitiva de A. thermaeum sobre C. malayensis, es su
relacion superficie-volumen, lo que implica que la célula tiene la capacidad de
presentar una mayor tasa de crecimiento, y por lo tanto aumenta mas rapido su
densidad celular y con ello su capacidad de producir mas sustancias aleloquimicas, lo
cual genera un efecto de inhibicidon sobre C. malayensis. De igual modo, es probable
que las sustancias aleloquimicas liberadas al medio por parte de C. malayensis sean
demasiado escasas o no sean lo suficientemente efectivas para afectar el crecimiento
de A. thermaeum.

Se han demostrado efectos de lisis celular sobre protozoos y otras microalgas,
que son las especies objetivo, en donde las sustancias aleloquimicas actuan sobre la
membrana externa. Ademas, la lisis no solo depende de la concentracion celular de la
especie donante, también depende de la concentracidn de las células objetivo
(Tillmann, 2003; Tillmann et al., 2007).

Considerando que los efectos alelopaticos dependen de la densidad celular
(Weidenhamer, 2006), las biopeliculas formadas por los dinoflagelados benténicos y/o
epibentdnicos pueden protegerlos contra sustancias alelopaticas. Ademas, algunas

109



especies se encuentran constantemente expuestas a sustancias concentradas
producidas por células vecinas. De modo que la continua exposicion a sustancias
aleloquimicas podria causar alta presion selectiva, dando lugar a cepas mas
resistentes (Allen et al., 2016). También se ha demostrado que el aumento en los
efectos alelopaticos esta estrechamente relacionado con el contacto celular entre las
especies (Uchida et al., 1995; Uchida et al., 1999; Yamasaki et al., 2011; Fernandez-
Herrera et al., 2016; Wang et al., 2020).

Este estudio evidencia que unos de los mecanismos de los efectos alelopaticos
causados por A. thermaeum sobre C. malayensis es mediante el contracto celular, con
efectos en la disminucion del movimiento, aclaramiento de los cloroplastos, dafio en la
membrana y finalmente la lisis celular. Estos efectos también han sido observados en
la diatomea Skeletonema costatum, los dinoflagelados Prorocentrum micans,
Scrippsiella trochoidea y en la haptofita Isochrysis galbana al estar en contacto con
Amphidinium carterae (Ji et al., 2012). De modo similar, se observaron efectos en
especies como Karenia mikimotoi, Gyrodinium instriatum 'y Prorocentrum dentatum al
estar en contacto directo con Heterocapsa circularisquama (Uchida et al., 1995, 1999;
Yamasaki et al., 2011).

En los ambientes bentdnicos existen multiples respuestas y mecanismos de
accién derivados de las interacciones bidticas y la gran diversidad de compuestos
producidos por los organismos que forman biopeliculas. Estos evidencian la
importancia de la alopatia a lo largo de la evolucion, especificamente para los
productores de sustancias aleloquimicas, asimismo, no se pueden excluir otras
funciones bioldgicas, ecoldgicas y/o quimicas (Allen et al., 2016). Los resultados de
este trabajo podrian explicar parcialmente la abundancia de estas dos especies en
campo, es decir, A. thermaeum, al alcanzar una alta densidad pudiera limitar la
densidad de otras especies como C. malayensis.

Di Pippo & Congestri (2017), cultivaron biopeliculas en un microcosmos sobre
un sustrato artificial con especies formadoras de Florecimiento Algales Nocivos
bentdénicos como cianobacterias filamentosas (de los géneros Leptolyngbya, Lyngbya,
Oscillatoria, Microcoleous, Phormidium, Pseudanabaena, Spirulina); las diatomeas (de
los géneros Parlibellus, Amphora 'y Ceratoneis closterium); y los dinoflagelados (O. cf.
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ovata, A. cf. carterae y C. monotis). Observaron que las estrategias de las formas de
vida, la competencia por los recursos, la distribucion heterogénea y las interacciones
alelopaticas influyeron en la estructura de la comunidad. Ademas, observaron la
dominancia de A. cf. carterae que formo a agregaciones excluyendo a otros miembros
de la comunidad y dominé sobre otros dinoflagelados, entre ellos a C. monotis.

