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Resumen de la tesis que presenta Daniela Melissa Torres Calderén como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestria en Ciencias en Ecologia Marina

Crecimiento poblacional y potencial téxico de Gymnodinium catenatum y Alexandrium affine del
norte del golfo de California

Resumen aprobado por:

Dr. Ernesto Garcia Mendoza
Director de tesis

El estudio de las especies formadoras de florecimientos algales es cada vez mas frecuente, asi como
de las variables ambientales que influyen sobre estas. La especie que ha ocasionado mas afectaciones
en México es G. catenatum. En cada regidn que se presenta parece responder diferente a las
condiciones ambientales, por ello se evalud el efecto de la temperatura e irradiancia sobre este
dinoflagelado del norte del golfo de California (GC). Ademas, se aisl6 una cepa del género Alexandrium,
la cual se identificd a nivel especie y también se expuso a condiciones ambientales. Con la finalidad de
conocer las condiciones éptimas de crecimiento de estas especies, asi como el potencial nocivo y el
perfil de toxinas que producen. Los tratamientos consistieron en exponer ambas especies a tres
temperaturas, (17, 20y 25 °C) y dos irradiancias de 90 umol fotones m2 s (luz baja) y 200 umol fotones
m2 s (luz alta), en todos los cultivos se utilizé medio f/2 y un fotoperiodo de 12:12 (Luz: Oscuridad).
En este estudio, se obtuvo el primer registro de A. affine en el norte del GC, se observd que la cepa de
G. catenatum es productora de PST (toxinas de tipo paralizante); también A. affine en este estudio
produjo ocho analogos de PST bajo ciertas condiciones. Por lo tanto, en este trabajo se observé que
las condiciones ambientales como la luz y la temperatura influyen en el crecimiento poblacional y el
potencial tdxico de estos dinoflagelados.

Palabras clave: Gymnodinium, Alexandrium, luz, temperatura, PSTs



Abstract of the thesis presented by Daniela Melissa Torres Calderon as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Marine Ecology

Population growth and toxic potential of Gymnodinium catenatum and Alexandrium affine of the
northern Gulf of California

Abstract approved by:

Dr. Ernesto Garcia Mendoza
Thesis Director

The study of algal bloom-forming species is increasingly frequent, as well as the environmental
variables that influence them. The species that has caused the most damage in Mexico is G. catenatum.
In each region that appears to respond differently to environmental conditions, therefore the effect of
temperature and irradiance on this dinoflagellate of the northern Gulf of California (GC) was evaluated.
In addition, a strain of the genus Alexandrium was isolated, which was identified at the species level
and also exposed to environmental conditions. In order to know the optimal conditions of growth of
these species, as well as the harmful potential and the profile of toxins they produce. The treatments
consisted of exposing both species to three temperatures, (17, 20 and 25°C) and two irradiances of 90
umol m2s? photons (low light) and 200 pmol m2 s photons (high light), in all crops half f/2 and a
12:12 photoperiod (light: dark) were used. In this study, the first record of A. affine was obtained in
the north of the GC, it was observed that the strain of G. catenatum is producer of PST (paralytic type
toxins); also A. affine in this study produced eight analogues of PST under certain conditions.
Therefore, in this work it was observed that environmental conditions such as light and temperature
influence population growth and the toxic potential of these dinoflagellates.

Keywords: Gymnodinium, Alexandrium, light, temperature, PST
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Capitulo 1. Introduccion

Los florecimientos algales nocivos (FAN) son la acumulacién de biomasa algal con caracter nocivo
gue degradan las condiciones ambientales y generan metabolitos toxicos (Garcia-Mendoza et al.,
2016). Los FAN pueden causar mortandades masivas de organismos silvestres y cultivados al
degradar las condiciones ambientales. La produccién de metabolitos toxicos afecta tanto la salud
de los organismos marinos como la salud publica al consumirse productos marinos contaminados
gue pueden provocar desde intoxicaciones leves hasta la muerte (Band-Schmidt et al., 2011). Las
afectaciones producidas por los FAN se ven reflejadas en pérdidas econdmicas de actividades
costeras como el turismo, la pesca y maricultura (Garcia-Mendoza et al., 2016; Lépez Cortés et al.,
2015). Los impactos sobre la salud publica se asocian a los sindromes de intoxicacién humana
producidos por el consumo de mariscos. Estos sindromes son causados principalmente por
biotoxinas producidas por dinoflagelados, a excepcidn de la intoxicacién amnésica por consumo
mariscos (ASP, por sus siglas en inglés) que estd asociada al consumo del acido doméico, toxina

producida principalmente por diatomeas del género Pseudo-nitzschia (Anderson et al., 2021).

El sindrome de intoxicacion por consumo de mariscos (PSP) ocurre cuando las personas consumen
algln marisco contaminado con toxinas de tipo paralizante (PSTs). Las PSTs son un grupo de
potentes neurotoxinas naturales solubles en agua dentro de las cuales se encuentran la saxitoxina
(STX) y 57 andlogos (Band-Schmidt et al., 2019; Wiese et al., 2010). Estas toxinas provocan una
variedad de sintomas gastrointestinales y neurolégicos debido al bloqueo en los canales de sodio,
potasio y calcio que dafian el funcionamiento celular e inhiben las sefiales eléctricas que mantienen
la actividad nerviosa y la comunicacion sindptica (Cusick & Sayler, 2013; Van Dolah et al., 2001;
Wiese et al., 2010). Su efecto dependera del tipo y cantidad de toxina, pero puede causar la muerte
por paro cardiorrespiratorio (Botana et al., 2016). En ambientes marinos, las PST son producidas por
dinoflagelados de los géneros Gymnodinium (G. catenatum), Pyrodinium (P. bahamense) vy

Alexandrium (mas de diez especies) (Band-Schmidt et al., 2019).

Los FAN son eventos recurrentes en el Golfo de California (GC) tanto en la regién norte (NGC) como
en la parte sur y los registros datan de 1878 (Garate-Lizarraga et al., 2016; Streets, 1878). Algunos

de estos florecimientos han causado alteraciones en el ecosistema (Band-Schmidt et al., 2019;



Garcia-Mendoza et al., 2016) y en el NGC la principal especie formadora de FAN es G. catenatum
(Band-Schmidt et al., 2010, 2019). Esta especie ha estado asociada a multiples florecimientos
registrados en el GC, y el Pacifico mexicano y algunos han causado afectaciones severas al ambiente,
la salud humana y animal, y en la economia de la regién (Band-Schmidt et al., 2010; Duran-Riveroll
et al., 2019; Garcia-Mendoza et al., 2016; Medina-Elizalde et al., 2018). También se han reportado
especies del género Alexandrium en el GC como A. affine registrada en Bahia Concepcidén con una
abundancia de 60 a 1000 x 10 3 cél L'! (Band-Schmidt, Lilly L., et al., 2003; Garate-Lizarraga et al.,
2001). Esta especie se ha asociado con florecimientos de otros dinoflagelados formadores de
cadenas como G. catenatum (Bravo, 1986; Fraga & Bakun, 1993), Cochlodinium sp., y Pheopolykrikos
hartmannii (Kim et al., 1990). Cabe resaltar que A. affine solo ha sido reportado en el GC por Band-
Schmidt et al. (2003). Aun cuando varias especies del género Alexandrium son tdxicas y son
causantes de PSP, A. affine no se consideraba como una especie productora de PST; sin embargo,
es conocida por producir compuestos liticos y otros aleloquimicos (Basti et al., 2015; Hallegraeff

et al.,, 1991; Kim et al., 2023).

En México, los casos de PSP han sido causantes de muertes humanas y se ha reconocido la
afectacién de al menos 460 individuos con 32 muertes (Band-Schmidt et al., 2019; Lewitus et al.,
2012) Santiago-Morales, 2016). En el NGC, los FAN de G. catenatum son recurrentes durante la
temporada invernal lo que ha resultado en la implementacion de vedas sanitarias por la
acumulacién de toxinas en bivalvos (Gdrate-Lizdrraga et al.,, 2004; Medina-Elizalde et al., 2018;
Murillo Martinez, 2015). Los factores ambientales o bioldgicos que determinan la presencia de G.
catenatum durante una temporada tan especifica en el NGC no son completamente conocidas. Sin
embargo, deben existir condiciones adecuadas para que la proliferacidn de esta especie, asi como
es necesaria una poblacién autdctona de G. catenatum para que sus FAN se desarrollen (Hallegraeff
et al.,, 2012). Esta especie se caracteriza por producir quistes que pueden ser permanecer en el
sedimento y que al germinar sirven como indculo para la proliferacion de la especie (Butman et al.,
2014). La distribucion de quistes se relaciona con las caracteristicas fisicas de los sedimentos y la
hidrodindmica de la region donde se encuentren (Butman et al., 2014). Para comprender la dindmica
de los semilleros y el comportamiento de los quistes en el NGC, Castafieda-Quezada et al. (2021)
compararon la concentracion y la distribucién espacial de quistes de G. catenatum entre una

condicidn de presencia de FAN y cuando no se presentaba este fendmeno. Las proliferaciones se



presentan en el NGC en periodos bien definidos entre diciembre a abril (Ramirez-Castillo, 2020),

debido probablemente a los semilleros de quistes presentes en esta region.

Otro factor que influye en el desarrollo de FAN en el NGC son las condiciones ambientales adecuadas
para la proliferacidon de la especie. En invierno en el NGC la temperatura desciende de manera
importante de 31-32 °C que se presentan en verano a temperaturas de hasta 15 — 17 °C (Ramirez-
Ledn et al., 2015). Esto podria representar una condicion favorable para el crecimiento de G.
catenatum. De acuerdo con Hallegraeff y Fraga (1998), la temperatura puede determinar la
biogeografia de diferentes ecotipos de esta especie. G. catenatum es una especie que se distribuye
globalmente desde aguas templadas hasta aguas tropicales (Hallegraeff etal., 2012). Se ha
identificado un probable “ecotipo frio” que prolifera principalmente en temperaturas de alrededor
de 12 a 18 °C mientras que el “ecotipo caliente” lo hace a temperaturas mayores de 20 °C (Band-

Schmidt et al., 2004; Hallegraeff et al., 2012).

