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1. RESUMEN

Los florecimientos algales nocivos (FAN) son el resultado del aumento masivo en
la densidad de ciertos tipos de microalgas, como diatomeas o dinoflagelados. De
la misma manera, existen FAN en los bentos, aunque pocas veces son visibles y
generalmente incluyen al dinoflagelado Prorocentrum lima. Los florecimientos son
a menudo consecuencia de un incremento en la temperatura del agua y de la alta
disponibilidad de nitrégeno y fosforo. Estos eventos pueden ser perjudiciales para
los organismos marinos y las poblaciones humanas debido a la acumulacién de
toxinas que producen las microalgas y que se bioacumulan en mariscos y peces.
El objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar las bacterias asociadas de
cultivos del dinoflagelado P. lima, tanto las que se encuentran adheridas a las
células como las que se encuentran de forma libre en la solucién circundante, y
determinar si existe una relacion con las toxinas producidas por P. lima. Para ello,
se aislaron bacterias asociadas a nueve cultivos del dinoflagelado y se
identificaron mediante el gen 16S rRNA. Ademas, se analizaron las toxinas
producidas por los cultivos de P. lima mediante HPLC-MS/MS. Finalmente, se
obtuvieron imagenes de representantes bacterianos mediante microscopia
electrénica de barrido.

Se identificaron 22 géneros bacterianos, incluyendo a los cosmopolitas
Pseudomonas y Microbacterium. La clase y-proteobacteria fue la dominante, entre
las que destacan Alteromonas y Halomonas por sus efectos alguicidas, seguida en
abundancia por la clase a-proteobacteria y Actinobacteria. Se identificaron las
toxinas lipofilicas acido okadaico (OA) y dinofisistoxina 1 (DTX1) y el analogo
DTX1a, ademas de sus respectivas formas esterificadas.

En el cultivo con mayor produccion de OA se identificaron representantes de la
clase a-proteobacteria, los cuales sintetizan vitamina Bi, necesaria para el
crecimiento de los dinoflagelados. Solo las toxinas DTX1a.D8 y DTX1.DS8,
encontradas en baja abundancia, tuvieron relacion con la composicion bacteriana
de dos cultivos, por lo que se concluye que las bacterias aisladas en este estudio

no se relacionan directamente con la produccion de toxinas de P. lima.



2. INTRODUCCION

Los dinoflagelados reciben su nombre por su caracteristico movimiento y los
flagelos con los que cuentan; la palabra dinoflagelado proviene del griego dinos,
girar, y del latin flagellum. Estos organismos son eucariontes y miembros del reino
Protista. La gran mayoria de las especies de dinoflagelados se encuentran en
ecosistemas marinos, pero existen también en sistemas de agua dulce
(Santhanam, 2015). En ambos sistemas acuaticos los dinoflagelados ocupan
nichos diversos en la base de la red tréfica (Bravo, 2014).

En el océano, los dinoflagelados son considerados cosmopolitas por habitar tanto
en el sedimento como en la columna de agua. Su nutricién es variada, aunque la
mayoria son fotosintéticos o mixotréficos, y también pueden establecer relaciones
simbidticas con plantas acuaticas o corales (Santhanam, 2015).

Varias especies de dinoflagelados se caracterizan por producir bioluminiscencia
(fendmeno de produccién de luz por organismos vivos mediante una reaccion
biogquimica regulada por los genes lux), mientras que otras especies estan
asociadas a florecimientos algales nocivos (FAN) (Saenz-Marta et al.,, 2010;
Bravo, 2014). Los FAN consisten en un aumento masivo en la densidad de
microalgas, como diatomeas o dinoflagelados, consecuencia de la alta
disponibilidad de nitrégeno y fésforo, asi como de un incremento en la temperatura
del agua y de otros factores que no han sido aun del todo comprendidos. Estos
eventos ocurren de manera natural, pero han sido potenciados por causas
antropogénicas en las ultimas cuatro décadas. Los FANs pueden ser perjudiciales
para los organismos marinos y los consumidores de éstos, debido, entre otros
factores, a la liberacion y acumulacién de toxinas producidas por estas microalgas
(Santi-Deli et al., 2015; Prego-Faraldo, 2016).

La acumulacion de las toxinas en mariscos y peces se traduce en problemas
socio-economicos directos e indirectos en las poblaciones humanas costeras. De
forma directa, la presencia de estos eventos impone la prohibicion del comercio de
peces y mariscos, afectando a pescadores y comerciantes al ser su fuente
principal de ingresos. Los casos de intoxicacion en humanos también representan

un gasto publico directo, tanto en su tratamiento como en su prevencion. De forma



indirecta, ocasionan un descenso en los ingresos del sector turistico, ya que como
medida preventiva se implementan restricciones a ciertas actividades recreativas,
lo cual afecta al comercio a pequefia y gran escala (Sanseverino, 2016).

Debido a que varias especies de organismos marinos son capaces de tolerar altos
niveles de toxinas mediante la bioacumulacion en sus tejidos, ocurre un proceso
de biomagnificacion de éstas al pasar por los diferentes niveles tréficos, lo que
incrementa el riesgo hacia los humanos al ingerir algunos alimentos, como peces y
moluscos, con altas concentraciones de toxinas (Camacho et al., 2007). No todos
los FAN pueden ser asociados con las conocidas mareas rojas, dado que muchos
de estos eventos ocurren sin una sefial de advertencia visible, lo que hace mas
dificil su identificacion y prevencion.

Si bien se tienen documentados los efectos de la exposicion a las toxinas
producidas por dinoflagelados, muchos de los mecanismos que causan los efectos
adversos aun no son complemente entendidos, por lo que la exposicion a las
ficotoxinas requiere de un monitoreo constante, tanto en intoxicaciones puntuales
como cronicas (Visciano et al., 2016).

La clasificacién de las ficotoxinas se divide en dos grupos principales dependiendo
de su efecto toxico y estructura quimica (Tabla 1): 1) toxinas hidrofilicas, que a su
vez se pueden dividir en toxinas paralizantes (PSP) y toxinas amnésicas (ASP); y
2) toxinas lipofilicas, que incluyen a las toxinas diarreicas (DSP) y a las
neurotoxinas (NSP). También en este grupo se encuentran las toxinas causantes
de la ciguatera (CFP), que se encuentran principalmente en pescado y son muy
conocidas por causar una enorme cantidad y variedad de sintomas digestivos,
cardiacos y neurologicos (FAO, 2005; Visciano, 2016).

Aproximadamente el 5% de las especies conocidas de dinoflagelados son téxicos,
la mayoria son marinos planténicos, sin embargo, se contindan identificando
especies de dinoflagelados bentonicos (Faust et al., 2002). Los dinoflagelados que
producen las toxinas PSP son los mas estudiados y comprenden los géneros
Alexandrium, Pyrodinium y Gymnodinium (Tabla 1). En el Golfo de México, el
dinoflagelado Karenia brevis produce brevetoxinas, que se han relacionado con

grandes mortandades de peces. Varias especies de los géneros Prorocentrum y



Dinophysis producen toxinas diarreicas, las cuales causan la intoxicacion diarreica
por consumo de mariscos (DSP por sus siglas en inglés, Diarrhetic Shellfish
Poisoning) y desde su identificacion, en 1970, han sido constantemente
monitoreados en Europa. En México, P. lima fue aislado y analizado por primera
vez en 1997 tras un episodio de intoxicacion en la isla El Pardito, en Baja
California Sur (Heredia-Tapia et al., 2002). Finalmente, las toxinas ciguatéricas
son producidas principalmente por miembros del género Gambierdiscus (Kotaki et
al., 2008; Steidinger et al., 2008).

Tabla 1 Efectos adversos y principales productores de toxinas marinas. Modificada de Visciano et
al. (2016).

Grupo Toxina Sintomatologia Géneros

productores

o e Sintomas gastrointestinales
PSP Saxitoxina y )
o , e Hormigueo .
Intoxicacion mas de 30 Alexandrium sp
e Paralisis respiratoria

(2] g 2
S paralizante analogos
= completa
(¥
9] . L
= ¢ Sintomas neurolégicos,
< pérdida de memoria
(2}
@ ASP i o
£ L . ) anterograda Pseudo-nitzchia sp
= Intoxicacion Acido domoico i ) ] ) .
[t . e Sintomas gastrointestinales  Nitzchia sp
amnésica B _
¢ Dificultades cardiacas y
respiratorias
. ) e Sintomas gastrointestinales,
DSP Acido okadaico i ) )
L - diarrea profusa Dinophysis sp
Intoxicacion  Dinofisistoxinas : 5
. 5 e Vomito / nauseas Prorocentrum sp
diarreica y analogos )
" e Dolores abdominales
® p P
O e Sintomas neurolégicos
=
o
2 NSP leves
o Intoxicacion Brevetoxinas e Problemas respiratorios Karenai brevis
©
§ neurotéxica similares a los causados por
)
= el asma.
CFP ¢ Sintomas gastrointestinales
Intoxicacion Ciguatoxinas e Problemas cardiacos y Gambierdiscus sp

ciguatérica neurologicos




La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO por sus siglas en inglés) establece los limites permisibles de estas toxinas
basado en la premisa de que las intoxicaciones ocurren de forma ocasional
durante eventos cortos y no de manera crénica. En México la NOM-242-SSA1-
2009 establece los limites maximos permisibles. Las dosis de referencia para
algunas toxinas se resumen en la Tabla 2.