Se ha evidenciado, en experimentos de interaccion en contacto celular de
Amphidinium carterae con bacterias no nativas como Bacillus, Moraxella,
Pseudomonas, Micrococcus y Aeromonas, que el dinoflagelado A. carterae no
presenta diferencias en su crecimiento y aumenta su toxicidad al estar en contacto,
posiblemente por procesos de alelopatia derivados de producciéon de hemolisinas
(Nayak et al., 1997; Mandal et al., 2011; Seong & Jeong, 2011). En experimentos con
exudados de A. carterae sobre Bacillus pumillus, se observdé que las sustancias
poliméricas extracelulares producidas por el dinoflagelado son beneficiosas para el
desarrollo y crecimiento de las bacterias, actuando como suplemento de nutrientes, lo
que sugiere que estas asociaciones podrian estar involucradas en los procesos de
flujos de carbono en los bucles microbianos del ecosistema y en la formacion de FANb
(Mandal et al., 2011).

La importancia de la alelopatia en la dinamica poblacional y la coexistencia de
las especies ha sido demostrada mediante modelos matematicos aplicados a
dinoflagelados planctonicos (Wang et al., 2006, 2020; Wang & Tang, 2008; Lyczkowski
& Karp-Boss, 2014). Estos modelos hipotetizan varias estrategias derivadas de la
produccion de sustancias aleloquimicas: En principio, las sustancias aleloquimicas
permiten a la especie donadora superar en densidad a la especie objetivo, sin
embargo, genera efectos de reduccion de su tasa de crecimiento debido al alto costo
energético de producir sustancias aleloquimicas, asi como para evitar su
autotoxicidad. Una vez que la especie donadora ha superado a la especie objetivo, el
beneficio de producir sustancias alelopaticas es bajo, aunque el costo energético es el
mismo (Allen et al.,, 2016). Derivado de lo anterior, se observdé un patron de
comportamiento similar en los cultivos mixtos en matraces de alelopatia.

De igual manera, estos modelos proponen que las especies o cepas resistentes
a las sustancias aleloquimicas podran superar a las especies objetivo, debido a que
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no tienen que soportar ese costo energético. Dado que la densidad de la especie
donadora se reduce y la especie objetivo ya no se encuentra controlada por las
sustancias aleloquimicas, esta podria superar en densidad a las especies resistentes
porque no pagan el costo de produccion de los compuestos quimicos (Allen et al.,
2016). Con respecto a esta segunda inferencia, C. malayensis en los cultivos mixtos
en cajas multipozos presentd resistencia a las sustancias aleloquimicas de A.

thermaeum en todas las fases de crecimiento.
8.4.2 Experimentos de alelopatia. Cultivos sin contacto celular

En el experimento sin contacto celular en la proporcion de biovolumen 1:1 entre
A. thermaeum y C. malayensis en matraces de alelopatia, no se observé actividad
alelopatica por parte de ninguna de las dos especies, mientras que en la proporcién
2:1 se confirmé la actividad alelopatica observada en los experimentos con contacto
celular.

El disefio experimental en las camaras de cultivo se adaptdé para evitar el
contacto celular entre ambas especies y permitir la difusion de los compuestos de una
especie hacia la otra mediante la separacion de las camaras de cultivo por una
membrana. El tipo de membrana y tamafno de poro se eligié con base en el tamafo
celular de ambas especies. Sin embargo, en ambos experimentos se modificaron los
dias de cultivo y el tipo de membrana por los problemas derivados de la
homogenizacion y la exposicion de la membrana en el cultivo.

