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RESUMEN

Recientemente se comprob6é que el rango de distribucion del dinoflagelado
Pyrodinium bahamense se amplié al sur del Golfo de California y que cepas de la
variedad bahamense aisladas de las costas de Florida, E.U.A. producen toxinas
paralizantes. Estos hallazgos plantean interrogantes respecto al estatus
taxonomico de la especie, actualmente dividida en dos variedades, asi como de su
toxicidad. Considerando lo anterior, se realiz6 un estudio morfométrico, fisioldgico
y toxicolégico a 4 poblaciones de P. bahamense del sur del Golfo de California
(San José, B.C.S., Yavaros, Son., El Colorado y La Reforma, Sin.). De cada
poblacion se midieron y fotografiaron los rasgos taxonémicos principales, tanto en
células vegetativas como quisticas (n=100) utilizando microscopia de luz y

electrénica de barrido.

Con fines comparativos se incluyé una muestra de células vegetativas reconocidas
como variedad compressum de La Colorada, Oaxaca. Para medir el efecto de la
temperatura (15-35°C), salinidad (15-35) y medios de cultivo (GSe, f/2 y agua de
mar sin enriguecimiento) en la germinacion de quistes, éstos fueron aislados
(n=675) e incubados en ciclos de luz y oscuridad de 12:12 h. Se establecieron 15
cepas provenientes de San José, B.C.S y se corroboré la toxicidad con
cromatografia liquida de alta resolucion con derivatizacion pre-columna vy

deteccién de fluorescencia (HPLC-FD).

Las células vegetativas presentaron una importante variabilidad morfolégica intra e
interpoblacional. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
poblaciones (a= 0.05). Los quistes son esféricos (43 a 56 um) y estan cubiertos de
procesos tubulares tipo corado (~96), la pared celular es microgranulada e
incolora, el epiquiste esta dividido en paraplacas y el arquedpilo es epiquistal. Se
presentd una mayor tasa de germinacion a 25 y 30°C en los tres medios de
cultivo, la temperatura mostré diferencias significativas en el proceso de

germinacion.



Con respecto a la salinidad aunque no se encontraron diferencias significativas, la
mayor tasa de germinacion se presenté a 25, 30 y 35. Confirmando que P.

bahamense es una especie eurihalina.

Solo una cepa presentd cualidades toxicas, detectandose saxitoxina (STX) a una
concentracion por debajo del limite de deteccion. Los resultados de esta
investigacion sugieren que las caracteristicas morfolégicas y toxicolégicas
consideradas para separar a la especie en dos variedades no son adecuadas. Es
necesario realizar estudios in situ e in vitro que definan el efecto de variables
ambientales en la morfologia y ciclo de vida de P. bahamense, asi como
profundizar en los estudios de la variabilidad genética y toxicolégica de la especie

a nivel regional y mundial.

Palabras clave: Pyrodinium bahamense, morfologia y morfometria, germinacion de

quistes, saxitoxina, taxonomia



ABSTRACT

It has recently been shown that the geographical range of the dinoflagellate
Pyrodinium bahamense has been extended to southern Gulf of California, and
strains of the variety bahamense isolated from the coast of Florida produce
paralytic shellfish toxins. These findings bring up new questions regarding the
taxonomic status of this species, which is currently divided in two varieties, as well
as its toxicity. A morphometric, physiological and toxicological study was performed
with samples of four populations of P. bahamense from the southern Gulf of

California (San José, B.C.S., Yavaros, Son. El Colorado, and La Reforma, Sin.).

The main taxonomic features of vegetative and cysts forms (n=100) were
measured and photographed using light and scanning electron microscopy (SEM).
For comparison, a sample of vegetative cells identified as variety compressum
from La Colorada, Oaxaca was included. To measure the effects of temperature
(15-35°), salinity (15-35) and culture media (GSe, f/2, and seawater without
enrichment) on cysts germination, these were isolated (n=675) and incubated in a
light-dark cycle of 12:12 h. In only 15 strains from San José, B.C.S. were
established and toxicity was confirmed using High Performance Liquid
Chromatography with fluorescence detection and pre-column derivatization (HPLC-
FD).