Adicionalmente, el Plan de Contingencia para el Control de Biotoxinas Marinas de
la Secretaria de Salud establece como prioridad el monitoreo mensual de las
biotoxinas en costas mexicanas y considera una alerta sanitaria cuando se

encuentran 200 células de Prorocentrum sp por litro de agua (SSA, 2015).

Tabla 2 Concentraciones maximas permitidas por la FAO, obtenida de Visciano et al. (2016), y
concentraciones maximas permitidas en México segun la NOM-242-SSA1-2009.

Concentracién maxima en Concentracién maxima en carne
Biotoxina marina
carne de marisco (CM) (FAO) de marisco (CM) (NOM-242)
Saxiotoxina 75 ug STX/kg CM 800 pg STX/kg CM
Acido domoico 4.5 mg DA/kg CM 20 mg DA/kg CM
Acido okadaico 45 ng OA/kg CM 160 ug OA/kg CM

3. ANTECEDENTES

3.1 Factores fisicoquimicos y biolégicos que promueven los florecimientos algales

nocivos de dinoflagelados benténicos

Los eventos mas conocidos de los FAN son las mareas rojas, las cuales a menudo
son producidas por diatomeas o dinoflagelados plancténicos. Pero existen también
dinoflagelados bentdnicos o epibenténicos que se encuentran asociados a
sedimentos, pastos, macroalgas y arrecifes y que pueden producir FAN que no

dan sefiales visibles como la marea roja (Mancera-Pineda, 2014).



Entre los factores fisicoquimicos identificados durante los FAN bentonicos se
encuentran la disponibilidad de luz y de nutrientes, las propiedades quimicas del

agua y la temperatura del medio. Dichos factores se explican a continuacion.

Disponibilidad de luz

A diferencia de los dinoflagelados plancténicos, los benténicos dependen en gran
medida del sustrato al que se encuentran adheridos y, por tanto, de la posicion
gue ocupan en el espacio, ya que esto determina la eficiencia que tendran para
utilizar la radiacion solar.

Dado que los dinoflagelados bentdnicos son comunes en el sedimento de las
costas 0 estan asociados a estructuras en la superficie del agua, como boyas o
cuerdas, donde estan expuestos a intensa radiacion, lo que puede desencadenar
la inhibicion de la fotosintesis. Sin embargo, la fotoinhibicion puede ser
contrarrestada por estrategias evolutivas, como la reduccion del tamafio de los
cloroplastos. Se ha observado que algunas especies de dinoflagelados como A.
tamarense poseen cloroplastos pequefios y pueden proliferar en zonas bien
iluminadas; otros como P. levis han desarrollado cloroplastos de gran tamafo para
contrarrestar la baja disponibilidad de luz de los lugares en donde se instalan,
mientras que organismos de géneros como Ostreopsis y Garmbierdiscus tienen
tamafos intermedios de cloroplastos (Zapata et al, 2012). Debido a este tipo de
adaptaciones morfoldgicas, los florecimientos pueden ocurrir en ambientes de

poca turbulencia durante largos periodos de alta radiacion (Heil, 2005).

Propiedades quimicas del agua y nutrientes

La subsistencia de los dinoflagelados también depende del agua circundante, con
caracteristicas quimicas a las que deben adaptarse (ej.: pH, disponibilidad de
nutrientes y salinidad). A diferencia de los dinoflagelados planctonicos, los

benténicos juegan un papel minimo en la definiciéon de las propiedades quimicas



del agua debido a que su biomasa es mucho menor al plancton en grandes
volumenes de agua (Fraga et al., 2012).

A consecuencia de su baja movilidad, estos dinoflagelados dependen del
movimiento del agua para la obtencién de los nutrientes requeridos por su
metabolismo, lo que resulta en una ventaja adaptativa con respecto a los
dinoflagelados maviles. Debido a que la movilidad del agua es al menos tres
ordenes de magnitud mayor que la velocidad de nado de un dinoflagelado, al
depender del movimiento del medio, los nutrientes son suministrados
continuamente a los dinoflagelados bentdnicos aun en aguas oligotroficas. Aunado
a esto, la biodisponibilidad y remineralizacion de nutrientes en el sedimento
contribuye a satisfacer las necesidades nutricionales de los microorganismos
adheridos al sustrato (Atkinson et al., 2001; Fraga, 2012) lo que aumenta su tasa
de reproduccion.

También se debe tener en cuenta la actividad antropogénica en las costas y la
acuicultura, ambas al ser actividades intensivas han derivado en un acelerado
proceso de eutrofizacién costera que puede relacionarse con el incremento en los
FAN (Heil et al., 2005).

Temperatura y salinidad

Los dinoflagelados bentdnicos son considerados euritermos por el gran margen de
temperaturas en el que pueden ser encontrados. El aumento en la frecuencia y
duracion de los FAN de las ultimas décadas puede estar relacionado con el
aumento en la temperatura global (Heil et al, 2005, Park et al., 2018).

Los dinoflagelados bentonicos se presentan con mayor frecuencia en ambientes
con alta salinidad y altas temperaturas, mientras que una baja salinidad y un
descenso en la temperatura inhiben el florecimiento de ciertos géneros de
microalgas (Heil et al, 2005). Asimismo, al presentarse un aumento en la
temperatura la viscosidad del agua disminuye, lo que favorece el transporte de
nutrientes y aumenta la disponibilidad de los mismos hacia los dinoflagelados

bentonicos (Fraga et al., 2012).



Ademas de los factores fisicoquimicos existen factores biolégicos, mucho menos
estudiados, que influyen en el desarrollo de los FAN, como la relacion entre

diatomeas, bacterias y dinoflagelados, la cual no ha sido del todo esclarecida.

Interaccion entre diatomeas y dinoflagelados

Desde 1985 se han detectado fendmenos de FAN de P. minimum precedidos por
florecimientos de las diatomeas Skeletonema costatum (Silva et al., 1985; Kondo
et al., 1990). Estas observaciones han dado pie a la interpretacion de una relaciéon
ecoldgica entre diatomeas y dinoflagelados.

Esta relacién puede ser producto de la interaccién de dos especies de frecuente
proximidad que comparten condiciones de temperatura y salinidad. Ademas,
algunos estudios en laboratorio sugieren que existe una interaccion quimica entre
ambas especies, ya que las sustancias excretadas por S. constatum propician el
crecimiento de P. minimum hasta tres veces mas que en otros cultivos (Heil et al.,
2012). A nivel global, el estudio de esta dinAmica revela el incremento de las
poblaciones de diatomeas con respecto a las de dinoflagelados en aguas
turbulentas y calidas, mientras que las poblaciones de dinoflagelados son
favorecidas en aguas poco turbulentas. Sin embargo, debido a la sinergia de
ambas especies y los muchos factores que se encuentran involucrados en su
crecimiento, aun no es posible afirmar que exista una relacion directa entre la
dinamica poblacional de especies especificas de diatomeas con especies de
dinoflagelados (Hinder et al., 2012, Fraga et al., 2012).

Interaccion entre bacterias y dinoflagelados

Actualmente existe un interés creciente en el estudio de las bacterias asociadas a
los dinoflagelados, debido a que investigaciones recientes sugieren que las
bacterias estan involucradas en la produccién de FAN y la consecuente presencia

de toxinas, asi como en el control de la dinamica poblacional de las microalgas



(Santi-Deli et al.,, 2015). Por ejemplo, los dinoflagelados secretan compuestos
organicos importantes para el crecimiento de las bacterias (Jasti et al., 2005)
mientras que éstas proveen a los primeros de vitaminas esenciales como la B; o
B2 (Park et al., 2018).

Asimismo, se ha encontrado una relacion de control poblacional entre ambos
organismos, ya que las bacterias son consideradas potenciales supresores de
FAN. Se han reportado que algunas especies de los géneros Flavobacterium,
Alteromonas y Pseudoalteromas, entre otros, presentan actividad algicida (Su et
al., 2011, Park et al., 2018).

3.2 Prorocentrum sp, dinoflagelado bentdnico productor de toxinas diarreicas

Como parte de los dinoflagelados bentonicos se encuentra Prorocentrum, un
género cosmopolita que incluye 81 especies marinas (Mancera-Pineda, 2014), de
las cuales 21 se han reportado en el Pacifico Mexicano y 9 se han identificado
como productores de toxinas (Mucifio-Marquez, 2014).

Los organismos del género Prorocentrum son fotosintéticos y se reproducen de
manera asexual por fision binaria. Presentan una forma oblonga cuyo tamafio
varia entre 32 y 50 pum. La célula esta protegida con una teca formada de dos
valvas porosas: cada valva contiene entre 50 y 80 poros pequefios en la periferia y
de 60 a 100 poros grandes distribuidos al interior de la teca. Las células de
Prorocentrum presentan un area periflagelar en forma de V debido a una ligera
depresion en la valva derecha compuesta por ocho hendiduras de diferente
tamano (Faust et al., 2002; Nascimiento, 2016).