El cultivo sin contacto celular en la proporcion de biovolumen 1:1 tuvo una
duracion de 10 dias debido a que la membrana de fibra de vidrio se rompid por la
exposicién continua con el medio de cultivo y la homogenizacion. Durante el tiempo
del experimento no se observaron efectos alelopaticos ni inhibicion del crecimiento; no
se afectaron las densidades celulares ni las tasas de crecimiento de ninguna de las
dos especies. Por lo cual, estos resultados sugieren que la ausencia de efectos
alelopaticos mediante la difusidn de sustancias aleloquimicas a través de la membrana
solo estan involucradas el deterioro celular y sobre el crecimiento de sus posibles
competidores. Ademas, estas sustancias aleloquimicas se encontraban diluidas en el

medio de cultivo, por lo tanto, su efecto fue nulo o no se alcanzé a detectar.
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De manera similar, Band-Schmidt et al. (2020) observaron que, tanto
Gymnodinium catenatum como G. impudicum no presentaron efectos alelopaticos en
cultivos sin contacto. De igual modo, Ternon et al. (2018) observaron que Ostreopsis
cf. ovata produce ovotoxinas como repuesta a la competencia de Licmophora
paradoxa, y esta diatomea posiblemente produce oxilipinas para contrarrestar el
efecto. Ademas, ninguna de las dos especies mostré efectos alelopaticos al cultivarse
sin contacto celular. Sin embargo, al analizar sus endo y exometabolomas, se
encontraron diferentes compuestos quimicos, por lo cual se infiere que la membrana
impide la difusién de los compuestos de una especie hacia la otra, que esta en funcion
del tamafo de las moléculas. Sin embargo, Wang et al. (2020) evidenciaron la
inhibicion del crecimiento provocados por la diatomea Phaeodactylum tricornutum
sobre la rafidofita Heterosigma akashiwo en un sistema de alelopatia separados con
una membrana de 0.7 um, los autores sugieren que las sustancias aleloquimicas se
degradan con el tiempo, y tanto la concentracion como los efectos alelopaticos pueden
disminuir con el tiempo de incubacion.

Por otra parte, en los cultivos sin contacto celular con proporciones de
biovolumen 2:1 se observaron células de A. thermaeum a partir del cuarto dia de cultivo
dentro de la camara de C. malayensis.

Por la ruptura de la membrana de fibra de vidrio en el experimento con la
proporcion 1:1 se decidié cambiar la membrana una malla de nylon con luz de malla
de 5 um. Sin embargo, a los cuatro dias se encontraron células de A. thermaeum en
la zona de C. malayensis. Estas células tienen un tamafio de 10 a 19 um de largoy 7
a 14 ym de ancho; sin embargo, presentan movimiento metabdlico, el cual les permite
expandirse y contraerse. Se considera, por lo tanto, que estas células utilizaron esa
ventaja adaptativa para colonizar rapidamente la camara de cultivo aledafia e inhibir el
crecimiento de C. malayensis. Estos resultados muestran que A. thermaeum presenta
multiples mecanismos y ventajas adaptativas para colonizar otros nichos. De igual
modo, se confirma que los efectos alelopaticos entre estas dos especies suceden
principalmente mediante contacto celular. Algunos autores han demostrado que es
necesaria la deteccion o sefalizacion quimica entre especies mediante contacto para

estimular la produccién de metabolitos secundarios (Stahl, 2016; Landa et al., 2017).
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8.4.3 Experimentos de alelopatia. Exposicion a medios de cultivo filtrados

En los experimentos de exposicion de las células de C. malayensis en los
filtrados celulares de las especies A. thermaeum y C. malayensis en los matraces de
alelopatia, unicamente se inhibio el crecimiento en el cultivo con una concentracién de
100% de los filtrados de A. thermaeum. Ademas, no se observaron diferencias en el
patron de crecimiento, pero si un aumento en densidad celular comparados con el
control. No obstante, se observaron diferentes efectos en la morfologia ambas
especies en las contracciones de 50 y 100%.