Vegetative cells showed an important intra and interpopulation morphologic
variability, but no significant differences among populations (a= 0.05) were found.
Pyrodinium bahamense cysts are spherical (43 a 56 um) and covered with chorate-
type tubular processes (~96), cyst wall is microgranulated and colorless, the
epicyst is divided in paraplates and the archeopyle is epicystal. Highest
germination rate occurred at 25 and 30°C in the three culture media. Temperature

showed significant differences in the germination process.



With respect to salinity although there were no significant differences, the highest
rates of germination was presented at 25 and 30. Confirming that Pyrodinium
bahamense is an euryhaline species. Only one strain tests positive for saxitoxin

(STX) but with a concentration below detection limit.

These results suggest that strains from this region have the potential to produce
paralytic shellfish toxins. Morphologic and toxicological characteristics that are
used to separate the species in two varieties are not suitable. It is necessary to
carry out in situ and in vitro studies in order to define the effect of environmental
variables in the morphology and life cycle of P. bahamense, and to intensify
research on genetic and toxicological variability of the species at regional and

global scales.

Key words: Pyrodinium bahamense, morphology and morphometry, germination of

cysts, saxitoxin, taxonomy



1. INTRODUCCION

La mayoria de los florecimientos algales nocivos (FAN’s), son provocadas por
dinoflagelados téxicos, de los géneros Alexandrium, Amphidinium, Azadinium,
Coolia, Cochlodinium, Dinophysis, Gambierdiscus, Gymnodinium, Gyrodinium,
Heterocapsa, Karenia, Karlodinium, Ostreopsis, Prorocentrum, Protoceratium,
Protoperidinium, Pyrodinium y Takayama (Moestrup et al. 2009). Representantes
de los géneros mencionados, pueden ocasionar dafios severos a los ecosistemas
y a la salud humana, debido a la capacidad de producir toxinas las cuales se
transfieren en la cadena alimenticia, afectando los diferentes niveles tréficos
(crustaceos, moluscos, peces y mamiferos, incluyendo el hombre) y en
consecuencia provocan envenenamientos y muertes (Alonso-Rodriguez y Paez-
Osuna 2003, Lefebvre et al. 2004, Kwong et al. 2006). Las causas de los FAN's
pueden ser naturales y antropdgenicas, de estas Ultimas destaca su relacién con
la eutrofizacion de las zonas costeras, el transporte de quistes y/o células
vegetativas de una region a otra en el agua de lastre de embarcaciones, entre
otras (Hallegraeff 2003).

El género Pyrodinium fue descrito por Plate (1906). Este dinoflagelado tecado
actualmente esta representado por dos variedades P. bahamense var. bahamense
Plate y Pyrodinium bahamense var. compressum (Bohm) Steidinger, Tester et
Taylor (Steidinger et al. 1980). A la variedad compressum se le atribuyen
problemas de salud y econdémicos a nivel mundial por ser la principal causante de
muertes humanas por envenenamiento paralizante por consumo de mariscos, ya
gue produce los analogos de saxitoxina de mayor potencia toxica (Azanza y Taylor
2001). Es por esto que la mayor parte de la informacion existente sobre taxonomia
y toxicidad, se ha enfocado a esta variedad.



Se han establecido criterios morfolégicos, morfométricos y toxicoldgicos para
discriminar entre variedades (Steidinger et al. 1980, Azanza 1997, Badylak et al.
2004); sin embargo, existen inconsistencias ya que se han considerado como
caracteristicas conservativas la forma celular, la talla, asi como la formacion de
cadenas, sin examinar las diferencias morfométricas que presentan las células en

una misma poblacion.

