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Resumen

Las diatomeas del género Pseudo-nitzschia tienen la capacidad de formar
florecimientos algales nocivos (FAN), los cuales pueden tener impactos negativos
en el medio por su alta densidad, o bien porque algunas especies producen una
potente neurotoxina, el acido domoico (AD), que perjudica al ecosistema, a la salud
publica y al desarrollo socioecondémico de la zona impactada. EI Parque Nacional
Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV) es afectado por las descargas de aguas
residuales, que aumentan la concentracion de compuestos inorgéanicos en el mar, y
esto ha sido sefialado como una posible causa del crecimiento poblacional del
género. En este trabajo se identificaron siete taxones diferentes dentro del PNSAV,
reportados como potenciales formadores de FAN. Se obtuvieron abundancias de
Pseudo-nitzschia, y se observé su dominancia en ciertas temporadas del afio.
También se reportan los datos de los parametros fisicoquimicos dentro de la zona.
Se realizaron extracciones de tejidos de bivalvos que fueron analizados por
Espectroscopia de Infrarrojo para determinar si se encontraban contaminados por
acido domoico. Se aislaron células de Pseudo-nitzschia, para establecer cinco
cultivos, y se llevo a cabo la identificacion taxonomica morfolégica por microscopia
electrénica de barrido y de transmision, logrando por este medio reconocer que
todos los aislados pertenecian al complejo P. americana. Para la determinacion
especifica se utilizaron métodos moleculares con cebadores especificos de la
region ITS1-5.85-1T2, identificando asi cuatro de los cinco aislados, que pertenecian
a la especie P. brasiliana. Durante el transcurso de los cultivos se realizaron las
curvas de crecimiento y se evalud su potencial toxico por cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas (LC/MS). Con uno de los aislados se realizé
un experimento con diferentes tratamientos, modificando las concentraciones de
nitratos. No se detectdé AD en ningun cultivo, sin embargo, el aislado con el que
experimento se adapté a los diferentes regimenes de los tratamientos. Debido a que
dentro del PNSAV se encuentra fitoplancton potencialmente formador de FAN y a
gue en este ecosistema se descargan constantemente aguas residuales, presenta
el riesgo de ser impactado por eventos de FAN, entre ellos de Pseudo-nitzschia. Por

este motivo es esencial su correcta determinacion taxondémica y realizar estudios
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sobre los factores que desencadenan la produccion de toxinas. También se sugiere
mejorar las medidas preventivas, hacer mas eficiente el trabajo de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, fortalecer el monitoreo y las regulaciones para
salvaguardar el ecosistema, la salud humana y evitar las pérdidas econdmicas. A
nuestro conocimiento, dentro del PNSAV no existe ningun estudio sobre el potencial

téxico de Pseudo-nitzschia, por lo que este estudio seria el primero de su tipo.
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1 Introducciéon

Los Florecimientos Algales Nocivos (FAN) son el resultado del incremento masivo
en el numero de células fitoplancténicas, lo que puede generar un impacto negativo
sobre el ecosistema y la salud ( Smayda, 1997; Band-Schmidt et al., 2011). Estos
eventos ocurren de manera natural, sin embargo, se ha observado un aumento tanto
en frecuencia como en duracion, por lo que actualmente su estudio ha cobrado un
enorme interés mundial (Hallegraeff, 1993). La investigacion sobre los FAN incluye
el estudio de las toxinas que producen algunas especies y que han sido
relacionadas directamente con afectaciones ecoldgicas, intoxicaciones humanas y
problemas econdmicos. Aunado a lo anterior, también se ha registrado un aumento
en el nimero de especies y cada vez se conocen mas toxinas asociadas, las cuales

representan un riesgo potencial para nuestro pais.

Las diatomeas del género Pseudo-nitzschia son abundantes dentro del Parque
Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV) (Garcia-Mendoza et al., 2016) y
su relacion con la produccion de la neurotoxina acido domoico (AD), responsable
de intoxicacion amnésica por consumo de mariscos (ASP por sus siglas en inglés,

Amnesic Shellfish Poisoning), es bien conocida (Alvarez-Falconi, 2009).

Los florecimientos algales y la produccion de toxinas se han asociado con diferentes
factores ambientales, como eventos de surgencias, tormentas invernales y
eutrofizacion, sin embargo, no se conoce con exactitud qué promueve su formacion
y su mantenimiento (Smayda, 1997; Herrera-Silveira et al., 2004); asimismo se sabe
gue las condiciones suelen ser especificas de cada especie y lugar geogréfico, por
lo que en este trabajo se evalu6 que afectaciones tiene las abundancias de Pseudo-
nitzschia en relacion con los nitratos dentro del PNSAV. En condiciones de
laboratorio, se establecieron cultivos para posteriormente realizar un experimento
con diferentes concentraciones de nitratos y se analizé su crecimiento poblacional

y la produccién de toxina.

El objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento sobre el desarrollo de los

eventos de FAN presentes en el PNSAV, con hincapié en el género Pseudo-
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nitzschia. Incluye, de manera general, informacion sobre el género, su abundancia
y los métodos mas empleados para la determinacion taxondmica y la deteccién de

sus toxinas.
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2 Marco teorico
2.1 El plancton en el Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano
2.1.1 Qué es el plancton

El plancton esta formado por un conjunto de microorganismos adaptados a pasar
parte o todo su ciclo de vida suspendidos en la columna de agua, ya que, aunque
poseen flagelos o varios mecanismos que pueden alterar su flotabilidad, se
encuentran limitados a los movimientos de las corrientes de agua (Wetzel, 2001;
Hays et al., 2005).

La comunidad plancténica se distingue de diferentes maneras, principalmente de
acuerdo a dos categorias funcionales: el fitoplancton, esta constituido por individuos
que en su mayoria son autotréficos, y el zooplancton, constituido por organismos
heterotréficos. El fitoplancton es cominmente conocido como el “pasto del mar”
porque se le considera la base la red tréfica tradicional (Werlinger et al., 2004; Simon
et al., 2009). El zooplancton es el consumidor primario, y se ubica en el segundo
nivel tréfico (Giraldo et al., 2007).

El fitoplancton representa menos del 1% de la biomasa fotosintética mundial, pero
es responsable de mas del 45% de la produccion primaria neta anual (Field et al.,
1998; Ramanan et al., 2016), lo que lo convierte en una de las principales fuentes
de materia organica y energia; es un regulador gaseoso y participa en los ciclos
biogeoquimicos, por lo que se considera uno de los indicadores mas importantes
del potencial productivo y de los cambios en el ecosistema, debido a sus cortos
ciclos de vida y su sensibilidad a los contaminantes (Loa et al., 1994; Field et al.,
1998; Landa et al., 2016;). Su tamafio varia entre 0.2 y 200 ym (Lampert et al.,
1997); es un grupo polifilético, en el cual los grupos mas diversos y dominantes lo

conforman las diatomeas y los dinoflagelados (Licea-Duran et al., 1995).
2.1.2 Importancia de los Florecimientos Algales Nocivos

Cuando hay un aumento en la densidad celular de las poblaciones de fitoplancton
de manera exponencial, ocurren los fenomenos llamados Florecimientos Algales

Nocivos (FAN o HAB por sus siglas en inglés, Harmful Algal Blooms). Estos eventos
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pueden cambiar el color del agua, por lo que son comunmente conocidos como
“mareas rojas”, sin embargo, no todos los florecimientos algales son rojos; su color
depende de los pigmentos presentes en las microalgas (amarillos, cafés,
anaranjados, verdes, etc.), o bien pueden no generar cambio de color (Anderson et
al., 2001; Hernandez-Orozco et al., 2006). Los FAN son fenbmenos biolégicos que
ocurren de manera natural, aunque recientemente se ha observado un incremento
en su frecuencia, duracién, distribucién geogréfica, intensidad y toxicidad
(Hallegraeff, 1993). Aparentemente, existen diferentes factores que promueven
el crecimiento de un grupo especifico de organismos formadores de FAN, como la
variabilidad hidrodinamica natural, la disponibilidad de luz, el aumento en la
concentracion de nutrientes, los patrones fisiolégicos y de comportamiento, y los
procesos de cambio climatico (Dale et al.,, 2006; Hallegraeff, 2010), que han
asociado los procesos de eutroficacion y los eventos de surgencia como las
principales causas para los cambios en la hidrodindmica del ecosistema y la
expansion temporal y geografica de los FAN. También se reconocen otros factores,
como las descargas de aguas de lastre, las cuales facilitan la invasion de especies
por accion y efecto de las corrientes marinas, ya que pueden transportar a los
organismos formadores de FAN a la linea de costa (Dickman et al., 1999; Smayda,
2007; Heisler et al., 2008; Aké-Castillo et al., 2014).

Los FAN son percibidos como dafiinos debido a que son tan densas las poblaciones
algales que pueden afectar gravemente a otros organismos acuaticos, ya sea por
anoxia en el medio y taponamiento de branquias o por la produccién de toxinas.
Algunas especies nocivas ejercen un efecto importante incluso a bajas densidades,
aun sin llegar a formar florecimientos visibles (Anderson et al., 2001; Hernandez-
Orozco & Garate-Lizarraga, 2006; Herrera et al.,, 2008), y las toxinas ademas
pueden ser transferidas a través de la red trofica. Estas se acumulan en diversos
organos de moluscos, crustaceos y/o peces, los cuales, al ser consumidos por otros
organismos, incluyendo a los seres humanos, provocan intoxicaciones que pueden
llevar a la muerte. Los dafios que causan estos eventos no son Unicamente en el

ecosistema o en la salud; también afectan a las actividades productivas como la
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pesca, la acuicultura e indirectamente, al turismo (Hallegraeff, 1995; Mancera et al.,
2010), ya que causan pérdidas econdmicas importantes y que en algunos casos
han alcanzado los 300,000 USD dia? (Llewellyn et al., 2006).- En este contexto,
resulta esencial la deteccion, el monitoreo y la regulacion de dichas especies
productoras de toxinas para salvaguardar la salud humana y evitar o controlar las

pérdidas econdmicas.

Los FAN suelen ser monoespecificos, aunque en algunos casos son una mezcla de
individuos que pueden pertenecer a diferentes especies (Pettersson et al., 2012;
Rodriguez-Gomez, 2013). Se han reconocido aproximadamente 300 especies de
microalgas formadoras de florecimientos algales, de las cuales unas 75 son capaces
de producir poderosas toxinas (Hallegraeff, 1995; Smayda, 1997; Wang et al., 2005;
Herrera et al., 2008). Dentro de este conjunto, los dinoflagelados son el grupo con
el mayor potencial biolégico, ya que se han identificado aproximadamente 60
especies productoras de toxinas y otros compuestos bioactivos, hidrofilicos vy
liposolubles (Zaccaroni et al., 2008). En contraste, en el grupo de las diatomeas son
pocas las especies toxigénicas, y la mayoria pertenecen al género Pseudo-
nitzschia. Los organismos de este género han causado la muerte de aves y
mamiferos marinos, e inclusive intoxicaciones y muertes humanas (Bates et al.,
2006). Otras diatomeas reportadas como productoras de toxinas son Nitzschia
navis-varingica y Amphora coffeaeformis (Bates, 2000; Lundholm et al., 2004).
También algunas cianoficeas marinas han sido reconocidas como potencialmente
toxigénicas, y entre ellas se encuentran algunas especies del género
Trichodesmium (Aké-Castillo, 2011; Aké-Castillo et al., 2014).

2.1.3 Ficotoxinas

Las toxinas producidas por el fitoplancton, también llamadas ficotoxinas, son un
grupo grande y diverso de compuestos quimicos con diferentes estructuras y
mecanismos de accion (Botana et al., 1996). Su importancia radica en que pueden
bioacumularse, y en algunos casos ser biotransformadas por los organismos
marinos que las consumen, como moluscos 0 peces, que posteriormente son

utilizados para consumo humano. Debido a sus importantes efectos sobre la salud



publica, las toxinas marinas se han clasificado histéricamente en funcion de los
sintomas clinicos que causan (Tabla 1), pero la clasificacion mas reciente, aceptada
por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO), se basa en su
estructura quimica. Se clasifican en acido domoico (AD), acido okadaico (AO),
azaspiracido (AZA), brevetoxinas (BTX), iminas ciclicas, pectenotoxinas (PTX),
saxitoxina (STX), yessotoxinas (YTX) (Andersen et al., 2004; Toyofuku, 2006) y la

lista aumenta cada afio, con las llamadas “toxinas emergentes”.

Tabla 1. Principales intoxicaciones y sintomatologias causadas por fitoplancton productor de
toxinas marinas.
Tomada de (Hernandez-Orozco & Garate-Lizarraga, 2006).

Intoxicacion Sintomas generales Organismos productores

Intoxicacion paralizante
por consumo de
moluscos (PSP)

Intoxicacion diarreica
por consumo de
moluscos (DSP)
Intoxicacion amnésica
por consumo de
moluscos (ASP)

Intoxicacion
neurotoxica por
consumo de moluscos
(NSP)

Intoxicacion ciguatérica
por consumo de
pescado (CFP)

Sensacion de hormigueo,
entumecimiento de cara, cuello, manos,
nauseas, voémito y muerte por paro
respiratorio.

Diarrea, nauseas. La exposicion
cronica promueve la formacion de
tumores digestivos.

Sintomas gastrointestinales como:
vomito, diarrea y calambres.
Neurolégicos: desorientacion nauseas,
vértigo, confusion y pérdida de la
memoria.

Escalofrios, dolor de cabeza, debilidad
muscular, nauseas, vémito y muerte
por paro respiratorio.

Nauseas, entumecimiento y temblor de
las manos y pies, vomito y muerte por
fallas respiratorias.

Alexandrium spp.
Gymnodinium catenatum
Pyrodinium bahamense
Algunos géneros de
cianobacterias
Dinophysis spp.
Prorocentrum spp.

Pseudo-nitzschia spp.
Amphora coffaeiformi
Nitzschia navis-varingica

Karenia spp.

Gambierdiscus spp.
Ostreopsis spp.
Coolia spp.

Estas toxinas afectan principalmente dos propiedades esenciales de las células: la
primera es la permeabilidad de las membranas celulares, esto es, la propiedad
fisiologica de permitir el paso selectivo de iones de importancia (sodio, potasio,
calcio), ciertos nutrientes y agua. La segunda es la intercomunicacion entre las
células en vertebrados al unirse con alta afinidad a los sitios receptores presentes
en proteinas de membrana (receptores y canales i6nicos) o a enzimas del citosol,

alterando en todos los casos su funcionamiento normal (Suéarez-Isla et al., 1992).



%% =)
=/

Por estos motivos, la mayoria de los paises han establecido limites regulatorios para

estos compuestos toxicos.
2.2 Generalidades del acido domoico

El &cido domoico (AD) es un aminoacido no proteico, que contiene tres grupos
carboxilo; presenta ocho isomeros (acidos isodoméricos A, B, C,D,E,F, Gy H) y
el diastereoisébmero C5 (Figura 1). Es soluble en agua, altamente afin a los
receptores alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropiénico (AMPA), kainato y N-
metil-D-aspartato (NMDA), por ser analogo estructural del glutamato o &cido
glutamico acido y al acido kainico (AK) (Figura 2), que es el neurotransmisor
excitatorio mas importante en el sistema nervioso central (CNS), y que controla casi
un tercio de toda la actividad sinaptica (Wright et al., 1995; Holland et al., 2005;
Trainer et al., 2008).

La activacion neuronal es controlada de manera normal por la reabsorcion o
inactivaciéon del glutamato por enzimas especificas. Sin embargo, la carencia de un
sistema de remocién para el AD conlleva a un proceso patolégico por el cual las
neuronas son sobreactivadas, lo que causa un incremento en los niveles del ion
calcio (Ca?*) (Costa et al., 2010), y por consiguiente, la despolarizacion de la célula,
ademas de provocar reacciones secundarias como la liberacién de 6xido nitrico
(NO), lo que agrava la muerte neuronal por excitotoxicidad (Nijjar et al., 2000; Qiu
et al., 2005). Se ha estudiado que esta neurodegeneracion en lobos marinos causa
dafios permanentes a la memoria espacial, alteracion que puede ocurrir también en
humanos (Bohbot et al., 1998; Cook et al., 2015). La exposicion crénica a bajas
dosis también representa un riesgo ya que conduce a dafio renal, déficit cognitivo y
deterioro del desarrollo fetal (Hays et al., 2005; Lefebvre et al., 2017).
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Figura 1. Estructura molecular del acido domoico y algunos de sus isomeros.
Modificado de (Munday et al., 2008), con el software ChemDraw Ultra 12.0.

Acido domoico Acido kainico Glutamato

Figura 2. Estructuras quimicas del acido domoico, acido kainico y glutamato.
Modificado de (Quilliam, 2003; Jeffery et al., 2004).

2.2.1 Intoxicacion por acido domoico

En el verano de 1961 se encontraron pajaros regurgitando anchoas y muriendo en
las calles de California; este evento inspir6 a Alfred Hitchcock para la creacion de la
pelicula “The Birds” (Allen, 2016). Décadas mas tarde, en 1991, ocurri6 una
intoxicacion en la misma area, la cual afectd a decenas de pelicanos; para este afio
ya se habian estudiado los sintomas de la intoxicacion por AD y por lo tanto fue

posible identificarla. Una investigacion mas profunda sobre el evento de 1961,
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finalmente asocié aquel evento con la intoxicacion reciente. Posteriormente, se
examino el contenido estomacal en muestras de zooplancton de 1961. Estos
organismos se habian alimentado de diatomeas, y a su vez fueron alimento de
tortugas marinas, algunos peces y aves. Los hallazgos hicieron posible la
reconstruccion de la flora de la region en aquella época, y asi se logro identificar
qgue el alimento del zooplancton era representado en 79% por células del género
Pseudo-nitzschia, lo que llevé a documentar el primer registro de intoxicacion

amnésica en ese afio (Work et al., 1993; Bargu et al., 2012).

Originalmente, el AD fue descubierto en 1958 en Japdén, como un producto de la
macroalga Chondria armata (Rhodophyta), la cual es llamada “domoi”, por lo que a
su contenido acido se le denomin6 &cido domoico. En la isla Tokunoshima esta alga
es un producto tradicional utilizado como antihelmintico intestinal, pero hasta
entonces nunca se habia descrito que produjera dafio alguno, posiblemente por su
baja concentracion (Alvarez-Falconi, 2009). Sin embargo, ésta no fue la fuente de
AD en el incidente reportado en 1987 en la isla Principe Edward; en esta isla
canadiense ocurrié la primera intoxicacion humana por la ingestion de mejillones
azules (Mytilus edulis), los cuales eran cultivados en un sitio cercano donde habia
ocurrido un florecimiento de P. pungens, la cual fue encontrada en el contenido

intestinal de los mejillones.

El consumo de este bivalvo causé la intoxicacion aguda de mas de 100 personas,
de las cuales diecinueve tuvieron que ser hospitalizadas; de ellas, doce requirieron
cuidados intensivos y tres fallecieron. Los sintomas que presentaron fueron
nauseas y vomitos (76%), dolores abdominales (50%), diarrea (42%) y pérdida de
la memoria anterégrada o bien la dificultad para recordar informacion nueva (25%),
gue en algunos casos fue crénica, ademas de otros sintomas como secreciones
respiratorias profusas, inestabilidad de la presion sanguinea, convulsiones,
disturbios en la visén, castafieo involuntario de los dientes y coma (Alvarez-Falconi,
2009). El periodo de latencia, desde la ingesta hasta la aparicion de la intoxicacion,
fue de entre quince minutos a 38 horas, con un promedio de cinco horas. Deben

considerarse otros factores que podrian haber modificado el tiempo de inicio de los
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sintomas, como el alimento que acompafiaba al contaminado, la cantidad ingerida,
la concentracién de la toxina en el mejillén, la bebida, el estado previo del estbmago,
el peso, la edad y la presencia de algun posible factor de riesgo. La toxina no dafia
a los mejillones, pero se concentra en las visceras, particularmente en el
hepatopancreas. Su presencia en los alimentos no puede ser percibida por los
consumidores porgue no altera las caracteristicas del molusco como el color, olor,

sabor, tamafio o forma, ademas de que es termoestable (Grimmelt et al., 1990).

Frente a ello, las autoridades de salud establecieron los limites tolerables; en México
se encuentran en la Norma Oficial NOM-242-SSA1-2005 que regula que no lleguen
productos al mercado como alimento si las concentraciones de AD exceden de 30
mg kg en el hepatopancreas y las visceras de cangrejo, o de 20 mg kg en bivalvos
(Frescos, 2005).