En los cultivos con exposicion a la concentracion de 50% en ambos filtrados no
se observaron efectos de inhibicion, por el contrario, C. malayensis presenté un efecto
estimulante en su crecimiento con un aumento del 20% en los filtrados de A.
thermaeum y del 16% en sus propios filtrados. Ademas, en los filtrados celulares de
C. malayensis a una concentracion de 100% presento un patron en crecimiento similar,
aunque no se observo un efecto estimulante. Efectos similares se han observado en
la microalga Dunalliella tertiolecta en exposicion a filtrados de A. carterae en
concentraciones de 70 y 100% (Paul et al., 2021). De igual modo, sea observado que
Alexandrium tamarense presentd un aumento en su crecimiento cuando se expuso a
filtrados de Prorocentrum donghaiense (Wang et al., 2006). Asi como en Karlodinium
veneficum al estar expuesta a filtrados de P. donghaiense (Wang et al., 2020). Sin
embargo, es este estudio se observo que C. malayensis en ambos filtrados presentd
deformaciones en su morfologia, celulas con protuberancias y efectos sobre las células
que se encontraban en reproduccion por fision binaria. Estas ultimas se caracterizaron
por formar triadas con multiples meiosis para generar gametos, lo cual podria
explicarse como una estrategia de C. malayensis para mantener a su poblaciéon en
condiciones adversas. Ademas, se debe considerar que estas deformaciones
posiblemente son resultado de la deficiencia de nutrientes, ya que el cultivo tuvo una
duracién de 15 dias en los cuales el crecimiento prensenté un amento en densidad
celular, posiblemente es necesario prolongar el tiempo de cultivo para observar una
inhibicon y fase de decaimiento en el crecimiento de C. malalyensis, bebido a que se
desconoce el tiempo dedegradacién de las sustancias aleloquimicas. Se sugiere que,
la actividad asociada a las supuestas sustancias aleloquimicas persiste en los filtrados

114



libres de células, pero en algunos casos parece ser degradada después de cierto
tiempo, por ello, es necesario monitorear la duracién de estos efectos a lo largo del
tiempo y, eventualmente podrian ser necesarias nuevas adiciones de filtrados (Fistarol
et al., 2003; Wang et al., 2006; Garcia-Portela et al., 2016).

Por otra parte, el cultivo de C. malayensis expuesta a una concentracion de
100% presenté una inhibicion del crecimiento del 72% hasta el dia cuatro y se
observaron células con efectos de clorosis, ecdisis y lisis. Estos efectos también se
observaron en los cultivos en contacto celular, por consiguiente, se confirman que los
efectos alelopaticos de A. thermaeum sobre C. malayensis dependen de la
concentracion celular, del contacto entre especies y posiblemente son las mismas
sustancias aleloquimicas secretadas en ambos tratamientos. Tales efectos se han
observado en especies coexistente como Bysmatrum gregarium y Skeletonema
costatum expuestas a filtrados de A. carterae en concentraciones de 70 y 100%,
ademas se sugiere que la accion de las mareas (a través de la dilucién) podria
desempenar un papel importante en la eficiencia de los procesos alelopaticos como
estrategia competitiva en ambientes intermareales (Paul et al., 2021). Cabe sefalar,
que después de la inhibiciéon del crecimiento de C. malayensis, las células que
presentaron crecimiento en los dias siguientes, presentaron morfologias anémalas con
fuertes pigmentaciones, granulaciones, deformaciones y efectos sobre las células en
fisidn binaria y no se recuperaron en densidad celular.