Es importante sefialar que el rango de distribucion de P. bahamense se ha
extendido a zonas subtropicales del Golfo de California y que recientemente se
comprobé toxicidad en cepas de la variedad bahamense (Landsberg et al. 2006).
Por lo anterior, el proposito de este trabajo consisti6 en realizar un analisis
taxondmico comparativo tanto del estadio vegetativo como quistico de poblaciones
de P. bahamense del sur del Golfo de California, conocer el efecto de la
temperatura, salinidad y diferentes medios de cultivo en el proceso de germinacion
de sus quistes, asi como corroborar su toxicidad. Cabe mencionar que con fines
comparativos se integré al andlisis morfométrico una muestra de Pyrodinium

bahamense reconocida como variedad compressum colectada en Oaxaca.



2. Antecedentes

Pyrodinium bahamense es considerada una especie marina tropical neritica, con
presencia en zona de manglares y se distribuye tanto en aguas tropicales, como
subtropicales. La variedad bahamense, se distribuye cominmente en el Océano
Atlantico (Osorio-Tafall 1942, Steidinger et al. 1980, Balech 1985, Badylak et al.
2004, Faust et al. 2005). En México se ha registrado en costas del Golfo de
México, desde Tamaulipas hasta Quintana Roo (Cortés-Altamirano y Hernandez-
Becerril 1992, Gomez-Aguirre 1998), en el Mar Caribe (GOmez-Aguirre y Licea
1998) y en las lagunas costeras del Golfo de California (Martinez-Lépez et al.
2007, Alonso-Rodriguez et al. 2008, Morguecho 2008); mientras que la variedad
compressum se distribuye principalmente en el Océano Indo-Pacifico (Steidinger
et al. 1980), con registros en las costas del SE del Océano Pacifico de México y
Centroamérica (Cortés Altamirano et al. 1993, Sotomayor-Navarro y Dominguez-
Cuellar 1993, Ramirez-Camarena et al. 1996, Orellana-Cepeda et al. 1998, Fierro
et al. 2002, Meave del Castillo et al. 2008).

En los estudios morfologicos realizados a P. bahamense (Steidinger et al. 1980,
Balech 1985, Cortés-Altamirano y Hernandez-Becerril 1992, Badylak et al. 2004,
Morquecho 2008) generalmente se consideran como valores conservativos la
longitud y el ancho de la célula; sin embargo, no han sido bien establecidas las
caracteristicas morfolégicas para discriminar entre variedades. Otro criterio
utilizado es la capacidad de producir toxinas, siendo la variedad compressum, la
que produce los analogos mas toxicos que en orden de mayor a menor potencia
son: STX NeoSTX, GTX-4, GTX-3, GTX-2, dcSTX, B1, B2 (Hallegraeff y Maclean
1989, Harada et al. 1982, Oshima et al. 1984, Gacutan et al. 1985, Tollervey 1989,
Mata et al. 1990, Usup et al. 1994, Hummert et al. 1997, Orellana-Cepeda et al.
1998, Azanza y Taylor 2001, Landsberg et al. 2006, llaya-Gedaria et al. 2007,
Azanza et al. 2010, Wiese et al. 2010).



En México a P. bahamense var. compressum se le ha relacionado con 560
intoxicaciones y 38 defunciones por consumo de moluscos contaminados por
toxinas paralizantes (Sierra-Beltran et al. 1998, INP-SAGARPA 2004). Los brotes
de intoxicacion sucedieron en Michoacan, Guerrero, Oaxaca Yy Chiapas,
presentandose el 95% de estos casos en la region del Golfo de Tehuantepec
(Cortés-Altamirano et al. 1993, Orellana-Cepeda et al. 1998, Fierro et al. 2002,
Hernandez-Becerril et al. 2007, Meave del Castillo et al. 2008). En Oaxaca, los
florecimientos han alcanzado méaximos de hasta 1.7 millones de céls. L* y una
toxicidad de hasta 7,309 pg STX eq 100 g™ (Cortés Altamirano et al. 1993).