Este dinoflagelado habita principalmente en el lecho marino, aunque también
puede hallarse en los corales, flotar adherido a detritos o crear conglomerados
entre individuos al no encontrar un sustrato adecuado, por lo que se le define
como un dinoflagelado epibenténico (Marasigan et al., 2001).

Se encuentra presente en todo el mundo, pero su crecimiento es favorecido en
temperaturas calidas (20-24 °C) (Laza-Martinez et al., 2011). Existen abundantes

reportes de Prorocentrum en zonas tropicales, subtropicales y templadas; sin



embargo, hay pocos reportes de estos en Africa y Sudamérica debido
principalmente al limitado monitoreo de FAN benténicos en estas zonas (Heil,
2005). Entre las especies monitoreadas y estudiadas de Prorocentrum se ha
determinado que P. lima es el que tiene mayor margen de tolerancia a cambios de
temperatura, debido a que su presencia ha sido registrada en las costas de
Canada y Nueva Zelanda, por encima de otras especies como P. mexicanum, P.

minimun o P. concavum. (Marasigan et al., 2007).

Figura 1 Morfologia de Prorocentrum. (a) Vista de la valva derecha; (b) vista de la valva izquierda.

llustracién obtenida de Chomérat (2012).

Varias especies de Prorocentrum producen dos tipos de toxinas principales: acido
okadaico (OA por sus nombre en inglés) y las derivadas dinofisistoxinas (DT X1-4).
Ambas toxinas son diarreicas y liposolubles que se acumulan en los tejidos de
bivalvos. Los sintomas que comienzan a aparecer entre los 30 minutos a 4 horas
después de la ingesta de los alimentos contaminados son: diarrea, nauseas,
vomito, dolor abdominal. Sin embargo, estas toxinas no son letales ni requieren
hospitalizacion, siempre que la persona intoxicada se encuentre bien hidratada
(FAO, 2005; Vlaldiglesias et. al., 2013).

El OA también es un inductor de apoptosis, es decir, favorece el desarrollo de
tumores en roedores al inflamar el tracto intestinal y ser un potente inhibidor de la
enzimas fosfatasa (Prokic et al., 1998; Vlaldiglesias et al., 2013; Romero-Geraldo
et al., 2016), que a su vez inhibe la produccion de serina y treonina, lo que afecta
procesos intracelulares como el balance idnico (Santi-Deli et al., 2015), la

transcripcion de genes y la estructura del citoesqueleto (Traoré, 2003). Debido a



estos efectos adversos, la FAO estableci6 el limite maximo permisible del AO y

otras toxinas diarreicas derivadas en 45 ug kg™ de carne de marisco (FAO, s.f.).

3.3 Importancia de las bacterias asociadas a dinoflagelados toxicos

Si bien existen muchos estudios que han asociado los FAN con variables
fisicoquimicas, la complejidad de las interacciones ecoldgicas que los promueven
aun no ha sido comprendida.

Los dinoflagelados se caracterizan por presentar una asociacion con comunidades
bacterianas conformadas hasta por 1,000 especies distintas (Bolch et al., 2011).
Los cambios en las comunidades bacterianas, tanto en abundancia como en
diversidad, a lo largo del desarrollo de los FAN indican que estas pueden estar
implicadas en la estimulacion y terminacion de estos eventos (Jasti et al., 2005;
Park et al., 2015).

Existe entre los dinoflagelados y sus bacterias asociadas un intercambio de
nutrientes necesario para la subsistencia de ambas especies, lo que conforma una
relacion mutualista. Por ejemplo, las bacterias heterétrofas son una fuente
sustancial de vitamina Bi, en los océanos, la cual es requerida por los
dinoflagelados para su crecimiento (Park et al., 2015). A su vez, los dinoflagelados
proporcionan materia organica disuelta (DOM) y particulada (POM), que proveen
de diferentes acidos grasos, proteinas, acidos nucleicos y azlcares. La variacion
en la proporcion de DOM y POM puede inducir cambios en la actividad metabdlica
y composicion de las comunidades bacterianas (Park et al., 2018), creando una
dinamica poblacional bacteriana que varia durante las diferentes etapas de
produccion de los FAN (Park et al., 2015).

Las comunidades bacterianas asociadas a dinoflagelados toxicos y epibentonicos
se dividen en tres grupos principales: bacterias intracelulares, extracelulares de
vida libre y extracelulares adheridas al dinoflagelado (Jasti et al., 2005). Estos tres
grupos se han observado en cultivos mixtos y puros de P. Lima (Raush et al.,
1995): 1) bacterias intracelulares, observadas en cultivos mixtos rodeadas de tres

membranas en el area periflagelar de P. lima (dado que las observaciones de este



grupo de bacterias son escasas, se piensa que el dinoflagelado tiene la capacidad
de destruir a los intrusos); 2) bacterias extracelulares de vida libre, que no se
encuentran adheridas al dinoflagelado y observadas en cultivos mixtos; 3)
bacterias extracelulares, observadas en cultivos puros adheridas al dinoflagelado.
Este ultimo grupo de bacterias se encontraron adheridas a la teca con distribucion
aleatoria en forma de grandes conglomerados, utilizando de anclaje la misma
sustancia mucosa que produce P. lima para adherirse a otras superficies. La
interaccion extracelular proporciona ventajas en la adquisicion de nutrientes o
provee proteccion contra la radiacion UV (Dang et al., 2000).

Varios estudios han demostrado que las bacterias adheridas al dinoflagelado son
filogenéticamente cercanas a las bacterias de vida libre; sin embargo, si muestran
una especificidad mayor hacia los dinoflagelados con respecto a las de vida libre
(Park et al., 2018). Por ejemplo, entre los géneros bacterianos asociados al género
Prorocentrum se ha identificado a Roseobacter como la mas abundante y
especifica en cultivos toxicos (Lafay et al., 1995; Pérez et al., 2008; Park et al.,
2018).

Algunas bacterias también se han asociado con efectos alguicidas o supresores
de toxinas. Uribe y colaboradores (2002) reportaron la eliminacién de bacterias de
cultivos especificos del dinoflagelado téxico A. Tamarense, lo que no afecto6 la tasa
de crecimiento de la especie, pero disminuyé la produccion de toxinas,
demostrando asi una asociacion de las bacterias con el efecto toxico.

Debido al cambio paulatino en la POM y DOM y a la sucesién ecoldgica bacteriana
gue esto genera, Park y colaboradores (2018) encontraron que la proporcion de
bacterias de la clase Flavobacteriia incrementaba de forma significativa conforme
el FAN llegaba al pico maximo. Dichas bacterias se consideran alguicidas al
utiizar de manera eficiente los carbohidratos, polipéptidos y lipidos de

dinoflagelados y ser usualmente encontradas en las etapas finales de los FAN.



4, JUSTIFICACION

Ademas de los factores fisicoquimicos que promueven los FAN, el estudio de las
relaciones ecoldgicas existentes entre dinoflagelados téxicos y las comunidades
bacterianas es importante, dado que esta interaccion repercute en el FAN, su
inhibicion y en la modificacion de toxinas (Park et al., 2018).

Actualmente, el conocimiento de la composicién bacteriana asociada a P. lima es
escaso, pero el estudio de la relacion de este dinoflagelado con las bacterias es
importante en el actual contexto global y nacional, debido a que se ha observado

un incremento en la frecuencia y duracion de los FAN en las Ultimas décadas.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar y caracterizar las bacterias asociadas a P. lima y su relacion con las

toxinas producidas por este dinoflagelado.

5.2 Objetivos particulares

- Aislar bacterias asociadas a diferentes cultivos de P. lima obtenidos de costas
mexicanas.

- ldentificar los aislados bacterianos morfolégicamente y molecularmente
mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA.

- Relacionar los géneros bacterianos aislados de P. lima con las toxinas

producidas en los cultivos del dinoflagelado.

6. HIPOTESIS

- Los grupos bacterianos aislados de los cultivos de P. lima seran distintos a los

aislados en la solucién circundante.



- Los grupos bacterianos asociados al dinoflagelado toxico (P. lima) seran
distintos a los asociados al dinoflagelado no toxico (Coolia sp).
- Se encontraran grupos bacterianos asociados a la produccién de

determinadas toxinas.

7. METODOS

Se analizaron nueve cultivos de P. lima (PA) y un cultivo del dinoflagelado no
téxico Coolia sp (CA21) a modo de comparacion. El cultivo de Coolia sp y ocho
cultivos de P. lima fueron obtenidos de isla Verde (Veracruz) y uno mas de P. lima
fue obtenido de Puerto Morelos entre los meses de julio y octubre de 2017. Las
especificaciones de los cultivos se encuentran en el Anexo A1.