En México la mayoria de las proliferaciones de G. catenatum se reportan en el sur del GCy cerca del
Pacifico tropical. Band-Schmidt et al. (2010), reporté que G. catenatum se distribuye en el Pacifico
mexicano a una temperatura promedio entre 13°Cy 27°C con base al andlisis de registros realizados
entre 1939 y 2007. Por lo tanto, G. catenatum presenta un rango de tolerancia a la temperatura
muy amplio. Por ejemplo, Morales-Blake et al. (2000) han registrado proliferaciones de G.
catenatum en las costas de Colima a temperaturas entre los 23 a 25 °C. Cortes-Altamirano et al.
(1999) reporté la mayor abundancia de G. catenatum entre 20 a 21 °C en la Bahia de Mazatlan,
Sinaloa. Asimismo, Aguirre-Gomez et al. (1999) registré en esta misma bahia a la especie cuando
hubo un incremento repentino de la temperatura (22 a 24 °C). En Bahia de La Paz la temperatura
registrada durante un FAN de G. catenatum fue de 20.9 °C (Hernandez-Sandoval et al., 2009). Por
otro lado, en Puerto Libertad, Sonora, se ha reportado a la especie entre 16 °C y 17 °C (Cortes-
Altamirano et al. 1999). Por lo tanto, la cepa (“ecotipo”) del NGC puede tener una afinidad a
condiciones de temperatura baja en comparacion a las que se distribuyen al sur de esta regién. Por
lo que es importante evaluar el crecimiento poblacional de cepas aisladas del NGC a diferentes
temperaturas y determinar si esta variable es importante para el desarrollo de sus proliferaciones.
También es importante conocer el efecto de diferentes variables ambientales en la produccién de
toxinas ya que esto define el potencial téxico de una especie. Los estudios sobre el efecto de la luz

en el crecimiento y produccién de toxinas de los dinoflagelados son escasos. Especificamente en G.



catenatum los estudios sobre el efecto de la luz son casi nulos. El Unico trabajo sobre el efecto de la
luz sobre este dinoflagelado es el de Murillo-Martinez (2015), quien encontrd que el crecimiento
poblacional de esta especie depende de la irradiancia ya que la mayor tasa de crecimiento (0.28 d-
1) asi como la mayor abundancia (5,902 cél mL 1) se registraron en cultivos expuestos a luz alta (350
umol fotones m? st). También se registrd que la concentracién y el perfil de toxinas no presenté

diferencias significativas entre diferentes irradiancias de cultivo.

Por lo tanto, en este trabajo se caracterizé el crecimiento poblacional de G. catenatum aislado del
NGC a diferentes temperaturas e irradiancias. Durante el aislamiento de esta especie, se establecié
otra cepa de un dinoflagelado potencialmente tdxico ya que se reconocié como una especie de
Alexandrium, por lo que se caracterizé su afinidad taxondmica por métodos moleculares para
identificarla a nivel de especie. Se evalud, asimismo, el potencial toxico (produccion de PSTs) de
ambas especies en diferentes condiciones de cultivo. Este trabajo aportara informacién sobre las
condiciones ambientales que promueven la formacién de FAN de especies potencialmente nocivas

del NGC.

1.1 Antecedentes

De acuerdo con la Comisidon oceanografica Intergubernamental de la UNESCO, aproximadamente
98 especies del fitoplancton producen toxinas, de las cuales 70 son dinoflagelados (Moestrup et al.,
2006). Los dinoflagelados son organismos eucarioticos muy diversos con alrededor de 3000 especies
descritas y son considerados como uno de los principales grupos de fitoplancton que contribuyen a

la produccién primaria global (Bravo & Figueroa, 2014).

En el océano Pacifico mexicano, se han registrado 91 géneros de dinoflagelados siendo

Gymnodinium y Alexandrium de los mas representativos (Delgado del Villar et al., 2021).

1.1.1 Dinoflagelados productores de toxinas paralizantes (PSTs)

Las PSTs son neurotoxinas naturales constituidas por un nucleo tetrahidropurinico y presentan un

anillo fusionado en posicidn angular, son solubles en agua y estdn representadas por la saxitoxina



(STX) y 57 andlogos que tienen sustituciones de diferentes radicales en la estructura principal de la

toxina (Band-Schmidt et al., 2019; Wiese et al., 2010).

Las neurotoxinas pueden bloquear los canales de sodio, potasio y calcio que dafian el
funcionamiento celular e inhiben las sefiales eléctricas que mantienen la actividad nerviosa y la
comunicacion sinaptica (Cusick & Sayler, 2013; Van Dolah et al., 2001; Wiese et al., 2010) (Tabla 1).
Las diferentes PSTs se agrupan de acuerdo con sus radicales y su estructura, y presentan una
toxicidad diferente que estd relacionada con el grado de afinidad con el sitio de unidn en los canales

de sodio (Stafford & Hines, 1995; Wiese et al., 2010).

El grupo considerado el mas potente son los carbamatos (saxitoxina, STX; neosaxitoxina, NEO y las
gonyautoxinas, GTX1 a GTX 4) y el menos potente es el grupo de las N-sulfocarbamoilo (B1y 2,y C1
a C4). Las toxinas decarbamoilo (dcGTX1 a dcGTX 4, dcSTX y dcNEO) exhiben toxicidades especificas
intermedias (Shimizu, 2000; Wiese et al. 2010; Band-Schmidt et al. 2019; Tabla 1).

Las PST son producidas principalmente por dinoflagelados de los géneros Gymnodinium (G.
catenatum), Pyrodinium (P. bahamense) y Alexandrium (mas de diez especies) (Band-Schmidt et al.,
2019). Algunos bivalvos, crustaceos, gasterépodos y peces planctivoros se alimentan de organismos
productores de PSTs, por lo que acumulan las toxinas en los tejidos y son transferidas a otros
organismos de la trama tréfica (Medina-Elizalde et al., 2018). Cuando las personas consumen algun
marisco contaminado pueden presentar sintomas del sindrome de intoxicacidon paralizante por
consumo de mariscos (PSP), el efecto dependera del tipo y cantidad de toxina, pero puede causar
la muerte por paro cardiorrespiratorio (Botana et al., 2016). En México, el PSP ha afectado al menos
a 460 individuos con 32 muertes reconocidas (Band-Schmidt et al., 2010; Bustillos-Guzman et al.,

2015; Santiago-Morales, 2016).

Para determinar y cuantificar las PST existen diferentes métodos: los métodos bioldgicos con
bioensayos en ratén, los métodos quimicos que consisten en ensayos inmunoenzimaticos, y el
método de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (Chu y Fan, 1985; Rojas de Astudillo et
al. 2002). El método de HPLC es considerado el mas efectivo para determinar el perfil de las toxinas
PSTs, con el cual se puede evaluar la produccidn, transformacién de estos compuestos (Hummert

et al., 1997; Sullivan et al., 1985).



Tabla 1. Diferentes grupos de toxinas de tipo paralizante, agrupadas en funcién de sus radicales (R) y su
estructura (Modificado Duran-Riveroll et al. 2013 y Band-Schmidt et al. 2019).

Toxina R1 R2 R3 R4 R5
STX H H H OCONH2 OH
neoSTX OH H H OCONH2 OH
Mono-Sulfatadas

GTX1 OH H 0S03- OCONH2 OH
GTX2 H H 0S03- OCONH2 OH
GTX3 H 0S03- H OCONH2 OH
GTX4 OH 0S03- H OCONH2 OH
GTX5 (B1) H H H OCONHSO3- OH
GTX6 (B2) OH H H OCONHSO3- OH
Di-Sulfatadas

Cc1 H H 0S03- OCONHSO3- OH
Cc2 H 0S03- H OCONHSO3- OH
C3 OH H 0S03- OCONHSO3- OH
c4 OH 0S03- H OCONHSO03- OH
Decarbamoil

dcSTX H H H OH OH
dcneoSTX OH H H OH OH
dcGTX1 OH H 0S03- OH OH
dcGTX2 * H H 0S03- OH OH
dcGTX3 H 0S03- H OH OH
dcGTX4 * OH 0S03- H OH OH
Desoxidecarbamoil

doSTX * H H H H OH
doGTX1 * OH H 0S03- H OH
doGTX2 * H H 0S03- H OH
Monohidroxi-benzoato

GC1* H H 0S03- OCOPhOH OH
GC2 * H 0S03- H OCOPhOH OH
GC3 * H H H OCOPhOH OH
GC4 * OH H 0S03- OCOPhOH OH
GC5 * OH 0S03- H OCOPhOH OH
GC6 * OH H H OCOPhOH OH
Dihidroxi-benzoato

GCla * GCla GCla GCla GCla GCla
GC2a * GC2a GC2a GC2a GC2a GC2a
GC3a * H H H DHB OH
GC4a * OH H 0S03- DHB OH
GC5a * OH 0S03- H DHB OH
GC6a * GCé6a GCé6a GCé6a GCé6a GCé6a
Sulfato-benzoato

GClb * H H 0S03- SB OH
GC2b * H 0S03- H SB OH
GC3b * H H H SB OH
GC4b * OH H 0S03- SB OH
GC5b * OH 0S03- H SB OH

GC6b * OH H H SB OH




La estructura quimica de las toxinas paralizantes es altamente polar y carece de un croméforo
sensible a la absorcién de luz ultravioleta por lo que la técnica de HPLC consiste en obtener un
compuesto fluorescente a través de una reaccidn de oxidacidn, la cual es detectada y cuantificada
por fluorometria (Hummert et al., 1997; Yu et al. 1998). En América Latina (AL) aproximadamente
1,410 personas se han intoxicado (94 muertes) por PSP desde 1970 y hasta el 2016 (Band-Schmidt
et al., 2019). Pyrodinium bahamense ha causado el mayor nimero de intoxicaciones (819 casos)
entre los principales géneros de dinoflagelados productores de PSTs, seguido del género
Alexandrium (350 casos) y finalmente G. catenatum con 241 casos. A pesar de las intoxicaciones y
pérdidas econdmicas por PSP que se han reportado son pocos los paises de AL que han establecido

o mantenido programas de monitoreo (Band-Schmidt et al., 2019).