A la variedad bahamense por mas de 20 afos se le consideré inocua, sin embargo
Landsberg et al. (2006), confirmaron la produccion de toxinas paralizantes en
cepas aisladas de Florida, cuyo perfil se caracterizd por la presencia de STX,
dcSTX y toxina B1. Estos resultados proponen reconsiderar las ideas de Balech
(1985), quien al realizar un estudio morfoldgico detallado con células colectadas
de diferentes localidades del mundo, argument6 que las diferencias morfologicas
encontradas no justifican la separacion del taxdén en dos variedades y que estas se
deben a factores ambientales. No obstante, la consistencia de estas diferencias en
células analizadas del Atlantico e Indo-Pacifico, durante estos afios ha mantenido
el estatus taxondémico de separacion en dos variedades (Steidinger et al. 1980,
Badylak et al. 2004).

Pyrodinium bahamense es una especie meroplanctonica, es decir, parte de su
ciclo de vida se encuentra como forma vegetativa en el plancton y al realizarse la
reproduccion sexual, se producen quistes de resistencia que son depositados en
el sedimento. EI nombre palinolégico del quiste actual del dinoflagelado P.
bahamense es Polysphaeridium zoharyi el cual fue descrito a partir de quistes
fésiles (Rossignol 1962, Wall y Dale 1969).



El quiste es esférico (43 a 70 um) y estd cubierto de numerosos procesos
tubulares (~ 60), algunos bifurcados o fusionados desde la base, el perifragma es
de tipo granular y el endofragma es liso (Wall y Dale 1969, Fukuyo et al. 2004). El
arqueopilo tiene una formula paratabular 2A + 6P (Wall y Dale 1969) y es de tipo
epiquistal (McLean 1976, Bujak et al. 1980, Fukuyo et al. 2004). El citoplasma es

microgranular y suele presentarse un cuerpo rojo con un diametro de 10 a 15 pm.

Los quistes de P. bahamense se han encontrado en el SE asiatico, el Caribe y el
SO de Europa y datan del Eoceno (McMinn 1989, Amorim y Dale 1997). Wall y
Dale (1969) concluyeron que este taxén presenta un patrén ecoldgico restringido,
principalmente en ambientes con circulacion limitada y condiciones de temperatura
y salinidad elevadas. Sin embargo, Rossignol (1962) considera que los quistes de
P. bahamense pueden ser utilizados como indicadores de ambientes de baja

salinidad.

En México, los quistes de P. bahamense se distribuyen en la costa occidental y al
sur del Golfo de California (Martinez-Hernandez y Hernandez-Campos 1991) y
recientemente se han encontrado en Bahia de Todos Santos, B.C. (Pefa-
Manjarréz et al. 2005), al norte de Bahia de La Paz, B.C.S. (Morguecho-Escamilla
2007) y en sedimentos pre-industriales (desde 1900) del Golfo de Tehuantepec
(Limoges et al. 2008, Vasquez-Bedoya et al. 2008).

Wall y Dale (1969) establecieron que a 26 + 1°C y salinidad de 35.7 el intervalo de
desenquistamiento de P. bahamense es de 2 a 15 dias. Corrales et al. (1995)
proponen un periodo de dormancia de 2.5 a 3 meses. Mientras que Sakamoto et
al. (2006) observaron que el proceso de enquistamiento, se produce
aproximadamente en 35 dias a una temperatura de 30°C; mientras que el
desenquistamiento se presenta entre los 2.5 y 5 meses, en las mismas

condiciones de temperatura.