Existen varios métodos para identificar la presencia de acido domoico: métodos
biolégicos, como el bioensayo en ratén (por inyeccion intraperitoneal) y métodos
quimicos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con extraccién
clorhidrica y metandlica, acoplada a un detector de luz ultravioleta (UV) o de masas
(MS). Estos ultimos son los métodos oficiales aprobado porla AOAC en el afio 2000

y utilizados en todo el mundo (William, 1980).
2.3 Importancia del género Pseudo-nitzschia

El género Pseudo-nitzschia corresponde a diatomeas marinas de habitat
cosmopolita. En este género se encuentra la mayor parte de las especies
productoras de acido domoico, neurotoxina que, a partir de la intoxicacién en
Canada en 1987, atrajo gran interés entre los investigadores, debido al riesgo que
representa para la salud humana y de otros organismos. Se han registrado cientos
de eventos de FAN causados por Pseudo-nitzschia alrededor del mundo: en
Canada, Estados Unidos, México, Costa Rica, Argentina, Dinamarca, Escocia,
Irlanda, Francia, Espafia, Italia, Tunez, Marruecos, Corea, Vietnam y Nueva Zelanda
(Skov et al., 1997; Rhodes, 1998; Akallal et al., 2000; Bates et al., 2000; Kotaki et
al., 2000; Sarno, 2000; Cho et al., 2002; Fehling et al., 2004; Vargas et al., 2004;

10



W)

Badylak et al., 2006; Nezan et al., 2006; Almandoz et al., 2007; Bogan et al., 2007,
Garate-Lizarraga et al., 2007; Altamirano et al., 2008; Isabel et al., 2009), en los
cuales, ademéas de la afectacion a los humanos, también ha causado la muerte de
peces, aves y mamiferos marinos (Bates & Trainer, 2006). En el evento de 1991, en
la Costa Oeste de los Estados Unidos de Norteamérica, se registré la muerte de
pelicanos que se alimentaron de anchovetas cuyo contenido estomacal revel6 la
presencia de P. australis y altas concentraciones de AD, y en 1997 en el Golfo de
California, murieron 766 aves y 67 mamiferos marinos a través del consumo de
sardina con un alto contenido de P. australis en sus visceras (Garate-Lizarraga et
al., 2007; Garcia-Mendoza et al., 2009).

Se han descrito 50 especies pertenecientes a este género de las cuales se han
reportado 24 como productoras de AD (Guiry, 2013; Dao et al., 2015; Li et al., 2017;
Ajani et al., 2018) (Tabla 2).

Tabla 2. Especies del género Pseudo-nitzschia reportadas como potencialmente toxicas.

Especie Referencias sobre su Lugar
toxicidad
1. P. abrensis Pérez-Aicua & Orive (Teng et al., 2016) Malasia
2. P. australis Frenguelli (Fritz et al., 1992; Garrison et ~ Bahia de Monterrey,
al., 1992) California

3. P.batesiana H.C.Lim, S.T.Teng, (Teng etal., 2016) Malasia
C.P.Leaw & P.T.Lim

4. P. brasiliana Lundholm, Hasley (Sahraoui et al., 2011) Mar Mediterraneo,
G.A. Fryxell Tlnez

5. P. caciantha Lundholm, (Dao et al., 2014) Aislada de la bahia NHA
Moestrup & Hasle Phu, Vietnam

6. P. calliantha Lundholm, (Martin et al., 1990) Bahia de Fundy, EUA
Moestrup y Hasle

7. P.circumpora H.C.Lim, (Lim et al., 2013) Estrecho de Malacca,
C.P.Leaw & P.T.Lim Malasia

8. P. cuspidata (Hasle) Hasle (Bill et al., 2005) Washington, EUA

9. P. delicatissima (Cleve) Heiden  (Smith, 1991) Golfo de San Lorenzo,

Canada

10. P. fraudulenta (Cleve) Hasle (Rhodes, 1998) Korea

11. P. fukuyoi H.C.Lim, S.T.Teng, (Dao et al., 2015) Aislada de Vietnam
Leaw

& P.T. Lim

12. P. galaxiae Lundholmy (Cerino et al., 2005) Golfo de Napoles, Italia
Moestrup

13. P. granii (Hasle) Hasle (Trick et al., 2010) Estacion del Océano

Papa (50° N, 145° W)

14. P. kodamae S.T. Teng, H.C. (Teng et al., 2014) Estrecho de Malaca,

Lim, C.P. Leaw & P.T. Lim Malasia
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15. P. lundholmiae H.C.Lim, (Teng et al., 2016) Malasia
S.T.Teng, C.P.Leaw & P.T.Lim
16. P. multiseries (Hasle) Hasle (Bates, 1998) Isla Principe Edward,
Canada
17. P. multistriata (Takano) Takano  (Rhodes et al., 2000) Nueva Zelanda
18. P. seriata (P.T. Cleve) H. Perag. (Lundholm et al., 1994) Canada
19. P. subfraudelenta (Teng et al., 2016) Malasia
20. P. simulans Li, Huang & Xu (Lietal., 2017) Costas de China
21. P. plurisecta Orive y Pérez- (Fernandes et al., 2014) Golfo de Maine, EUA
Aicua
22. P. pseudodelicatissima (Hasle)  (Lundholm et al., 1997) Dinamarca
Hasle
23. P. pungens (P.T. Cleve) Hasle (Rhodes et al., 1996) Aislada de Nueva
Zelanda
24. P. turgidula (Hustedt) Hasle (Rhodes et al., 1996) Aislada de Nueva
Zelanda

2.3.1 Caracteristicas del género Pseudo-nitzschia

Las diatomeas de este género son penadas y exclusivas de ambientes marinos.
Como el resto de las diatomeas, poseen una pared celular o frdstula, de &cido
silicico (SiOHa4). Esta frastula estd compuesta por dos valvas que se ajustan una
dentro de la otra; la hipoteca es la valva mas pequefia y sus bordes caben dentro
de la epiteca (Hasle et al., 1996; Tomas, 1997; Hasle, 2002) (Figura 3).

El género pertenece a la subclase Bacillariophycidae, la cual se caracteriza por
tener una hendidura, llamada rafe, que corre a lo largo de cada una de las valvas,
el cual es reforzado dentro de una celda por puentes de silice o fibulas (Amato et
al., 2007). En algunas especies, el rafe es interrumpido por un interespacio central.
Las interestrias estan separadas por estrias, estas se encuentran perforadas por
los poroides (Amato et al., 2008; Trainer et al., 2008).

El género fue descrito por Cleve (1883), quien utilizé como lectotipo a P. seriata;
son células fusiformes con extremos atenuados gradualmente; la valva esta
aplanada o suavemente curvada, no ondulada, con rafe extremadamente excéntrico
y no elevado por encima del nivel de ésta; las paredes del canal del rafe no tienen
poroides, ni conopea. La valva es estriada con varias filas de poroides circulares
cubiertos por oclusiones perforadas (himen). Las células forman colonias

escalonadas por la superposicion de los extremos valvales, o bien por una fraccién
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del eje apical, con desplazamiento de toda la colonia, y de esta manera se distingue
del género Nitzschia (Figura 4) (Hasle, 1994).

Valvas
.
Nadulo
polar
» Hipoteca
Rafe Epiteca
Nodulo Nucleo
central .
i Union de las
valvas
Epiteca
Nédulo Rafe ‘r L
Hipoteca
polar
Vista valvar Vista cingular Seccion transversal

Figura 3. Estructura de una diatomea penada.
Tomado de (Neelesh, 2016).
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2.3.2 Identificacion

La biodiversidad del fitoplancton eucaridtico se ha estimado principalmente con
base en sus caracteristicas morfolégicas. Los principales caracteres diagnosticos
para identificacion de las especies del género Pseudo-nitzschia estan establecidos
en la morfologia detallada o ultraestructura de la frustula y de las medidas
morfométricas que solo son distinguibles a través de microscopia electronica (Teng
et al.,, 2013). De cualquier manera, sigue siendo un desafio determinar algunas
especies, como lo son las pseudocripticas y cripticas, ya que las primeras muestran
diferencias morfolégicas poco distinguibles, solo se detectan mediante un examen
muy detallado y las segundas son morfologicamente idénticas aunque
genéticamente diferentes (Mann et al., 2007). Es muy comun que se presente este
fenémeno en el género (Orsini et al., 2004a; Lundholm et al., 2006; Amato et al.,
2007; Isabel et al., 2009). Una manera de categorizar las especies es separandolas
en dos grupos distintos, en funcion del ancho de la valva o eje transapical; P. seriata,
contiene un eje transapical mayor a 3 um y P. deticatissima con eje menor a 3 ym
(Hasle, 1997). Estos grupos a su vez se dividen en complejos de especies que se
parecen morfolégicamente. Dentro del udltimo se distinguen tres subgrupos: el
complejo P. americana, P. delicatissima y P. pseudodelicatissima (Teng et al.,
2013). En el “complejo americana” se incluyen tres especies pseudo-cripticas, P.
americana, P. brasiliana y P. linea, siendo las caracteristicas de las bandas

importantes para su taxonomia (Lundholm et al., 2002).

La complejidad taxon6mica de este género puede ser una barrera importante para
la deteccion temprana y mitigacién de los FAN. La correcta asignacion de especies
proporciona la posibilidad de comprender mejor sus relaciones ecoldgicas (Trainer
et al., 2012; Teng et al.,, 2013) y por ello es necesario combinar caracteres
morfolégicos y moleculares para estudiar su taxonomia; ademas se recomienda
anadir estudios de apareamiento. El uso de herramientas moleculares ha resultado
en un incremento en las especies descritas y en modificaciones de las especies

anteriormente conocidas (Trainer et al., 2012).
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La primera revision que detalla el uso de sondas moleculares como herramientas
para auxiliar en la identificacion de especies formadoras de FAN fue presentada por
Anderson en 1995 (Anderson, 1995). Desde ese momento, el uso de criterios
moleculares para caracterizar y detectar especies formadoras de FAN ha
aumentado (Scholin et al., 1996; Herrera et al., 2008). En la actualidad existe un
gran namero de técnicas disponibles. En el ADN ribosomal (ADNr) se encuentran
varios marcadores ampliamente utilizados, ya que éste no depende del estado
fisioldgico ni de la expresion de otros genes en los organismos; tienen dominios
altamente variables y conservados entre especies, por lo que son elementos
valiosos en estudios taxonomicos y filogenéticos. Esta es una de las atractivas
ventajas de explotar técnicas moleculares, ya que proveen marcadores que
permiten identificar con alta sensibilidad (Herrera et al., 2008; Sepulveda, 2008),
como la subunidad grande del gen ribosomal (LSU), las regiones espaciadoras
(ITS), y el gen 5.8S del ADNr y la subunidad grande de RuBisCo (Lundholm et al.,
2002; Orsini et al., 2004a; Lundholm et al., 2006; Amato et al., 2007).

2.3.1 Ciclo de vida

Como la mayoria de las diatomeas, las especies penadas tienen un ciclo de vida
complejo. Una reproduccion asexual en donde se conduce a una reduccién
progresiva en el tamafio del eje apical, sin cambios significativos en los ejes
transapical y perivalvar (Amato et al., 2005; Chepurnov et al., 2005). El tamafio
original se recupera después de la reproduccion sexual (Garcés et al., 2001), la cual
implica meiosis y la formacion de dos tipos de gametos opuestos (son especies
heterotalicas), que morfolégicamente son idénticos, pero conductualmente
diferentes. Los gametos se denominan como “masculino”, que es el gameto activo
y “femenino”, que es el gameto pasivo (Davidovich et al., 1998). La fusion de estos
conduce a la formacién de dos cigotos, llamados auxoesporas, y en estas células
comienza la elongacion para producir una célula de tamafio maximo y con nuevas
fristulas, que al ser liberadas representan la parte inicial de la reproduccion
vegetativa del ciclo de vida (Figura 5) (Vyverman, 2004; Amato et al., 2005;
Chepurnov et al., 2005).
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Figura 5. Ciclo de vida de Pseudo-nitzschia sp.
La reproduccién sexual se lleva a cabo para restaurar el tamafio de la célula, después de la
disminucién del tamafio en la reproduccién asexual (division celular vegetativa). Modificado de
(Lelong et al., 2012).

2.3.2 Factores que afectan el crecimiento de Pseudo-nitzschia y la

produccion de toxina

Son numerosos los factores ambientales y las condiciones fisiolégicas que
promueven el crecimiento poblacional del género Pseudo-nitzschia y la produccion
de AD, en consecuencia, las condiciones favorables siguen siendo poco claras y se
caracterizan por tendencias generales y amplias (Parsons et al., 1999; Trainer et
al., 2002; Lund et al., 2004; Marchetti et al., 2004), por ello se complica el pronéstico
en la aparicion de un FAN o de un brote téxico. Aunque existen trabajos en campo
que relacionan factores ambientales con los FAN, son muy pocos por la gran
dinamica que presenta el medio marino. Frente a esto se ha optado por el estudio

experimental en condiciones de laboratorio (Bates, 1998; Hiltz et al., 2000; Fehling
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et al., 2005; Santiago-Morales et al., 2011), llamados estudios autoecolégicos, ya
que estos permiten controlar la mayor parte de variables para conocer las
afectaciones que se tienen al cambiar algun factor, asi como entender los ciclos de
vida. La acumulacion de conocimiento ha sido tal que existe evidencia de que la
produccion de AD esta asociada a un estrés fisioldgico, ya sea por limitacion en la
disponibilidad de macronutrientes (Bates et al., 1991; Pan et al.,, 1996) y/o
micronutrientes (Rue et al., 2001; Maldonado et al., 2002; Wells et al., 2005); a la
forma de nitrégeno disponible para crecimiento (Howard et al., 2007; Cochlan et al.,
2008), al pH elevado (Lundholm et al., 2004) y a temperaturas e irradiancias

(Santiago-Morales & Garcia-Mendoza, 2011).

Se ha observado en el campo que en algunas especies como P. australis (Shipe et
al., 2008), la fertilizacién con nutrientes durante eventos de surgencia ha promovido
el desarrollo de florecimientos en el area costera del centro de California (Scholin et
al., 2000; Anderson et al., 2006; Trainer et al., 2009a) y en el norte de Baja California
(Garcia-Mendoza et al., 2009). Algunos florecimientos de P. calliantha parecieron
ser inducidos por la escorrentia agricola poco después de un fuerte evento de lluvia
(Spatharis et al.,, 2007). Un andlisis de la dinamica de P. delicatissima y P.
pseudodelicatissima, y los parametros ambientales en Canada, mostraron una
fuerte relacion entre la cantidad nitratos y nitritos (NO3y NO2) con los florecimientos
de estas especies (Kaczmarska et al., 2008). En cultivos se ha observado que un
pre-requisito para el crecimiento celular y la produccion de la toxina es que existan
concentraciones no limitantes de nitrogeno (Bates, 1998; Kudela et al., 2002). Lo
anterior puede deberse a que el nitrdgeno se requiere para la sintesis de
aminoacidos, y por lo tanto cumple una funcion en el crecimiento y la division celular,
asi como para la produccion de AD (Bates et al., 1991; Lelong et al., 2012). Sin
embargo, estos estudios son incluso contradictorios en funcion de la especie y la
region (Cusack et al., 2002; Parsons et al., 2002; Kaczmarska et al., 2007; Quijano-
Scheggia et al., 2008), es por ello que para tener una informacién mas precisa sobre
el inicio, la magnitud y la disminucion de los FAN de Pseudo-nitzschia se requiere

de enfoques que detecten relaciones especificas en cada sitio.
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2.3.3 El género Pseudo-nitzschia en el estado de Veracruz

El puerto de Veracruz ha sido impactado por especies formadoras de FAN debido
al incremento de la concentracién de compuestos inorganicos (Aké-Castillo et al.,
2010). La incidencia de estos fendbmenos también ha aumentado en el PNSAV, en
donde se han reportado especies potencialmente toxigénicas, tanto de
cianobacterias como de dinoflagelados y diatomeas. De estas Ultimas se han
reportado representantes del género Pseudo-nitzschia (Garcia-Mendoza et al.,
2016), a la fecha se han realizado estudios sobre su taxonomia y dindmica
estacional (Okolodkov et al., 2009), asi como de su diversidad y morfologia (Parsons
et al., 2012b). Okolodkov y colaboradores (2015), reportaron abundancias de hasta
7.13 x10° cél L, las cuales superan los lineamientos de la Comision Federal para
la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), en donde se establece que el
limite maximo permisible en agua de mar es de 5 x10% cél L't (COFEPRIS, 2016).
Ademas, durante los afios 2011 y 2012 se reportaron florecimientos dentro de la

zona de especies pertenecientes al género (Rodriguez-Gémez, 2013).

En el Golfo de México se han reportado por lo menos 18 especies del género
(Lelong et al., 2012), de las cuales, dentro del parque, se han identificado siete
especies productoras de toxina: P. brasiliana, P. calliantha, P. cuspidata, P.
delicatissima, P. pseudodelicatissima P. pungens y P. cf. subcurvata, lo que sefiala
riesgo potencial a la salud (Parsons et al., 2012a), aunque es necesario realizar

estudios toxicoldgicos para comprobar la toxigenicidad de las especies del PSNAV.

3 Zona de estudio: caracteristicas del Parque Nacional Sistema Arrecifal

Veracruzano
3.1.1 Localizacion y limites

El Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV) se localiza al centro del
Golfo de México, en el litoral del estado de Veracruz de Ignacio de la Llave, frente
a los municipios de Veracruz, Boca del Rio y Alvarado. Esta conformado por
un poligono con una superficie total de 65,516 ha (Diario Oficial de la Federacion,
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1992). Es el sistema arrecifal mas extenso del Golfo y el primer Parque Marino,
decretado el 24 de agosto de 1992.

Este parque incluye veintiocho formaciones arrecifales de tipo plataforma: Anegada
de Afuera, Topatillo, Santiaguillo, Anegadilla, Cabezo, De Enmedio, Rizo, Periférico,
Chopas, Sargazo, Punta Coyol, La Palma, Polo, Blanca, Giote, Ingenieros,
Sacrificios, Mersey, P4jaros, Verde, Bajo Paducah, Anegada de Adentro, Blanquilla,
Galleguilla, Gallega, Punta Gorda, Punta Brava y Hornos. Dentro de estos arrecifes
se ubican dos zonas nudcleo: "Blanca", con una superficie de 401.36 ha
y "Santiaguillo”, con una superficie de 712.64 ha (Diario Oficial de la Federacion,
1992). El conjunto de arrecifes coralinos esta dividido de manera natural por la
desembocadura del Rio Jamapa, limitados al norte por el rio La Antigua y al sur por
el rio Papaloapan (Lara et al., 1992).
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Figura 6. Plano de ubicacién del poligono 49, PNSAV. Se han marcado en rojo los sitios en donde
se aislaron las células para los cultivos. Tomado de (Aguilera, 2012).
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3.1.2 Clima

Con base en el sistema de clasificacion climéatica de Kdppen, modificado por
Enriqueta Garcia (Garcia-Amaro, 2004), el tipo de clima de la zona costera terrestre
frente al PNSAV corresponde a la categoria calido-himedo (Aw”wi), y presenta
varias temporadas de eventos climaticos: de noviembre a abril es la “temporada de
secas”, con registros minimos de precipitaciéon de 10 mm; de junio a octubre se
presenta la “temporada de lluvias”, caracterizada por precipitaciones con registros
maximos de 500 mm en el mes de septiembre. Una tercera temporada es la de
frentes frios (septiembre a mayo), que originan los eventos de “norte”, en los cuales
las rafagas de viento en la linea de costa pueden superar los 100 km ht y generar

oleaje por arriba de los tres metros de altura (CONAGUA, 2017).

La temperatura media normal anual es de 24.8°C, y la media minima normal anual
es de 19.7°C, la cual se presenta durante el mes de enero. La media de precipitacion
normal anual es de 1,701 mm, y son julio y agosto los meses mas lluviosos del afio
(CONAGUA, 2017).