1.1.1.1 Gymnodinium catenatum

Gymnodinium catenatum es un dinoflagelado desnudo que en condiciones dptimas de crecimiento
forma cadenas de entre 4, 8 0 16 células e incluso mas largas (Band-Schmidt et al., 2019). El tamafio
de sus células varia de 25 a 65 um, dependiendo si son células solitarias o formadoras de cadenas
(Hallegraeff y Fraga, 1998; Taylor et al. 1995). En la expedicion oceanografica de 1939 realizada por
G. Allan Hancock se registré por primera vez la presencia de esta especie en el norte del GC, pero
fue hasta 1943 que Herbert W. Graham la describié como especie nueva, reportando una
abundancia de 1000 x 10° cél L'! a una temperatura entre 14°C y 17°C, y salinidades entre 35.07-
35.50 (Band-Schmidt et al., 2014; Graham, 1943). Otra caracteristica importante de esta especie es
gue forma quistes que son transportados por las corrientes marinas, por lo que su distribucion es

cosmopolita (Hallegraeff y Fraga, 1998; Castafieda-Quezada et al., 2021)

G. catenatum es una especie de dinoflagelado ampliamente estudiada en México debido a los
diferentes florecimientos que se han presentado en las costas del pais (Band-Schmidt et al., 2019).
Los primeros registros de FAN de G. catenatum datan de 1979. Mee et al. (1986) reporté un evento
en Mazatlan, Sinaloa, que provocd la muerte de peces y la hospitalizacidon de personas intoxicadas,
incluso la muerte de tres nifios. A la fecha, se han registrado 37 casos de personas intoxicadas con
PST producidas por G. catenatum (Band-Schmidt et al., 2019). Ademas de los impactos a la salud

publica, también se tienen registros de las pérdidas econédmicas que ha derivado la presencia de



FAN de esta especie. En el 2011 se registré la presencia de G. catenatum en San Felipe, Baja
California, en el norte del GC (NGC) y se ha comprobado que es la especie responsable de la
acumulacién de toxinas en bivalvos en esta region (Murillo Martinez, 2015). En el NGC la produccién
de almeja generosa Panopea globosa genera aproximadamente 10 millones de ddlares al afio y en
el 2015 se prohibid su extraccidén durante al menos 5 meses consecutivos por la presencia de PSTs
en el molusco (COFEPRIS, 2015; Medina-Elizalde et al., 2018), dejando pérdidas millonarias para el
sector productivo. En ese afio se detectd una concentracion de PST de hasta 16,740 pg STX eq kg™
en masa visceral, lo que representd 21 veces el del limite regulatorio (800 pg STX eq kg?) (Medina-

Elizalde et al., 2018).

G. catenatum es una especie que se distribuye globalmente desde aguas templadas hasta aguas
tropicales (Hallegraeff et al., 2012) y la temperatura puede determinar la biogeografia de diferentes
ecotipos de la especie (Hallegraeff y Fraga 1998). Las temperaturas dptimas de crecimiento varian
dependiendo si son condiciones naturales o de laboratorio (Hallegraeff et al., 2012). Las tasas de
crecimiento de G. catenatum caracterizadas bajo distintas condiciones ambientales se presentan en

la Tabla 2.

Tabla 2. Tasas de crecimiento de G. catenatum reportadas para cepas aisladas de diferentes localidades
(sititos). Luz (umol fotones m2 s%), * diferentes regiones.

Temperatura Fotoperiodo 11
Sitio . Luz Referencia
(°c) L:0 (d?)
Espafia 22-28 150 14:10 0.5 Bravo & Anderson (1994)
Espafia 18 180 12:12 0.25-0.30 Flynn et al. (1996)
Tasmania 18 180 12:12 0.24 Doblin et al. (1999)
Bahia Hiroshima 18-25 180 12:12 0.25-0.34 Yamamoto et al. (2002)
Bahia Concepcion, .
B.C.S 21-29 150 12:12 0.18-0.21 Band-Schmidt et al. (2004)
Sur del GC* 20 150 12:12 0.7-0.82  Band-Schmidt et al. (2006)
Japén 18y 25 100 12:12 0.25-0.34 Ohetal. (2010)
Bahia Concepcion, Bustillos-Guzman et al.
150 0.20-0.24

B. C.S. 20 12:12 (2012)

Costa del Pacifico )
) . 21-31 150 12:12 0.04-0.3 Band-Schmidt et al. (2014)
mexicano

Bahiade Lapazy Hernandez-Sandoval et al.
] g 21 120 12:12  0.09-0.32
Bahia de Mazatlan (2022)




Band-Schmidt et al. (2014) observaron una variacion en la tolerancia a la temperatura para ocho
cepas de G. catenatum aisladas de diferentes costas de México, cinco toleraron temperaturas bajas
(16 °C) con tasas de crecimiento de 0.1 d  y dos mas toleraron hasta 33 °C (0.09 y 0.16 d 1). Estos
mismos autores observaron diferencias en las abundancias celulares mdaximas a diferentes
temperaturas, a 16 °C fue menor a 2,000 células mL " y sélo un aislado de Bahia de La Paz alcanzé
una abundancia celular maxima de 2,681 células mL . En contraste, a 21°C la abundancia fue mayor
para las cepas de la Bahia de La Paz (4537 células mL ) y un aislado de Bahia de Mazatlan (5,503
células mL ). Ademads, se observé un efecto de la temperatura sobre la longitud de la cadena ya
gue a 24 °C hubo mayor porcentaje de cadenas de dos células (32 %), de cuatro células (9%) y hasta
10 células. También el perfil de toxinas varid respecto a la temperatura, pero no existié correlacion

entre toxicidad celular (de 0.25 a 2.31 pg STXeq cél %) y la temperatura o tasa de crecimiento.

De acuerdo con Cortes-Altamirano et al. (1999), la temperatura tiene una influencia significativa en
el desarrollo de los FAN de G. catenatum. En el norte del Golfo de California los FAN de G. catenatum
han sido recurrentes desde el 2015 y se presentan durante la temporada de invierno, por lo que se
han implementado vedas sanitarias asociadas a la acumulacién de toxinas (Medina-Elizalde et al.,
2018). Morales-Blake et al. (2000) han registrado la presencia de G. catenatum en las costas de
Colima en un rango de temperatura de 23 a 25 °C. Band-Schmidt et al. (2010) realizaron una revisién
sobre los registros de G. catenatum en el Pacifico mexicano entre 1939 y 2007, y reportan que la
temperatura a la que se distribuye la especie es entre 13 °Cy 27 °C, con tasas de crecimiento 0.08-

0.82 d L. Por lo tanto, esta especie presenta un rango de tolerancia a la temperatura muy amplio.

Otra variable importante que modula el metabolismo energético en las microalgas es la luz, ya sea
el nivel de luz o la duracidn del fotoperiodo (Brand & Guillard, 1981; Burson et al., 2018; Edwards

et al.,, 2015).

1.1.1.2 Alexandrium affine

A. dffine es un dinoflagelado tecado formador de FAN, descrito por primera vez en Japdn por Fukuyo
et al. (1985). Esta especie forma cadenas de 2 a 8 células, pero se han observado cadenas de hasta
16 células (Band-Schmidt et al., 2003). Posteriormente se determind que su area de distribucion

comprende aguas tropicales hasta el Artico (Lee et al., 2021). Los florecimientos de Alexandrium
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affine se han asociado cominmente con florecimientos de otros dinoflagelados formadores de
cadenas como Cochlodinium sp. y Pheopolykrikos hartmannii (Kim et al., 1990) y de Gymnodinium
catenatum (Bravo, 1986; Fraga & Bakun, 1993), e incluso en Corea se observé que esta especie
aparece después de la terminacién de los florecimientos de diatomeas (Lee et al., 2020; Lim et al.,
2019). En el GC A. dffine y G. catenatum proliferan cuando inicia la estratificaciéon y cuando las
condiciones hidrograficas se caracterizan por un aumento de la temperatura del agua (Band-
Schmidt et al., 2003). En paises asiaticos los florecimientos de esta especie se presentan durante
todo el afio (Kim et al., 2019; Lee et al., 2019; Subong et al., 2017). La presencia de A. dffine se ha
asociado a florecimientos dominados por G. catenatum en Bahia Concepcion, BCS, y se ha
presentado durante la primavera y principios del verano. En esta localidad se ha reportado con una

abundancia de 60 a 1000 x 10 3 céls L ! (Band-Schmidt et al., 2003; Gérate-Lizérraga et al., 2001).

Se han caracterizado las tasas de crecimiento, el tamafio de las células y de cadenas, el contenido
de clorofila y la fotosintesis bajo diversas condiciones de cultivo de A. affine (Tabla 4) aislado de
diferentes regiones del mundo (Band-Schmidt et al., 2003; Kim et al., 2023). Nguyen Ngoc et al.
(2004) caracterizaron el crecimiento de A. affine a 30 y 35 de salinidad y a 24 y 27 °C y obtuvieron
tasas de crecimiento entre 0.5 a0.7 d}, asi como valores de toxicidad muy bajos comparados con
otras especies productoras de PSTs. Esta especie produce 2.28 fmol cél? por lo que se sugiere que
puede ser una especie toxica solo bajo ciertas condiciones. Kim et al. (2023) cultivaron tres especies
de Alexandrium (A. catenella, A. pacificum y A. affine) a diferentes condiciones de temperatura y
encontraron que el mayor contenido de toxinas de A. affine se presentd a 16 °C (0.8 fmol cél?), pero
no observaron diferencias significativas en el total de STX a 20, 24 y 27 °C. En general, los niveles de
PSTs de A. affine fueron mas bajos que los de A. catenella y A. pacificum. A. affine presentd toxinas
decarbamoilo principalmente (dcGTX2 y dcSTX) y C2 en todas las temperaturas probadas. La dcGTX2
representd el 75 % de las PSTs en muestras a 20 °C y 27 °C, y en 24 °C las dcGTX2 y dcSTX

representaron el 34 %y el 29 %, respectivamente.