Los dinoflagelados se obtuvieron in situ de muestras del pasto marino Thalassia
testudinium y se transportaron al Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICML)
de la UNAM (Ciudad de México) en una hielera a 24°C aproximadamente. En el
laboratorio se separaron los epifitos del pasto y se mantuvieron en incubacion
durante una semana en medio de cultivo GSe (Blackburn et al., 2001) al 10%
adicionado con GeO,, para inhibir el crecimiento de diatomeas, a una temperatura
de 24 + 2 °C, con un fotoperiodo de 12:12 y una intensidad luminosa de 95 pumol
m2s™. De esta solucién se aislaron células individuales de P. lima por medio de
pipeta reducida en capas de 96 pozos (Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania) y se
incubaron durante dos semanas en las mismas condiciones. Posteriormente, se
transfirieron a cajas de 24 pozos (Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania) con 2 mL
de medio de cultivo GSe al 50%. Una vez que se observd crecimiento
monoespecifico se transfirieron a cajas de Petri de 60x15 mm (Citotest, Haimen,
China) y se mantuvieron en las mismas condiciones de cultivo. Los cultivos de P.
lima se resembraron aproximadamente cada mes para mantener la poblacion.
Coolia sp fue colectado de restos de sargazo y se aisl6 de la manera descrita

anteriormente.



De los cultivos seleccionados se obtuvieron muestras, tanto del conglomerado de
dinoflagelados como de la solucién circundante. El aislamiento de bacterias
asociadas a P. lima y Coolia sp se realizd en el Laboratorio de Ecologia
Microbiana Acuatica del ICML utilizando tres tipos de medios: medio marino
comercial (MM), medio LB adicionado con agua marina artificial y agar con agua
marina artificial (AM) (Difco, E.U.A.). Estos medios de cultivo son ricos en NaCl y
otras sales que permiten la proliferacion de bacterias marinas (Lee et al., 2009).
Para el aislamiento de las bacterias se utilizaron los siguientes tres
procedimientos:

Para el primer procedimiento se tomaron 50 y 100 uL del conglomerado de los
cultivos de dinoflagelados y de la solucion, para inocular directamente en los
medios MM y AM. Las muestras fueron esparcidas en la superficie del medio
utilizando perlas de vidrio estériles y posteriormente se incubaron a 25 °C durante
una semana y media.

El segundo procedimiento se llevé a cabo con los medios MM y LB. Se extrajeron
50 uL de muestra de dinoflagelado y solucién para diluirse en 950 uL de agua.
Posteriormente, 100 uL de la muestra fueron esparcidos en la superficie de los
medios utilizando perlas de vidrio y fueron incubados en las mismas condiciones
durante una semana.

El tercer procedimiento se realizé mediante la técnica de dilucion-extincién en los
medios MM y LB. Se realizaron cuatro diluciones seriadas de cada dinoflagelado y
la solucién asociada, de las que se sembraron 100 pL de las diluciones 107y 10™
en cada uno de los medios. La muestra se esparcié con perlas de vidrio estériles y

se incubd a 25 °C durante cuatro dias.

7.1  Descripcion de los morfotipos bacterianos

Se realiz6 una base de datos con las caracteristicas morfologicas de las colonias
representativas observadas en cada caja Petri utilizando la clave morfolégica del
Anexo A2.



De las colonias identificadas se seleccionaron los morfotipos representativos para
realizar una resiembra por estriado con el fin de obtener biomasa para la posterior
extraccion de DNA y andlisis de toxinas. Para las resiembras se utilizaron los
mismos medios de cultivo y se incubaron bajo las mismas condiciones de

temperatura iniciales.

7.2 ldentificacion molecular y andlisis filogenético de representantes

bacterianos

Se extrajo el DNA genomico de 64 representantes bacterianos con base en el
protocolo de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas en inglés)
al 2% (Tris-HCI [10mM] pH 8.0; Na, EDTA H,0 [20 mM] pH 8.0; CTAB 2%; NaCl
[1.4 M]). Dicho método consiste en la lisis de la membrana celular, la degradacion
de proteinas y lipidos y la posterior condensacion y precipitacion del DNA (Minas
et al., 2011). EI DNA fue cuantificado mediante el espectrofotbmetro NanoDrop
200c.

Se seleccionaron 51 muestras de DNA de buena calidad para la amplificacién del
gen 16S rRNA por la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR. Se
utilizaron los siguientes reactivos para la PCR: Buffer suplementado con MgCl; [15
mM] y dNTPs [5 mM], primers universales 27F y 1492R, Taq polimerasa (Bioline,
Londres), muestras de DNA y agua grado molecular (Tabla 3). La PCR se llevé a
cabo en un termociclador Eppendorf AG (Tabla 4).

La amplificacién del gen 16S rRNA se confirmd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% adicionada con 0.3 pL GelRed (Biotium, E.U.A.). Para la
observacion del gel se utilizo el equipo Bio-Rad con el software ImagelLab.

Los productos de PCR amplificados de forma satisfactoria se enviaron a
secuenciar por Sanger al Instituto de Biologia de la UNAM.

Se realizé una clasificacién taxondémica de las secuencias obtenidas mediante la
herramienta Classifier del programa en linea Ribosomal Database Project (RDP):
https://rdp.cme.msu.edu/ (Cole et al., 2014).



Finalmente, se elaboré un cepario de las bacterias identificadas con el fin de
conservarlas a -80 °C en crioviales, colocando 1 mL de MM, MA o LB

suplementado con glicerol al 20%.

Tabla 3 Reactivos, concentraciones y volimenes utilizados en la PCR.

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen por tubo de PCR
inicial final (25 pL)
Buffer [5x] [1X] 5puL
Primer 27F [10 uM] [0.3 uM] 0.75 pL
Primer 1492R [10 pM] [0.3 uM] 0.75 pL
My Taq [5 u/uL] [0.025 u/uL] 0-125 uL
DNA [50-100 ng/pL] [2-4 ng/pL] 1L
H,O - - Restante para aforar a 25 uL

Tabla 4 Condiciones de la PCR durante 30 ciclos.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min)
Primera desnaturalizacion 94 5
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 52 1
Extension 72 1.2
Ultima extensién 72 10
7.3 Identificacion de bacterias mediante microscopia electrénica

Para llevar a cabo la identificacibn morfoldgica de bacterias mediante microscopia
electrénica se realiz6 una seleccion de tres géneros bacterianos: Pseudomonas,
encontrada tanto en solucion como en los cultivos de dinoflagelado, Kocuria,
asociada a los aislados de la solucién, y Thalassospira, asociada a los cultivos de
dinoflagelado. El procedimiento completo de la preparacion de muestras se

encuentra en el Anexo A3.



7.4  Andlisis de toxinas

El analisis de toxinas se hizo mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) en el Alfred-
Wegener-Institut Herlmohtlz Center of Polar and Marine Research en
Bremerhaven (Alemania), con los métodos reportados por Krock et al., 2008 y
Nielsen et al., 2013.

7.5 Andlisis de datos

Se realizd el andlisis filogenético mediante el software BioEdit, en donde se
ejecuto el alineamiento multiple de las secuencias mediante el algoritmo Clustal W
y la edicion de éstas. La construccion del arbol filogenético se hizo con el software
MEGA 7 mediante el método de Neighbour-joining (Kumar et al., 2016) con un
bootstrap de 10,000 repeticiones. La edicién del arbol filogenético se hizo en el
programa en linea Tree of Life (iTOL): https://itol.embl.de/ (Ciccarelli et al., 2006).
El andlisis de datos se llevo a cabo en el software R: https://www.R-project.org (R
Core Team, 2018). Se obtuvieron dos graficas de curvas de acumulacion usando
el paquete vegan para representar el esfuerzo de muestreo de los morfotipos
bacterianos aislados de dinoflagelados y cepas bacterianas identificadas,
respectivamente, con respecto a las colonias encontradas. Posteriormente, se
elaboré un diagrama de Venn-Euler usando el paquete Venn Diagram para
observar los géneros bacterianos compartidos entre P. lima y Coolia sp.

Ademas, se elaboré una grafica de abundancia de géneros bacterianos y otra de
presencia y ausencia de toxinas y bacterias entre todas las muestras analizadas,
utilizando el paquete ggplot2. Se realiz6 un mapa de calor usando el paquete
gplot para mostrar las concentraciones de las toxinas encontradas en las muestras
de P. lima y la relacion existente entre ellas en funcién de su contenido total de
toxinas.

Finalmente, se elaboraron dos andlisis de escalamiento multidimensional no

métrico (NMDS), usando el paquete vegan, para analizar la distribucion de



bacterias y toxinas respecto a los cultivos de P. lima. Para el primer NMDS se
utilizé una matriz de Jaccard, tomando en consideracién la presencia o ausencia
de los morfotipos identificados para calcular la similitud entre los cultivos de P.
lima. Para el segundo NMDS se utiliz6 una matriz de Bray-Curtis, tomando en
consideracion la abundancia de los géneros bacterianos para calcular la similitud
entre los cultivos de P. lima. Las toxinas identificadas fueron sometidas a un test
de permutaciones (n=1000) para obtener los vectores estadisticamente

significativos (P-value < 0.1).