3. Justificacion

Actualmente el taxén Pyrodinium bahamense esta dividido en dos variedades: P.
bahamense var. compressum (Bohm) Steidinger, Tester et Taylor, y P.
bahamense var. bahamense Plate. La variedad compressum es productora de
toxinas paralizantes y ha ocasionado serios problemas de salud en México. La
variedad bahamense es considerada inocua, sin embargo recientemente se
comprobo la produccion de toxinas paralizantes en cepas aisladas de las costas
de Florida (Landsberg et al. 2006). Asimismo, la variedad bahamense ha
extendido su rango de distribucion a zonas subtropicales del sur del Golfo de
California (Martinez-Lopez et al. 2007, Alonso-Rodriguez et al. 2008, Morquecho
2008, Garate-Lizarraga y Gonzalez-Armas 2011). Por esto, la presente
investigacion tiene como objetivos: a) realizar un estudio taxonémico comparando
especimenes tanto del estadio vegetativo como quistico de diferentes localidades
del sur del Golfo de California, b) aportar informacién sobre el efecto de la
temperatura, salinidad y medios de cultivo en el proceso de germinacién de sus
quistes, y c¢) corroborar su toxicidad. Los resultados de esta investigacion
brindaran informacién taxondmica, biolégica y toxicolégica que podra servir de
base para definir impactos potenciales y optimizar los planes de manejo de esta

Zona.



4. Hipotesis

Las caracteristicas morfoldgicas de las poblaciones de Pyrodinium
bahamense del sur del Golfo de California y la del Golfo de

Tehuantepec, son diferentes.

Las poblaciones de Pyrodinium bahamense del sur del Golfo de

California producen toxinas paralizantes.

La tasa de germinaciéon de quistes de Pyrodinium bahamense,
muestra diferencias significativas cuando se cultivan en diferentes

condiciones de temperatura, salinidad y medios de cultivo.



5. Objetivos

Objetivo general

Analizar la situaciéon taxondmica de P. bahamense del sur del Golfo de California,

a partir de la caracterizacion morfométrica, biologica y toxicologica de las

poblaciones, para evaluar si existen elementos suficientes que sustenten la

presencia de las dos variedades.

Objetivos particulares

Comparar las poblaciones de P. bahamense del sur del Golfo de

California mediante un analisis morfométrico del estadio vegetativo.

Comparar las caracteristicas morfolégicas y taxondmicas de las
poblaciones de P. bahamense del sur del Golfo de California con
organismos de una localidad del Golfo de Tehuantepec, reconocidos

como variedad compressum.

Describir la morfologia y las caracteristicas taxonomicas de los
quistes de P. bahamense del SE de Isla San José, B.C.S.

Definir el efecto de la temperatura, salinidad y de los medios de
cultivo f/2 y GSe, en la tasa de germinacion de quistes de P.
bahamense aislados de Isla San José, B.C.S.

Corroborar la produccion de toxinas paralizantes en una poblacién

de P. bahamense del sur del Golfo de California.



6. AREA DE ESTUDIO.

El Golfo de California es una cuenca marina alargada con una superficie
aproximada de 150,000 km?. Se localiza en el noroeste de México, entre 22° y
32°N y 105° y 117°0. El clima es arido con grandes cambios de temperatura
diurnos y estacionales, alta evaporacion e intensa radiacion. La topografia es
compleja, con valles y cafiones submarinos de mas de 2,000 m de profundidad,
ventilas hidrotermales y zonas de surgencia (en la costa occidental se desarrollan
en el verano y en la oriental durante el invierno). El Golfo de California es
considerado un area de transicion entre las regiones biogeograficas tropical y
templada, caracteristica que ha favorecido una gran biodiversidad con un
importante nimero de casos de endemismos (INE-SEMARNAP 2000).