También se detectd GTX4 (56 %) a 16 °C, con niveles bajos de dcGTX2 (9 %) y dcSTX (6 %). Sin
embargo, hasta el momento este es el Unico trabajo donde se ha corroborado la toxicidad de esta
especie bajo condiciones ambientales, aunque los valores de toxicidad son muy bajos, por lo que es

poco probable que cause incidentes de intoxicacién.
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Lim et al. (2007) caracterizo el crecimiento de A. affine aislado de Malasia y no observo crecimiento
a 15°C, pero si entre 20 a 25 °C. Sugieren que las poblaciones templadas del género Alexandrium
toleran amplios rangos de temperatura, pero las poblaciones tropicales no crecen a temperaturas
frias. En contraste, A. affine aislado del GC tolera temperaturas que van desde los 15 °C hasta los 35
°C, y la tasa optima de crecimiento (0.25 a 0.34d ) fue entre los 20 a 30 °C, mientras que la luz no
influyd significativamente en su crecimiento (Band-Schmidt et al., 2003). Por otro lado, Lim et al.
(2019) reportaron un crecimiento similar de A. affine a temperaturas entre los 15 a 30 °C y
salinidades de 20 a 32, las tasas mas altas de crecimiento se presentaron a 25 °C (0.43 d!) y a 30 °C
(0.35a0.39 d), pero no se observé crecimiento a 15 °C por lo que sugieren que A. gffine tiene una

preferencia por altas temperaturas.

La luz y su variacion, es necesaria para la fotosintesis, influye en la division celular y la formacién de
cadenas de los dinoflagelados. Los efectos del nivel de luz sobre la respuesta fotosintética y la tasa
de crecimiento han sido investigados en varias especies del género Alexandrium (Sullivan et al.,
2003). Lee et al. (2019) en experimentos de A. affine expuesto a 20 °C y 100 umol fotones m?2 s
bajo dos fotoperiodos luz:oscuridad (14:10) y otro de luz continua (24:00), identificaron tasas de
crecimiento similares para los dos fotoperiodos (0.425 d! y 0.405 d?, respectivamente), asi como
un crecimiento rapido que pasaba de las ~ 100 cél mL? (dia cero) hasta ~ 5,000 cél mL? (dia 10) en
ambas condiciones. Por otro lado, Change y McClean (1997) reportaron que A. minutum presenté
una tasa de crecimiento de 0.5 d! a una irradiancia de 100 pmol m2 sy con una concentracién de
NOs de 200uM. Hui et al. (2019) observaron que la tasa de crecimiento de A. minutum y A. catenella
varié con la duracién del fotoperiodo (8:16, 16:8 y 24:0). A. minutum presenté una tasa de

crecimiento de 0.37 d™* a 24:0 y esta aumenta con una exposicidn a luz mas baja (8:16) con una tasa

de crecimiento de 1.01a 1.38 d™.

En contraste, A. catenella presentd de una tasa més alta (0.76 d™*) con un fotoperiodo mas largo
(24:0). A mayor irradiancia el diametro celular de A. catenella aumenta, la irradiancia 6ptima de
crecimiento de esta especie es de 260 umol fotones m?2 s (Laabir et al., 2011). Se ha considerado
que el género Alexandrium estéa adaptado a altas irradiancias de entre 100 y 800 pmol fotones m
s1 (Smayda, 2008). Sin embargo, hasta el momento el Unico trabajo publicado sobre A. affine en

México es el de Band-Schmidt et al. (2003).
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Tabla 3. Tasas de crecimiento (i) de cepas de A. affine aislado de diferentes regiones. Luz (umol fotones m-
2s-1).

Temperatura Fotoperiodo H
Sitio Luz Referencia
(°C) L:0 (dh)
Corea 15-30 100 12:12 0.43 Lim et al. (2019)
Corea 20 100 14:10 0.42 Lee et al. (2019)
Corea 20 100 Luz continua 0.4 Lee et al. (2019)

- 25 - - 0.59 Jung et al. (2010)

- 22 120 16:08 0.9 Lee et al. (2009)
Malasia 15-25 150 15:09 0.37 Lim et al. (2007)
Vietnam 21-27 25 12:12 0.49 Nguyen-Ngoc (2004)
México 5-30 230 10:14 0.34 Band-Schmidt et al. (2003)

Aunque el potencial de producir PSTs es bajo y no se han detectado afectaciones a la salud publica
de A. dffine, esta especie puede tener un impacto sobre el sector productivo y la salud de los
ecosistemas (Kim et al., 2023; Nguyen-Ngoc, 2004). Se ha documentado que FAN de esta especie
han afectado a otras especies. Un FAN de A. affine ocasiond la mortalidad del pargo japonés Pagrus
major al afectar su respiracion, y una inmunosupresion inducida e insuficiencia hepatica (Haque
et al., 2021). Por otro lado, Basti et al. (2015) observaron actividad litica altamente potente sobre
huevos fertilizados, embriones tempranos y en larvas trocéforas de la ostra perlera Pinctada fucata
martensii, ademas de una disminucidn en la motilidad de las larvas. También se observé
obstaculizacién de los movimientos de la concha del ostién del Pacifico Crassostrea gigas (Kim et al.,
2017). Haque et al. (2021) estimularon el sistema inmunolégico de la dorada Pagrus major al

exponerla a A. affine e indujo citotoxicidad especialmente en los tejidos branquiales.

1.2 Justificacion

El Golfo de California se caracteriza por ser una zona de alta produccidn primaria y es considerada
la zona pesquera mas importante en México (Band-Schmidt, 2016). El NGC esta delimitado por las
costas de Baja California, Sonora y en la parte norte por la desembocadura del Rio Colorado (Lavin

et al.,, 1998). Los registros de florecimientos algales en el GC datan de 1878 (Streets, 1878); sin
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embargo, son pocos los registros y estudios de estos eventos, y no se ha caracterizado la fisiologia

y potencial nocivo de especies formadoras de FAN aisladas de NGC.

La distribucion de especies formadoras de FAN, y especificamente las productoras de PSTs es cada
vez mds amplia y ha estado asociado a un aumento en la intoxicacion de humanos y organismos
marinos en diferentes zonas costeras del pais (Band-Schmidt et al., 2019; Garcia-Mendoza et al.,
2016). Asimismo, la presencia de estas especies ha afectado drasticamente las actividades

pesqueras y acuicolas.

Los estudios con cultivos de G. catenatum enfocados en caracterizar el crecimiento y la produccién
de PSTs en diferentes condiciones de temperatura, salinidad, limitacidon de nutrientes y efecto de la
luz se han realizado con aislados de la parte centro-sur del GC (Band-Schmidt et al., 2019). G.
catenatum es una especie que se distribuye globalmente desde aguas templadas hasta aguas
tropicales (Hallegraeff et al., 2012) y la temperatura puede determinar la biogeografia de diferentes
ecotipos (Hallegraeff & Fraga 1998). Algunos autores mencionan la clasificacion de las poblaciones
de G. catenatum en diferentes ecotipos de acuerdo con su tolerancia a la temperatura, Hallegraeff
et al. (2012) menciona que esta especie presenta dos ecotipos, uno donde se encuentran
poblaciones tropicales (México, Tailandia, Filipinas, Singapur) y un segundo ecotipo templado
(Espafia, Japon, Tasmania). En cultivo las cepas del ecotipo templado presentan un éptimo de
crecimiento entre los 12-18 °C, pero las poblaciones tropicales muestran una tolerancia de
temperatura entre 29-30 °C, en el caso particular de las cepas mexicanas han mostrado una amplia
tolerancia en un rango entre los 11.5-30 °C (con un 6ptimo entre los 21-29 °C). Por otro lado, Liu et
al. (2020) sugiere un ecotipo moderado ya que algunos florecimientos de G. catenatum en el norte
del GC, el sur de Tasmania y Galicia, Espafia (Graham, 1943; Monitoreos FICOTOX-CICESE), se han
registrado con temperaturas del agua entre 12 °C y 17 °C, por lo tanto, se podria tratar de

poblaciones de ecotipos de aguas frias.

Recientemente se han registrado FAN de este dinoflagelado en la regién de San Felipe, B. C.
principalmente durante la temporada de invierno y ha sido responsable de la acumulacién de
toxinas en bivalvos de esa zona (Medina-Elizalde et al., 2018; Murillo Martinez, 2015), lo que sugiere

gue la poblaciéon pertenece al ecotipo frio.
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Por ello es necesario conocer el de crecimiento poblacional de G. catenatum aislado del NGC, asi
como evaluar su potencial téxico a diferentes temperaturas. Asi mismo, se caracterizé su
crecimiento y el potencial téxico a distintas intensidades de luz para comprender los factores que

influyen en la apariciéon de FAN en la region.

Por otro lado, el género Alexandrium es conocido por las diferentes afectaciones en el mundo ya
gue es el principal productor de saxitoxina (Band-Schmidt et al., 2019). Se aislé una especie de este
género de NGC, por lo que se identificd a nivel de especie por medio de aproximaciones moleculares
y se caracterizé el crecimiento, asi como su potencial toxico, en diferentes condiciones de irradiancia

y la temperatura.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Caracterizar el crecimiento poblacional y potencial toxico a diferentes temperaturas e irradiancias

de cepas de Gymnodinium catenatum y Alexandrium affine aisladas del norte del Golfo de California.