3.1.3 Importancia

El PSNAV es un area natural protegida con el objetivo de asegurar el equilibrio y la
continuidad de sus procesos ecoldgicos, salvaguardar la diversidad genética de las
especies existentes, asegurar el aprovechamiento racional de los recursos, y
proporcionar un campo propicio para la investigacion cientifica y el estudio
del ecosistema y su equilibrio. Esta incluido en el poligono 49, una de las setenta
areas de alta biodiversidad que son contempladas por la Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO). Representa también un
potencial cientifico, economico, educativo, pesquero, histérico, turistico y cultural
(Diario Oficial de la Federacion, 1992), y a su vez es amortiguador de fuertes
fendmenos meteorolégicos como huracanes y “nortes” (Reyna-Gonzalez et al.,
2014). Es regulador de los ciclos biogeoquimicos, productor de oxigeno y captador
de di6xido de carbono a través de la fijacion de carbonato de calcio, servicio de gran

importancia ante el cambio climéatico.
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3.1.4 Problemética del Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano

El impacto de las actividades humanas en el PNSAV ha sido de tal magnitud, que
el grado de perturbacién en el area es considerable (Tunnell Jr, 1992; Horta-Puga
et al.,, 2007; Horta-Puga et al., 2009); estas actividades han ocasionado dafios
ecologicos en los arrecifes. Ortiz en 2012, determind que el PNSAV presenta por lo

menos 17 diferentes problemas ambientales (Tabla 3) (Ortiz-Lozano, 2012).

Veracruz es uno de los centros maritimo-portuarios mas importantes de México, por
lo que se vierten altos niveles de contaminantes como hidrocarburos (Horta-Puga &
Tello-Musi, 2009) y metales pesados. Ademas, la explotacion irracional de sus
recursos, la falta de planeacion y de aplicacion de politicas adecuadas de desarrollo
turistico y pesquero, las descargas de aguas residuales municipales, industriales y
agropecuarias, asi como la deforestacion en la zona continental adyacente,
favorecen un aumento de la cantidad de sdélidos que son arrastrados a las grandes
cuencas hidrolégicas (lo que representa el 33% del escurrimiento a nivel nacional)
((INEGI), 2012), como el Rio Papaloapan, Rio La Antigua y el Rio Jamapa que
desembocan en el PNSAV, lo que provoca un incremento en las concentraciones
de nutrientes. Estos compuestos inorganicos disponibles en el medio marino
benefician la presencia de microorganismos fotosintéticos y favorecen su rapido
crecimiento poblacional, lo que ocasiona florecimientos algales (Aké-Castillo et al.,
2014). Por estos motivos, es necesario consolidar el programa de monitoreo para
contar con la informacion cientifica que permita iniciar las gestiones encaminadas a
inducir que las aguas urbanas e industriales servidas sean tratadas de manera

adecuada.

En el PNSAV, la actividad pesquera es la mas importante, sin embargo, el valor de
la pesca tiene una baja repercusion en el PIB estatal, lo que indica que basicamente
esta actividad es de autoconsumo y comercio local. La pesca es principalmente
artesanal, con el uso de redes y lineas, que son de baja selectividad (Jiménez,
2006). Una de las localidades de importancia por su intensa actividad pesquera es
la localidad de Anton Lizardo, perteneciente al municipio de Alvarado, en donde se

ha observado que los habitantes venden su producto a expendio de la misma
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poblacion o a restaurantes aledafios, por lo cual estos no pasan por un monitoreo

de salubridad.

Tabla 3. Problemas ambientales encontrados para el PNSAV y division por categorias (Ortiz-

Lozano, 2012).

Categoria

Problematica ambiental

Dafio fisico directo al arrecife

Impacto en las pesquerias

Cambios en la estructura de
comunidades bioldgicas

Procesos de contaminacion

Sedimentacién de las estructuras arrecifales
Reduccion del area arrecifal

Ruptura y fragmentacion parcial de corales
Muerte de coral

Destruccion de pastos marinos

Desaparicion de especies ornamentales de peces
Pérdida de areas de almejas

Decremento en la talla de captura de peces comerciales
Dominancia de algas

Invasion de especies exoticas

Contaminacion por agroquimicos

Contaminacion por coliformes fecales
Contaminacion por residuos industriales

Contaminacion generada por productos derivados de aceites
y petréleo
Contaminacion por materia organica

Contaminacion por metales pesados
Contaminacion por residuos soélidos
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4 Hipoétesis

Si dentro del PNSAV se encuentran especies formadoras de FAN, y es Pseudo-
nitzschia un género recurrente y ademas el sistema esta impactado frecuentemente
por la descarga de compuestos inorganicos, entonces lo anterior representa un
riesgo por la potencial formacion de FAN y la consecuente liberacion de toxinas,
como el acido domoico, por lo que es necesario mejorar los programas de

monitoreo.

Si los compuestos nitrogenados (como los nitratos) favorecen la sintesis de
aminoacidos, entonces Pseudo-nitzschia en condiciones de laboratorio, su
crecimiento y la produccién de toxina mostrard una relacién con la cantidad de

nitratos en el medio de cultivo.
5 Objetivo general

Identificar los taxones potencialmente formadores de FAN que se encuentran dentro
del PNSAV, asi como demostrar la presencia del genero Pseudo-nitzschia, para
posteriormente establecer cultivos, realizar su identificacién taxonoémica morfoldgica

y molecular, y determinar su toxicidad.
6 Objetivos particulares

e Identificar la composicion fitoplanctonica formadora de FAN en el medio,
mediante la determinacién taxondémica por microscopia éptica.

e Conocer la dominancia de Pseudo-nitzschia dentro de la comunidad
fitoplanctonica, durante el periodo de muestreo, por medio de las
abundancias relativas del género.

e Conocer la calidad ambiental del sitio de muestreo, a través de la medicion
in situ de parametros fisicoquimicos (temperatura, oxigeno, salinidad, solidos
disueltos, pH), para describir las variaciones estacionales.

e Calcular la concentracion de nutrientes en el medio durante el periodo de

muestreo, para relacionarla con las abundancias de Pseudo-nitzschia.

24



%% =)
=/

e Analizar por espectroscopia de infrarrojo los grupos funcionales de
extracciones de tejidos de bivalvos de la zona de estudio, con el fin de
identificar si hay presencia de AD.

e Establecer cultivos monoclonales del género en condiciones de laboratorio,
mediante el aislamiento y lavado de las células.

e Realizar la identificacion especifica de las células cultivadas por microscopia
electronica de transmisién y de barrido, y por métodos moleculares.

e Evaluar el crecimiento de los aislados a través del analisis de sus tasas de
crecimiento, tiempo de division y la densidad maxima, asi como demostrar
su capacidad para producir AD mediante cromatografia de liquidos acoplada
a un detector de masas (LC-MS).

e Comparar el crecimiento de los aislados y la produccién de AD con diferentes

concentraciones de nitratos en condiciones de laboratorio.
7 Materiales y métodos
7.1 Trabajo de campo

7.1.1 Recolecta de fitoplancton, registro de parametros fisicoquimicos y

nutrientes.

Se realizaron muestreos bimensuales a lo largo de 8 meses (septiembre 2016 a

mayo 2017), sobre el PNSAYV, en la isla Santiaguillo.

Se adquirieron las muestras fitoplanctonicas a través de arrastres superficiales y
horizontales, con una red de cono reducido de 80 um de malla y 30 cm de boca,
durante un minuto a una velocidad de 1 m seg. Después fueron fijadas en frascos

de plastico de 50 mL con formol al 4% (Ferrario et al., 1995).

Simultaneamente, se georreferencid el sitio con un GPS (Garmin eTrex, modelo
Venture Cx), y se registraron los parametros fisicoquimicos como: pH, (Thermo
Scientific Orion Star, modelo A120); oxigeno disuelto (Hanna Instruments modelo
HI 9142); salinidad (Tracer Pocket Tester, modelo 1749), turbidez con disco de

Secchi, y temperatura superficial del mar con un termémetro de mercurio.
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Se obtuvo una muestra de agua de 500 mL en una botella transparente para el
analisis de nutrientes (Cervantes, 1984; Rice et al., 2012), ademas de bivalvos sin
concha, que fueron obtenidos dentro de la zona de estudio, se colocaron en frascos
y fueron fijados con formol al 4%. Ambas muestras fueron transportadas en una
hielera para ser conservados a 4°C, para su posterior analisis (Mondello et al.,
1996).

7.1.2 Toma de muestras para el establecimiento de cultivos

Las muestras para el cultivo de organismos del género Pseudo-nitzchia se tomaron
en dos sitios diferentes: uno al sur (Santiaguillo) y otro al norte (Isla Verde) dentro
del PNSAV (Figura 6 y Tabla 4).

Tabla 4. Sitios en donde se obtuvieron las muestras para el establecimiento del cultivo.

Santiaguillo Isla verde

Coordenadas 19°08’60.2”N 19°11°56.71”N
95°48'64.2"W 96°49’ 89"W

Fecha 27-octubre-2017 19-octubre-2107

Tomade la Arrastre horizontal y superficial (30

muestra cm) con una red de luz de malla de 80 Arrastre vertical (8 m) con red de cono
pm. reducido con luz de malla de 20 um.

Botella toma muestra Van Dorn, con
capacidad de 3L, superficial.

Temperatura 27.9°C 28.0°C

De cada muestra se colocaron de 1 a 4 mL en frascos de 30 mL con medio de cultivo
GSe (Blackburn et al., 2001) modificado, enriquecido con silicatos (164.4 uM) y sin
extracto de suelo (Seccion 7.2.4). Las muestras fueron transportadas en vivo al

laboratorio a una temperatura promedio de 24 +1°C, en oscuridad.
7.2 Trabajo de laboratorio

7.2.1 Identificacion de organismos potencialmente formadores de FAN y

obtencion de abundancias del género Pseudo- nitzschia

Las muestras fijadas en formol se sedimentaron por 24 horas para ser observadas
en microscopio invertido (Olympus, modelo 1x70) con un aumento de 400x para la
identificacion de fitoplancton formador de FAN con base en articulos taxonémicos

(Aké-Castillo et al., 2014; Garcia-Mendoza et al., 2016). Posteriormente se
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cuantifico la comunidad fitoplanctonica y se dividié en dos grupos: células de
Pseudo-nitzschiay el resto de la comunidad. Se conté el nUmero de células en todos
los campos con efecto de borde, se tom6é en cuenta el volumen filtrado

(Volumen=m-r?-d) y se sacaron porcentajes para las abundancias relativas.
7.2.2 Evaluacion en la concentracion de nutrientes

Se analizaron nitritos, nitratos y ortofosfatos. Se realiz6 una curva patron para el
analisis de cada nutriente y posteriormente se determinaron las concentraciones de
las muestras. El método que se utilizd para cada nutriente fue: nitritos: método de
acido sulfanilico; nitratos: método de &cido fenoldisulfénico; ortofosfatos: método del

cloruro estafioso (Cervantes, 1984; Rice et al., 2012).

7.2.3 Extraccion de acido domoico en tejidos de bivalvos y espectroscopia

de infrarrojo

Se pesaron 100 g en balanza granataria de los bivalvos obtenidos de la zona de
estudio; posteriormente se maceraron en un mortero de porcelana y se realizé una
extraccién organica multiple en un embudo de separacion, utilizando una mezcla
inmiscible de agua: hexano 10:1 (10 H20:1 Ce H14), en tres repeticiones con 10 mL
de hexano por cada una. Las fases organicas se evaporaron a temperatura
ambiente (Martinez et al., 2001). Después de la evaporacion se realizé una ultima

extraccion con cloroformo (CHCIs) (Paniagua et al., 2006).

También se realiz6 una ultima extraccion del material de referencia (National
Research Council, Canada, Certified Reference Material for Amnesic Shellfish

Poisoning, (NRC CRM-ASP)), de tejidos de moluscos contaminados con AD.

De todas las muestras y del material de referencia se tom6 una gota y ésta se coloco
en una ventana de bromuro de potasio (KBr) para obtener el espectro
correspondiente por el método de pelicula. Se analizaron los grupos funcionales
mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) en un

espectrofotometro FT-IR, (Perkin Elmer, One, FTIR).
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7.2.4 Preparacion del medio de cultivo GSe (Blackburn et al., 2001)

Se pesé cada uno de los reactivos que se muestran en la tabla 5 en una balanza

analitica y se aforaron por separado.

Tabla 5. Preparacién de soluciones stock (Modificado de (Blackburn et al., 2001).

Por 1000 mL de agua destilada (dH20)

KNO3

K2HPO4
NazSiOs. 5H20
Micronutrientes (pH8 NaOH)
Na2EDTA
FeCl3.6H20
H3BOs3
MnCl..4H20
ZnCl2
CoCl2.6H20
Vitaminas

20g
34.8¢g
113.5¢

69
0.29¢g
6.85¢g
0.869g
0.069g
0.026g

1 ampolleta en 100 mL

Para preparar la solucion madre se tomo lo correspondiente de cada solucion stock,

como se ve en la tabla 6 para aforar a 100 mL toda la solucién.

Tabla 6. Preparacién para la solucién madre de nutrientes.

Solucién stock 100 mL [Final pM]
KNOs 10 mL 1978.2
K2HPO4 10 mL 199.79
NazSiOs. 5H20 10 mL 164.1
Micronutrientes (pH8 NaOH) 25 mL

Na2EDTA 80.59
FeCls.6H20 5.36
H3BOs 553.94
MnCl2.4H20 21.73
ZnClz 0.44
CoCl2.6H20 0.55
Vitaminas 10 mL (desconocido,

preparacién comercial)

Para la preparacion del medio de cultivo se afiadieron 20 mL de solucion madre en

1 L de agua de mar, previamente esterilizada por calor himedo, con una salinidad

de 34 +1.

7.2.5 Aislamiento y establecimiento de cultivos

Los aislamientos se realizaron de cada una de las muestras obtenidas en campo,

en microscopio invertido (Zeiss; Axxio Observer.Al) con el método de pipeta
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reducida o con un capilar y con diluciones seriadas (Guillard, 1973a; Andersen et
al., 2005), hasta obtener un cultivo que se considerd6 monoclonal. Las células se
colocaron en cajas de cultivo de 96 pozos con 100 pL del medio descrito;
posteriormente se transfirieron a cajas de cultivo de 24 pozos con 2 mL con el mismo
medio para posteriormente ser sembrados en cajas de Petri y matraces de
policarbonato de 50 y 125 mL con el mismo medio. Los cultivos se mantuvieron en
una la camara de cultivos a una temperatura de 26 +1°C con una intensidad

luminosa de 95.264 pmol m2s,

7.2.6 Eliminacién de materia organica de las frastulas para la identificacion

de especimenes por microscopia electrénica

Se realizé la preparacion para microscopia electrénica de transmision (MET o TEM
por sus siglas en inglés, Transmission Electron Microscopy) y de barrido (MEB o
SEM, por sus siglas en inglés, Scanning Electron Microscope) con el método de
blanqueamiento (Nagumo, 1990) modificado, el cual consisti6 en obtener una
alicuota de cultivo de 2 mL, realizar tres lavados con agua destilada, centrifugar a
2621 x g (6000 rpm) por 6 min y decantar entre cada lavado. Al pellet se le agrego
posteriormente una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 6%, se dejo reposar
por 6 minutos, se centrifugd nuevamente a la misma velocidad y se lavé con agua
destilada minimo cuatro veces. Se tomo una alicuota de 10 pL que se colocé sobre
una malla de cobre, que posteriormente se recubrié con una pelicula de carbono.
La observacion por MET se realiz6 en un microscopio JEOL (JEM- 1200 Ex Il). Para
MEB la observaciéon fue en un microscopio JEOL (JSM-6360LV), previamente se
coloco una gota de 100 pL en un cubreobjetos redondo unido a un portamuestras
con una cinta de carbon, que posteriormente fue recubierta con oro. La
determinacion taxondémica se realiz6 de acuerdo a la morfometria descrita por
(Lundholm et al., 2002) y por (Teng et al., 2013).

7.2.7 Extraccién de ADN, amplificacion, purificacion y secuenciacion de PCR

Las células se concentraron por centrifugacion y se congelaron a -70 °C. Para la

extraccion se siguié el método CTAB (Doyle, 1991) con modificaciones (Lundholm
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et al., 2002). Para tener una prueba visible de la presencia de ADN, se tomé una
muestra de 2 pL y se corrié en un gel de agarosa (Agarose Ultrapure™, Invitrogen)
al 1.5% tefiido con GelRed (Biotium, GelRed® Nucleic Acid Gel Stain) utilizando
como buffer TBE 1x (Trizma-base, é&cido borico, EDTA 0,5 M) durante
aproximadamente 45 min, a 95 voltios y 400 miliamperios. El producto fue
visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta (UVP Transilluminator; modelo
TM-205). También se obtuvo una prueba cuantitativa con el uso de NanoDrop
(Thermo Scientific; NanoDrop 2000 spectrophotometer).

La amplificacion de la region espaciadora interna transcrita (ITS) (ITS-5.85-1TS2) de
ADNr nuclear se realiz6 por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) utilizando los cebadores universales ITS1 reverse 5
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ e ITS4 forward-5"-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3" (IBT-UNAM), en una primera ronda de
amplificacion. Cada reaccion se llevdé a cabo en un volumen total de mezcla de
reaccion de 12.5 pL conformada de la siguiente manera: tampon Promega 1x, 2.5
mM de MgClz, 200 uM dNTPs (Qiagen), 0.2 uM de cada cebador, 0.025 U de Taq
ADN polimerasa (Promega) y 40-50 ng yL* de ADN total.

El programa de reaccién fue: desnaturalizacion por 3 min a 94°C, seguida de 30
ciclos (40 sa94°C,40sab55°Cy 1 min 30 sa 72°C), y una extension final de 72°C
durante 7 min en un termociclador (Techne Flexigene Thermal Cycler).
Posteriormente se hizo una reamplificacion con una mezcla de reaccion de 25 pL
conformada de la siguiente manera: tampon Promega 1x, 2.5 mM de MgClz, 0.4 mM
de cada dNPTs (Qiagen), 0.02 uM de cada cebador, 2.5 U de Taq polimerasa
(Promega) y se agregaron 3 pL de la amplificacion anterior. Las condiciones de
reamplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 4 min,
seguida de 35 ciclos (30 s a 94°C, 30 s a51°Cy 60 s a 72°C), y una extension final
a 72°C durante 7 min (Tabla 7).

Los productos de la PCR se verificaron por medio de electroforesis en gel de
agarosa (UltraPure Agarose, Invitrogen) al 1.5% que se corrié en buffer TBE 1x

durante 45 min aproximadamente, a 100 voltios y 500 miliamperios. Se utilizé
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GelRed para la visualizacion de los fragmentos, cuyo tamafio fue determinado por
un marcador de peso molecular de 100 pb — 3000 pb (Axygen Biosciences), y fue
visualizado por medio de luz ultravioleta en un transiluminador (UVP 2UV
Transilluminator; modelo LM-20E). Posteriormente, los productos de amplificacién
fueron cortados del gel para ser purificados usando el Kit de Gel DNA Recovery de

Zymoclean™, siguiendo el protocolo del fabricante.

El producto final de la amplificacion fue secuenciado y purificado en el Laboratorio
de Biologia Molecular y Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud,
del Instituto de Biologia, UNAM.

Tabla 7. Condiciones de la mezcla de reaccion y del programa para la amplificacion.
Ronda de amplificacion

Reaccién 12 pL Amplificacion

Reactivo Concentracién final Temperatura Tiempo Ciclos

Tampon 1x 94°C 3 min 1

MgCl2 2.5 mM 94°C 40 s 30

dNTPs 200 uM 55°C 40 s

ITS1 0.2 uM 72°C 1min30s

ITS4 0.2 uM 72°C 7 min 1

Taq polimerasa 0.025 U 4°C Indefinido
Reamplificacién

Reaccion 25 pL Amplificacién

Reactivo Concentracion final Temperatura Tiempo Ciclos

Tampén 1x 94°C 4 min 1

MgCl2 2.5 mM 94°C 30s 35

dNTPs 0.4 mM 51°C 30s

ITS1 0.02 uM 72°C 60 s

ITS4 0.02 uM 72°C 7 min 1

Taq polimerasa 25U 4°C Indefinido

7.2.7.1 Disefo de cebadores y analisis de secuencias

Con las secuenciaciones elaboradas con el método anterior no se obtuvo la
identificacibn de los aislados, por lo que se procedié a elaborar cebadores
especificos del género de la region ITS1-5.8S - ITS2 del ADNr nuclear, utilizando el
software BioEdit version 7.2.6.1. Las secuencias de la region de los taxones estan
disponibles en el GenBank del NCBI (por sus siglas en inglés, National Center for
Biotechnology Information). Los cebadores fueron los siguientes: Pnizsch-R-
reverse-5"- AAGAGTGRCAACGCCGTCTT-3 y Pnizsch-F-forward-5"-
AGGTTCCACAACGATGAAG-3".
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Las amplificaciones con estos nuevos cebadores se realizaron de la misma manera
que la reamplificacion y fueron visualizados de la misma forma. Posterior a la
verificacion de los fragmentos de PCR se enviaron a secuenciar ambas cadenas al
Laboratorio de Biologia Molecular y secuenciacion gendmica de la Biodiversidad y
la Salud (LANABIO; IB-UNAM).