En este estudio se investigaron los efectos de las interacciones alelopaticas de
los dinoflagelados epibentdnicos A. thermaeum 'y C. malayensis en cultivos mixtos, sin
contacto y expuestos a filtrados celulares. Los resultados mostraron que el mayor
efecto de inhibicion sobre el crecimiento de C. malayensis se presento6 en cultivos con
contacto celulary en los al 100% de A. thermaeum. Sin embargo, se desconoce cuales
son las sustancias alelopaticas responsables de la inhibicidn, asi como de sus
multiples respuestas y mecanismos de accion sobre el metabolismo celular. Por lo
cual, en un contexto ecolégico, existe una gran diversidad de mezclas de compuestos
que no siempre pueden ser caracterizados. Por este motivo, el desarrollo de técnicas
como las “0micas” permitiran un rapido progreso en la identificacion de los metabolitos

secundarios involucrados en las interacciones alelopaticas (Allen et al., 2016;
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Konarzewska et al., 2020; Chaib et al., 2021; Sliwinska-Wilczewska et al., 2021).
8.5 Mucilago

Es conocido que los géneros Amphidinium y Coolia producen grandes
cantidades de mucilago (Besada et al., 1982b; Faust, 1992; Maranda & Shimizu, 1996;
Dolapsakis & Economou-Amilli, 2009; Lee et al., 2013; Leaw et al., 2016). En los
cultivos, tanto en las curvas de crecimiento como en los experimentos de interacciones
alelopaticas se observaron grandes matrices mucilaginosas que producian las células
de ambas especies. Las matrices aumentaron su biomasa conforme los dias del cultivo
alcanzaban la fase exponencial; ademas, dentro de los agregados mucilaginosos las
células se encontraban en asociacion con grandes cargas bacterianas. Se ha
observado, tanto en la naturaleza como en cultivos, que los dinoflagelados bentonicos
se encuentran embebidos en matrices mucilaginosas que frecuentemente cubren
diferentes sustratos (rocas, macroalgas, corales, pastos, etc.) (GEOHAB, 2012;
Hoppenrath et al., 2014), y también tienden a cubrir el fondo de los recipientes de
cultivo (Di Pippo & Congestri, 2017; Abdennadher et al., 2020). A menudo estos
agregados amorfos se desprenden del fondo y flotan en la columna de agua. En cultivo
forman una red filamentosa. Ademas, estos exudados mucilaginosos proporcionan
mayor densidad a los medios de cultivo (Honsell et al., 2013).

El mucilago esta formado por polimeros transparentes de carbohidratos en
forma de celosia higroscopica y son caracteristicos de diferentes grupos de
microalgas. En ellos realizan sus funciones tales como reproduccién, defensa contra
el pastoreo, aumento de la flotabilidad y autorregulacion metabdlica (Reynolds, 2006,
2007; Allen et al., 2016). Este mucilago se produce dentro de las células por organelos
eyéctiles llamados extrusomas que se encuentran cercanos al anfiesma y pueden ser
de dos tipos: mucocistos y tricocistos. Los tricocistos presentan una funcion defensiva
y/o excretora; ademas, expulsan fibras de contenido mucilaginoso a distancia. Los
mucocistos son sacos de contenido granular, asociados con la liberacidon de mucus en
el proceso de conversion al estado palmeloide (Saldarriaga & Taylor, 2017).

Durante los experimentos de las curvas de crecimiento, la produccion de

mucilago representd una limitante para realizar los conteos celulares, debido a que las
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muestras no eran homogéneas, particularmente los agregados celulares en estado
palmeloide de A. thermaeum y las matrices en forma de fibras con células adheridas
de C. malayensis.

La unién de los dinoflagelados por medio de mucilago al sustrato es una
adaptacion ecologica para sobrevivir a la turbulencia, reduciendo la probabilidad de
ser dispersados por las olas o la desecacidon durante la marea baja, asi como para
colonizar sustratos (Smayda, 2002; Fraga et al., 2012; Hoppenrath et al., 2014; Garcia-
Portela et al., 2016).