8. RESULTADOS

8.1 Analisis filogenético, abundancia y distribucion de bacterias asociadas a

Prorocentrum lima y Coolia sp.

Se obtuvieron 2,023 colonias que se caracterizaron en 110 morfotipos, de los
cuales se extrajo el DNA a 64 representantes para amplificar el gen 16S rRNA. Se
seleccionaron 51 productos amplificados de buena calidad para su secuenciacion.
Las curvas de acumulacion de los morfotipos encontrados en funcién de las
colonias obtenidas en cada uno de los dinoflagelados analizados muestran que la
mayoria de estas curvas alcanzaron la asintota, con excepcion de PA2 y PA12
(con 15 morfotipos cada uno), indicando que, en general, el esfuerzo de muestreo
de morfotipos bacterianos fue suficiente (Figura 2). Po otro lado, las curvas de
acumulacion de las cepas identificadas en funcién de las colonias obtenidas
muestran que solo las curvas de los cultivos PA17 y PA11 (con 23 y 19 cepas,
respectivamente) tuvieron una asintota definida, seguidas de las curvas de PA2,
PA3, PA19, PA26 y CA21, que practicamente alcanzaron la asintota; mientras que
las curvas de acumulacion de PAl, PA12 y PA14 (con 9, 15 y 19 cepas,
respectivamente) no alcanzaron una asintota (Figura 3). Por lo tanto, el esfuerzo
de muestreo de cepas aisladas fue menor que el de morfotipos, salvo para los
cultivos PA17 y PA1l1, que estuvieron suficientemente muestreados en cepas

bacterianas.
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Figura 2 Curvas de acumulacion de morfotipos bacterianos en funcién de las colonias obtenidas

en los cultivos de P. lima y Coolia sp.
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El arbol filogenético obtenido muestra 22 géneros bacterianos pertenecientes a 12
familias, 11 érdenes y 5 clases dentro de los fila Proteobacteria, Actinobacteria,
Fimicutes y Bacteroidetes (Figura 4). Dentro de Proteobacteria, para la clase a-
proteobacteria se encontraron los géneros Paracoccus, Roseicyclus, Marispirillum,
Thalassospira y Sphingobium, mientras que para la clase y-proteobacteria, la mas
abundante en este estudio, se encontraron los géneros Agaribacter, Alteromonas,
Marinobacter,  Spongiibacter, Halomonas, Larsenimonas, Corallomonas,
Azomonas, Pseudomonas, Serpens y Chiayiivirga.

Dentro de las Actinobacterias se encontré la clase Actinomycetales con los
géneros Kocuria, Microbacterium, Micrococcus y Okibacterium. De las fila
Bacteroidetes y Firmicutes solo se obtuvieron los géneros Euzebyella (clase
Flavobacteriia) y la familia Planococcaceae (clase Bacilli) respectivamente.

El 27% de las secuencias correspondieron al género Microbacterium, el 17% a
Pseudomonas, el 10% a Alteromonas, seguido por Halomonas con un 9%. Los
géneros Marinobacter y Agaribacter representaron un 7% y 6%, respectivamente,
mientras que Sphingobium, Spongiibacter y Kocuria contribuyeron con un 4%. El
resto de los géneros fueron representantes Unicos.

A la derecha del arbol filogenético se construyé una grafica de barras que
representan la abundancia de cada género bacteriano en los cultivos de los
dinoflagelados o en la solucién circundante. En general, la distribucion de los
aislados resulté parecida: 55% de géneros se obtuvieron de los dinoflagelados y
45% de la solucion.

El género Microbacterium fue el mas abundante en los aislados obtenidos del
dinoflagelado (con 32%) y Pseudomonas en los aislados de la solucién
circundante (con 22%). La mayoria de los géneros bacterianos fueron encontrados
tanto en el dinoflagelado como en la solucién, con algunas excepciones:
Azomonas, Corallomonas, Euzebyella, Kocuria y Paracoccus fueron exclusivos de
la solucién circundante, mientras que Larsenimonas, Marispirillum, Okibacterium,
un género no identificado de Planococcaceae, Serpens y Thalassospira solo se

encontraron en los dinoflagelados.
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Figura 4 Arbol filogenético de los representantes bacterianos aislados de los cultivos de P. lima. El valor del bootstrap aparece en los nodos con un circulo
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En la Figura 5 se muestra la distribucién de los géneros en cada una de los
cultivos de P. lima y Coolia sp. Los géneros Pseudomonas y Microbacterium
fueron los uUnicos que se encontraron en todos los cultivos, mientras que
Marinobacter estuvo ausente solo en PA26. El cultivo PA1 presentd la menor
diversidad bacteriana con solo los tres géneros antes mencionados, mientras que
la muestra con mayor diversidad bacteriana fue PA17, con 13 géneros que
comprenden a Agaribacter, Alteromonas, Corallomonas, Halomonas, Kocuria,
Larsenimonas, Marinobacter, Microbacterium, Paracoccus, Pseudomonas,
Roseicyclus, Sphingobium y Spongiibacter.

Si bien la mayoria de los géneros bacterianos se encontraron en todas los
cultivos, también se identificaron algunos especificos en ciertas cultivos como
Okibacterium en PA2, Micrococcus en PA3, Thalassospira en PA1l, Euzebyella
en PA14, Corallomonas y Paracoccus en PA17, Serpens en PA26 y un género no
identificado de la familia Planococcaceae en CA21. El cultivo PA14, de interés
especial ya que fue colonizado por cianobacterias, fue el Unica en presentar al
género Euzebyella.

El cultivo PA17 también presento la mayor abundancia de colonias identificadas,
mientras que PAl y PA12 presentaron la menor abundancia, siendo PAl la
menos abundante en colonias aisladas de la solucién y PA12 en colonias aisladas

del dinoflagelado.
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El diagrama de Venn-Euler obtenido muestra la distribucion de los géneros
bacterianos asociados a los dinoflagelados P. lima y Coolia sp (Figura 6). Como
era de esperar, el mayor numero de géneros bacterianos (16 de 22 géneros) se
encontraron exclusivamente en los cultivos de P. lima, mientras que el cultivo de
Coolia sp tuvo en exclusiva al Unico representante de la familia Planococcaceae.
Ambos dinoflagelados compartieron los géneros Alteromonas, Halomonas,

Pseudomonas, Marinobacter y Microbacterium.
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Figura 6 Diagrama de Venn-Euler de los géneros bacterianos asociados a P. lima y Coolia sp.

8.2  Analisis de toxinas

El mapa de calor de la Figura 7 muestra la concentracién de toxinas encontradas
en los diferentes cultivos de P. lima. Se excluyo de este analisis al cultivo P14
debido a que fue colonizado por cianobacterias antes de la prueba de toxicidad.

Se identificaron las toxinas OA y DTX1, ademas de un isbmero no reportado
anteriormente al que se nombré DT X1a y sus respectivas formas diol-éster OA.D8,

DTX1.D8 y DTX1a.D8. El OA estuvo presente en todos los cultivos, mientras que



la DTX1a.D8 solo se encontré6 en PAl y PA2. Los cultivos PA17 y PA19
presentaron solo 3 andlogos y PA2 5 analogos, mientras que el resto de los
cultivos presentaron 4 analogos.

Los cultivos de P. lima se agruparon en 2 grupos grandes: el primero, conformado
por PA17, PAl1 y PA26, los cuales fueron los mas toxicos, principalmente el PA17,
mientras que el segundo grupo estuvo formado por PA2, PA3, PAll y PA12 y
correspondio a los cultivos menos toéxicos, principalmente PA11 y PA12.

Todas las muestras presentaron OA, siendo PAl17 la que tuvo mayor
concentracién, con 21.828 fmol*cel®, y PA12 la de menor concentracién, con
1.334 fmol*cel™. La toxina DTX1 fue encontrada en PA2, PAl1l, PA12 y PA26,
siendo PA26 la que presenté mayor concentracion, con 14.962 fmol*cel™*, y PA12
la de menor concentracién, con 1.527 fmol*cel’. El isémero DTXla fue
identificado en PA1l, PA2, PA3, PA17 y PA19, siendo PA17 la que tuvo mayor
concentracion, con 2.574 fmol*cel™, y PA2 la de menor concentracién, con 0.134
fmol*cel™.

La forma diol-éster del OA también se encontré en todas los cultivos analizados.
La mayor concentracién se encontré en PA26 con 14.962 fmol*cel® y la menor
concentracion en PA12 con 1.527 fmol*cel™. El andlogo DTX1.D8 se encontrd en
PA2, PA1l, PA12 y PA19, siendo PA2 el de mayor concentracion con 0.09
fmol*cel* y P4 el de menor concentracién, con 0.219 fmol*cel*. Finalmente, el
anélogo DTX1a.D8 solo se encontré en PA1 (con 0.2 fmol*cel™®) y PA3 (con 0.12

fmol*cel™). La tabla completa de las concentraciones se presenta en el Anexo 3.
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8.3 Relacion de toxinas y bacterias asociadas a P. lima

En la Figura 8 se muestra la presencia de toxinas y géneros bacterianos en los
nueve cultivos de P. lima.