1.3.2 Objetivos especificos

Caracterizar el crecimiento poblacional de cepas de Gymnodinium catenatum y Alexandrium affine

aisladas del norte del Golfo de California a diferentes temperaturas e irradiancias

Describir la concentracion celular de toxinas PST de Gymnodinium catenatum y Alexandrium affine

aisladas del norte del Golfo de California cultivados a diferentes temperaturas e irradiancias
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Aislamiento y mantenimiento de cultivos de Gymnodinium catenatum vy

Alexandrium affine

Ambas especies de dinoflagelado fueron aisladas del norte del Golfo de California. La cepa de
Gymnodinium catenatum (Figura 1a) fue aislada previamente por personal del Laboratorio de
Biologia Algal del CICESE. Se aislé una especie del género Alexandrium en diciembre de 2021 la cual
se identificd molecularmente (Figura 1b). Para el aislado se utilizé la técnica del capilar que consiste
en tomar una célula con un filamento bajo el microscopio y transferir a medio de cultivo estéril

(Andersen, 2005).

Figura 1. Células en cadenas presentes en los cultivos de a) Gymnodinium catenatum y b) Alexandrium
affine, aislados del norte del golfo de California. Foto tomada con Microscopio Leica Microsystems con
objetivo 20x.

Las cepas se mantuvieron en matraces de 125 mL a 20°C en medio f/2, con una irradiancia de
~200pumol fotones m2 sy un ciclo de luz: oscuridad de 12:12 h. El volumen de cultivo se escalé a
matraces de 250 mL para realizar experimentos de evaluacion del crecimiento y produccién de PSTs
adiferentes temperaturas y dos irradiancias. Estas variables se caracterizaron en cultivo mantenidos

al7,20y 25 °C, y dos irradiancias de 90 umol fotones m?2s? (luz baja; LB) y 200 umol fotones m? s’
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! (luz alta; LA) (Figura 2). Se realizaron cultivos por triplicado y las células fueron aclimatadas por al

menos tres generaciones en cada condicion.

17°C 20°C 25°C

Gymnodinium catenatum
Luz baja
90 pmol foton m2 s

Alexandrium affine

Gymnodinium catenatum
Luz alta

200 pumol foton m2s?

Alexandrium affine

Figura 2. Disefio experimental para la caracterizacién del crecimiento poblacional y produccion de toxinas
PSTs de G. catenatum y A. dffine.

2.2 Crecimiento poblacional

Se caracterizé la curva de crecimiento poblacional de cultivos mantenidos en las condiciones
descritas en la seccion anterior. En cada tratamiento se utilizaron matraces de 250 mL de capacidad
con 180 mL de medio de cultivo f/2. Una vez aclimatadas las células se afiadid 20 mL de inoculo al
matraz y se mantuvo en un fotoperiodo de 12:12 hr Luz:Oscuridad. Cada dos dias se tomaron
alicuotas de 1.5 mL por triplicado. Estas se fijaron con Lugol-acetato para posteriormente realizar
conteos celulares en una cdmara de Sedwick Rafter siguiendo la técnica de Guillard & Sieracki
(2005). Se utilizé un microscopio de luz invertido LEICA DM13000B 10x (Leica Microsystems,

Alemania).
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La tasa de crecimiento (u) se estimo entre los periodos de muestreo durante el desarrollo de los
cultivos expuestos a cada tratamiento. El cdlculo se hizo utilizando la ecuacién propuesta por

Guillard (1973):

lrle —lnX]_
tr—t

7

en donde [ es la tasa de crecimiento especifica, t es el periodo de tiempo en dias entre tiempo 1
(t1)y tiempo 2 (t2), X1 es la abundancia celular en el t1, y X; es la abundancia celular en el (t2). La tasa
de crecimiento maxima se calculé para el periodo de crecimiento exponencial durante cada

condicién de cultivo.

Para evaluar la produccion de toxinas en las diferentes condiciones de cultivo para ambas especies
de dinoflagelados se realizaron cultivos en los diferentes tratamientos a un volumen de 1 L de
capacidad. Se agregaron 950 mL de medio f/2 y 50 mL de inoculo. De estos cultivos se tomaron dos
muestras: 1) una alicuota por triplicado de 1.5 mL que se fijé con Lugol para su posterior conteo y
2) una alicuota de 50 mL para el andlisis de toxinas PSTs. Las células se concentraron por filtracién
utilizando filtros GF/F de 25 mm de diametro y se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis

(Figura 3).

Gymnodinium catenatum Alexandrium affine

Alicuotas de 1.5 mL

Filtro GF/F

Figura 3. Muestras tomadas para la caracterizacion del crecimiento poblacional y produccion de toxinas
en las diferentes condiciones de cultivo para ambas especies de dinoflagelados. Se tomaron alicuotas
por triplicado y un filtro por replica de matraz.
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2.3 Identificacion molecular de Alexandrium affine

La extraccion de ADN para la identificacion molecular de A. affine se hizo mediante la concentraron

de 200 mL de cultivo por centrifugacién a 3,500 rpm por quince minutos.

La homogenizacién vy lisis de las células se realizé al exponer las células a nitrégeno liquido por un
minuto. Posteriormente se incubaron con el buffer AE a 65 °C por 10 miny para lisar completamente
las células se agitaron con microperlas en vortex durante dos minutos. La extraccidon del ADN de las
células se hizo con el kit DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGENT) siguiendo el protocolo recomendado por
los fabricantes. Finalmente, la cuantificacion del ADN se realizé6 en NanoDrop™ 2000 de Thermo

Fisher Scientific.

Las reacciones para el analisis de PCR se prepararon usando el kit GoTaq® DNA Polymerase
(Promega®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se ajustaron las reacciones a 20 pl. La
reaccion para el segmento ITS 1-5.85-ITS2 del rDNA quedd con las siguientes concentraciones: 4 plL
de Buffer 5x, 2.4 uL de MgCl 25 mM, 0.4 pL de dNTP’s 10 mM, 0.1 L de GoTaq®, 0.4 uL de Primers
c/u, 3 uL de templado (~20 ng/uL), y 9.3 pL de agua Milli-Q®.

Para las reacciones se utilizd un termociclador T100™ BIO-RAD®. Se utilizaron las siguientes
condiciones para cada reaccion de PCR de amplificacién: la regidén de los ITS (ITS 1-5.85-ITS2) se
amplificaron a 95 °C durante 2 min, 10 ciclos de 95 °C por 50 s, 58 °C por 40's, 72 °C por 30 s, luego
30 ciclos de 95 °C por 45 s, 50 °C por 45 s, 72 °C por 60 s, con una extensién final a 72 °C durante 5
min, utilizando los cebadores (primers) ITSa: CCAAGCTTCTAGATCGTAACAAGG(ACT)TCCGTAGGT, e
ITSb: CCTGCAGTCGACA(GT)ATGCTTAA(AG)TTCAGC(AC)GG descritos por John etal. (2014).
Finalmente, los productos de PCR se corrieron en gel de agarosa al 1% con buffer TBE y 3 uL de
HyperLadder™ como DNA Ladder. El gel se visualizé en ChemicDoc™ de BIO-RAD®. Los productos
de PCR obtenidos se purificaron y secuenciaron mediante tecnologia Sanger, en la compaiiia

Retrogen, Inc., San Diego, California, EEUU.

Con lafinalidad de identificar taxondmicamente la cepa aislada del NGC, se edité y realizé una matriz
de distancias en MEGA11 (Tamura et al., 2021), junto a las secuencias recuperadas del GenBank por
medio de Blastn (NCBI Resource Coordinators, 2018). Ello con la finalidad de determinar las

diferencias en los nucleétidos. El andlisis involucré 15 secuencias de diferentes géneros de
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Alexandrium (Tabla 4). La estimacidn de distancia se realizé con el modelo de Maxima Verosimilitud

Compuesta (Tamura et al., 2004). Hubo un total de 636 posiciones en el conjunto de datos final.

2.4 Analisis de toxinas de tipo paralizante (PSTs) en G. catenatum y A. affine

Para la extraccidon de toxinas de tipo paralizante los filtros obtenidos de cada tratamiento de ambas
especies fueron procesados en el Laboratorio de FICOTOX del CICESE. La disrupcién mecanica de
cada filtro se realizé con perlas de zirconia en microtubos tipo Eppendorf de 2 mL y se adicionaron
2 mL de 4cido acético al 0.03 N. Las muestras se homogeneizaron dos veces en el Bead beater (Bead
beater, Biospec Inc) por 20 segundos a 5000 rpm, entre cada repeticién se mantuvieron en
enfriamiento. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min a 4 °C, finalmente el

sobrenadante se recupero para la determinacidn de PST.

Este extracto fue analizado en el Laboratorio Microalgas nocivas del Centro de Investigaciones
Bioldgicas del Noroeste, S.C. en la ciudad de La Paz, BCS, siguiendo el protocolo utilizado en
Herndndez-Sandoval et al. (2022). Este protocolo consiste en pasar el sobrenadante a través de una
jeringa (25 mm de didametro) con filtros de fibra de vidrio (0.45 um de tamafio de poro). Para
hidrdlisis, cada extracto se mezclé con HCl 1N y se calentd con un bloque de cabeza durante 15 min
a 90 °C para convertir el N-sulfocarbamoilo toxinas a sus correspondientes toxinas carbamatadas.
Después de enfriar a temperatura ambiente, las muestras se neutralizaron CH3;COONa 1N. Los
extractos hidrolizados y no hidrolizados fueron inyectados en un cromatégrafo de liquidos HPLC en

corridas independientes para identificar y cuantificar PSTs.

2.5 Analisis estadistico

La variacion de la abundancia celular de G. catenatum y A. affine se graficé con respecto al tiempo
de cultivo. Posteriormente, mediante una regresidn lineal se calculd la tasa maxima de crecimiento

utilizando solo los datos de la fase del crecimiento exponencial.