Las secuencias obtenidas se visualizaron en el programa BioEdit, y se compararon
mediante el algoritmo BLAST (por sus siglas en inglés, Basic Local Alignment
Search Tool), con la base datos del GenBank del NCBI para definir la identidad de
los aislados. Estas secuencias y otras que se obtuvieron del GenBank, de la misma
region y especie (Tabla 8) se editaron usando BioEdit, para hacer un alineamiento
multiple con el programa Clustal W (Thompson et al., 1994). Posteriormente, con el
programa MEGA 2.1 se realiz6 una matriz de distancias con el modelo Distancias
por Pares o en inglés, Pairwise Distance, utilizando a P. brasiliana, con numero de
acceso KM386875.1 como plantilla, debido a que fue con la que se definié la
identidad de todas los aislados. Después se procedio a un analisis de agrupamiento,
y se construyo un dendrograma con el método estadistico Neighbor Joining (Saitou
et al., 1987) y con el modelo de sustitucion Probabilidad Maxima Compuesta,
(Maximun Composite Likelihood) para calcular las distancias evolutivas (Tamura et
al., 2004) con un bootstrap de 1000 réplicas (Felsenstein, 1985). El arbol fue
enraizado con P. americana, con numero de acceso GQ330378.1.

Tabla 8. Lista de cepas utilizadas para la elaboracién del arbol.
Estas cepas han sido descritas por varios autores y obtenidas de GenBank,
https://www.nchi.nlm.nih.gov/nucleotide/.

Especie No. de acceso Localidad Referencia
P.brasiliana KM386875 Costas de China (Wang et al., 2012)
P.brasiliana HM236161 Costas de China (Wang et al., 2012)
P.brasiliana HQ111397 Malasia (Lim et al., 2012)
P.brasiliana JN252428 Malasia (Teng et al., 2013)
P.brasiliana EU327365 Espafia (Sonia et al., 2010)
P.brasiliana EU407608 Espafia (Sonia et al., 2010)
P. americana  GQ330378 Coleccién de Cultivos para (Moniz et al., 2010)

Fitoplancton Marino (CCMP),

Canada
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7.2.8 Curvas de crecimiento y célculo de tasa de crecimiento y tiempo de

division
Una vez establecidos los cultivos, se sembraron 50 000 cél en 100 mL de medio de
cultivo (500 cél mLt) por triplicado para cada aislado. Se registré el crecimiento
diariamente hasta terminada la fase exponencial. Para realizar los conteos se tomé
una alicuota de 1 mL y se fij6é con Lugol acido; posteriormente se colocaron 100 uL
en una camara de Neubauer. El conteo se realizé en un microscopio 6ptico a 20x
(U.S. Micro- Optical Solutions, modelo MICRO II) (Vega-Arredondo et al.,2017).

Las tasas de crecimiento especificas (1) se calcularon mediante la ecuacion de la

velocidad especifica de crecimiento de Monod:

_ lan - lTLX1
a t, — t

u

donde: X1y Xz= numero de células inicial y final al ¢; y t- = tiempos de inicio y fin de

la fase exponencial de crecimiento calculado en dias (Guillard, 1973b).

También se calculd el tiempo de generacion (z) a partir de la tasa de crecimiento

mediante la ecuacion:

06931
i

tg

Para determinar con seguridad el inicio y el final de la fase exponencial se calculo
la tasa de crecimiento con logaritmos en base 2 (uz), para posteriormente conocer
la suma progresiva de las tasas de crecimiento diario (D x2), ya que cualquier cambio
de la pendiente de estos datos indica una variacion de la velocidad de duplicacién
(Guillard, 1973b).

lan - lnXl/
In2

Mo = t, — t;
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7.2.9 Experimento con distintas concentraciones de nutrientes

Se eligi6 el aislado 8C, ya que fue el que mostré menor desviacion estandar cuando
se realizé su curva de crecimiento. Se sembraron 50,000 células en 100 mL por
triplicado para cada tratamiento.

Se probaron dos tratamientos que consistieron en modificar Unicamente la
concentracion de nitratos en el medio GSe, mencionado anteriormente. El primer
tratamiento fue con una mayor concentracion de nitratos con respecto al medio de
cultivo original. Esta concentracion fue de 3956.4 uM. El segundo tratamiento se
realizd con una menor concentracion de nitratos con respecto al medio de cultivo
original. Esta concentracion fue de 98.9 uM (Tabla 9). De la misma manera, se
prepararon los cultivos control, con la misma densidad celular y con el medio
original, con una concentracion de nitratos de 1978.2 uM. Se evalu6 la densidad
celular durante el crecimiento, se calculo la tasa de crecimiento y se analiz6 el
contenido de la toxina celular en la fase de crecimiento estacionaria (terminada la
fase exponencial). La densidad celular se evalu6 con alicuotas de 1 mL fijadas con

Lugol, como se describié anteriormente.

Tabla 9. Concentraciones de nitratos utilizadas para el experimento.

Tratamiento KNOs3 [Final pM]
Control 1978.2

Reducido 98.9

Aumentado 3956.4

7.2.10 Andlisis estadisticos

Para identificar las diferencias en el crecimiento entre los aislados y en los
tratamientos experimentales, previo a las pruebas estadisticas se realiz6 un grafico
de normalidad para conocer la distribucion de los datos conforme a la curva de
normalidad de Gausse. En funcion de los resultados, se decidié ajustar o no los
datos con logio. Resuelto lo anterior se realizO una prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov, y de homocedasticidad con el estadistico de Levene, para
determinar si los datos cumplian estos supuestos y proceder a realizar pruebas
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paramétricas. Se analiz6 si existia diferencia de medias con un analisis de varianza
(ANDEVA) para poder realizar una prueba a posteriori de rangos multiples (Tukey)
(De Cantu, 1991). Todos los analisis se hicieron con el programa STATGRAPHICS
Centurion XVI.I.

7.2.11Extraccion y andlisis de toxinas

De cada aislado se realizo el conteo celular de una alicuota como se describio
anteriormente en las curvas de crecimiento. La biomasa se concentré por
centrifugacion (448 x g) en microtubos de 2 mL. Se consideraron los mililitros de
medio en los que crecia cada aislado. Se realiz6 del mismo modo para los

experimentos (Tabla 10).

El andlisis de las toxinas celulares se realizé por cromatografia de liquidos acoplada
a un detector de masas en tandem (LC-MS/MS), en el Laboratorio FICOTOX del
Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE)

en Ensenada Baja California.

Tabla 10. Células por mililitro, mililitros y células totales de cada aislado y del experimento.

Aislados Cél mL? mL Células totales
4C 375 750 55 20 666 250
5A 322 500 51 16 447 500
5E 361 250 39 14 088 750
6D 350 000 53 18 550 000
8C 648 750 68 44 115 000

Experimento (Aislado 8C)
Nitrdgeno en concentracién normal

A 328 750 78 25 642 500
B 203 750 83 16 911 250
C 272 500 84.5 23026 250
Nitrégeno en concentracion reducida
A 266 250 80 21 300 000
B 216 250 81.5 17 624 375
C 217 500 785 17073750
Nitrégeno en concentracion aumentada

A 122 500 80 9 800 000

B 145 000 78.5 11382500
C 272 500 79 21 527 500

El método consistio en la disrupcién celular con perlas de silice-zirconia de 0.5 mm

de diametro y 1 mL de una mezcla metanol:agua 1:1 en un Mini BeadBeater
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(Biospec Products Inc., E.U.A), agitando por 10 segundos a 500 rpm por triplicado

con un periodo de enfriamiento entre cada agitacion.

Se realizé la limpieza del extracto con dos periodos de centrifugacion; uno a 13000
X g por 8 minutos, se colect6 el sobrenadante y se transfirio a un microtubo limpio.
Posteriormente, se centrifugd el sobrenadante a 13000 x g durante 5 min. Se colecto
una alicuota a la cual se le adicion6 &cido trifluoroacético (TFA) con una
concentracion final de 0.15%. Se agit6 con vortex durante 30 segundos y se analizé
por cromatografia de liquidos acoplada a un espectrometro de masas en tandem
(LC-MS/MS) (Agilent 6470) con triple cuadrupolo. La deteccion del AD se realizo
mediante un monitoreo multiple MRM (Multi Reaction Monitoring), con fuente de
ionizacion en modo positivo. Las transiciones monitoreadas se muestran en la tabla
11.

Tabla 11. Transiciones utilizadas para la deteccion del acido domoico.

lon precursor lon producto Energia de Colision
312.1 266.1 10
312.1 161.1 15

Se utilizé la transicion 312.1-> 266.1 como ion cuantificador y la transicion
312.1->161.1 como calificador, aunque para el calculo de la concentracién se uso

la suma de las areas de ambos iones (TIC).
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8 Resultados

Se realizaron cinco muestreos a lo largo del afio 2016-2017, comprendidos en los
meses de septiembre y noviembre del 2016, febrero, marzo y mayo del 2017. Cabe
mencionar que todas las muestras de noviembre se tomaron en la playa de Anton
Lizardo y no en el arrecife Santiaguillo debido a las condiciones climatolégicas, por
ser época de nortes.

8.1 Taxones potencialmente formadores de FAN y dindmica de Pseudo-
nitzschia

Se identificaron siete taxones potencialmente formadoras de FAN dentro del
PNSAV, de los cuales cuatro han sido reportados como no productores de toxinas
(Figura 7) y tres potencialmente téxicos (Figura 8), de acuerdo a Aké, 2014 (Aké-
Castillo et al., 2014).

Figura 7. Taxa no toxicos identificadas dentro del PNSAV, de septiembre 2016 a mayo 2017.
a) Chaetoceros curvisetus, b) Asterionellopsis sp., c) Skeletonema closterium. Imagenes obtenidas
en un microscopio Olympus, modelo 1x70 a 400x.
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Figura 8. Taxa potencialmente téxicos dentro del PNSAV, de septiembre 2016 a mayo 2017.

a) Dinophysis sp., b) Trichodesmium sp., ¢) Pseudo-nitzschia sp. Imagenes obtenidas en un

microscopio Olympus, modelo 1x70 a 400x.

Al comparar la dinamica de las abundancias de Pseudo-nitzschia durante el periodo
de septiembre de 2016 a mayo de 2017 con el resto de la comunidad fitoplanctonica
(Figura 9), se observa que las mayores abundancias se presentaron en noviembre
de 2016, con 99.7 células mL! y las mas bajas en febrero de 2017, con 17 células

mL2. En noviembre y marzo Pseudo-nitzschia dominé en un 61.61% y 57.66%

respectivamente (Figura 10).
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Figura 9. Dindmica de las abundancias de Pseudo-nitzschia comparada con las abundancias de
otros organismos fitoplancténicos dentro del PNSAV durante septiembre 2016 a mayo 2017.
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Figura 10. Abundancias relativas de Pseudo-nitzschia y otros organismos fitoplanctonicos
identificados dentro del PNSAV durante septiembre de 2016 a mayo de 2017.
8.2 Factores fisicoquimicos y cuantificacion de nutrientes en el PNSAV
8.2.1 Temperatura y oxigeno disuelto

Los valores obtenidos de la temperatura del agua se registraron cuidando que fuera
en el mismo horario, presentando un promedio de 28.8 +1.8°C. La temperatura mas
baja se registré en el mes de febrero de 2017, con 26°C y la mas alta en el mes de

septiembre de 2016, con 30°C, como se puede observar en la figura 11.
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Figura 11. Variabilidad de la temperatura del agua de mar por mes en el PNSAV de septiembre de
2016 a mayo de 2017.
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En el mes de febrero de 2017 se registraron las concentraciones mayores de
oxigeno, de hasta 9.5 mgL™, lo que coincide con las temperaturas mas bajas. Las
concentraciones menores fueron de 6.1 mgL™* en el mes de noviembre de 2016, lo
que coincidié con las temperaturas mas altas. El promedio fue de 7.4 +1.3 mgL™*

con una saturacion de 95% +14.1.
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Figura 12. Relacién inversamente proporcional del oxigeno disuelto y la temperatura mensual en el
PNSAYV, de septiembre de 2016 a mayo de 2017.

8.2.2 Salinidad y solidos disueltos totales

En la figura 13 se muestra que existe una estrecha relacion entre la conductividad
medida en milisiemens (mS) que resulta del movimiento de particulas ionizadas,
con promedio de 65.12 +4.2 mS, concentracion de solidos disueltos totales medida
en partes por millon (ppm), con promedio de 44, 470 £1, 758 ppm y la salinidad
medida en unidades practicas de salinidad (ups), con promedio de 38.15 +1.3 ups,

en noviembre de 2016 se registran los valores menores.
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8.2.3 pH

De los muestreos se obtuvo un pH con promedio de 7.9 +£0.35, siendo febrero de
2017 el que presentd el pH mas alto, de 8.3 y mayo de 2017 el mas bajo, de 7.4
(Figura 14).
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Figura 14. Variacion del pH de septiembre de 2016 a mayo de 2017 en el PNSAV.

8.2.4 Nutrientes

Los nitratos mostraron una concentracion promedio de 8.8 £9.9 puM, siendo el mes
de febrero de 2017 el que presento las concentraciones mas altas, con 26.4 uM.

Las mas bajas se presentaron en marzo de 2017, con 3.4 uM (Figura 15).

Los nitritos presentaron una concentracién promedio de 4.6 4.5 uM. Los niveles
mas altos se registraron en el mes de noviembre de 2016, con 11.9 uM y los méas
bajos en el mes de febrero de 2017, en el cual estuvieron por debajo del limite de
deteccién (Figura 15).

Para los fosfatos se registré6 una concentracion promedio de 0.34 +0.3 pM, con
pocas variaciones. El valor mas bajo se observé en el mes de febrero de 2017, ya
que el espectrédmetro no detect6 estos nutrientes (Figura 16).
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Figura 15. Concentracion de nutrientes (nitritos y nitratos) dentro el PNSAV en la isla Santiaguillo,
tomados de septiembre de 2016 a mayo de 2017.
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Figura 16. Concentracion de fosfatos dentro el PNSAV en la isla Santiaguillo, tomados de
septiembre de 2016 a mayo de 2017.

43



120 - - 30
100 - - 25
< 80 - - 20
_I ~—
£ 2
& 60 - - 15 =
= N
N o
S 40 - 10 ©
=
(O]
20 - -5 2
@]
O
0 0

Sep_2016 Nov_2016 Feb 2017 Mar_ 2017 May 2017
(playa)

mmm Pseudo-nitzschia === Nitratos

Figura 17. Relacion entre nitratos y abundancias de Pseudo-nitzschia dentro el PNSAV en la isla
Santiaguillo, tomados de septiembre de 2016 a mayo de 2017.

8.3 Andlisis por espectroscopia de infrarrojo de moluscos potencialmente
toxicos

Se hicieron tres extracciones de los tejidos de moluscos. Se observaron los grupos
funcionales del AD en la extraccion con hexano en los moluscos obtenidos durante

los meses de septiembre de 2016 y de mayo de 2017.

Para su interpretacion, el espectro se divide en dos regiones; la region fundamental
(RF) que va de los 4000 a los 1600 cm™ y la regién de la huella dactilar (RH) de los
1600 a los 450 cm, y se grafica el porcentaje de transmitancia (%T) contra la
longitud de onda (cm™). En las figuras 18-24 las lineas verticales negras muestran
esta division. Del lado derecho, en la parte inferior se encuentra la estructura
quimica del AD, donde cada circulo de color representa un grupo funcional. La
amina secundaria esté sefialada en amarillo, los alquenos disustituidos en azul, los
alcanos (metilos) en rosa y los acidos carboxilicos en verde. En las figuras 20, 22-
24, se comparan espectros, las lineas verticales tienen los colores correspondientes

a las sefales para los grupos funcionales.
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Las sefiales de las aminas se visualizan en la RF en los 3350-3310 cm™ como una
sefal sencilla, de una intensidad de mediana a baja y usualmente finas, y las
sefiales anchas en la RH en los 1580-1490 cm™ corresponden a aminas
secundarias. Los alquenos presentan sefales en la RF en los 3100-3000 cm™t y en
la RH en los 980-965 cm™, y en los 725-675 cm™ cuando son disustituidos. Las
sefiales para los alcanos se observan en la RF en los 2962-2853 cm™ y los metilos,
en los 1470-1430 cm™y a los 1370-1365 cm™. Los &cidos carboxilicos presentan
una sefial ancha caracteristica en los 3000-2200 cm™ en la RF, debido a los enlaces
de hidrégeno (rojo) y una sefial intensa en RH en los 1725-1700 cm™. Todas estas
sefales se pueden observar en las figuras 18 y 19, que son los analisis de las
muestras obtenidas en los meses de septiembre de 2016 y mayo de 2017. En estos
espectros se localizan los grupos funcionales de la estructura quimica del AD, de
manera que existe una alta posibilidad de que las muestras analizadas estuvieran
contaminadas con la toxina. Estos espectros se compararon entre si (Figura 20) y
con el material de referencia (NRC CRM-ASP) (Figuras 22-24). En este ultimo se
presentaron todas las sefiales anteriores excepto la de los carboxilos a 1725-
1700cm™ en la RH, observandose en sélo una sefial a los 1741cm™, la cual se
representa subrayada en las figuras; esta evidencia la presencia de ésteres, sefial

que también se visualiza en las otras muestras.
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8.4 Identificacion de los aislados del género Pseudo-nitzschia por morfometria

Se obtuvieron cinco aislados, tres de Isla Santiaguillo, denominados 5E, 8C, 4C y
dos de Isla verde, denominados 6D y 5A (Tabla 12). Las medidas morfométricas
(Tablas 14-19), se calcularon con fotografias tomadas en MEB y MET (Figuras 25-
29, seccion 8.5). Se consideraron las siguientes caracteristicas: ausencia o
presencia del interespacio central (I-E central), tamafio de eje apical, que corta
longitudinalmente a la valva; eje transapical, el cual la atraviesa transversalmente;
namero de fibulas y estrias en 10 um, las cuales se encuentran paralelas al eje
transapical; nUmero de poroides en 1 um y la cantidad de filas que los contienen por
estrias, ademas de la forma del himen. Las medidas entre los aislados no variaron
de manera suficiente para poder distinguir especies, sin embargo, se puede afirmar
que todos los organismos pertenecen al “complejo americana”, comprendido por P.
americana, P. brasiliana y P. linea, descritas por (Lundholm et al., 2002). Estas tres
especies estan estrechamente relacionadas por ser pseudo-cripticas, por lo cual la
distincion entre ellas es complicada y se basa en la estructura de la valvocopula
(primera banda que esta en contacto con la valva en el cingulo) la cual solo se
puede visualizar en vista cingular, sin embargo, no fue posible observar esta vista

en las sesiones de microscopia electronica.

Tabla 12. Lugar de donde fueron aisladas las células de Pseudo-nitzschia dentro del PNSAV, para
su posterior analisis

Aislados Lugar

5E Isla Santiaguillo
8C

4C

6D Isla Verde

5A

Tabla 13. Taxonomia del género Pseudo-nitzschia.
Tomada de Algabase, http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77753

Divisién Bacillariophyta

Clase Bacillariophyceae

Subclase Baillariophycidae

Orden Bacillariales

Familia Bacillariaceae

Género Pseudo-nitzschia H.Pergallo, 1899
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Tabla 14. Caracteristicas morfométricas del aislado 4C Pseudo-nitzschia sp.

-, ausencia de interespacio central (I-E central); *, no se lograron observar las caracteristicas, Hex.,

himen hexagonal.

Eje Eje apical I-E Fibulas en Estriasen Filasde Himen Poros
transapical central  10pm 10pm poros en 1yum
Aislado 4C
MEB
2.73 245 - 23 24 2 * 8
2.83 26.2 - 23 24 2 * 8
2.55 23.8 - 25 27 2 * 8
2.68 28.8 - 21 22 2 * 8
2.74 271 - 22 22 2 * 9
2.94 25.9 - 27 26 2 * 10
2.61 255 - 23 26 2 * 8
2.76 252 - 25 27 2 * 11
2.8 25.8 - 24 24 * * *
MET
2.52 26.76 - 23 23 * * *
2.9 25.57 - 22 25 2 Hex. 8
3.4 25.08 - 21 21 2-3 Hex. 9
3.59 30.77 - 20 22 2-3 Hex. 9
2.6 25.2 - 24 24 2-3 Hex. 9
Maximos — minimos
2.52- 3.59 23.8-30.77 - 20-27 21-27  2-3 Hex. 8-11

Tabla 15. Caracteristicas morfométricas del aislado 5E Pseudo-nitzschia sp.