Los cultivos PA1l y PA2 presentaron cinco de las seis toxinas identificadas,
compartiendo las toxinas OA, OA.D8, DTX1la y DTX1.D8, pero difirieron en la
presencia de DTX1 y DTX1a.D8, respectivamente. Con relaciéon a sus bacterias
asociadas, PA1l solo presentd los géneros Marinobacter, Microbacterium vy
Pseudomonas, mientras que PA2 tuvo una mayor abundancia de géneros
(Halomonas, Marinobacter, Marispirillum,  Microbacterium,  Okibacterium,
Pseudomonas, Sphingobium y Spongiibacter). El cultivo PA3 presentd las toxinas
OA y DTX1a, asi como sus respectivas formas esterificadas, y ocho de los 22
géneros identificados en este estudio.

Si bien PA11l y PA12 presentaron los mismos analogos, OA y DTX1 con sus
respectivas formas esterificadas, estos cultivos presentaron diferencias en su
composicién bacteriana; PA1l registr6 los géneros Agaribacter, Alteromonas,
Kocuria y Thalassospira, mientras que PA12 registr0 los géneros Azomonas,
Marispirillum y Roseicyclu. Sin embargo, ambos cultivos presentaron 6 géneros en
comun incluyendo a las cosmopolitas Microbacterium y Pseudomonas.

El cultivo PA17 fue el de mayor diversidad bacteriana con 16 géneros, pero solo
presento los analogos OA, DTX1a y OA.D8. En PA19 se identificaron los analogos
OA, OAD8 y DTX1.DBOA vy los géneros Halomonas, Marinobacter,
Microbacterium y Pseudomonas. Finalmente, PA26 presentd las toxinas OA.D8,

DTX1y DTX1a, asi como nueve géneros bacterianos.
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La primera grafica de NMDS (Figura 9) muestra la distribucion de los cultivos de
P. lima con respecto a la presencia de morfotipos bacterianos, ajustando los
vectores de toxinas con un p-value < 0.1. En este NMDS se observan tres grupos:
en el primer grupo se encuentran los cultivos PAl, PAll, PAl7 y PAZ26; el
segundo grupo esta conformado por los cultivos PA2, PA12 y PA19; mientras que
en el tercer grupo se encuentra solamente el cultivo PA3. Solo el cultivo PA12

mostrd una relacién positiva con la toxina DTX1.D8.
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Figura 9 NMDS de la distribucion de los cultivos de P. lima con respecto a la presencia de
morfotipos. La longitud del vector (toxina) indica la magnitud y correlacién con las muestras.

La segunda gréfica de NMDS (Figura 10) muestra la distribucion de los cultivos de
P. lima con respecto a la abundancia de los diferentes géneros bacterianos
obtenidos, asi como su correlacion con las toxinas. De este analisis se excluyeron
a los géneros Pseudomonas y Microbacterium, debido a su caracter cosmopolita.

En la grafica se observan cuatro agrupaciones: los cultivos PAl y PA3 se

agruparon por la abundancia de Marinobacter. PA1 fue el Unico en mostrar una



correlacion positiva con la toxina DTX1a.D8. En el segundo grupo se encuentran
los cultivos PA19 y PA26, relacionados por los géneros Halomonas vy
Marinobacter. PA2 y PA12 se encontraron agrupados por los géneros Marispirillum
y Roseicyclus. Finalmente, el cuarto grupo estuvo conformado por P11 y P17,
cuya composicién bacteriana fue similar. El resto de los cultivos de P. lima y sus
respectivas bacterias aisladas no mostraron relacion con las toxinas identificadas

en este estudio.
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Figura 10 NMDS de la distribucion de los cultivos de P. lima con respecto a la abundancia de
géneros bacterianos obtenidos, excluyendo a los géneros Pseudomonas y Microbacterium. La
figura de los simbolos denota la Clase, el color denota los géneros bacterianos y el tamafio la
abundancia, siendo los mas pequefios los menos abundantes y los mas grandes los mas
abundantes. La longitud del vector (toxina) indica la magnitud y correlacion con los cultivos.
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8.4 Microscopia electronica

La Figura 11 muestra una seleccion de imagenes de microscopia electronica de
barrido (MEB) de las bacterias obtenida.

Las imagenes A; y A, pertenecen al género Kocuria, que se obtuvo
exclusivamente de los aislados de la solucion circundante de PA11, PA16, PA17 y
CA21. Se identificaron dos cepas con diferentes morfologias, la colonia obtenida
de la muestra PA11l fue rosa y la obtenida de la PA26 amarilla, ambas crecieron
en medio LB.

Las imagenes B; y B, corresponden al género Pseudomonas, la cual se aisl6 de
todos los cultivos. Las morfologias de estos géneros fueron variadas: en medio LB
se presentaron como colonias de color café o amarillo mientras que en medio MM
fueron anaranjadas, blancas o amarillas.

Las imagenes C; y C, corresponden al género Thalassospira, que se aislo
exclusivamente del dinoflagelado en la muestra PA1l y presentd un color rosa

brillante en el medio MM.
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Figura 11 Imagenes de bacterias aisladas de los cultivos de dinoflagelados, obtenidas mediante
MEB. Las imagenes A; y A, corresponden al género Kocuria, las imagenes B; y B, corresponden al
género Pseudomonas y las imagenes C; y C, corresponden al género Thalassospira.




9. DISCUSION

9.1 Relacion de Prorocentrum lima y Coolia sp con sus bacterias asociadas

Las curvas de acumulacién muestran que, en general, el esfuerzo de muestreo por
morfotipos bacterianos en funcion del numero de colonias obtenidas de los cultivos
de dinoflagelados fue mayor que el de géneros bacterianos, salvo para los cultivos
PA2 y PA12, cuyas curvas de acumulacion de morfotipos no alcanzaron la
asintota y, por tanto, la caracterizacion de morfotipos no fue suficiente, y los
cultivos PA17 y PA11, que si estuvieron suficientemente muestreados en cepas.
Por lo tanto, se deberia de haber incrementado el esfuerzo de muestreo en los
cultivos PA2 y PA12 para tener suficiente representacion de morfotipos en funcion
de las colonias bacterianas obtenidas, asi como el esfuerzo de muestreo de cepas
bacterianas en la mayor parte de los cultivos de dinoflagelados analizados.

Por otro lado, algunos autores han demostrado que la comunidad de las bacterias
asociadas al dinoflagelado y las encontradas en la solucion circundante son
diferentes (Pérez et al., 1998; Prokic et al., 1998). Sin embargo, en este estudio, el
porcentaje de bacterias aisladas de los dinoflagelados y de la solucion circundante
fue practicamente igual. Ademas, los dinoflagelados y la soluciéon circundante
compartieron 11 de los 22 géneros bacterianos encontrados, mientras que en la
solucion se presentaron cinco géneros Uunicos (Azomonas, Corallomonas,
Euzebyella, Kocuria y Paracoccus) y en los dinoflagelados seis géneros Unicos
(Larsenimonas, Marispirillum, Okibacterium, un género no identificado de
Planococcaceae, Serpens y Thalassospira).

Diversos estudios han comprobado que hay una relacién entre las bacterias
heterotrofas y los dinoflagelados que modifica la dindmica de los FAN (Park et al.,
2015; Santi-Deli et al., 2015). Existen marcadas diferencias en la comunidad
bacteriana a lo largo de los diferentes estados del FAN: la clase y-proteobacteria
suele estar en baja proporcién durante las etapas iniciales del florecimiento (Park
et al., 2015), mientras que varios géneros de la clase a-proteobacteria disminuyen

conforme aumenta el nimero de dinoflagelados (Guidi et al., 2017).



En un estudio reciente, se ha identificado diferentes 6rdenes de a-proteobacteria
en la evolucion del FAN del dinoflagelado Margalefidium (Cochlodinium)
polykrioides (Park et al., 2015). En la etapa inicial del FAN la clase a-
proteobacteria fue la mas abundante, con los ¢&rdenes Rhizobiales,
Rhodobacterales, Rhodospirillales y Shingomonadales. En este estudio, a-
proteobacteria represent6 solo el 8% de la diversidad encontrada, obteniéndose
los 6rdenes Rhodobacterales, Rhodospirillales y Shingomonadales en los cultivos
PAl, PA2, PAll, PAl12, PAl4, PA17 y PA26, asi como en CA21. Los
Rhodobacterales resultan de especial interés, ya que han demostrado tener una
correlacion positiva con el inicio de los FAN de P. lima, dado que el 90% de los
Rhodobacterales cuenta con vias metabdlicas para la sintesis de vitamina By,
componente principal para el crecimiento de las algas (Safudo-Wilhelmy et al.,
2013). Sin embargo, los Rhodobacterales pueden pasar de una relacion mutualista
a una patogena con el dinoflagelado dependiendo de los metabolitos del alga, lo
cual explica su aparicion a inicio y término de los FAN (Riclea et al., 2012; Guidi et
al., 2017).