Para evaluar si hubo diferencias significativas en el efecto de la temperatura e irradiancia sobre las

tasas de crecimiento en cada uno de los tratamientos por especie se aplicd un analisis de varianza
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de dos vias (ANOVA). Estos analisis se realizaron con el programa STATISTICA v.7.1 (StatSoft, Inc.) y

Sigma Plot 13. En todas las pruebas estadisticas se considerd un nivel de significancia de a = 0.05.

Tabla 4. Secuencias del género Alexandrium utilizadas para el analisis de estimaciones de diferencias en los

nucleétidos.

Clave Cepa Sitio
MN752257 JP88-2 Corea
AB565485 KAGAWA-37 Japon

JF906996 AC-1 China
JF906997 AS-1 China
0OM850688 ZW3 China
OM850685 ZW38 China
JF521618 CCMP112 Espafia
AY831409 CCMP_112 Espafa
KX599340 CCMP_112 subclone_2  Espaia
JF521616 AABB01/01 Australia
MW443022 AABGO1 China
MW443023 AABGO02 China
DQ444290 CCMP1719 E.U.A.
MN752259 JP55-1-10 -




21

Capitulo 3. Resultados

3.1 Identificacion molecular de A. affine

Los resultados obtenidos de la estimacidn de distancia entre secuencias del género Alexandrium
(Tabla 5), corroboraron la identidad de la cepa del dinoflagelado aislado del NGC como A. dffine. Al
compararla con cepas de Corea (MN752257), Japén (AB565485) y China (JF906996, JF906997,
0OM850688, OM850685) la diferencia entre ellas fue minima (<0.0098), pero resulta ligeramente

mayor (>0.0114) con cepas de Espafia, Australia y China.

Tabla 5. Estimaciones de diferencias entre secuencias del género Alexandrium.

Especie Clave Sitio Diferencia
MN752257 Corea 0.00490
AB565485 Japén 0.00000
JF906996 China 0.00490
JF906997 China 0.00653
OM850688 China 0.00816
A, affine 0OM850685 ChinNa 0.00978
JF521618 Espafia 0.01149
AY831409 Espafa 0.01149
KX599340 Espafia 0.01314
JF521616 Australia 0.01314
MW443022 China 0.01487
MW443023 China 0.01157
A. fundyense DQ444290 E.U.A. 0.41713
A. catenella MN752259 - 0.47985

Por ultimo, al compararla con otras dos especies del mismo género, A. fundyense y A. catenella, |a
diferencia fue considerablemente mayor (0.417 y 0.479, respectivamente), se ha propuesto un valor
de > 0.04 para diferenciar entre especies de dinoflagelados de vida libre (Litaker et al., 2007). Por lo
que estas diferencias en los nucleétidos superan significativamente a los diferentes géneros de

Alexandrium.

3.2 Crecimiento poblacional de A. affine y G. catenatum

A. dffine crecioé en todas las condiciones de cultivo probadas. La especie presentd un tiempo de
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acondicionamiento relativamente corto de aproximadamente cuatro dias. La abundancia celular se
duplicé entre el dia dos y cuatro en todos los tratamientos. En el tratamiento de LA en 17 °C se
presentd la mayor abundancia celular (8,036 cél mL?) e incluso la abundancia fue mayor a 4,500 cél
mL? hasta el dia 30 (Figura 4a). Esto fue una duracién mucho mayor comparado con las otras dos
temperaturas del mismo tratamiento donde las curvas sélo se mantuvieron hasta el dia 20. La fase
de crecimiento exponencial a 17 °C (LA) fue del dia dos (644 cél mL?) hasta el dia 20 (8,036 cél mL°
1). Allos 20 °Cy 25 °C el crecimiento exponencial se observé entre los primeros siete y cinco dias,
respectivamente. El crecimiento en estas dos ultimas temperaturas presentd un descenso rapido de
la abundancia aproximadamente en el dia 14 (20 °C) y 12 (25 °C). La fase estacionaria fue muy corta
o nula en estas temperaturas (Figura 4 b-c) y se detecté una abundancia méxima de 4,992 cél mL*

(20°C) y 6,601 cél mL* (25 °C).

Por otro lado, en los tratamientos de LB para A. affine a 17 °C se observé el crecimiento exponencial
a partir del dia cuatro y la caida del cultivo en el dia 18 y no se observd una fase estacionaria. La
densidad maxima en esta condicién fue de 5,844 cél mL™ en el dia 14. En 20 °C (Figura 4e) se registré
la mayor abundancia celular (8,927 cél mL?) en el dia 20 y la caida del cultivo a partir del dia 24. A
25 °C se obtuvo la mayor abundancia (11,323 cél mL!) en comparaciéon con el resto de los
tratamientos (Tabla 4). En general, la fase de crecimiento exponencial se presentd entre el dia dos
y el 12 en los tratamientos de luz baja. En esta condicion el comportamiento de los cultivos fue mas
estable; es decir, no se observaron descensos rapidos y abruptos en el crecimiento en comparacion

con los de LAy los tratamientos no disminuyeron a una abundancia menor a las 3,000 cél mL™.

El crecimiento poblacional de G. catenatum se evalué en las mismas condiciones de cultivo qua A.
affine. En contraste con esta especie, G. catenatum no crecié a 17 °C con una irradiancia de 90 umol
fotones m s, Asimismo, se observd una mayor variabilidad entre replicas en comparacién con los
resultados obtenido con A. dffine (Figura 5 d-f). G. catenatum presentd un periodo de
acondicionamiento de hasta seis dias en los tratamientos de LB y en LA. En todos los tratamientos
la abundancia celular no supero las 2,500 cél mL?, en 25 °C (LA) se obtuvo la menor densidad ~500
cél mL ! al resto de los tratamientos. La mayor abundancia celular fue en 20 °C en ambas irradiancias
con aproximadamente 2,000 cél mL* (Figura 5e). En LB la mayor abundancia fue de 2,080 cél mL'y
se observaron cadenas en su mayoria de 4-6 células desde el dia seis hasta el dia 18, caracteristica

que no se observé en el resto de los tratamientos. En 25 °C en ambas irradiancias los cultivos no



23

duraban maés de 20 dias y las maximas abundancias fueron de 523 cél mL™ (LA) y 1,466 cél mL* (LB).
Se evalud la formacion de cadenas en los tratamientos de ambas especies. A. affine formd cadenas
de dos células del dia cero al dia 20 a 17 °C (LA), a 20 °C (LB) las cadenas se presentaron rara vez
durante el crecimiento del cultivo. En el resto de los tratamientos no se observaron cadenas. Por
otro lado, G. catenatum formd cadenas en todos los tratamientos, predominando las de dos células.
A 17 °C (LA) predominaron estas cadenas durante todo el tratamiento, a 20 °C (LA) se observaron
cadenas de 4 a 8 células y en LB aparecieron en el dia 6 cadenas de 2 a 4 células. Finalmente, a 25
°C (LB) se registraron cadenas de 2 a 8 células y en LA se observaron cadenas de 2 a 4 células a partir
del dia 10. Las tasas de crecimiento de A. affine en todos los tratamientos fueron entre 0.20 a 0.49

d* (Tabla 6).

Tabla 6. Tasa de crecimiento maxima (umax), abundancias maximas detectadas para G. catenatum y A.
affine cultivados a diferentes temperaturas (17°C, 20°C y 25°C) y dos irradiancias (LA y LB). MA: Maxima
abundancia, CE: crecimiento exponencial.

LA LB

Especie Tratamientos pumax MA CE KUmax MA CE
(d?) (célmL?) (dias) (d?') (célmL?) (dias)

17 °C 0.2 8,036 2-20 0.31 5844 4-14
A. affine 20°C 0.28 4,992 0-12 0.21 8,927 6-20
25°C 0.49 6,601 0-8 038 11,323 2-12

17 °C 0.21 1,200 4-20 -- - --
G. catenatum 20°C 0.33 2,093 12-20 0.38 2,080 6-16
25°C 0.39 523 2-10 0.29 1,466 6-14

Las tasas de crecimiento mas altas de A. affine se presentaron a 25 °C en LA (0.49d ) y LB (0.38 d-
1), En este ultimo tratamiento se obtuvo la mayor abundancia celular (11,323 cél mL?). La u mas
baja se detecté a 17°Cen LA (0.20d™) y en LB a 20 °C (0.21 d}). G. catenatum presentd las tasas de
crecimiento mas altas a 20°C en LB (0.38 d!) y 0.39 d* a 25 °C en LA. Las tasas de crecimiento
menores se registraron a 17 °C (LA) y a 25 °C (LB). Cabe seialar que, siempre se observaron cadenas
a 20 °C en ambas irradiancias, pero en LB predominaron de cuatro y seis células. No se presentaron
diferencias significativas (p > 0.05) de las tasas de crecimiento de ambos dinoflagelados a diferentes

temperaturas e irradiancias para A. affine (n= 6) y G. catenatum (n=5).
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3.3 Analisis de PST en G. catenatum y A. dffine

La concentracidon y perfil de PST se caracterizé en cultivos de G. catenatum y A. affine durante la
fase de crecimiento exponencial en todos los tratamientos de LA y LB en las tres temperaturas (17
°C, 20 °Cy 25 °C). Se calculd el porcentaje de cada analogo (Tabla 7), respecto a la concentracion

total de PSTs medida en G. catenatum cultivado en los diferentes tratamientos.

Tabla 7. Concentracion relativa de los andlogos de PSTs en células de G. catenatum cultivadas en diferentes
condiciones.