-, ausencia de interespacio central (I-E central); *, no se lograron observar las caracteristicas, Hex.,

himen hexagonal.

Eje Eje apical I-E Fibulas Estrias en  Filasde Himen Poros
transapical central en 10pm 10pm poros enlpum
Aislado 5E

MEB

2.74 26.7 - 25 25 2 * 9

2.74 25.7 - 24 23 2 * 8

2.52 25.7 - 22 22 * * *

2.64 25.6 - 23 23 2 * *

2.52 25.4 - * * * * *

2.35 255 - 24 25 * * *

2.50 26 - 24 25 2 * 8

2.74 26.7 - 25 25 2 * 9

MET

2.01 25.77 - 22 23 2-3 * 9

2.78 25.06 - 22 23 2 * 8

2.60 24.97 - 23 23 2-3 Hex. 8

2.7 26.79 - 21 21 2-3 Hex. 8

2.7 25.84 - 22 24 * Hex. *
Maximos — minimos

2.01-2.78 24.97-26.79 - 21-25 21-25 2-3 Hex. 8-9
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Tabla 16. Caracteristicas morfométricas del aislado 5A Pseudo-nitzschia sp.
-, ausencia de interespacio central (I-E central); *, no se lograron observar las caracteristicas, Hex.,
himen hexagonal.

Eje Eje apical I-E Fibulas Estrias en Filas de Himen Poros
transapical central en 10pum  10pm poros en1pum
Aislado 5A
MEB
251 271 - 25 27 2 * 8
2.67 27.0 - 24 22 2 * 8
2.59 25.9 - 25 28 2 * 8
2.82 26.2 - 23 23 2 * 8
2.49 26.2 - 24 23 2 * 8
3 21 - 24 24 2 * 8
MET
2.62 26.69 - 22 24 2 Hex. 8
2.54 26.56 - 23 25 2-3 Hex. 7
2.78 26.64 - 19 21 2-3 Hex. 8
2.52 26.49 - 22 23 2 Hex. 8
2.37 26 - 23 25 2-3 Hex. 9
2.88 25.40 - 22 22 2-3 Hex. 9
2.98 26.78 - 22 23 2-3 Hex. 7
3.13 26.33 - 22 22 2-3 Hex. 8
2.62 26.69 - 22 24 2 Hex. 8
Méaximos - minimos

19-25 21-28 2-3 Hex.

N
©

3.13-2.37 27.1-25.40

Tabla 17. Caracteristicas morfométricas del aislado 8C Pseudo-nitzschia sp.
-, ausencia de interespacio central (I-E central); *, no se lograron observar las caracteristicas, Hex.,
himen hexagonal.

Eje Eje apical I-E Fibulas Estrias en  Filas de Himen Poros

transapical central en 10um 10pum poros en 1 pum
Aislado 8C

MEB

2.69 27.7 - 24 24 2 * 9

2.67 25.9 - 23 23 2 * 9

2.65 25.3 - 24 24 2 * 9

2.74 26.3 - 22 22 2 * 9

2.80 24.6 - 23 23 * * *

MET

2.0 20.52 - 21 21 2-3 Hex. 8

1.89 18.59 - 29 30 2-3 * 10

Maximos - minimos
21-29 21-30 2-3 Hex.

1.89-2.80 18.59-27.7
10-8




Tabla 18. Caracteristicas morfométricas del aislado 6D Pseudo-nitzschia sp.

-, ausencia de inter espacio central (I-E central); *, no se lograron observar las caracteristicas, Hex.,

himen hexagonal

Eje Eje apical I-E Fibulas Estrias Filas de Himen Poros
transapical central en10um en 10um  poros en 1lum
Aislado 6D

MEB

2.9 24.8 - 23 25 * * *

2.84 27.6 - * * * * *

2.41 24.6 - 26 26 * * 10

2.52 27.4 - 26 25 * * *

2.74 26.7 - * * * * *

2.43 26.6 - 22 24 2 * 9

MET

2.05 19.14 - 31 32 2 * 8

2.95 27.19 - 21 22 2-3 Hex. 8

2.93 27.02 - 23 23 * * *

3.29 29.51 - 22 22 2-3 Hex. 7

3.20 14.73 - * * * * *

3.45 28.89 - * * * * *

Maximos - minimos
2.05-3.45 19.14-29.51 - 21-31 22-32 2-3 Hex. 7-10
Tabla 19. M&ximos y minimos de las caracteristicas morfométricas de los cinco aislados.
Aislado Eje Eje apical I-E Fibulas Estrias Filas Himen Poros
transapical central en en de en 1um
10pum 10pm poros

4C 2.52-3.59 23.8-30.77 - 20-27 21-27 2-3 Hex. 8-11
5E 2.01-2.78 24.97-26.79 - 21-25 21-25 2-3 Hex. 8-9
5A 2.37 21-27.1 - 19-25 21-28 2-3 Hex. 7-9
8C 1.89-2.80 18.59-27.7 - 21-29 21-30 2-3 Hex. 10-8
6D 2.05-3.45 19.14-29.51 - 21-31 22-32 2-3 Hex. 7-10

8.5 Microscopia electronica

Las caracteristicas morfométricas observadas en microscopia electrénica de TEM

y MEB se reportan en la seccion 8.4. Aunque se realizé un analisis detallado de la

frastula, solo se logré determinar que pertenece al “complejo americana” como se

menciond anteriormente. En todos los organismos aislados (Figuras 25-29) se

observaron las siguientes caracteristicas: las valvas rectangulares con extremos un

poco redondeados, las células con dos cloroplastos marrones, uno en cada

extremo, y un nucleo central dificil de diferenciar. El rafe es extremadamente

excéntrico. Las estrias que corren paralelas al eje transapical, excepto en los polos,

donde algunas se vuelven casi perpendiculares a éste. Las fibulas y las estrias a

veces correspondierdn en niamero, por lo que en ocasiones aparecieron alineadas.
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En las figuras 25-19 la flecha que sefiala el rafe por el centro indica que hay

ausencia de interespacio central.

Las estrias contienen dos filas de poroides, pero se puede observar en las fristulas
que pueden tener indicios de tres; aparecen como poroides aislados entre las dos
filas regulares. Los poroides de ambas frustulas estan marcados por pequefias
perforaciones (himen) en un patron hexagonal. El arreglo de las células es en

cadenas escalonadas, superpuestas de 1/8 a 1/11.

il

Figura 25. Aislado 4C. Forma y estructura de la valva.
a) MET, la flecha sefala la mitad de la valva, en donde se observa la falta de inter espacio central,
b) colonias en cadenas (microscopio dptico, 200x), c) valva completa con MEB, d) se muestra las
estrias con dos filas de poroides, algunos aparecen aislados entre las dos filas, la flecha indica el
aumento de un poroide sin sector de himen y forma hexagonal.
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Figura 26. Aislado 5E. Forma y estructura de la valva.

a) MET, la flecha sefiala la mitad de la valva, donde se observa la falta de interespacio central, b)
colonias en cadenas (microscopio optico 200x), c) valva completa con MEB, d) estrias con dos filas
de poroides, algunos aparecen aislados entre las dos filas, la flecha indica el aumento de un
poroide sin sector de himen y forma hexagonal.

#

Figura 27. Aislado 5A. Forma y estructura de la valva
a) MET, la flecha sefiala la mitad de la valva, en donde se observa la falta de inter espacio central,
b) colonias en cadenas (microscopio Optico, 600x), c) valva completa con MEB, d) se muestra las
estrias con dos filas de poroides, el poroide sin sector de himen y forma hexagonal.

58



Figura 28. Aislado 8C. Forma y estructura de la valva.
a) MET, la flecha sefiala la mitad de la valva, en donde se observa la falta de inter espacio central,
b) colonias en cadenas (microscopio 6ptico con focal, aumento a 630x), c) valva completa con
MEB, d) se muestra las estrias con dos filas de poroides, algunos aparecen aislados entre las dos

filas, la flecha indica el aumento de un poroide sin sector de himen y forma hexagonal

gy §

Figura 29. Aislado 6D. Forma y estructura de la valva.

a) MET, la flecha sefiala la mitad de la valva, en donde se observa la falta de inter espacio central,
b) colonias en cadenas (microscopio optico con focal, aumento a 630x), ¢) valva completa con
MEB, d) se muestra las estrias con dos filas de poroides, algunos aparecen aislados entre las dos
filas, la flecha indica el aumento de un poroide sin sector de himen y forma hexagonal.
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8.6 Identificacion de las especies por métodos moleculares

Se realizaron 30 extracciones de ADN, seis para cada aislado, en diferentes fechas
durante su cultivo. La concentracion y pureza del ADN, se cuantific6 por
espectrofotometria (NanoDrop 2000 spectrophotometer; Thermo Scientific.
Massachusetts, EE.UU). De todas las extracciones se seleccionaron las cinco

mejores, una por cada aislado.

En la tabla 20 se muestran los datos registrados en el NanoDrop. La longitud de
onda (A) a la que absorbe el ADN es de 260 nm; la presencia de proteinas, fenol u
otros contaminantes absorben fuertemente a 280 nm o cerca de ellos; 230 nm es
un valor influenciado por la presencia de sales en la muestra, por lo que la relacion
de pureza del coeficiente 260 /280 nm oscila entre 1.8-2.2 y la de 260/230 nm
comunmente en el mismo intervalo, por lo que las extracciones elegidas fueron las

mAas cercanas a estos valores.

Tabla 20. Concentracion en ng uL* del ADN extraido e indices de pureza.
Aislado 280/260 nm 260/230 nm [ng pL

5E 1.92 151 a7.7
4C 2.17 2.19 64.0
8C 1.88 1.01 43.6
6D 2.14 1.70 63.8
5A 1.76 0.77 44

Para conocer la integridad del ADN extraido también se realiz6 electroforesis en gel

de agarosa al 1%, y el producto fue visualizado con luz ultravioleta (Figura 30).

5E_4C 8C (6D
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Figura 30. Gel de electroforesis 1% de la extraccién de ADNr de los cinco aislados cultivados.

Las amplificaciones de los cinco aislados, se hicieron por duplicado con el fin de
obtener la mejor calidad. Se generaron diferentes fragmentos a 1000 pb, 800 pb y
700 pb con los cebadores universales ITS de la region ITS-5.85-ITS2 de ADNr
nuclear, ITS1 reverse-5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3" e ITS4 forward-5"-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3" (Figura 31).

El resultado de la ampliacién no fue de la calidad necesaria, ya que en primer lugar,
en la electroforesis se visualiza varios fragmentos de diferentes tamafios y una vez
secuenciados el tamafo de los picos no fue claro y al comparar las secuencias con
la base datos de GenBank del NCBI mediante el algoritmo BLAST, se obtuvieron
dimeros de los cebadores y organismos no relacionados con Pseudo-nitzschia. Por
este motivo se decidié hacer nuevas PCR con el disefio de cebadores especificos
de la misma region, Pnizsch-R-reverse-5- AAGAGTGRCAACGCCGTCTT-3" y
Pnizsch-F-forward-5"-AGGTTCCACAACGATGAAG-3". Con estos cebadores se
obtuvieron bandas mas delineadas pero con fragmentos mas pequefios, de
aproximadamente 300 pb (Figura 32), a excepcion del aislado 5A, del que no se
logré visualizar ninguna banda. Una vez obtenidas las secuencias de realizé
nuevamente el BLAST, y con base en los alineamientos mas significativos (e-value

e identidad), se definio la identidad de los aislados (Tabla 21).

De los cinco aislados, cuatro fueron compatibles con P. brasiliana, del aislado 5E
s6lo se logr6é analizar el forward y del aislado 5A no se encontré similitud en
GenBank.
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Figura 31. Gel de agarosa al 1.5%, en el que se observan los productos de amplificacion de PCR
con los cebadores ITS1 e ITS4.
Se obtuvieron fragmentos de diferentes tamafios: 1000 pb, 800 pb y 700 pb. La imagen superior
es la fotografia orlgmal y en Ia |nfer|or se resaltaron los productos de las amplificaciones.

e 5. 35 S, A e V‘!“"« TEEIS "@_a./o"g kW»"E
| - . . - v |

Figura 32. Gel de agarosa al 1.5%. Productos de amplificacién de PCR con los cebadores
especificos Pnizsch-R y Pnizsch-F.
Se obtuvieron fragmentos de 300 pb, excepto para el aislado 5A.
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Tabla 21. Homologias en GenBank, a partir de la amplificacién de la region ITS-5.85-1ITS2 de ADNr
nuclear de acuerdo al BLAST.

Aislado Homologia en Tamafio del Identidad Valor de Numero de
GenBank fragmento (%) expectacion acceso
(pb) (e)
4C P. brasiliana 291 93 2x107113 KM386875.1
5A No se encontrd
similitud
5E Forward- P. 267 96 4x10118 KM386875.1
brasiliana
6D P. brasiliana 285 94 5x101%5 KM386875.1
8C P. brasiliana 278 95 1x1015 KM386875.1

8.6.1 Andlisis de las secuencias

Las 4 secuencias obtenidas del PNSAV fueron alineadas y se afiadieron secuencias
del GenBank de otros paises (Tabla 8, seccion 7.2.7.1). De esta manera se obtuvo
una matriz de distancias genéticas y diferencias en la composicion de los
nucledtidos entre aislados (Anexos, 11.1 y 11.2). Con base en lo anterior se
construy6 un cladograma (Figura 33), para representar con un diagrama en forma
de arbol ramificado la relacion entre los distintos aislados. El arbol dio como
resultado que todos los aislados pertenecen a la especie P. brasiliana, ya que se
agruparon en un clado con once terminales y dejando fuera a P. americana como
grupo externo. También se puede observar que todos los aislados del PNSAV se
separan de los otras secuencias obtenidas en GenBank (74% NJ). El aislado 5E fue
el més cercano con los otros paises, 8C y 6D se encuentran mas emparentados
(62% NJ) y son los mas lejanos.
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GQ330378 _P.americana

Figura 33. Arbol realizado con el método de Union de Vecinos (Neighbor Joining) basado en la

region ITS1-5.85-ITS2, de

los aislados obtenidos en este trabajo (PNSAV _Isla Santiagullo, _Isla

Verde) y las secuencias del GenBank de diferentes paises.
Se utilizé a P. americana como grupo externo. Sobre las ramas se muestran los porcentajes de

réplicas en los que los t

axones se agruparon, con la prueba bootstrap (1000 réplicas). Las

longitudes de las ramas se dibujaron en funcion de las distancias evolutivas y se calcularon con el
método de Probabilidad Maxima Compuesta.

8.7 Deformaciones

Algunas de las células

de la valva

analizadas mostraron modificaciones morfolégicas en el

frastula después de cuatro meses en cultivo. En la figura 34 a) se observa del lado

izquierdo una célula dividiéndose vegetativamente; este fue el tamafio mas pequefio

observado. De lado derecho se encuentra una célula alargada, que representa el

mayor tamafo observa

do en el cultivo, probablemente debido a la reproduccion

sexual dentro de los mismos.

Los incisos b y ¢ muestran como las estrias se entrecruzan; esta deformacion solo

se observo en las células con frastulas alargadas.
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Figura 34. Deformacién de la frastula después de la reproduccion sexual.
a) Fotografia con microscopio 6ptico, aumento 400x, diferentes tamafios de las frastulas, b) y c)
fotografia con MET, entrecruzamiento de las estrias.

8.8 Curvas de crecimiento, tasa de crecimiento y tiempo de division

Al realizar los conteos para poder hacer las curvas de crecimiento, se evidencio
como los aislados aumentaban el numero de células conforme pasaban los dias,
dejando de contar cuando este niumero comenzo a disminuir; de cualquier manera
se contd un dia extra para confirmar. Se logro distinguir el inicio y final de la fase
exponencial, para posteriormente identificar la tasa de crecimiento, el tiempo de

division y la densidad maxima.

Los aislados 5E y 5A presentaron la menor tasa de crecimiento, de 1.0 0.7 div dia’
1y 1.1 £0.7 div dial, respectivamente. También tuvieron la menor densidad celular
maxima, con 65,347 +10,376 cél mL* para el primero y 19,583 +3,819 cél mL! para

el segundo, asi como el mayor tiempo de division, de 0.8 +0.4 dias y 0.9 £0.7 dias.

Los aislados 8C y 6D iniciaron y terminaron el mismo dia su fase exponencial; su
tasa de crecimiento y tiempo de division fue similar, aunque el maximo de densidad
celular varié, y fue de 118,750 +6,250 y 88,750 +25,830 cél mL?, respectivamente.

El aislado 4C tardé mas tiempo en iniciar su fase exponencial. El tiempo fue de 2.3
+1.2 dias y alcanzé la mayor densidad celular, de 138,750 +50,420 cél mL*. El
aislado 8C mostr6 menor variacion entre sus repeticiones en los seis parametros
considerados en la tabla 22, por lo que se eligio para el experimento que se describe

de la seccion 8.10.
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El tiempo que duré el crecimiento de todos los aislados fue de entre 6 y 10 dias,

siendo para 5A el minimo, y para 5E el maximo (Figuras 35-40 y Tabla 22).

Las curvas de crecimiento de los cinco aislados se muestran en la figura 40 y las

tasas de crecimiento, tiempo de divisién por dia, densidad celular maxima, inicio y

final de la fase exponencial en la tabla 22.
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Figura 35. Curva de crecimiento del aislado 4C.
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Figura 36. Curva de crecimiento del aislado 5E.

66



S

(e
o

5
€
D
O

—
'

| mL

\Q

200000

160000

120000

80000

40000

200000

160000

120000

80000

40000

Dias de cultivo

Figura 37. Curva de crecimiento del aislado 5A
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Figura 38. Curva de crecimiento del aislado 8C.
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Figura 39. Curva de crecimiento del aislado 6D.
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Figura 40. Curvas de crecimiento de los cinco aislados.
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Tabla 22. Promedio y desviacidn estdndar de los datos de crecimiento de los cinco aislados.

. . . : Tiempo en
Inicio de la Fin de la Tasa de Tiempo Densidad alcanzar la
. fase fase . de celular .
Aislado , , crecimiento S . densidad celular
exponencial exponencial (div.dia?) division maxima maxima
; ; . . A 1
(dia) (dia) (dia) (cél.mL™) (dias)
4C 2.3+1.2 3.3+1.2 1.6 £0.5 0.510.2 138750 +50420 7.6 +0.6
5E 1.310.6 2.7 +1.2 1.0 £0.7 0.8+0.4 65347 £10376 8.0
5A 1.7 0.6 3.310.6 1.1+0.7 0.9 £+0.7 19583 +3819 5.0
8C 1.0 2.0 2.5+0.6 0.310.1 118750 +6250 6.0
6D 1.0 2.0 2.2 0.6 0.3+0.1 88750 +25830 5.7 +1.2

8.8.1 Anadlisis estadisticos

Se realizo el grafico de probabilidad normal para las tasas de crecimiento, tiempo

de division y densidad celular maxima de los aislados para conocer si los datos

provenian de una distribucién normal. Para ello se consideré el valor de sesgo y el

valor de curtosis estandarizado, para saber si estos se encontraban dentro el rango

estimado 2.

Tasa de crecimiento

Los datos se ajustaron a la curva de normalidad, por lo cual no fue necesario aplicar

logio. En la tabla 23 se muestran las pruebas estadisticas realizadas y el valor de p

obtenido para cada una. Cuando el valor de significancia (p) fue mayor o igual a

0.05, no se rechaza la hip6tesis nula (Ho).

Tabla 23. Pruebas estadisticas para la comparacion de medias de la tasa de crecimiento de los
aislados, con un nivel de confianza del 95%.

Prueba estadistica Valor dep  Decision

Kolgomorov-Smirnov, normalidad 0.80 Distribucién normal

Levene, homogenidad de varianzas 0.99 No hay diferencias entre varianzas
ANDEVA 0.06 No existe diferencia entre las medias de los

Rangos mudltiples (Tukey)

aislados
No aplica

La tasa de crecimiento entre los aislados varié entre la minima, de 1.0 + 0.7 div dia

! para el aislado 5E y la maxima, de 2.5 +0.6 div dia’* para el 8C. No se encontraron

diferencias significativas (p >0.05) entre las medias.
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Figura 41. Tasa de crecimiento de los aislados cultivados de Pseudo- nitzschia.
No se encontraron diferencias significativas (p >0.05) entre las medias.
Tiempo de division
Para ajustar los datos a la curva de normalidad se aplico logio. En la tabla 24 se
muestra las pruebas estadisticas realizadas y el valor de p.