La segunda clase con mayor presencia en todos los cultivos fue Actinobacteria
(33%), la cual es abundante en los FAN de dinoflagelados durante las fases de
mantenimiento y declive (Guidi et al., 2017). En este estudio se identificaron cuatro
géneros de Actinobacterias, incluyendo a la cosmopolita Microbacterium y un
aislado de Micrococcus en PA3. Algunas Actinobacterias como Micrococcus han
mostrado actividad algicida contra diversos dinoflagelados (Park et al., 1998;
Mayali et al., 2004). Cabe resaltar que PA3 solo presento las clases Actinobacteria
(48%) y y-proteobacteria (52%), las cuales estan relacionadas con las fases de
mantenimiento y declive de los FAN (Park et al., 1998; Mayali et al., 2004).
Muchas bacterias aisladas de las costas reciben especial atencion al ser
consideradas alguicidas, tales como Alteromonas y Pseudoalteromas (Su et al.,
2011, Park et al., 2018). Existen dos estrategias por las cuales una bacteria es
capaz de lisar un alga: 1) de forma directa: la bacteria sintetiza compuestos
alguicidas al interior de la célula y la ataca mediante contacto directo, y 2) de

forma indirecta: la mas reportada, la bacteria sintetiza enzimas capaces de



degradar la pared celular del alga (Mayali et al., 2004; Meyer et al., 2017; Shi et
al., 2018).

Algunos géneros de y-proteobacteria tienen actividad algicida sobre varias
especies de Prorocentrum y, por tanto, su predominio suele estar asociado con la
terminacién del FAN (Kim et al., 2009; Park et al., 2015). En este estudio la clase
y-proteobacteria fue la mas abundante (57%), destacando entre sus géneros la
presencia de Alteromonas, Halomonas y sobre todo Pseudomonas, la cual estuvo
presente en todos los cultivos. En Alteromonas y Pseudomonas se ha identificado
la sintesis de componentes hidroliticos capaces de matar multiples especies de
algas (Mayali et al., 2004; Shi et al., 2018), mientras que se ha comprobado que
Halomonas inhibe la movilidad de P. donghaiense y otros dinoflagelados como
Alexandrium tamarense y Karenai mikimotoi (Wang et al., 2018).

El efecto alguicida también se puede encontrar en otros grupos bacterianos, como
el género Thalassospira de la clase a-proteobacteria, aislado en PA1ll. Este
género ha sido utlizado en la degradacidon de hidrocarburos aromaticos
policiclicos en derrames de crudo en el mar y sus enzimas para el control del
dinoflagelado K. mikimotoi (Kodama et al., 2008; Lu et al., 2016).

En este estudio se aisl6 al género Euzebyella en PA14, el cual fue colonizado por
cianobacterias poco después de realizar el aislamiento de bacterias. Euzebyella es
un representante del grupo Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroidetes (CFB) que se
distingue por sintetizar proteinas con actividad algicida, por lo que incrementa su
actividad durante el pico y la terminacion de los FAN (Mayali et al., 2002; Roth
2005; Park et al., 2015).

El cultivo de Coolia sp presenté cinco géneros bacterianos en comdn con los
obtenidos de P. lima: Alteromonas, Halomonas, Pseudomonas, Marinobacter y
Microbacterium. Estos géneros se pueden considerar cosmopolitas dado que se
presentaron en todos los cultivos de dinoflagelados en este estudio, o que sugiere
gue su presencia cumple roles ecologicos para los dinoflagelados, pero no influyen
directamente en la produccién de toxinas (Uribe et al., 2002; Park et al., 2015), por

encontrarse presentes tanto en dinoflagelados téxicos y no toxicos.



9.2  Andlisis de toxinas

P. lima es conocido por producir la toxina del acido okadaico (OA) y sus analogos,
las dinofisistoxinas (DTXs), ambas poliéteres lipofilicos termoestables. Dentro de
las DT Xs se encuentran la DTX1, que posee un grupo metilo adicional respecto al
OA, la DTX2, con uno de los grupos metilo en distinta posicion (Murakami et al.,
1982; Hu et al., 1995; Cruz et al., 2006; Fernandez-Martinez, 2015), y la DTX3,
gue solo se ha encontrado en la glandula digestiva de bivalvos y moluscos y se
transforma a DTX1 en el estbmago humano después del consumo, lo que implica
gue tampoco existe en el dinoflagelado (Lee et al., 2016), y por ello no fue
encontrada en este estudio.

En este estudio se encontraron las toxinas OA, DTX1, el analogo no descrito,
llamado provisionalmente DTXla, y sus respectivas formas esterificadas, las
cuales se encontraron en menor proporcion respecto a las toxinas libres, lo que
puede deberse a la rapida transformacién de las moléculas. La formacion de las
toxinas en Prorocentrum comienza en los cloroplastos, en presencia de luz,
mediante la forma de los compuestos hidrosolubles DTX5 y DTX4, los cuales son
posteriormente transportados a las vacuolas donde, mediante reacciones
enzimaticas, son convertidas a formas esterificadas o diol-éster y finalmente a
formas libres en cuestiéon de horas (Windust et al., 2000; Bauder et al., 2001; Vale
et al., 2009, Lee et al., 2016).

En este estudio todos los cultivos de P. lima presentaron a la toxina OA como la
més abundante, seguida por su forma esterificada. En segundo lugar, la toxina
DTX1, la cual se identifico en cuatro de los ocho cultivos analizados. Finalmente,
el isbmero DTX1a, que se encontrd en cinco de los ocho cultivos. Este resultado
es congruente con la literatura dado que en diversos estudios se ha demostrado
gue en las especies bentdnicas de Prorocentrum se obtiene OA como toxina
principal, ya sea en forma libre o conjugada (Lee et al., 1989; Suzuki et al., 2001;
Hu et al., 2017), mientras que la DTX1 suele ser la segunda mas abundante en el
contenido total de toxinas (Fernandez-Cafiamero, 2007). Cabe resaltar que PA17,
el cultivo més toxico del estudio porque registrd los valores mas altos de OA, no

presenté DT X1 ni su forma esterificada.



Ambas toxinas esterificadas de las dinofisistoxinas se observaron en los siguientes
cultivos de P. lima: DTX1.D8 en PA2 y PA19 y DTX1a.D8 en PAl1 y PA3. Debido a
gue las DTXs suelen producirse en menor proporcion que OA en Prorocentrum, la
deteccidn de las formas esterificadas es alin mas escasa (Hu et al., 2017), por lo
que es logico que el isomero DTX1a fuese encontrado en muy pocas muestras y

su forma esterificada fuera la de menor abundancia.

9.3 Relacion de toxinas y bacterias asociadas a P. lima

Se sabe que el tipo y contenido de toxina por célula de dinoflagelado depende de
la especie y se han observado grandes diferencias en funcion de las poblaciones y
las condiciones fisiologicas (Lee et al., 1989). En este estudio, los cultivos PA11 y
PA12, los menos toxicos, coincidieron en composiciéon de toxinas dado que
ninguno presentd al isomero DXT1la ni su diol-éster DTX1a.D8. Sin embargo,
PA11l y PA12 tuvieron una composicion bacteriana mas similar con PA17 y PA2,
respectivamente, en cuanto a morfotipos y géneros compartidos (confirmado por
los dos NMDS), a pesar que sus concentraciones de toxinas fueron muy
diferentes.

De acuerdo al segundo NMDS, PA1l y PA17 estuvieron relacionados por el
género Alteromonas en cuanto a su abundancia. La alta abundancia de
Alteromonas en el cultivo PA17 puede deberse a que las y-proteobacteria
aumentan hacia el pico de un FAN, mientras que en PA11 se podria relacionar con
su actividad algicida, ya que se ha reportado que las y-proteobacteria disminuyen
al término de un FAN para dar paso a las a-proteobacteria (Su et al., 2011; Park et
al., 2018).

Los cultivos PA1l y PA3 también coincidieron en su composicion téxica (de
acuerdo al mapa de calor) y mostraron una relacién positiva con la toxina
DTX1a.D8 (de acuerdo con el segundo NMDS). Sin embargo, ambos cultivos no
mostraron tener morfotipos en comdn y su composicion bacteriana solo
coincidieron en los géneros cosmopolitas Pseudomonas y Marinobacter. Ademas,

no presentaron representantes de la clase a-proteobacteria, posiblemente



indicando que la fase de mantenimiento-declive de estos cultivos permitio la
acumulacion de la forma esterificada de la dinofisistoxina menos abundante (Hu et
al., 2017).

El tercer cultivo mas toxico y el de menor diversidad de géneros bacterianos
aislados fue PA1, el cual present6 cuatro de las seis toxinas identificadas y en su
composicién bacteriana se encontraron solo los géneros Microbacterium,
Marinobacter y Pseudomonas. En esta muestra solo se identificaron bacterias
pertenecientes a la clase Actinobacteria y y-proteobacteria, asociadas a la fase de
estabilidad y final de los FAN (Park et al., 1998; Mayali et al., 2004).