Analogos de PSTs (%)

Tratamientos Total
GTX2 GTX3 dcSTX dcGTX2 dcGTX3 B1 Cl C2

17 °C 0.09 0.68 0.10 0.81 244 006 235 93.46 100

LA 20°C  0.13 1.50 0.22 1.72 359 0.08 263 90.13 100
25°C 0.11 0.79 0.12 0.96 297 012 1.21 93.70 100

20°C  0.06 0.70 0.19 1.48 369 0.24 143 9220 100
LB
25°C 041 3.55 0.16 1.22 449 0.09 051 89.57 100

Se detectaron 8 analogos, de los 16 analizados, GTX2, GTX3, dcSTX, dcNEO, dcGTX2, dcGTX3, B1, C1
y C2 en todas las condiciones de cultivo. El andlogo con mayor concentracion relativa fue C2 (89.57-
93.70 %) en todos los tratamientos. A 25 °C (LB) los andlogos con mayor porcentaje fue GTX2 (0.41
%), GTX3 (3.55 %) y dcGTX3 (4.49 %), en LA (20 °C) fueron la dcSTX (0.22 %), dcGTX2 (1.72 %) y C1
(2.63 %). Por otro lado, a 17 °C los analogos con valores mas bajos fueron la GTX3 (0.68 %), dcSTX
(0.10 %), dcGTX2 (0.81 %), dcGTX3 (2.44 %) y B1 (0.06 %). En el caso de A. daffine se detectaron a
ocho analogos solamente bajo las condiciones de cultivo de LA a 25 °C. La concentracion relativa de
cada andlogo fue diferente a la concentracién en G. catenatum. El andlogo C2 fue el mas abundante,
pero solo representé el 34.14 % del total de PSTs y siguientes los andlogos de mayor a menor
concentracion relativa fueron la GTX3 (27.60 %), dcGTX2 (18.87 %), dcGTX3 (12.79 %), GTX2 (3.24
%), dcSTX (2.43 %), C1 (0.70 %) y B1 (0.22 %). En general se encontraron los mismos analogos en
ambas especies. De estos, los mas potentes pertenecen al grupo de los carbamatos (GTX2 y GTX3),
seguidos en potencial de toxicidad intermedia al grupo decarbamoilo (dcSTX y dcGTX2-3) y de los

menos potentes se detectaron a los del grupo N-sulfocarbamoilo (B1, C1y C2).
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Identificacion molecular de A. affine

Mediante el uso de los primers ITS se logrd identificar molecularmente al aislado del NGC del género
Alexandrium como A. dffine. Este es el primer registro de la presencia confirmada de un miembro
de esta especie en la regién. Sin embargo, como menciona Band-Schmidt et al. (2003) es posible
que esta especie ya ha estado presente en el GC, pero no se habia corroborado su identificacidon por
medios moleculares. Hasta el momento las identificaciones solo se han basado en observaciones
morfoldgicas por microscopia éptica y electrénica de barrido, lo cual ha influido en la veracidad de
esta identificacion ya que el tamafio y la forma de las cepas es diferente cuando crece en cultivos a
las poblaciones silvestres (Hallegraeff et al., 1991). Es por lo que debe haber una identificacion mas

fiable y precisa que no se base Unicamente en la morfologia (Onda et al., 2013).

Cabe seiialar que el género Alexandrium es, entre los formadores de FAN, el mas importante por su
gravedad, diversidad y distribucidon (Anderson et al. 2012). Sin embargo, en México no se tiene
registro de los florecimientos provocados por este género, salvo lo documentado en Bahia

Concepciodn a causa de A. affine (Band-Schmidt et al., 2003).

El dinoflagelado tecado A. affine no era considerado como téxico hasta hace poco (Kim et al., 2023),
razén por la cual su estudio sobre la dindmica de sus florecimientos ha sido escaso y los estudios en
cultivo de esta especie son pocos (Band-Schmidt et al., 2003). Sin embargo, es conocido por
aparecer en los florecimientos de otros dinoflagelados (Anderson et al., 2012; Fraga & Bakun, 1993;
Kim et al., 1990), también se sabe que los florecimientos de esta especie ocurren en zonas de
hundimiento y se ha relacionado con el aumento de la temperatura superficial del agua, escorrentia
de rios y lluvias (Wagey et al.,, 2000). Consistente con estas observaciones Fraga et al. (1989)
menciona que ser un formador de cadenas le da una ventaja en aguas caudalosas. Sin embargo, a
pesar de los registros cada vez mas frecuentes de esta especie en otras partes del mundo aun son
necesarios analisis adicionales de diferentes cepas de A. affine, ya que la identificacidon de especies
gue causan los FAN es crucial para generar estrategias de mitigacidn, seguimiento o control de estos

eventos (Onda et al., 2013).
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4.2 Crecimiento poblacional de los dinoflagelados G. catenatum y A. affine

Uno de los parametros mas estudiados para conocer la dindmica poblacional de las especies
formadoras de FAN es la tasa de crecimiento (Jeong et al. 2015). Esta puede variar dependiendo de
los factores a los que se exponga a las especies (Barsanti y Gualtieri, 2006). Al evaluar el cambio en
la abundancia celular respecto al tiempo se pueden identificar diferentes fases en el crecimiento
poblacional en condiciones controladas de laboratorio, como la fase de aclimatacién, fase
exponencial y una fase estacionaria (Wood et al. 2005). Sin embargo, la formacidon de un
florecimiento puede tener un comportamiento similar. Existe ain un desconocimiento de cudles
son los factores principales que promueven su crecimiento en muchas especies formadoras de FAN.
Sin embargo, se ha reportado que en cultivo factores como el medio de cultivo, temperatura,
salinidad, nutrientes, luz, entre otros influyen sobre este parametro (Alonso-Rodriguez & Ochoa,
2004; Martinez-Lépez et al., 2007). Las tasas de crecimiento de cepas aisladas del dinoflagelado
desnudo G. catenatum de diferentes regiones de México son entre 0.08 a 0.82 d cultivados a
temperaturas entre 13 °C a 27 °C (Band-Schmidt et al., 2010). Este trabajo evalud el crecimiento
poblacional, asi como las tasas de crecimiento de dos especies de dinoflagelados productores de
PST expuestos a dos condiciones de luz (LA y LB) y a tres temperaturas (17, 20y 25 °C). La respuesta
de G. catenatum a estas condiciones fue variable. Las tasas de crecimiento son comparables a las

reportadas en rangos de temperatura similares (Tabla 2).

Recientemente en el norte del GC los FAN de G. catenatum han sido recurrentes principalmente
durante la temporada de invierno, cuando la temperatura del agua ronda los 17 °C (Lavin et al.,
1998). Por lo que se han implementado vedas sanitarias asociadas a la acumulacién de toxinas
(Medina-Elizalde et al., 2018; datos no publicados). Esto sugiere que la poblacion de esta cepa
pertenece al ecotipo frio como se ha reportado anteriormente en otras partes del mundo por
ejemplo Tasmania, Espafia y el GC (Hallegraeff et al., 2012), a diferencia de las poblaciones del
ecotipo calido como en Filipinas, Malasia, Japdn, Taiwan y el sur del GC donde las temperaturas
rondan o superan los 25 °C. Ademas, Liu et al. (2020) mencionan que podria existir un ecotipo
moderado en el que se encuentran cepas de Bahia Concepcién (18-25 °C) (Garate-Lizarraga et al.,
2004), Mazatlan, Sinaloa (22 °C) (Morey-Gaines, 1982), y China (23 °C) (Jiao et al., 2010). Se ha
demostrado que las cepas mexicanas de este dinoflagelado toleran amplios rangos de temperatura

entre 11.5 a 33 °C (Band-Schmidt et al., 2014). Por lo tanto, la cepa aislada del NGC pudiera
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responder a la temperatura como cualquier ecotipo ya que se aclimato a las tres temperaturas. Sin
embargo, se observé que las curvas de crecimiento en 20 °Cy 25 °C en ambas irradiancias tuvieron
una disminucién importante en la abundancia celular (caidas de los cultivos). Esta caracteristica ya
ha sido reportada por Band-Schmidt et al. (2004, 2014) quienes observaron caidas repentinas de

sus cultivos.

Ademas, las tasas de crecimiento obtenidas en la cepa expuesta a 25 °Cen LAy LB fue de 0.39y 0.29
d %, respectivamente. Estos datos al contrastar con lo reportado en otros estudios son valores
similares. Band-Schmidt et al. (2014) reporté una tasa de crecimiento de 0.39 d*a 24 °C; Yamamoto
et al. (2002) reporta tasas de crecimiento de 0.31 d* a 25 °C a 180 pmol fotones m s dato similar
al presente estudio a la misma temperatura en alta irradiancia (200 pmol fotones m?2 s?). Por otro
lado, Band-Schmidt et al. (2014) reportd que cinco cepas mexicanas de G. catenatum toleraron
temperaturas bajas (16 °C) con tasas de crecimiento de 0.1d "' y dos mas toleraron hasta 33 °C (0.09
y 0.16 d ). En el presente estudio la tasa mds baja (0.21 d !) se registré a 17 °C en LA, agregando
que la densidad en este tratamiento fue de 1,200 células mL !, como reporta Band-Schmidt et al.
(2014) quien a 16 °C registro una densidad menor a las 2,000 células mL 1. También se observé en
esta temperatura una curva de crecimiento mas estable y el cultivo no cayé abruptamente, sino que
se mantuvo constante por aproximadamente 30 dias, asi como se identificaron las fases en la curva
de crecimiento, caracteristica que no se logré observar en el resto de los tratamientos. Esto pudiera
sugerir que efectivamente las cepas de G. catenatum aisladas del NGC se adaptan bien a las
temperaturas frias del NGC ya que se sabe que en esta region la temperatura superficial del agua a
lo largo del afio varia aproximadamente de 17 °C en invierno y puede alcanzar los 30 °C en verano
(Lavin et al., 1998). Cabe sefialar que en el tratamiento a 17 °C (LB) no se observd crecimiento de la
cepa. Se podria deber a que el crecimiento de la especie depende de lairradiancia (Murillo Martinez,
2015). El Unico trabajo que caracterizd el crecimiento poblacional de G. catenatum bajo diferentes
irradiancias reporta la mayor tasa de crecimiento (0.28 d!) en cultivos expuestos a luz alta (350
umol fotones m? s). Sin embargo, otro estudio menciona que la luz parece no afectar el
crecimiento de este dinoflagelado (Vale, 2015). Por lo tanto, de acuerdo con nuestros resultados y
como sugiere Band-Schmidt et al. (2014) G. catenatum podria estar presente en la columna de agua