El Golfo de Tehuantepec constituye una intrusiébn del mar de gran extension
ensureste del Pacifico Mexicano. Su ubicacién geografica es delimitada por las
coordenadas 14° y 16°N y 92° y 95°0. Esta region se encuentra dentro de la zona
tropical, con un clima humedo y abundantes lluvias (Tamayo 1991). En el verano
estd afectado por alteraciones atmosféricas tropicales que ocasionan lluvias
abundantes a lo largo de la costa y en el invierno fuertes vientos, los cuales son
originados por masas de aire continental polar. Las arenas son los sedimentos
mas abundantes y la profundidad del Golfo oscila entre los 30 y 100 m (Morales de

la Garza y Carranza-Edwards 1995).

Los sitios de muestreo corresponden a zonas con antecedentes de la presencia
del dinoflagelado sujeto a estudio (Figura 1) (Martinez-L6pez et al. 2007, Alonso-
Rodriguez et al. 2008, Morquecho 2008). Las caracteristicas de dichas zonas se
encuentran en la Tabla 1 y de las cuales ya se contaba con muestras de

fitoplancton y sedimento marino.
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Figura 1. Ubicacion geogréfica de los sitios de muestreo (Isla San José, B.C.S.; laguna de Yavaros,
Sonora; laguna El Colorado, Sinaloa; laguna de La Reforma, Sinaloa; playa La Colorada, Oaxaca).



Tabla 1. Caracteristicas de los sitios de muestreo

TIPO DE | PROFUNDIDA ACTIVIDADES
LOCALIDAD 7ONA D MEDIA TIPO DE RASGO TEMPEORATURA SALINIDAD | NUTRIENTES HUMANAS REFERENCIAS
SEDIMENTO (°C)
UNAM-
Secretaria de
. , Gobernacién
SAN JOSE, Isla 18 m Arenas flnas Zona de 22 -26 36 Ecoturismo 1998; Carmona-
B.C.S. a medias manglar - _
Pifia 2007;
Morquecho
2008
Laguna Arenas muy . Martinez 1970;
YAVAROS, costera 2m finas a Zona de 16.7-31.3 75-364 Ny Fi(8_0 ton AngCU.|tUI'a Ayala et al.
SONORA . . manglar afio 1) camaronicultura
tipo lI-A medias 1980
Lankford 1977:
Escobedo-Urias
EL Laguna Arenas finas Zona de ,Elv;ggol;M Agricultura 2004; Paez ef
COLORADO, | costera 15m oo | descarga del 25- 39 29-35 st | camaroncutura | @k 2007;
SINALOA tipo II-A rio Fuerte o1 H Alonso-
(otofio) .
Rodriguez et al.
2008
. Pesca, Lankford 1977:
LA Laguna Arenas m’;g:{:;’ N(76 t1c;n ano agricultura, Paez et al.
REFORMA, costera 7m medias y ve etaciér; 24-41 20-80 P (26 ton afio - camaronicultura | 2007; Alonso-
SINALOA tipo IlI-A finas getal y actividades Rodriguez et al.
haldfita ") o
cinegéticas 2008
LA Deposito ]
COLORADA, | Flava 'm Arenas Zona de 1242 125 - 360 Zona evaporador de | Socretaria de
rocosa medias manglar oligotréfica Pesca 1990
OAXACA salmueras




7. METODOLOGIA

7.1 Colecta de fitoplancton y sedimento marino

Las muestras para el desarrollo de este trabajo fueron colectadas con anterioridad
a este estudio (Tabla 2). Con fines comparativos se incluyé una muestra colectada
en playa La Colorada, Oaxaca de células vegetativas identificadas como
Pyrodinium bahamense var. compressum. Las muestras de fitoplancton se
obtuvieron con red (20 um de poro) y fueron fijadas con una solucién de lugol
(Throndsen 1978). Las muestras de sedimento marino superficial se colectaron
mediante buceo autébnomo, se sellaron herméticamente, se protegieron de la luz, y

se almacenaron en un cuarto de cultivo (20 £ 2°C) hasta su analisis.

Tabla 2. Muestras colectadas para el analisis morfométrico y el ensayo de germinacion de quistes.