Tabla 24. Pruebas estadisticas para la comparacion de medias del tiempo de division de los
aislados, con un nivel de confianza del 95%.

Prueba estadistica Valor dep Decisién

Kolgomorov-Smirnov, normalidad 0.79 Distribucién normal

Levene, homogenidad de 0.64 No hay diferencias entre varianzas

varianzas

ANDEVA 0.14 No hay diferencia entre las medias de los
aislados

Rangos mdltiples (Tukey) No se aplica

El tiempo de division de los aislados vario entre un minimo de 0.3 0.1 dias para los
aislados 8C y 6D, y un maximo de 0.9 £0.7 dias para el aislado 5A. En la prueba de

ANDEVA no se obtuvieron diferencias significativas (p >0.05) entre las medias.
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Figura 42. Tiempo de division de los aislados cultivados de Pseudo- nitzschia.
No se encontraron diferencias significativas (p >0.05) entre las medias

Densidad celular méaxima

Los datos se ajustaron a la curva de normalidad. En la tabla 25 se muestran las

pruebas estadisticas realizadas y el valor de p.

Tabla 25. Pruebas estadisticas para la comparacion de medias de la densidad celular maxima de
los aislados, con un nivel de confianza del 95%.

Prueba estadistica Valor de p Decisién

Kolgomorov-Smirnov, 0.99 Distribucién normal

normalidad

Levene, homogenidad de 0.18 No hay diferencias entre varianzas
varianzas

ANDEVA 0.002 Hay diferencia entre las medias de los

Rangos multiples (Tukey)

tratamientos

Los aislados 5E y 5A no presentan diferencias
significativas, asi como también 4C, 6D y 8C, y por
ultimo 6D con 5E.
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La densidad celular maxima registrada durante el cultivo de los aislados varié de un
minimo de 19,583 +3,819 cél mL? para el aislado 5A a un maximo de 138,750
+0,420 cél mL?! para el aislado 4C; de esta manera se lograron agrupar los datos
estadisticamente. En la figura 43 se observa que los aislados 5A y 5E no
presentaron diferencias significativas (p >0.05), por lo que se pueden considerar
como un grupo (c), al igual que 4C, 6D y 8C (a), aunque existen aislados que

comparten estos grupos con un tercero, 6D (ab) y 5E (bc).
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Figura 43. Densidad celular maxima de los aislados cultivados de Pseudo-nitzschia.
Las letras diferentes representan diferencias significativas (p< 0.05).

8.9 Diatomeas del género Minidiscus

En dos de los cinco aislados de Pseudo-nitzschia se observé la presencia de una
segunda diatomea. Se tomaron fotografias en MET y MEB, y de esta manera se
determiné que la diatomea asociada al cultivo pertenece al género Minidiscus Hasle,
1973. Esta es una diatomea céntrica, una de las méas pequefias del fitoplancton
marino, que se superpone a las fracciones pico y nanoplancténicas, con diametros
de <2 a 5 ym. En la figura 44 se observan las tres fultoportulas alrededor del centro,
cada fultoportula esta reforzada con un anillo de silice en la base. La rimopoértula se
ubica en el centro, y se observa un labio que sobresale de la valva (Park et al.,

2017). En la tabla 26 se indica su taxonomia.
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Tabla 26. Taxonomia del género Minidiscus.
Tomada del Algabase, http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77746.

Division Bacillariophyta

Clase Mediophyceae
Subclase Thalassiosirophycidae
Orden Thalassiosirales
Familia Thalassiosiraceae
Género Minidiscus Hasle, 1973

Figura 44. Diatomea del género Miniduscus sp. Forma y estructura de la valva
a) fotografia con MET, las flechas sefalan los procesos de la valva, la “R” es la rimopértula central
y la “F” las fultopértula que rodean el centro b) fotografia con MEB ¢) Minidiscus coexistiendo con
Pseudo-nitzschia (MET), d) colonia de Miniduscus (MEB).

8.10 Experimento con distintas concentraciones de nutrientes

En las curvas de crecimiento de los cultivos realizados con diferentes
concentraciones de nitratos (Figura 45-48) se observa que el control (“normal” bajo
condiciones de laboratorio) y el que tiene nitratos reducidos crecieron de manera

similar y presentaron también una densidad celular maxima similar.

En la tabla 27 se registran los datos obtenidos del crecimiento de los diferentes
tratamientos. El tratamiento con nitratos reducidos y el control tomaron mas tiempo
para alcanzar la fase exponencial y sus tasas de crecimiento fueron muy similares.
En el tratamiento con nitratos aumentados la tasa de crecimiento fue menor y

también obtuvo la menor densidad celular maxima, de 172,083 +10,943 cél mL1.
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Figura 45. Curva de crecimiento del aislado 8C con la concentracion de nitratos aumentada.
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Figura 46. Curva de crecimiento del aislado 8C con la concentracion de nitratos reducida.
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Figura 47. Curva de crecimiento del aislado 8C sin modificar el medio de cultivo (control).
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Tabla 27. Promedio y desviacion estandar de los datos de crecimiento del experimento con
diferentes concentraciones de nitratos.

- . _ . Tiempo en
;mcm dela ]Ic:m dela Tasa de 'cli'|empo De|n|5|dad alcanzar la
Aislado eispeonencial eispeonencial crecimiento dievisién fneétj(isr:wra densidad
iv.dia? celular maxima
(dia) (dia) (divdia®) i) (cél.mLY) ,
(dias)
Reducido 2.7 0.6 4.3+0.6 1.6+0.9 0.5+0.3 340833 16314 8.3 +0.6
Normal 2.7 0.6 4 1.6 +0.4 0.410.1 342917 +50068 9
Aumentado 1.7 +0.6 3.310.6 1.30.4 0.5+0.1 17208310943 8.7 +1.5
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Figura 49. Curvas de crecimiento del aislado 8C y del control del experimento.

Tabla 28. Comparacién del promedio y la desviacién estandar de los datos de crecimiento del

control y del aislado 8C.

- Fin de la . Tiempo en
Inicio de la Tasa de Tiempo 5. cidad alcanzar la
fase fase . de o :
Cepa , | crecimiento . . .. celular maxima densidad celular
exponencial exponencial div diat division o Lt méaxima
(dia) (dia) (div.dia™) (dia) (cél.mL™)
(dias)
8C 1 2 2.5+0.6 0.3+0.1 118,750 £ 6,250 6
Control 2.7 £0.6 4 1.6+04 0.4 0.1 342,917 +50,068 9
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8.10.1 Analisis estadisticos

De la misma manera que en las curvas de crecimiento de los aislados, se realiz6 un

gréafico de probabilidad normal para conocer si los datos se ajustaban a ella.
Tasas de crecimiento

Los datos se modelan adecuadamente a una curva de distribucién normal. En la
tabla 29 se muestran las pruebas estadisticas realizadas. Cuando el valor de

significancia (p) fue mayor o igual a 0.05, no se rechaza la hipétesis nula (Ho).

Tabla 29. Pruebas estadisticas para la comparacion de medias de la tasa de crecimiento de los
tratamientos, con un nivel de confianza del 95%.

Prueba estadistica Valor de p Decision

Kolgomorov-Smirnov, 0.71 Distribucién normal

normalidad

Levene, homogenidad de 0.28 No hay diferencias entre varianzas

varianzas

ANDEVA 0.71 No hay diferencia entre las medias de los
tratamientos

Rangos multiples (Tukey) No aplica

Se puede observar en la figura 50 que el aumentado tuvo la menor tasa de
crecimiento 0.7 +0.4 div dia™ con respecto a los otros dos, sin embargo en la prueba
de ANDEVA se determiné que las medias no son significativamente diferentes
(p>0.05). (Figura 50).

3_
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T 1.5 -
A 1
0.5 A -
0 . . .

Aumentado Reducido Control
Tratamientos con diferente concentracion de nitrégeno

Figura 50. Tasa de crecimiento de los aislados bajo diferentes concentraciones de nitratos.
No hubo diferencias significativas (p>0.05) entre las medias.
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Tiempo de divisién
Los datos se ajustan a la grafica de normalidad. En la tabla 30 se muestra las
pruebas estadisticas que se realizaron y el valor de p.

Tabla 30. Pruebas estadisticas para la comparacion de medias del tiempo de divisién de los
tratamientos, con un nivel de confianza del 95%.

Prueba estadistica Valor de p Decision

Kolgomorov-Smirnov, normalidad 0.94 Distribucién normal

Levene, homogenidad de 0.33 No hay diferencias entre varianzas

varianzas

ANDEVA 0.78 No hay diferencia entre las medias de los
tratamientos

Rangos multiples (Tukey) No aplica

El tiempo de division varié entre 0.5 +0.1 dias para el control y 1.5 +1.3 dias para el
tratamiento con nitrdgeno aumentado; en la prueba de ANDEVA no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) entre medias, sin embargo en la figura 51 se

puede observar que el control mostré menor tiempo que el de los tratamientos.

0.9 -
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0.7 -
0.6 -

0.5 - I I
0.4 - l
0.3 -
0.2 -
0.1 -

O T T 1
Aumentado Reducido Control

Tratamientos con diferente concentracion de nitrégeno

Ve

Dias

Figura 51. Tiempo de division de los aislados con diferentes concentraciones de nitratos.
No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre las medias.
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Densidad celular maxima

Los datos se ajustaron a la curva de normalidad. En la tabla 31 se muestran las

pruebas estadisticas realizadas y el valor de p.

Tabla 31. Pruebas estadisticas para la comparacion de medias de la densidad celular maxima de
los tratamientos, con un nivel de confianza del 95%.

Prueba estadistica Valor dep Decisién

Kolgomorov-Smirnov, normalidad 0.87 Distribucién normal

Levene, homogenidad de 0.55 No hay diferencias entre varianzas

varianzas

ANDEVA 0.04 Hay diferencia entre las medias de los
tratamientos

Rangos multiples (Tukey) El tratamiento con nitrdgeno aumentado se

diferencia del control y del tratamiento con
nitrégeno reducido, que son homogéneos
entre si

La densidad celular maxima varié entre 172,083 +10,943 cél mL* en el tratamiento
con nitrégeno aumentado y 342,917 50,068 cél mL* para el control, logrando
agrupar al reducido y al control (b) separados del aumentado (a) por presentar la

densidad celular menor (Figura 52).
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-
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& 200,000 -
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0 T T 1
Aumentado Reducido Control

Tratamientos con diferente concentraciéon de nitrégeno

Figura 52. Densidad celular maxima de los aislados con diferentes concentraciones de nitratos.
Las letras representan diferencias significativas (p< 0.05).
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8.11 Toxicidad de los aislados

El analisis de toxinas se llevd a cabo para cada uno de los cinco aislados y para
cada réplica de los tratamientos del experimento, con un total de 14 muestras
analizadas, todas en fase estacionaria de crecimiento. Todos los resultados fueron

negativos para AD.
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9 Discusion de resultados
9.1 Factores fisicoquimicos

Las caracteristicas hidrodinamicas y meteorologicas en este estudio presentaron
variaciones temporales y espaciales, debido a la dinamica dentro del PNSAV, lo que
genera cambios en los parametros fisicoquimicos. Aunque los muestreos se
realizaron en meses en los que se encontraban en diferentes temporadas del afio,
las caracteristicas descritas del agua no pueden ser generalizadas como el
comportamiento de toda la temporada, ya que se realizaron en un solo momento
del dia del mes correspondiente. Sin embargo, los datos sirven para conocer las
condiciones en las que se encuentran los organismos de interés y para relacionar
estos datos con registros previos y estimar los factores que los modifican en el

momento de muestreo.

La temporalidad en las caracteristicas del agua superficial estd marcada por tres
épocas del afo; la temporada de nortes, la de secas y la de lluvias. EI mes de
octubre se identifica como un periodo de transicién entre las lluvias y la época de
nortes que se da a partir de este mes y hasta mayo; la época de secas es un periodo
corto, coincide temporalmente con el final de la temporada de nortes y se ubica
entre abril y mayo, aunque se puede identificar desde marzo, y la temporada de
lluvias es entre julio y septiembre. El mes de junio es también un mes de transiciéon
pero entre la época de secas y lluvias (Wiseman et al., 1999; Rodriguez-Gomez et
al., 2013). Estas tres temporadas son constantes pero se traslapan de manera

relativa, y su intensidad varia por efectos del cambio climatico (Llorente et al., 2008).
9.1.1 Temperatura y oxigeno disuelto

La temperatura del agua es un pardmetro importante, debido a que ejerce una
influencia sobre varios eventos, como la velocidad a la que se realizan los procesos
y/o reacciones quimicas y biologicas, determina parcialmente la concentracion de
los gases disueltos en el agua de mar, incluyendo el oxigeno y el diéxido de carbono,
e influye en la distribucién global de las especies marinas (Lalli et al., 1997; Mann,
2000). La distribucion de la temperatura superficial oceanica es en parte el resultado

directo de la insolacion, y varia estacionalmente. Los meses de septiembre del 2016
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y noviembre del 2016, presentaron una temperatura similar: uno marcé el fin de la
temporada de lluvias y el otro el inicio de los nortes. El mes de febrero del 2017
muestra la temperatura mas baja que coincide con la temporada de nortes, en

marzo del 2017 y mayo del 2017 se presenté la temporada de secas.

Se ha demostrado en cultivos que el crecimiento 0ptimo de Pseudo-nitzschia ocurre
en un amplio intervalo de temperatura, desde los 5°C hasta los 30°C, incluso se ha
reportado a -1.5°C (Bates, 1998), y de acuerdo con el promedio obtenido en este
trabajo (28.8 £1.8°C), el sistema es apto para su crecimiento. Sin embargo, en el
medio natural es mas complejo de comprender, ya que diferentes especies pueden
demostrar distintas correlaciones con las caracteristicas ambientales, relacionadas
con laregion o la estacion del afio (Fryxell et al., 1997). Por ejemplo, se ha registrado
para P. pungens que en aguas frias (1-10°C) en el norte de China, esta presente
solo en invierno y primavera, mientras que en aguas cdlidas (21-29°C), en el sur de
China, esta presente todo el afio, lo que revela dos ecotipos para esta especie (Zou
et al., 1993).

El oxigeno disuelto es uno de los gases méas importantes en la dindmica y
caracterizacion de los sistemas acuaticos (Roldan, 1992), ya que interviene en
diferentes funciones como la respiracién y reacciones de oxido-reduccion (Wright,
1995; Wetzel, 2001). Este gas se encuentra como componente de la atmdsfera y
llega al mar; al disolverse en el agua, esta influenciado por la temperatura, la
salinidad, la actividad biolégica y los procesos de mezcla debido a la hidrodinamica
del mar, como las corrientes y el oleaje (Roldan, 1992; Alvarado et al., 2009). En el
Golfo de México la concentracion de oxigeno disuelto depende de las aguas del Mar
Caribe mexicano debido a la corriente de Lazo, cuya concentracién es homogénea
en la capa superficial (0 a 250 m de profundidad) durante el transcurso del afio, con
un promedio de 3.15 mgL™, con un maximo de 4.2 mgL™. Los valores por debajo de

éstos representan un peligro para la vida acuatica (Caso et al., 2004).

Durante este estudio los niveles de oxigeno se mantuvieron por arriba los valores
ya mencionados, debido a que existe una alta tasa de actividad fotosintética. Esto

también se puede comprobar por el porcentaje de saturacion, ya que se presento
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un promedio de 95% *14.1; esta unidad nos permite conocer la calidad del agua
relacionada con la cantidad maxima de oxigeno a una temperatura y presion
determinadas (Wetzel, 2001).

A lo largo del estudio destacaron los meses de febrero y marzo del 2017, los cuales
coinciden con la temporada de nortes, y considerando que las capas superficiales
estan mas influenciados por las condiciones meteoroldgicas (Ichiye, 1959), es esta
temporada cuando los vientos mezclan la columna de agua, generando oleaje y por
lo tanto el atrapamiento de burbujas de aire (Salas-Pérez et al., 2011).

Ademas, existe una relacion inversa con la temperatura, y ésta es un factor
importante en la capacidad del oxigeno para disolverse. El incremento de la
temperatura y/o salinidad reduce la cantidad de gas que se puede disolver, debido
al aumento de la energia cinética de las moléculas y de la ocupacion disponible de
espacios iénicos (Alvarado & Aguilar, 2009), por lo que su relacién es inversamente

proporcional, como se puede observar en la figura 11, seccion 8.2.1.
9.1.2 Salinidad y sélidos disueltos

La salinidad es una propiedad que resulta de la combinacion de los diferentes iones
gue se encuentran disueltos en el agua oceanica, y los principales son cloruros (CI
), bicarbonatos (HCOs), sulfatos (SO4%), sodio (Na*) y magnesio (Mg?*) (Wright,
1995). Los cambios en la salinidad no tienen efecto sobre las proporciones relativas
de los iones, ya que sus concentraciones cambian en la misma proporcién (Millero,
2013). Sin embargo, cuando la concentracion de iones aumenta, existe una mayor
interaccion entre ellos, aumentando también de esta manera la conductividad, que
resulta del movimiento de particulas (Wright, 1995). Los sélidos totales disueltos
(TDS) son una medida de la concentracion total de iones en solucién. Es por ello
que existe una relacion estrecha entre estas tres variables; salinidad, conductividad
y TDS (Figura 13, seccion 8.2.2). La salinidad en el agua de mar puede afectar las
funciones fisiolégicas de los organismos al alterar su balance osmético, afectando

su distribucién y comportamiento (Lalli & Parsons, 1997; Mann, 2000).

En las aguas superficiales de los océanos abiertos, la salinidad oscila entre 33y 37;

para el Golfo de México las aguas tipicamente oscilan alrededor de 34 a 36.5
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(Wright, 1995; Montoya, 2012). La concentracion en la salinidad depende casi por
completo del equilibrio entre la evaporacion y la precipitacion (Wright, 1995).
Durante este estudio la variacion fue de 36.2 a 39.1, por arriba de lo anteriormente
reportado. Los meses con mayor salinidad fueron febrero del 2017 y marzo del
2017, que es durante la temporada de secas en conjunto con la de nortes. El
aumento en su concentracion se debe a que existe mayor evaporacion, y el oleaje
provocado por los vientos ayuda a romper la tension superficial del agua, lo que
facilita la transferencia de agua a la atmosfera (Wright, 1995; Millero, 2013). En el
mes de septiembre del 2016 se registr6 uno de los valores mas altos de
precipitacion, con 255.9 mm para ese afio (CONAGUA, 2017), por lo que se

esperaba que la salinidad disminuyera, sin embargo la concentracion aumento.

Los valores de salinidad de 39 se consideran altos (>34 ups), sin embargo, es una
propiedad de areas con alta evaporacion, caracteristica que distingue a los arrecifes
de coral. (Expésito-Diaz et al., 2009) reportan estos valores para la zona conurbada

de Veracruz - Boca del Rio.

Se ha registrado en cultivos que Pseudo-nitzchia tiene una amplia gama de
crecimiento 6ptimo, que va desde salinidades bajas como 6 y altas como 48, por lo
que esta adaptada al PNSAV. En el medio natural P. pungens y P.
pseudodelicatissima, son capaces de crecer en salinidades que van desde 1 a 39.8
ups (Thessen et al., 2005); P. cuspidata de 25 a 35 (Doan-Nhu et al., 2008) y P.
americana a 26 (Miller et al., 1986).

9.1.3 pH

El pH se define como el logaritmo inverso de la concentracién de iones hidrégeno
(H") de una sustancia en un medio; expresa el grado de acidez o basicidad de una
solucion. Los valores de pH en el agua de mar tienen efecto directo en la
disponibilidad de iones, y son afectados principalmente por los cambios en la

concentracion de diéxido de carbono disuelto (CO2).

El diéxido de carbono se encuentra disuelto en iones bicarbonato (HCO?) y
carbonato (COz?%), aunque no en las mismas concentraciones (aproximadamente el

87% es bicarbonato). Cuando se encuentran en dosis equilibradas, el pH del agua
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de mar tiende hacia valores alcalinos, de entre 8.1 y 8.3, aunque se pueden
presentar tan bajos como 7.5. El pH afecta los procesos quimicos y biolégicos en el
agua, y el rango preferible para los organismos acuaticos se encuentra entre 6.5y
8.5; fuera de este rango se suele dar una disminucion en la diversidad (Gonzalez,
2014).