del NGC durante todo el afio, si la temperatura fuera el Unico factor que regula su crecimiento.
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Por otro lado, el crecimiento poblacional observado para el dinoflagelado tecado A. affine en todos
los tratamientos fue > 0.2 d, que es similar a las tasas de crecimiento que se han reportado para
esta especie cultivada en diferentes condiciones (Tabla 3). Las tasas de crecimiento mas altas (0.49
y 0.38 d) se presentaron a 25 °C en LA y LB, al compararse con la cepa aislada por Band-Schmidt
et al. (2003) de Bahia concepcidn al sur del GC entre los 20 — 30 °C presentd las tasas de crecimiento
mas altas (0.25 - 0.34d ). Asimismo, algunos autores sugieren que A. affine tolera mas las altas
temperaturas. Por ejemplo, Lim et al. (2019) reportd una tasa maxima de crecimiento a 25 °C (0.43
d?), y no observaron crecimiento a 15 °C; Lim etal. (2007) no observé crecimiento a baja
temperatura (15°C) y el dptimo crecimiento fue entre 20 — 25 °C, y Nguyen-Ngoc (2004)
caracterizaron el crecimiento de A. affine a 24 y 27 °C con tasas de crecimiento entre 0.5 —0.7 d.
En general la densidad celular en todos los tratamientos supero las 4,000 cél mL 'y siempre se
observé un crecimiento rapido en los primeros dias del cultivo, caracteristica que ha sido reportada

por Lee et al. (2019) en sus cultivos.

En los tratamientos de LB para las tres temperaturas el crecimiento de A. affine se observéd mas
constante a comparacién de los de LA, esto se ha observado en otros experimentos de la especie

2

expuestos a una irradiancia de 100 pmol fotones m 2's ! (Lee et al., 2019). Se ha considerado que

el género Alexandrium esta adaptado a altas irradiancias de entre 100 y 800 pmol fotones m? s
(Smayda, 2008). Se sugiere que por esta razon los tratamientos de irradiancia utilizados no afectaron
el crecimiento de A. affine ya que esta caracteristica también se observo en la cepa aislada del sur
del GC (Band-Schmidt et al., 2003). Por otro lado, la mayor abundancia celular (11,323 cél mL %)
obtenida en el tratamiento de LB a 25 °C, comparado con el experimento de Lee et al. (2019) a una

irradiancia similar a la de este estudio obtuvieron ~ 8,000 cél mL .

Otra caracteristica comun entre organismos fitoplancténicos modviles, como las diatomeas y
dinoflagelados, es la formacidn de cadenas (Lee et al., 2021), la cual ocurre cuando las células hijas
permanecen unidas entre si después de la divisién celular formando asi estructuras alargadas
(Lovecchio etal., 2019). Se ha propuesto que la funcién de la formacién de cadenas es una
adaptacion para contrarrestar el hundimiento, la depredacion y la absorcion de nutrientes (Bjaerke
et al., 2015; Pahlow et al., 1997; Smayda, 2010). También se ha asociado con la velocidad de nado
ya gue esta aumenta con la longitud de las cadenas (Lovecchio et al., 2019). Los cultivos de G.

catenatum y A. affine mostraron respuestas variadas con la temperatura respecto a la formacién y
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longitud de las cadenas, de acuerdo con Lee et al. (2021) la longitud de la cadena podria depender

de las condiciones de crecimiento.

A. affine formo cadenas Unicamente a 17 °C (LA) y 20 °C (LB). Por otro lado, G. catenatum formé
cadenas en todos los tratamientos, Band-Schmidt et al. (2006) reportan que la formacién de
cadenas se debe a las buenas condiciones fisioldgicas de los cultivos y al envejecer el cultivo las
cadenas se rompieron y quedaron en su mayoria células solitarias o cadenas mds cortas. Esto
también se observo en este estudio y se puede atribuir a la limitacién de nutrientes (Blackburn et al.,

1989).

4.3 Produccion de PSTs en G. catenatum y A. dffine

La presencia y proporcion de los diferentes andlogos de STX varia entre cepas y poblaciones, y no se
ha encontrado alguna especie que contenga todos los analogos (Hallegraeff et al., 2012). En cepas
mexicanas, la produccion de los analogos STX, GTX2-3, dcGTX2-3, B1, C1 y C2 (Band-Schmidt et al.,
2010) es muy caracteristica de G. catenatum, el presente estudio coincide con estas observaciones

ya que se obtuvieron los andlogos GTX2-3, dcGTX2-3, B1, C1y C2.

Las poblaciones de diferentes regiones se pueden diferenciar mediante los perfiles de toxinas que
se utilizan como marcadores (Negri etal., 2007), por ello resulta util conocer que andlogos
predominan o no en las diferentes cepas incluso aun siendo de la misma regién. La cepa de G.
catenatum del NGC es productor de ocho andlogos de PSTs (GTX2, GTX3, dcSTX, dcGTX2, dcGTX3,
B1, C1ly C2) con una mayor proporcién de C2 (91.81%) en todos los tratamientos. La alta proporcion
de los andlogos tipo C parece es una caracteristica de G. catenatum en casi todo el mundo, a
excepcion de cepas de Singapur y Malasia las cuales no producen toxinas tipo C (Hallegraeff et al.,
2012). La cepa de G. catenatum del NGC no dio positivo al analogo dcNEO asi como otras cepas del
GC, pero las cepas aisladas de La Paz, B.C.S. y Mazatldn, Sinaloa cuando fueron cultivadas en medio
f/2 dieron positivo a este andlogo (Hernandez-Sandoval et al., 2022). Esta diferencia, de acuerdo
con Bustillos-Guzman et al. (2015) puede deberse a la identificacidon errénea de falsos positivos que
eran debido al método de deteccidn utilizado y por ende se daba un hallazgo recurrente de NEO en
cepas del GC, pero en realidad correspondia a dcNEO, segun lo confirmado por LC-MS/MS. Las cepas

de Singapur no producen toxinas dcGTX2 y 3 (Holmes et al., 2002), a diferencia de la cepa de este
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estudio. Cabe sefialar que los analogos del tipo GC no fueron detectados en fia cepa del NGC, aunque
para las cepas japonesas si se han detectado (Negri et al., 2007; Oh et al., 2010). Esto se puede deber
como mencionan Liu et al. (2020) a una cuestion metodoldgica y por lo tanto no se debe descartar

la posible presencia de toxinas tipo GC.

Sin embargo, también se ha reportado que los perfiles de toxinas varian cuando se han utilizado
diferentes medios de cultivo, asi como el tamafio del cultivo (Band-Schmidt et al., 2010), y otros

factores como la temperatura.

Por otro lado, A. affine aislada del NGC en este estudio es una cepa toxica ya que a 25 °C (LA) los
analogos obtenidos fueron (GTX2, GTX3, dcSTX, dcNEO, dcGTX2, dcGTX3, B1, C1 y C2). A pesar de
gue hasta hace poco no era considerada una especie toxica se han obtenido resultados similares a
los del presente estudio. Por ejemplo, Nguyen-Ngoc (2004) al exponer A. affine a experimentos de
salinidad y temperatura encontraron los andlogos NeoSTX, STX, GTX1, GTX2, GTX3 y GTX4. Sin
embargo, presentd menor toxicidad en los analogos GTX1-GTX4, pero en el presente estudio el
segundo mayor porcentaje (27.60 %) fue de GTX3. Estos mismos autores sugieren que puede ser
una especie toxica solamente bajo ciertas condiciones, quizas por esa razon Unicamente en este
tratamiento dio positivo a la presencia de PST. Otro estudio reciente realizado por Kim et al. (2023)
reportd la presencia de toxinas decarbamoilo principalmente (dcGTX2 y dcSTX) y C2 en las
temperaturas probadas, estos analogos corresponden a los encontraron en nuestro estudio.
Ademas, los andlogos con mayor porcentaje que ellos reportan fueron en temperaturas >20 °C, el
andlogo dcGTX2 (75 %) en muestras a 20 °Cy 27 °C, y en 24 °C las dcGTX2 (34 %) y dcSTX (29 %).
Estas temperaturas son similares al tratamiento (25 °C) que dio positivo nuestra cepa por lo tanto
se sugiere que en temperaturas altas esta especie puede si ser productora de PST. También estos
autores detectaron GTX4 (56 %) a 16 °C, con niveles bajos de dcGTX2 (9 %) y dcSTX (6 %). por lo que

es poco probable que cause incidentes de intoxicacion.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo se identificé Alexandrium affine por métodos moleculares y es el primer registro de

la presencia de esta especie en la zona.

Gymnodinium catenatum tolera amplios rangos de temperatura (17-25 °C). Esto puede tener
relacion con la presencia de sus florecimientos en temporadas invernales en el NGC, ya que a
temperaturas mayores el crecimiento se acelera y abundancias bajan rapidamente. Por otro lado,
la tasa maxima de crecimiento del dinoflagelado tecado A. affine fue a 25 °C, asi como su maxima
abundancia a. Sin embargo, en todos los tratamientos crecié con abundancias mayores a las 4,900
cél mL?, por ello se concluye que esta especie es mas tolerante a las diferentes condiciones

ambientales.

Este trabajo es el primer registro de una cepa de G. catenatum aislada del NGC Yy la identifica como
productora de PST, produjo ocho analogos de saxitoxina. También A. affine, aunque se considera

una especie no toxica, en este estudio si produjo ocho andlogos de PST bajo ciertas condiciones.

Finalmente, se concluye que las condiciones ambientales como la luz y la temperatura influyen en

el crecimiento poblacional y el potencial toxico de G. catenatum y A. affine.
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