Muestras de Sedimento marino
Localidad Fecha de colecta
fitoplancton superficial
Isla San José, B.C.S. septiembre, 2008 4 4
Yavaros, Son. septiembre, 2008 13 1
El Colorado, Sin. junio, 2009 3 1
Reforma, Sin. septiembre, 2008 3 -

La Colorada, Oax. diciembre, 2009 3 -




7.2 Analisis morfométrico de células vegetativas y quisticas

7.2.1 Microscopia de luz

Las formas vegetativas y quisticas de P. bahamense se observaron, midieron y
fotografiaron usando un microscopio compuesto (Olympus BX41), un microscopio
invertido (Carl Zeiss, Axiovert 100) y el sistema de andlisis de imagenes Media
Cybernetics (software Image-Pro Plus 4.1, EUA). De cada una de las localidades
se seleccionaron las muestras que contenian las mayores abundancias del
dinoflagelado sujeto a estudio y se midieron 100 especimenes de cada muestra,
considerando todos los rasgos morfométricos enlistados en la Tabla 3. Para definir
la formula tabular de las células vegetativas, se aplicé el método de diseccién de
la teca, las células se aislaron con una micropipeta y se trataron con solucion de

1:1 de hipoclorito de sodio y agua destilada (Lebour 1925).

En el caso de las células quisticas, se utilizé6 una alicuota de 1 g de sedimento
marino superficial para concentrar los quistes con el método propuesto por
Matsuoka et al. (1989) y Matsuoka y Fukuyo (2000). Este método consiste en
periodos de ultrasonicacion (5 min.) y lavados sucesivos de la fraccién = 20 ym,
con agua de mar filtrada. Las muestras de quistes limpios, se almacenaron en
viales de 10 mL y mantuvieron en refrigeracién (4°C) hasta su andlisis y registro

fotografico con microscopia de luz.

Para la descripcion de la morfologia de las células quisticas de P. bahamense, se
consideraron los trabajos de Wall y Dale (1969), McLean (1976), Bujak et al.
(1980) y Fukuyo et al. (2004).



Se realizé un registro fotografico de quistes vacios y con contenido citoplasmatico;
para la definicibn del numero de procesos, se utilizaron imdgenes de quistes
vacios fragmentados por la mitad (n=50) que se obtuvieron con microscopia de luz
y electronica, asumiendo que los quistes presentan el mismo namero de procesos
en ambos lados, se contaron los procesos visibles, fueron multiplicados por dos y

los valores fueron promediados.

Tabla 3. Rasgos morfologicos de la forma vegetativa y quistica de Pyrodinium bahamense

considerados en el analisis morfométrico.

Forma vegetativa

Forma quistica

Longitud con cuerno apical y espinas
antapicales
Longitud con cuerno apical sin espinas
antapicales
Longitud sin cuerno apical
Diametro de la célula (incluyendo velos
cingulares)
Transdiametro
Longitud del cuerno apical
Longitud de la espina apical
Longitud de la espina antapical izquierda
Desplazamiento del cingulo
Relacion o proporcién entre la longitud-ancho
Presencia de denticulacion en las tecas
Didmetro del poro ventral y de los poros de
tricocistos

Células individuales o formacion de cadenas

Diametro

Tipo y longitud de los procesos

Color (intensidad) y posicién del cuerpo rojo

Tipo de arqueopilo

Color y numero de capas de la pared celular

Color y aspecto del citoplasma




7.2.2 Microscopia electronica de barrido

Se realizé un andlisis con microscopia electronica de barrido, para examinar y
obtener fotografias a detalle de los rasgos morfoldgicos de las formas vegetativas
y quisticas de las poblaciones de P. bahamense. Las células vegetativas y de
quistes de cada una de las localidades se concentraron en membranas de
policarbonato (13 mm de diametro y 8 um de tamafio de poro) y se montaron en
un portafiltros. Para remover el fijador, las células fueron sometidas a un lavado
utilizando solucion de Triton (0.1%) y un gradiente salino decreciente (35, 25, 15,5
y 0). El lavado se realizé por gravedad montando los portafiltros en jeringas de 10
mL. Una vez removido el fijador, los filtros se sometieron a un proceso de
deshidratacion gradual, utilizando etanol a diferentes concentraciones (30, 50, 70,
90 y 100%) (Fritz y Triemer 1985, Boltovskoy 1995, Mason et al. 2003).