El promedio de pH durante el estudio fue de 7.9 £0.35, no se observaron grandes

cambios, se mantuvieron valores alcalinos y propicios para la vida en el sitio.

Se han realizado estudios autoecoldgicos en P. multiseries con respecto al pH. Esta
especie demostré ser capaz de usar tanto el CO2 como el HCO?, lo que le da una
ventaja a pH bajo y alto. A pesar de la acidificacidbn oceanica con que amenaza el
cambio climatico, el mayor interés es sobre el pH alto alcanzado al final de
florecimientos intensos. En cultivos se ha reportado que P. multiseries aumenta su
contenido celular de AD hasta 70 veces al aumentar el pH de 7.9 a 8.4 (Trimborn
et al., 2008).

9.1.4 Nutrientes

Las actividades humanas alteran los ecosistemas de manera significativa; la
composicion del agua marina es afectada principalmente por los efluentes vertidos,
provenientes de la industria, la agricultura y las aguas municipales, ademas de las
descargas de los rios. De esta manera, los efluentes favorecen la contaminacién
del medio marino al permitir la entrada de compuestos inorganicos, principalmente
compuestos nitrogenados y fosfatados, que son claves para la eutrofizacion (Nixon
et al., 2009). Por ese motivo se consider6 evaluar nitritos (NO?°), nitratos (NO%*") y
ortofosfatos (PO4%), ya que son las formas iénicas mas comunes en los ecosistemas
acuaticos (Camargo et al., 2007), y las que mas aprovecha la comunidad
fitoplanctonica (Wright, 1995).

Los niveles de nitritos y nitratos en aguas naturales son un indicador importante de
la calidad del agua. Los nitritos se producen por la oxidacion biolégica del amoniaco
y por la descomposicién de materiales proteicos, por lo que se utilizan como
indicadores de contaminacion fecal reciente en aguas crudas (Cabrera et al., 2003).

Los nitratos en cantidades altas indican contaminacion agricola por fertilizantes;
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estdn mayormente asociados al crecimiento de organismos autoétrofos
fotosintéticos, lo cual implica riesgos de desarrollo de FAN, aunque el nitrégeno en
sus diferentes formas también suele ser asimilado (Gonzalez, 2014). El exceso de
fosfatos indica la presencia de detergentes y fertilizantes (Quintero-Rendon et al.,
2010).

La estimacién global de la concentracién de nitratos en el agua marina es de 1 a
500 uM; la de nitritos es de 0.1 a 50 uM y la de fosfatos mayor a 0.3 uM. La diferencia
entre estas estimaciones dependera de las condiciones de cada sistema (Millero,
2013). Enla zona costera de Veracruz, los valores que se han reportado de nitratos
se encuentran entre 6.5y 43.5 uM, y de fosfatos entre 4.2 'y 20.0 yM (Akeé-Castillo
et al.,, 2014). En ese estudio, que se realizd entre los afios 2005 y 2012, se
obtuvieron las concentraciones de cada nutriente y se reporté un incremento
promedio en la concentracién a lo largo de los afios: los nitratos aumentaron, de
20.3 a23.9 uM y los fosfatos de 8.7 - 9.5 a 12.4 uM, lo que sugiere que la zona se

esta eutrofizando.

Los valores obtenidos en este trabajo se encontraron por debajo de lo que se
describié anteriormente, sin embargo en el mes de febrero del 2017 se obtuvieron
valores altos de nitratos (26.4 uM), lo que constituyd una excepcion. Esto puede
deberse a las descargas de los rios Jamapa, Antigua y Papaloapan, debido a que
su pluma suele extenderse por varios kilbmetros de las aguas costeras por efecto
de las corrientes, y durante ese mes su pluma se orienta hacia el sur del PNSAV
(Krutak, 1997), afectando a la isla Santiaguillo. Aunque la influencia de los rios
también es evidente en otros meses: en junio del 2018 se observé en Santiaguillo

la presencia de lirio acuatico (Com. Pers. Duran-Riveroll, 2018).

La presencia de abundancias elevadas de organismos del género Pseudo-nitzschia
se ha atribuido a concentraciones altas de nitratos (>20 pM) (Parsons & Dortch,
2002; Marchetti et al., 2004). También se ha observado que ocurre una sucesion
del género respecto a la concentracion de nitratos (Marchetti et al., 2004). En una
comunidad de Pseudo-nitzschia spp. en una bahia en Sudafrica, se determin6 que

existia mayor tasa de absorcidn de nitratos cuando estos se encontraban bajos
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(<0.1 uM) en el medio (Seeyave et al., 2009). En la figura 15, seccion 8.2.4, se
observa una relacion inversa con las abundancias del género y la concentracién de

nitratos, por lo que se sugiere una probable sucesién en el medio.

9.2 Riesgo de un sistema impactado con nutrientes de origen urbano y con taxa

formadores de FAN

Los nutrientes son determinantes para el desarrollo, el mantenimiento y la
expansion de los FAN, ya que son esenciales para el crecimiento celular del
fitoplancton (Glibert et al., 2011; Pérez et al., 2015). La mayor parte de las especies
que producen FAN son excelentes competidoras bajo condiciones altamente
variables de nitrégeno y fosforo en aguas costeras (Imai et al., 2006). Los cambios
en la dominancia de especies formadoras de FAN pueden ser atribuidos a las
diferencias en su ciclo de vida y a su respuesta hacia cambios en la concentracion
de nutrientes (Anderson et al., 2002; Glibert & Burkholder, 2011). En este trabajo se
reportan al menos siete taxones diferentes que son potenciales formadoras de FAN,
por lo que se considera que el PNSAV se encuentra en riesgo de ser impactado por
estos eventos. Ademas, el estado de Veracruz se encuentra fuertemente afectado
por descargas de aguas residuales. Este estado cuenta con 212 municipios, de los
cuales, para el afio 2014, Unicamente el 50% cuenta con servicio de tratamiento de
aguas residuales municipales (101 municipios) (CONAGUA, 2014; Martinez-Austria
et al., 2017), aunque algunas fuentes de informacion aseguran que este porcentaje
es menor, y que alcanza apenas un 5.6%, ya que no todas las plantas de tratamiento
estan en operacion y en buenas condiciones, y que la informacion oficial no es
totalmente transparente y confiable (Com. Pers. Murillo, 2018). Incluso se ha
evaluado la eficiencia de algunas plantas de tratamiento y, de acuerdo a las fuentes,
estas son bajas, lo que propiciaria un nivel alto de contaminacioén en el PNSAV (Leal
et al., 2017).

Es necesario establecer que existe una estrecha relacion entre la formacion de FAN
y las descargas antropogénicas, para instaurar estrategias de prevencion que

regulen los aportes de nutrientes al ambiente marino.
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9.3 Andlisis por espectrometria de infrarrojo de moluscos potencialmente

toxicos

El espectro infrarrojo de un compuesto puede dar informacion importante acerca de
su naturaleza quimica, ya que permite deducir estructuras moleculares a partir de
sus grupos funcionales, tanto de compuestos organicos como inorganicos (Smith,
1979).

Las sefiales de absorcion que se visualizan en el espectro representan las
vibraciones de los enlaces que forman la estructura quimica de un compuesto, por
lo que resultan utiles para su identificacion (Miller et al., 2010; Cakmak et al., 2012).
La region de la huella dactilar proporciona espectros unicos de las moléculas, ya
que incluso diferencias pequefias en su estructura dan lugar a cambios significativos

en las seflales de absorcion.

Los tres espectros de los tejidos de moluscos resultaron ser muy similares entre si;
las sefales que se presentan permiten considerar que estaban contaminados con
AD, ya que no existen espectros iguales para compuestos diferentes (Skoog et al.,
2017). Sin embargo el material de referencia (NRC-CRM-ASP) mostré6 una
diferencia en la sefal de los carbonilos, que correspondia a ésteres en lugar de los
carboxilos, y la sefial también se encontr6 en las muestras. Esta diferencia
probablemente se deba a que tanto las muestras como el material de referencia
pudieron tener transformaciones quimicas por el tiempo de almacenamiento, y los
grupos carboxilo pudieron haber sufrido esterificacion. La esterificacion es el

resultado de una reaccion quimica entre un acido carboxilico y un alcohol.

La espectrometria en el infrarrojo tiene importantes limitaciones, como la
preparacion de la muestra, que en este caso, de la extraccion de AD obtuvimos una
mezcla de compuestos, por lo que para mayor confiabilidad en la determinacion se
recomienda el uso de sustancias puras (Smith, 1979). Cuando se trata de una
mezcla de compuestos, lo que ocurre es una superposicion de espectros
individuales de todos los compuestos extraidos, ya que no solo se detecta una
molécula, sino que se observa la composicion quimica de toda la mezcla, por lo que

su interpretacion es complicada (Cakmak et al., 2012). Por ello, es recomendable la
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comparacion de los espectros con el compuesto puro de AD y corroborar la

informacion obtenida por otras técnicas (Barraza-Garza et al., 2013).

Cuando ocurrid el evento de envenenamiento en la Isla Prince Edward en 1987, se
realiz6 un esfuerzo de varios grupos de investigacién para conocer de manera
confiable al agente causante. Primero se opt6 por aislar la toxina de los moluscos
contaminados mediante diversas técnicas de separacién como la cromatografia de
liguidos de alta resolucion (HPLC), para posteriormente caracterizar su estructura
por varias técnicas espectroscopicas y espectrométricas, entre las que se
encontraban la deteccién por luz ultravioleta (UV), espectrometria de masas (MS),
resonancia magnética nuclear (RMN) y se incluia al infrarrojo; de esta manera, se
obtuvo el primer espectro en infrarrojo del AD (Wright et al., 1989). Esta técnica
también se utilizd para detectar isomeros, pero siempre a partir del compuesto puro
(Wright et al., 1990).

Desde entonces, se han obtenido y comercializado estandares y materiales de
referencia, y se perfeccionaron las técnicas de extraccién. La cromatografia de
liqguidos con deteccidn por espectrometria de masas (LC/MS) se ha convirtiendo en
una de las principales tecnologias para la deteccion de biotoxinas marinas debido a
su alta sensibilidad y especificidad (Goto et al., 2001; Quiliam et al., 2001;
MacKenzie et al., 2002).

9.4 Identificacion morfologica de los aislados en cultivo

Con los datos morfométricos y las fotografias en ME Unicamente se logro determinar
que los aislados pertenecian al “complejo americana”, el cual esta confirmado por
tres especies, y las tres se han reportado en el Golfo de México: a) P. americana,
que puede presentarse en colonias escalonadas cortas 0 como células individuales;
se reporto junto con otras especies, en las costas de Louisiana en los Estados
Unidos de América (EUA), y en este estudio se evidencia por primera vez al género
como un posible vector de AD en el Golfo de México, aunque esta especie no ha
sido reportada como toxica (Del Rio et al., 2010); b) P. linea, que se ha registrado
en las costas de Florida en los EUA, aunque no se ha comprobado su toxicidad

(Lundholm et al., 2002); y c) P. brasiliana, se ha registrado en las costas de Veracruz
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en el PNSAV y se ha reportado como productora de toxinas en el Mar Mediterraneo
(Sahraoui et al., 2011).

P. americana y P. linea se han observado como epifitas en otras diatomeas, lo que
podria indicar diferencias fisiolégicas con P. brasiliana, que se ha reportado como

toxica y de vida libre (Lundholm et al., 2002).

Por medio de analisis filogenéticos se ha determinado que estas tres especies son
taxones hermanos, con un origen monofilético, por lo que estan fuertemente
relacionadas (Lundholm et al., 2002). Como ya se ha mencionado, son especies
pseudo-cripticas, que pertenecen a un mismo complejo; presentan caracteres
morfolégicos muy especificos que las diferencian, sin embargo fueron estos
caracteres los que no se lograron observar por ME, por lo que no se pudo determinar
la especie con este método.

En general, la determinacién de especies del género Pseudo-nitzschia ocasiona
problemas para los taxdnomos debido a que las caracteristicas morfolégicas son
muy finas y a que éstas se comparten entre diferentes especies, por lo que pueden
ser indistinguibles entre si. Ademas, tienden a presentar deformaciones, tanto en
campo como después de periodos cortos en cultivo (Villac, 1996; Sommer, 1998).
Esta caracteristica representa un problema para diferenciar entre especies
toxigénicas y no toxigénicas, e incluso ambas pueden coexistir en el medio (Teng
et al., 2013). En algunos casos de FAN se presenta una mezcla de cepas
genéticamente similares que pertenecen a diferentes especies e incluso pueden
presentarse varios complejos (Pettersson & Pozdnyakov, 2012; Rodriguez-Gomez,
2013).

Para conocer mejor sobre su ecologia, fisiologia, toxicidad, etcétera, es fundamental
esclarecer su especie, y para ello se utilizan métodos de microscopia muy refinados,
como la microscopia electronica. Esta técnica ha tenido un papel importante en el
diagnéstico taxondmico para la clasificacién de grupos y subgrupos basados en su
morfologia (Teng et al., 2013). Las caracteristicas de Pseudo-nitzschia han sido bien
documentadas (Hasle et al., 1996; Lundholm, Hasle, et al., 2002), sin embargo su

identificacion hasta especie sigue siendo un desafio, particularmente para distinguir
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entre especies cripticas y pseudo-cripticas (Lundholm et al., 2006), por lo que se
hace necesario combinar caracteres morfolégicos y caracteres moleculares.
Ademas, se recomienda afiadir estudios de apareamiento, y el analisis de la
estructura secundaria del ITS2 (Isabel et al., 2009).Por lo anterior, su estudio e
identificacion representan un desafio para la gestion de FAN (Anderson, 2009). En
México, la COFEPRIS, a través de las Autoridades Sanitarias Estatales, ha
disefiado programas de monitoreo permanente para realizar muestreos y andlisis
de fitoplancton potencialmente toxico. Este programa contiene el lineamiento de
trabajo, en el cual se describen de manera “preventiva” analisis cuantitativos y
cualitativos, a través de conteos expresados en abundancias relativas, ademas de
la identificacion de organismos al nivel taxonémico. Estos resultados sirven como
criterio de alerta para determinar si se implementa una veda sanitaria (Marinas,
2005). Sin embargo, debido a que estos analisis se realizan con microscopia de luz,
el procedimiento que se sigue para su monitoreo resulta limitado en la correcta
identificacién de especies, y se pueden dar confusiones sobre la especie que se

encuentra y su potencial toxigenicidad.

En el PNSAV se han identificado por lo menos siete especies toxicas de Pseudo-
nitzschia, lo cual sefiala una problematica ambiental y un riesgo potencial a la salud
(Parsons et al., 2012b), por lo que es preciso implementar mejores técnicas de
muestreo para afrontar los desafios que presenta la identificacion de especies, ya
que es necesario que se confirme el potencial toxico de las especies a traves

estudios toxicoldgicos.
9.5 Identificaciobn molecular de los aislados en cultivo

Debido a la dificultad que presentd su identificacion con base a sus caracteres
morfoldgicos, se decidio realizar analisis moleculares para poder determinar con
seguridad las especies de los aislados mantenidos en cultivo. Los analisis arrojaron

como resultado su pertenencia a la especie P. brasiliana.

La especie P. brasiliana Lundholm, Hasle & G.A. Fryxell, fue registrada como una
nueva especie en 2002 (Lundholm et al., 2002), pero fue reportada por primera vez

en Sepetiba, una Bahia en Brasil en 1998 (Villac et al., 2005), como una especie
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oportunista. Se le ha encontrado en aguas costeras de la zona semitropical, como
el Golfo de Panama, el Golfo de México, el Golfo de California, Vietnam, Indonesia,
Tailandia, Corea del Sur, China y Espafa (Hasle et al., 2005; Sonia et al., 2009; Del
Rio et al., 2010; Li et al., 2010; Sahraoui et al., 2011).

Las regiones ITS son altamente variables y conservadas; se les considera como
marcadores universales debido a la amplia gama de reinos no animales para los
que pueden amplificar; se han utilizado para identificar especies de hongos (U'Ren
et al., 2009), de plantas de los géneros Atractylodes (Shiba et al., 2006) y Bupleurum
(Yang et al., 2007), entre otras; y también para identificar dinoflagelados (Wayne et
al., 2007) y diatomeas (Moniz & Kaczmarska, 2010). Por este motivo, se requirid
elaborar cebadores especificos con regiones mas pequefias que se encontraran
solo dentro del complejo de P. americana, ya que los parametros utilizados para la
identificacion morfolégica determinaron que los aislados en cultivo pertenecian a

este complejo.

Anteriormente se han analizado diferentes regiones del genoma para evaluar la
filogenia e identificacion de Pseudo-nitzschia: la subunidad grande del gen
ribosomal (LSU), las regiones espaciadoras (ITS1 e ITS2), el gen 5.8S del ADN
ribosomal y la subunidad grande de RuBisCo (Daugbjerg, et al., 2002; Lundholm,
Hasle, et al., 2002; Orsini et al., 2004b; Lundholm et al., 2006; Amato et al., 2007).
Se ha determinado que P. brasiliana comprende un clado monofilético, como se
observa en la figura 33, seccion 8.6.1, junto con P. americana como grupo hermano,
por lo que se decidié enraizar el arbol con esta ultima especie (Lundholm et al.,
2002; Pérez et al., 2008).

Las regiones ITS han sido las mas utilizadas, ya que proporcionan una separacion
de especies estrechamente relacionadas (Mann & Evans, 2007; Moniz &
Kaczmarska, 2010) como son las especies cripticas y pseudo-cripticas (Amato et
al., 2007; Kaczmarska et al., 2008). Es por ello que se logré determinar la especie
con una alta identidad y separar a P. brasiliana de P. americana. Esta region tiene
un tamafio de entre 580 y 750 pb aproximadamente, por lo que la amplificacion que
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se obtuvo fue un fragmento relativamente pequefio (265 pb), sin embargo se logro

agrupar todos los aislados con el clado de P. brasiliana.

Existen trabajos sobre P. brasiliana con filogenias que utilizan la region ITS que
tratan de explicar si existe alguna diferencia genética entre poblaciones que se
encuentran separadas geograficamente. Wang y colaboradores encontraron que las
cepas originarias de Asia estan separadas de las Europeas, aunque todas
pertenecen al mismo clado (Lim et al., 2012; Wang et al., 2012). En el &rbol
elaborado en este trabajo, todos los aislados del PNSAV se agrupan en un clado
diferente a todas las demas secuencias del GenBank, por lo que probablemente
muestren un patrén de separacion regional, sin embargo es necesario el estudio
detallado de la region ITS1-5.8S-ITS2 que permita conocer el grado de
diferenciacion genética entre otras poblaciones.

9.6 Deformaciones en las frastulas de las células

La reproduccion vegetativa fue la que dominé mayormente en los cultivos; ésta
condujo a una reduccion progresiva en el tamafio de las fristulas, debido a que las
diatomeas tienen una frastula muy rigida por su naturaleza silicea lo que impide la

expansion de la célula (Chepurnov et al., 2005).

Se sabe que comunmente el género Pseudo-nitzschia es heterotélico, por lo que se
creia que eran incapaces de reproducirse sexualmente en cultivos monoclonales,
ya que esto ocurria Unicamente si las células eran de diferentes cepas compatibles,
por lo que solo se daba la disminucion de su tamafo hasta convertirse en inviables
y morian (Chepurnov et al., 2005). Sin embargo, (Sonia et al., 2009) experimento
con cultivos monoclonales y observé la formacion de auxosporas en P. brasiliana,
por lo que propuso que esta especie suele ser homotélica, de manera que las
células son monoicas (el mismo individuo produce estructuras masculinas y
femeninas) y se pueden autofecundar. Las células alargadas observadas en este
estudio probablemente sean el resultado de este tipo de reproduccion dentro de los
cultivos, ya que ésta es necesaria para poder obtener células iniciales largas con
nuevas frastulas (Amato et al., 2007; Garceés et al., 2001). Aunque no es la primera
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vez que se observa el alargamiento de las células en este tipo de cultivos, no se

habian reportado deformaciones en las células que se reproducen de esta manera.

Las deformaciones en las nuevas frustulas quiza se deban a que en los eventos
sexuales se da un intercambio de material genético, y al ser de la misma cepa hay
menor variacion y por ende mayor ocurrencia de mutaciones (Garcés et al., 2001).
Esta recombinacion, afecta la estructura genotipica, con implicaciones fenotipicas y

probablemente también fisiologicas.
9.7 Curvas de crecimiento.