Garcia-Portela et al. (2016) observaron que los filtrados de Ostreopsis cf. ovata
favorecidé la adhesion celular de Prorocentrum hoffmannianum, mientras que en
Gambierdiscus exentricus produjeron un efecto contrario y causo lisis celular. Por lo
tanto, el desarrollo de estrategias para contrarrestar la adhesion y/o la colonizacién por
otros organismos podria ser una ventaja competitiva para algunas microalgas
bentonicas.

También se ha demostrado que las matrices mucilaginosas contienen
compuestos como o sustancias que pueden ser toxicas o dafinas para otros
organismos, como peces, invertebrados, bacterias y algas (Mandal et al., 2011;
Accoroni et al., 2015), lo que se considera una estrategia clave de supervivencia, asi
como para la formacion de FANbD.

Por lo tanto, parece paraddjico que las interacciones alelopaticas se hayan
descrito primero en especies planctonicas antes que en especies bentonicas, debido
a que dentro de las biopeliculas sucede una guerra quimica constante entre
microalgas, protozoos, bacterias, hongos y animales sésiles asociados. Ademas, las
dificultades técnicas de trabajar con estos organismos son consecuencia de los
procesos de coevolucion entre las especies donadoras y objetivo, que estimulan
procesos alelopaticos que no siempre son visibles o que son paulatinos, y
posteriormente se ven reflejados en la estructura de la comunidad. Ademas, las
especies que coevolucidon conjuntamente en biopeliculas presentan resistencia a las
sustancias alelopaticas, a las que continuamente se encuentran expuestas. Por estas
razones, explicar la gran variedad de los compuestos producidos, en consecuencia,

tener acceso a solo una pequefia porcidon de los metabolitos sintetizados a
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comparacion de la gran gama que producen al estar en interaccion (Allen et al., 2016;
Poulin et al., 2020).

IX. CONCLUSION

La competencia entre especies bentdnicas y/o epibentdnicoas juega un papel
importante en la estructura de la comunidad y la formacién de FANb. En este sentido,
las interacciones alelopaticas entre dinoflagelados bentdnicos y/o epibentdnicos
recientemente han sido exploradas. En el presente trabajo observamos diferentes
mecanismos Yy efectos entre las especies A. thermaeum y C. malayensis en cultivos
mixtos, sin contacto celular y con exposicion de filtrados celulares. Se observaron
efectos alelopaticos de A. thermaeum sobre C. malayensis y se confirmd que los
efectos mas agudos se presentaron a través del contacto celular y en exposicion a
filtrados en concentraciones mayoreos, ademas se sugiere que A. thermaeum utiliza
esta estrategia para colonizar del espacio disponible, desarrollar sus funciones
bioldgicas y fisioldgicas, con la formacién de biopeliculas. Los efectos morfoldgicos
evidentes fueron la disminucion del movimiento, la clorosis, la ecdisis y la lisis celular.
Estos resultados sugieren que A. thermaeum produce sustancias aleloquimicas para

inhibir el crecimiento de sus potenciales competidores.
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Anexo 1. Secuencias de la regién LSU de Amphidinium utilizadas para el andlisis filogenético.

N° de N° de
Especie Cepa acceso Especie Cepa acceso
Amca1506-4 KY070351 CS-259 JQ394808
Amcal1412-1 KY070349 Amphidinium cf. massartii CCMP 2813 KY697982
Amca0812-1 KY070355 Amma1506-1 KY070348
Amca1506-2 KY070350 Amphidinium mootonorum K-0656 AY455676
Amca1506-3 KY070352 CAWD 56 AY460592
Amca0406-1 KY070360 —_ K-0663 AY455674
Amphidinium operculatum
Amca0406-2 KY070362 CAWD 55 AY460591
Amphidinium carterae Amca0406-3 KY070359 CAWD 42 AY460590
Amphidinium
CCMP1748 AY460586 paucianulatum Ampa0508-3 KY070346
Amphidinium
JL 3 AF260380 pseudomassartii AKLSPO1 AY460588
CS-212 JQ394805 Amphidinium steinii CS-741 AY455673
Amth0702-1,
CS-21 JQ394807 Amphidinium theodori CMSTACO023 EU046332
CCMP 2100 KY697981 Amth1303-1 KY697986
Amphidinium