El resto de los cultivos de P. lima no presentaron una relacién entre la
composicion bacteriana cultivable y las toxinas identificadas, lo cual sugiere que
estas bacterias aisladas no interfieren directamente en la produccién de toxinas.
Se obtuvo un resultado similar en P. hoffmannianum, donde no se encontraron
diferencias importantes con respecto a la composicion de toxinas en cultivos
axénicos y no axénicos, lo que indica que las toxinas son producidas por

Prorocentrum y no por las bacterias asociadas (Morton et al., 1994).

9.4  Microscopia electronica

Se obtuvieron imagenes del género Kocuria, que son bacterias en forma de cocos,
Gram positivas, aerobias y sin movilidad (Kim et al., 2004). Se aislaron dos cepas
de este género en la solucion circundante de los cultivos PA11l y PA17 (Kocuria
spl) y en Coolia sp (Kocuria sp2). Este género ha sido identificado como parte de
la composicion bacteriana encontrada en la fase de declive de los FAN (Basu et
al., 2013).

También se obtuvieron imagenes de Pseudomonas, que es un género Gram
negativo no fermentativo con forma de bacilo ligeramente curvo que posee varios
flagelos polares (Hancock, 1998). En las imagenes obtenidas, estos flagelos no se
observan debido a que la técnica utilizada para la preparacion de las muestras,
gue incluye la deshidratacion utilizando una serie de alcoholes, elimina las

estructuras como flagelos o pili (Kalab et al., 2008). Este género cosmopolita esta



compuesto por mas de 100 especies que son capaces de desarrollarse en un gran
namero de habitats gracias a su capacidad de utilizar diversos nutrientes (Pérez-
Alvarez et al, 2015). Por lo tanto, su presencia en todas las muestras es
congruente y esperada.

Finalmente, se obtuvieron imagenes de Thalassospira, un género Gram negativo,
anaerodbico facultativo y con forma de bacilo (Nogi et al.,, 2014). Se aisl6
exclusivamente del dinoflagelado PA1l, por lo que al estar asociada al
dinoflagelado se puede inferir que tiene una especificidad mayor que las bacterias
de vida libre y que podria presentar un efecto algicida en cultivos de P. lima

parecido al que presenta para K. mikimotoi (Lu et al., 2016; Park et al., 2018).

10. CONCLUSIONES

La distribucion de las bacterias aisladas resultd similar entre el dinoflagelado P.
lima y la solucién circundante; sin embargo, la presencia de géneros
exclusivamente asociados al dinoflagelado sugiere que existe una relacion
especifica entre este dinoflagelado y sus bacterias extracelulares adheridas a la
teca.

Se encontrd solo un grupo bacteriano exclusivo de Coolia sp. Sin embargo, este
dinoflagelado no téxico comparti6 con P. lima los géneros Microbacterium,
Halomonas, Marinobacter, Pseudomonas y Alteromonas, siendo todos estos
géneros bacterianos cosmopolitas, o que sugiere que estos géneros no tienen
influencia directa en la produccién de toxinas.

Los NMDS agruparon cultivos de P. lima similares en composicion bacteriana que
no necesariamente producian las mismas toxinas. Solo dos toxinas (DTX1.D8 y
DTX1a.D8), encontradas en baja abundancia, fueron relacionadas con los cultivos
utilizados (PA12 y PA1 respectivamente). El resto de las toxinas no tuvo relacién
con las bacterias aisladas en los otros cultivos de P. lima, por lo que se concluye
gue las bacterias identificadas en este estudio no interfieren de manera directa en

la produccion de toxinas de P. lima.



11. PERSPECTIVAS

El presente trabajo contribuye en la identificacion de las bacterias aisladas
asociadas al dinoflagelado téxico P. lima en condiciones de cultivo, ya que las
bacterias tienen un rol fundamental en el ciclo de vida de los dinoflagelados y la
consecuente produccion de toxinas.

Para trabajos futuros resultaria imprescindible realizar la identificacién y
cuantificacion de comunidades bacterianas durante las fases de inicio,
mantenimiento y declive del FAN producido por P. lima. Ademas, seria
aconsejable utilizar muestras de P. lima de mas regiones de México con el fin de
comparar su composicion bacteriana y de toxinas.

Ademés, para un mejor entendimiento de la relacion entre bacterias y
dinoflagelados se debe identificar las bacterias mediante técnicas de

secuenciacion masiva con el fin de obtener resultados mas precisos.
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13. ANEXOS

Anexo 1 Tabla de especificaciones de las muestras utilizadas.

Cultivos Dinoflagelado Lugar de procedencia Fecha de muestreo
PA1 P. lima Isla Verde, Veracruz 21/07 /2017
PA2 P. lima Isla Verde, Veracruz 26 /05/ 2017
PA3 P. lima Isla Verde, Veracruz 26 /05/ 2017
PA11 P. lima Isla Verde, Veracruz 26 /05/ 2017
PA12 P. lima Isla Verde, Veracruz 26 /05/ 2017
PA14 P. lima Isla Verde, Veracruz 26 /05/ 2017
PA17 P. lima Isla Verde, Veracruz 21/07 /2017
PA19 P. lima Isla Verde, Veracruz 21/07/ 2017
CA21 Coolia sp Isla Verde, Veracruz 19/10/ 2017
PA26 P. lima Puerto Morelos 29/10/ 2017




Anexo 2 Clave morfologica de colonias bacterianas.
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Anexo 3 Protocolo para realizar la observacion de bacterias en microscopio
electronico de barrido (MEB).

Cultivo de bacterias

Para llevar a cabo la identificacion morfologica de bacterias mediante microscopia
electrénica se realizé una seleccion de géneros bacterianos y se sembraron en
medio MM comercial por estriado, se incubaron a 25°C durante 3 dias.
Posteriormente, se obtuvo biomasa de estas resiembras para inocular tubos de
ensaye con caldo marino comercial y se incubaron bajo las condiciones descritas

anteriormente durante 6 dias.

Fijacién y deshidratacion de bacterias

Al finalizar la incubacion se seleccionaron los tubos mas turbios respecto a un
blanco y se traslad6é 1.5 mL de la muestra a un eppendorf de 2 mL. A los tubos
eppendorf se les adiciond 100 uL de gluteraldehido al 25% y se mezclaron 15
veces por inversion. Se dejaron reposar por 45 minutos.

Posteriormente, se elimind de la muestra las sales del medio marino realizando
tres lavados con agua destilada y centrifugando a 8 mil revoluciones durante 10
min a 4°C. El lavado mediante una serie de alcoholes se realiz6 bajo dos
procedimientos especificados en las Tablas A1y A2

Para el primer procedimiento se utilizaron membranas Milipore de 0.22 ym de
poro colocadas en Swinnex donde los alcoholes fueron colocados uno tras otro
pasando por la membrana por goteo (Tabla A1). Es importante resaltar que en

esta técnica el filtro no debe secarse.

TablaA 1 Especificaciones de alcoholes para el procedimiento 1

[%] alcohol mL Especificaciones
30% 3mL
50% 3mL
70% 3mL La muestra debe reposar 1 hr
90% 3mL

99% 3mL




En el segundo procedimiento no se utilizo la membrana y los alcoholes fueron
colocados directamente en el eppendorf con la muestra. Al final del tiempo
indicado en la Tabla A2 los tubos fueron centrifugados a 8,000 revoluciones por

10 min para eliminar el sobrenadante y colocar el siguiente alcohol.

TablaA 1 Especificaciones de alcoholes para el procedimiento 2

[%] alcohol mL Tiempo de reposo
30% 3 mL 10 min
50% 3mL 1hr
70% 3 mL 24 hr
90% 3mL 10 min
99% 3mL 10 min

Al final de la serie de alcoholes en ambos procedimientos se adiciono a la muestra
1 mL de reactivo HDMS y alcohol (1:1) y se dejo reposar por 3 min. Finalmente, se
colocé 1 mL de HDMS puro y se dejo reposar por 3 min.

Se tomaron 10 pL de la muestra y se colocaron en cubreobjetos redondos para la

subsecuente preparacion para microscopio.

Muestras para MEB

En un porta muestras de aluminio se coloc6 una cinta de carbon y sobre ella el
filtro del procedimiento 1 o los 10uL de muestra del procedimiento 2.

Se metaliz6 la muestra con oro mediante ionizacion a 6.5 a 1.5 kV por 2 min y en
vacio a5 a 1.5 kV por 3 minutos

Para ser observadas al MEB se utiliz6 una apertura de 1 de diafragma (20 um),
WD: 8mm, Acc Voltaje: 22kV, Spotsize.



Anexo 4 Valores de toxinas

Muestras cell quota (fmol.cell-1)

OA OA-D8 DTX1 DTX-la DTX1-D8

PA1 11.85 9.48 0 0.68 0
PA2 6.30 5.6 2.69 0.13 0.9
PA3 10.11 4.24 0 1.17 0
PA11 4.73 2.11 1.12 0 0.21
PA12 1.33 1.52 0.38 0 0.52
PA17 21.82 7.63 0 2.57 0
PA19 6.6 5.3 0 0 0.4
PA26 13.89 14.96 1.0 0.29 0

DTX1la-
D8
0.19

0.11

S O O O
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