Se han realizado diferentes estudios con cultivos de Pseudo-nitzschia enfocados en
comprender el vinculo entre la produccién de toxina y las condiciones ambientales
(p. €j., concentraciones de micro y macro nutrientes, temperatura e irradiancia,
salinidad, pH, etc.). De manera general, se ha observado que la toxina se produce
una vez que la division celular ha cesado o esta ausente (Bates et al., 1996), al inicio
de la fase exponencial (Garrison et al., 1992; Cusack et al., 2002) y principalmente
cuando el cultivo se encuentra limitado, en la fase estacionaria temprana o tardia
(Marchetti et al., 2008; Thessen et al., 2009). Por ello se decidié evaluar la
concentracion de AD cuando los cultivos se encontraban en la fase estacionaria,
tanto para los aislados como en el experimento, aunque todos los resultados fueron
negativos. La especie P. brasiliana ha sido controversial con respecto a la
produccion de toxina, ya que existen reportes de aislados que no produjeron AD en
las costas de Brasil (Lundholm et al., 2002) y Malasia (Lim et al., 2010) y otros han
confirmado la presencia de la toxina en aislamientos de la bahia de Bizerta en Tunez
(Sahraoui et al., 2011; Sahraoui et al., 2012).

En el crecimiento de todos los aislados se lograron identificar cinco fases: la fase de
adaptacion, en donde la tasa de crecimiento es minima; la fase exponencial, donde
la velocidad de crecimiento es maxima y la concentracion celular va aumentando al
doble; la fase de desaceleracion, donde la tasa de division celular disminuye,
aunque es en la que se alcanzaron los valores mas altos de densidad, en vista del
alto numero de células que se siguen dividiendo; la fase estacionaria, donde la tasa

de natalidad y de mortalidad se equilibran; y la fase de muerte, donde la tasa de
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mortalidad es mayor a la de natalidad y las densidades disminuyen (Vega-
Arredondo et al., 2017). De esta manera la tasa de crecimiento y el tiempo de
division celular se calcularon durante la fase exponencial, y la densidad maxima

terminada la fase de desaceleracion.

El tiempo que tardd el crecimiento hasta la fase de muerte de todas los aislados fue
de 7 a 10 dias, que corresponde a lo reportado por otros autores (7 a 18 dias)
(Howard et al., 2007; Garcia-Mendoza et al., 2009; Radan et al., 2018). Las tasas
de crecimiento en este trabajo fueron relativamente altas (entre 1.0 £0.7 y 2.5 +0.6
div dia!), debido a que se han reportado tasas que varian de 0.49 +0.063 a 1.05
+0.033 div dia* (Trainer et al., 2012).- Aungue el tiempo de la fase exponencial de
todos los aislados fue muy corto (entre 1y 2 dias), otros autores han reportado una
duracién de 4 a 7 dias. Las densidades maximas se encuentran dentro de lo
reportado en estudios anteriores (entre 7x10*y 1.97x106 cél mL™?) (Thessen et al.,
2009; Santiago-Morales & Garcia-Mendoza, 2011; Radan & Cochlan, 2018). Los
analisis estadisticos revelaron que no existen diferencias significativas entre los
aislados, por lo que todos ellos se comportaron de manera similar a pesar de haber
sido obtenidos en distintos lugares y tiempos. La densidad maxima fue una

excepcion en los aislados 5A y 5E, que obtuvieron las méas bajas.
9.8 Sobre la diatomea céntrica del género Minidiscus

En la seccion 8.8, se muestran las curvas de crecimiento; aqui se observa que los
aislados 5A y 5E presentaron menores tasas de crecimiento, mayor tiempo de
division y menor densidad celular con respecto al resto. Aparentemente, para estos
aislados fue mas complicada la adaptacién al medio de cultivo, probablemente
debido a la competencia con las diatomeas del género Minidiscus presentes en los
cultivos. Una vez terminado el célculo de las curvas de crecimiento, los cultivos se
mantuvieron por siete meses, y fue encontonces cuando se observé que ésta

desplazé por completo a las células de Pseudo-nitzchia.

Las diatomeas del género Minidiscus, se encuentran entre los primeros 20 géneros
de diatomeas mas abundantes, y a pesar de que nunca se ha descrito como una de

las principales especies causantes de FAN, podria ser un contribuyente importante
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(Malviya et al., 2016; Leblanc et al., 2018). Los miembros de este género, sin
embargo, suelen pasar desapercibidos debido a que los métodos tradicionales de
recolecta e identificacion han impedido una observacién adecuada. No obstante, los
FAN de estas diatomeas pueden ser mas frecuentes de lo que se aprecia
actualmente, tanto en mar abierto como en areas costeras. Los FAN de Minidiscus
spp. han sido reportados en la Bahia de Monterey, California, que es una region
costera caracterizada por fuertes eventos de surgencia (Buck et al., 2008). También
se han reportado en otras areas eutroficas del Océano Pacifico Subartico (Clemons
et al., 1984), en una cuenca de Noruega (Daniels et al., 2015) y en la Peninsula
Antértica (Kang et al., 2003; Annett et al., 2010).

Esta diatomea puede ejercer un control especifico sobre el desarrollo de células
mas grandes, abriendo un nicho ecoldgico para que las diatomeas pequefas tengan
éxito (Bork et al., 2015); esto puede deberse a que presentan mayor superficie de
contacto en un menor volumen, lo cual las hace mas eficientes en la incorporacion
de nutrientes. Actualmente no existen trabajos que demuestren la existencia de una
relacion simbidtica entre Pseudo-nitzschia y Minidiscus, pero se ha reportado que
en presencia de este Ultimo no se presenta Pseudo-nitzschia, y viceversa (Kang et
al., 2003; Leblanc et al., 2018).

9.9 Experimento con diferentes concentraciones de nitratos

Mucho de lo que se sabe sobre la fisiologia del plancton proviene de experimentos
con cultivos en laboratorio. Esta area del conocimiento se denomina autoecologia,
y es la Unica manera para comprender ciertos procesos de los microorganismos,
como los ciclos de vida y las condiciones ambientales a las que pueden sobrevivir.
Para Pseudo-nitzschia se han realizado estudios que comparan diferentes fuentes
de nitrogeno, entre ellas de nitratos, y se han enfocado en especies toxicas; P.
calliantha, P. fraudulenta, P. multiseries, P. australis, P. cuspidata (Bates et al.,
1989; Garrison et al., 1992; Lundholm et al., 1994; Howard et al., 2007; Thessen et
al., 2009). Para P. brasiliana se han realizado cultivos en donde la produccion de
AD se propicia cuando hay limitacion de silicatos o fosfatos durante la fase

estacionaria (Bates, 1998; Trainer et al., 2008; Trainer et al., 2012), sin embargo, en
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el campo su toxicidad se ha asociado positivamente con una concentracion alta de
nitratos y silicatos, asi como con altas salinidades (Villac et al., 2005; Sahraoui et
al., 2011; Sahraoui et al., 2012).

Existe la idea generalizada de que el nitrégeno es indispensable para esta diatomea,
ya que es fundamental para la sintesis de aminoacidos, y por lo tanto cumple una
funcién en el crecimiento y la division celular. Como el AD es un aminoécido,
requiere también de este nutriente para ser sintetizado (Lelong et al., 2012). En
cultivos se ha observado que un pre-requisito para el crecimiento celular y la
produccion de la toxina es que existan concentraciones no limitantes de nitrdgeno
(Bates, 1998; Kudela, Cochlan, et al.,, 2002; Kudela, Roberts, et al., 2002). Sin
embargo, los datos que se han obtenido no son uniformes entre las diferentes
especies del género, por lo que no se pueden extrapolar. Se ha argumentado que
existe una amplia diferencia fisiolégica entre especies, incluso entre aislados de la
misma especie y del mismo lugar (Thessen et al., 2009). Por este motivo, los
factores ambientales y las condiciones fisiolégicas que promueven la produccion de

AD aun no se conocen en su totalidad (Kudela et al., 2002; Lundholm et al., 2004).

Al comparar el aislado de la cual se parti¢ para realizar el experimento (8C) con el
cultivo control del mismo aislado (Figura 49, seccion 8.10), aunque ambos se
mantuvieron a las mismas condiciones, se observaron diferencias; en el aislado
original la tasa de crecimiento fue mayor, el control tardo mas en iniciar la fase
exponencial, pero una vez establecida la fase de desaceleracion, se extendio por
mas dias haciendo que su densidad celular maxima fuera mayor que la del cultivo
original. Esto puede deberse a que el inicio del experimento fue un mes después de
terminada la curva de crecimiento del aislado y es conocido que las propiedades
fisiologicas de Pseudo-nitzschia cambian con la edad del cultivo (Bates et al., 1999).

Las concentraciones de nitratos utilizadas en este experimento, aun con el nitrdgeno
reducido (entre 98.9 y 3,956.4 pM) fueron altas debido a que las reportadas se
encuentran entre 55 y 500 uM (Howard et al., 2007; Santiago-Morales & Garcia-
Mendoza, 2011).
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Entre los dos tratamientos y el control, de acuerdo con los andlisis estadisticos, no
hubo diferencias significativas en la tasa de crecimiento ni en el tiempo de division
durante la fase exponencial. La diferencia en la concentracién de nitratos no influyé
en la reproduccion en esta fase, por lo que se sugiere que Pseudo-nitzschia puede
aprovechar multiples regimenes en un entorno cambiante (Thessen et al., 2009).
Sin embargo ninguno de los tratamientos influyé para que se desencadenara la

produccion de AD.

De cualquier manera, P. brasiliana ha sido reportada como productora de toxinas
en Tunez (Sahraoui et al., 2011), y en el PNSAV se ha documentado su presencia
junto con otras seis especies toxigénicas: P. calliantha, P. cuspidata, P.
delicatissima, P. pseudodelicatissima, P. pungens y P. cf. subcurvata, aunque no se
ha llevado a cabo ningun analisis toxicolégico que compruebe la produccion del AD.
Si bien no se han realizado estudios para todas estas especies con respecto a su
preferencia nutricional, si se sabe que P. cuspidata y P. brasiliana se acumulan en
el ambiente cuando existe una razon alta de silicatos y nitratos (Trainer et al., 2009b;
Sahraoui et al., 2012), por lo que el aumento en la concentracion de nutrientes
podria representar un riesgo potencial para este sistema. También se ha visto que
algunas especies son capaces de usar otras fuentes de nitrégeno, tanto inorganicas
como organicas (nitritos, nitratos, urea y amonio) (Howard et al., 2007; Cochlan et
al., 2008).

En el tratamiento con nitratos aumentados, una vez terminada la fase exponencial,
se observo una mayor variabilidad entre los aislados. Esto se debié a que una de
ellos no se logré6 adaptar al tratamiento. Los analisis estadisticos mostraron
diferencias significativas en la densidad méaxima entre los tratamientos, debido a

que éste presento la menor biomasa.

Aunque en este experimento la concentracion de nitratos fue mucho mayor a los
otros dos tratamientos, no se observaron pruebas de una mayor incorporacién de
este nutriente en las células, ya que no existe evidencia de que haya influido en su
reproduccion o en la produccion de toxina, por lo que es posible que el nitrogeno

fuera aprovechado por otros organismos, como bacterias desnitrificantes, ya que
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existen antecedentes que indican que las bacterias y el fitoplancton en ocasiones
llegan a competir por los nutrientes inorganicos en aguas marinas (Abarzla et al.,
1995; Thessen et al., 2009). Ademas, se ha reportado que las bacterias pueden
tener un efecto diferencial entre los aislados y durante toda la vida de un cultivo
(Stewart, 2008), aungue en el presente estudio no se analizo la poblacion bacteriana
de los cultivos. Lo anterior incluso se puede comparar con lo sucedido con los
aislados 5A y 5E, en donde la diatomea Minidiscus pudo haber influido en la

densidad maxima de Pseudo-nitzchia al competir con ella por nutrientes.
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10 Conclusiones y sugerencias

Aké y colaboradores (2014), lograron evidenciar un incremento en la concentracion
de nutrientes dentro del PNSAV, y lo atribuyeron a factores antropogénicos, como
la eutrofizacion por la descarga de aguas residuales. Esta podria ser la causa por
la que se presentaron concentraciones elevadas de nitratos en el mes de febrero de
2017, debido la descarga de los rios, aunque también pude deberse a algin evento

de surgencia.

Por lo anterior el PNSAV se encuentra en riesgo de ser impactado por FAN. Es
posible que suceda una sucesion de especies hacia aquellas que pueden
aprovechar los nitratos para aumentar su densidad, con al menos siete taxones que

fueron identificados en este trabajo y entre ellas a Pseudo-nitzschia.

El aumento en la densidad de organismos del género Pseudo-nitzschia se relaciona
con el aumento en la concentracion de nutrientes, y esto se ha observado tanto en
cultivos (estudios autoecoldégicos) como en el medio natural, sin embargo, los
factores que desencadenan los eventos de FAN, son multiples. Ejemplo de éstos,
son las interacciones con otras especies, como se observé con las diatomeas del
género Minidiscus en dos de los aislados, la cual influyd en el crecimiento

poblacional de P. brasiliana.

La produccion de AD y el incremento en la densidad de Pseudo-nitzschia,
relacionados con la concentracion de nitratos, depende de cada especie y de la
region en la que habita, por lo que a pesar de las relaciones que se han encontrado
con especies, el estudio de estos microorganismos debe ser caracteristico de cada
zona. Por ello es necesario sumar estudios de toxinologia dentro del PNSAV que
confirmen que las siete especies reportadas como potencialmente toxicas en
realidad estén produciendo AD, y ademas conocer en qué condiciones lo estan
haciendo. Sin embargo, debido a diversidad de fitoplancton formador de FAN en
este sistema y registrada su relacion con la concentracidbn de nutrientes, es
importante también revisar, y de ser necesario, hacer mas eficientes las plantas de

tratamiento de aguas residuales, como una medida de prevencion.
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Aunque las condiciones de cultivo de fitoplancton en el laboratorio no se pueden
considerar idénticas a aquellas encontradas en el medio natural, estos analisis bajo
condiciones controladas facilitan su estudio y contribuyen a esclarecer dudas sobre
estos organismos, como su ciclo de vida, sus requerimientos de nutrientes,
temperatura y luz, ademas de que permiten producir la cantidad celular suficiente
para realizar su determinacién taxonémica por medios morfoldégicos y moleculares

con mayor facilidad.

Las herramientas moleculares y la microscopia electrénica son métodos que se
complementan, por lo que se deben utilizar en conjunto, aunque las herramientas
moleculares ayudan reducir errores en la identificacibn de las especies que
representan mayor dificultad, como sucede con las especies cripticas y pseudo-
cripticas. Al utilizar ambos métodos la determinacién taxonémica es mas precisa e
inequivoca, lo cual es de extrema importancia para conocer sobre la ecologia,
fisiologia y toxicidad de las especies en particular. Ademas, tratdndose de
organismos formadores de FAN, la identificacion incorrecta puede conducir a
conclusiones incorrectas que podrian afectar las actividades econ6micas y poner
en riesgo a la poblacion. Por estas razones se considera necesario, dentro del
PNSAV, la implementacion de mejores programas de monitoreo y la direccion de
mas investigaciones hacia el uso de las nuevas tecnologias, con métodos de
deteccion toxicologica y taxondmica accesibles y confiables. También se considera
necesario difundir la informacion para el cuidado y proteccion del PNSAV vy realizar

actividades de divulgacion acerca de los eventos de FAN en México.
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12 Anexos
12.1 Protocolo para extraccion de ADN
e Lisis celular

Afadir 500 pL de 2x CTAB en microtubos de 1.5 mL y calentar a 60°C por mas de
10 min. Agregar la muestra de ADN y agitar con vortex. Mantener a 60 °C durante

1 hy utilizar vortex cada 10 min.
e Enjuague con cloroformo

Agregar 500 pL de 24:1 cloroformo:alcohol isoamiico a cada tubo y agitar
manualmente. Posteriormente, centrifugar a 10000 x g (RCF) durante 10 min.

Transferir el sobrenadante (fase transparente) a un nuevo tubo, repetir este paso.
e Precipitacion del ADN

Afadir 1 mL de etanol al 96% frio y 50 pL de acetato de sodio (NaAc) a una
concentracion 3 My agitar. Centrifugar por 10 min a 20000 x g (RCF) y remover con
cuidado el liquido sin alterar el pellet. Después agregar 0.5 mL de etanol al 70% frio
y lavar suavemente. Centrifugar 10 min a 20000 x g (RCF) y remover de nuevo.
Centrifugar 10 min a 20000 x g (RCF).

Eliminar los restos de etanol en una estufa con los tubos abiertos durante no mas
de 10 min. Por ultimo disolver en 31 pL de agua destilada y colocar Parafilm para
evitar evaporacion. Dejar a temperatura ambiente (30°C) durante un dia y

posteriormente almacenar en el congelador o realizar la amplificacion.
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12.1 Matriz de distancias genéticas

Tabla 32. Distancias genéticas en la region ITS1-5.85-ITS2 de diferentes cepas de P. brasiliana.

Cepas

KM386875 HM236161 HQ111397 JN252428 EU327364 EU407608 EU327365 5E-F 4C 6D

8C

KM386875_P. brasiliana_China
HM236161_P. brasiliana_China
HQ111397_P. brasiliana_Malasia
JN252428 P. brasiliana_Malasia
EU327364 P. brasiliana_Mediterraneo
EU407608_P. brasiliana_Espafia
EU327365_P. brasiliana_Espafia
5E-F_P. brasiliana_PNSAV

4C_ P. brasiliana_PNSAV

6D _P. brasiliana_PNSAV

8C_ P. brasiliana_PNSAV
GQ330378.1 P.americana

0.000
0.004
0.000
0.008
0.020
0.008
0.016
0.036
0.040
0.028
0.086

0.004
0.000
0.008
0.020
0.008
0.016
0.036
0.040
0.028
0.086

0.004
0.004
0.016
0.004
0.020
0.040
0.043
0.032
0.090

0.008
0.020
0.008
0.016
0.036
0.040
0.028
0.086

0.012
0.000
0.024
0.043
0.047
0.036
0.094

0.012
0.036
0.055
0.059
0.047
0.106

0.024
0.043
0.047
0.036
0.094

0.044
0.036 0.055
0.036 0.047 0.035

0.099 0.106 0.118 0.102
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12.2 Diferencias en la composicion de los nucleétidos entre cepas.

Tabla 33. Composicion de nucledtidos de diferentes ubicaciones obtenidas de la region ITS1-5.85-ITS2 (en pares de bases) en P. brasiliana y P.

americana. Las bases que se muestras son las que tuvieron variaciones comparadas con KM386875.1 P. brasiliana_China.

No. de nucledtido

1511 2 458 8 9 9

13
4

13 13 14 14 14 14 14 14 16

8

9

0

1

2 3 4 8 2

KM386875_P.
brasiliana_China
HM236161_P.
brasiliana_China
HQ111397_P.
brasiliana_Malasia
JN252428 P.
brasiliana_Malasia
EU327364_P.
brasiliana_Mediterraneo
EU407608_P.
brasiliana_Espaia
EU327365_P.
brasiliana_Espafa
5E-F_P. brasiliana_PNSAV
4C_ P. brasiliana_PNSAV
6D _P. brasiliana_PNSAV
8C_ P. brasiliana_PNSAV
GQ330378.1 P.americana

T. TCcTcCCcCoC

G- .
G- . -

3 5 4
- A -

C
C

OO0

8 4 6 9 7 8
AAAAACT

1 O 1

1 _| 1

T

1 O -

T

T

G G C G T
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Tabla 33. Continuacion...

16 17 17 18 18 18 18 18 20 21 22 22 23 23 23 23 23 23 23 24 24 24 24 25 25 26
4 6 7 0 1 2 6 9 8 5 8 9 0 2 4 5 6 7 9 0 4 6 7 8 9 0
- cccTCTGS-CGA- CT - GACTCAAS-TTZCA
- C - - - -

- C - - - -

- C - - - -

- - A - - 0T T T C
- - - - G C T

- G A T C G T G T C T

C G .- - G A .G -
N i © - C T - T . G C - A G G - G A

126



	Portada
	Contenido
	Resumen
	1. Introducción

	2. Marco Teórico

	3. Zona de Estudio: Características del Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano

	4. Hipótesis   5. Objetivo General   6. Objetivos Particulares

	7. Materiales y Métodos

	8. Resultados

	9. Discusión de Resultados 

	10. Conclusiones y Sugerencias

	11. Literatura Citada

	12. Anexos