cupulatisquana TM-96 AB477346 UoABM-Atherm1 GQ200834

Amfi0508-1,
Amphidinium fiiiensis i'\rﬁg?gso_gj EU046330  Amphidinium thermaeum CS-109 JQ394809
CMSTACO020 EU046329 Amth1412-2 KY070364
S1-36-50 AY460587 Amth0304-1 KY070365
2 e , CCMP 120 AY455672 Amphidinium trulla K-0657 AY455671

mphidinium gibbosum _
Amgi0406-2 KYQ070357 Amto1412-1 KY974334
Amgi0406-3 KY070358 2 e . Amto1412-2 KY697984
Lo . mphidinium tomasii

Amphidinium herdmanii MFJ5 AY460595 Amto0812-2 KY697985
Amphidinium incoloratum NA AY455677 CAWD 222 KM259619
Amphidinium magnum Amma0206-3 KY070347 Karlodinium armiger K-0668 DQ114467
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N° de N° de
Especie Cepa acceso Especie Cepa acceso
Aér&n;?.%%)gzz.) EU046333 Heterocapsa steinii SSBO3H LC541732
TM16 AB818952 Heterocapsa minima CAWD302 LC541733
Amphidinium massartii Amma1208-1 KY070356
CCMP1342 EU165302
CCMP27274 EU165278

Anexo 2. Secuencias de la regién LSU de Coolia utilizadas para el andlisis filogenético.

Las cepas resaltadas en negrita corresponden a las cepas mexicanas identificadas en otros estudios. SN= sin nimero de acceso.

Especie Cepa N° de acceso Especie Cepa N° de acceso
Com.10 KJ781412 CmPLO1 AF244942
Dn23EHU HQ414219 CmPD20 KR605305
Dn24EHU HQ414218 CmLd01 KR605307
Dn25EHU HQ414220 CmLd02 KR605308
Com.10 KJ781412 CmLd04 KR605310
Dn26EHU HQ414217 CmLd06 KR605312
Coolia monofis Dn66EHU KF896842 CmLd11 KR605313
UoA-Cmon1 EU477760 K-0972 JX896690
VGO831 AM902744 Coolia malayensis CAWD98 KJ422853
RIKZ-4 AM902749 CAWD154 KJ422855
Com.5 KJ781414 CAWD175 KJ422856
Dn159EHU KF896846 L31 KR605318
VGO782 AM902746 NLD9 KJ422857
Dn55EHU KF896851 NLD12 KJ422858
Dn29EHU HQ414221 CAWD151 KJ422854
Coolia canariensis Dn166EHU KF896837 TE18C AB908153
Dn137EHU KF896838 Cm0607-1 KP172278
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Especie Cepa N° de acceso Especie Cepa N° de acceso
CCJJ1 FR846193 FIU39 EU165293
VGO786 AM902737 CmPD17 KR605304
VGO787 AM902738 CmTTO1 KR605314
CMPV-1 JQ638943 LMO066 MT295353
Coolia guanchica TNW KU514007 LMO058 MT295360
CCMP1744 (Clone1) AM902741 LM140 MT295365
Coolia tropicalis K-1156 JX896691 LMO085 MT295363
VG0923 AM902740 LM136 MT295359
NQAIF90 HQ897276 CAWD77 KJ422852
Cp1208-1 KP172270 Coolia malayensis CAWD77 KJ422852
Coolia palmyrensis LM112 MT295364 Sli72 SN
LMO076 MT295362 CMBAPAZ1 SN
LMO75 MT295361 Ostreopsis ovata VGO614 FM994897
Cs1303-1 KP172271 VGO881 FM994895
Coolia santacroce LM123 MT295357
LM122 MT295356
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