Posteriormente la membrana se secé a punto critico con un equipo Samdri
(modelo PVT3B) y se recubrieron con paladio en un evaporador de metales
Denton Vaccum Desk II. Finalmente los filtros se observaron en un microscopio
electronico de barrido Hitachi (modelo S-3000N) y las imagenes digitales se

obtuvieron con el software Cuarzo PCI 5.0.

Como guia de identificacion y para realizar el analisis taxonémico comparativo se
utilizaron los siguientes trabajos: Osorio-Tafall (1942), Rosiggnol (1962), Wall y
Dale (1969), Mc.Lean (1976), Steidinger et al. (1980), Balech (1985), Taylor y
Fukuyo (1989), Martinez-Hernandez y Hernandez-Campos (1991), Cortés-
Altamirano y Hernandez-Becerril (1992), Pefia-Manjarréz et al. (2005), Badylak et
al. (2004), Martinez-Lépez et al. (2007), Limoges et al. (2008), y Morquecho
(2008).



7.3 Ensayo de germinacion de quistes de Pyrodinium bahamense del

SE de laIsla San José

Para el ensayo de germinacion se aislaron 675 quistes llenos de P. bahamense.
Los quistes con contenido citoplasmatico fueron aislados con micropipeta y se
inocularon individualmente en placas multipozo estériles de 48 pocillos,
previamente llenadas con medio f/2 (Guillard y Ryther 1962), GSe (Doblin et al.
1999) y agua de mar sin enriquecimiento. Los medios de cultivo se prepararon con
agua de mar filtrada variando la salinidad (15, 20, 25, 30 y 35). Las placas se
mantuvieron en una incubadora con gradiente de temperatura (modelo RIT-450,
REXMED Industries Co., Ltd., Taiwan) a 15°, 20°, 25°, 30° y 35°C, ciclos de luz-
obscuridad de 12:12 h, e intensidad luminica promedio de 3,894 luxes. Las placas
se examinaron diariamente con un microscopio invertido (Axiovert 100, Carl
Zeiss), para observar el tiempo y condiciones de germinacion. Los pocillos que
presentaron multiplicacion de células vegetativas se transfirieron a tubos estériles
de 10 mL y se escalaron gradualmente agregando el medio de cultivo
correspondiente con la finalidad de obtener la biomasa suficiente para las pruebas
de toxicidad, posteriormente los cultivos se concentraron en filtros Whatman GF/F

y se mantuvieron en congelacion (-20°C) hasta su analisis.



7.4 Analisis de toxinas paralizantes

Se realizo el andlisis de toxinas a 6 cepas de P. bahamense, establecidas a partir
de células vegetativas (PBJV-1, 2, 3, 4, 5, 6) y a 9 cepas obtenidas mediante
germinacion de quistes (Pb-1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9).

La determinacion de toxinas paralizantes se realizé por cromatografia liquida de
alta resolucion con oxidacién pre-columna y deteccion de fluorescencia (HPLC-
FD), utilizando soluciones de periodato y peréxido de hidrogeno y considerando el
método oficial AOAC 2005.06 (2005) y Lawrence et al. (2005). Los andlisis se
realizaron en un equipo HPLC marca Varian integrado con los siguientes modulos:
a) bomba cuaternaria (Prostar 220); b) automuestreador (Prostar 410): ¢) columna
(Gemini C18 de 150 x 4.6 mm, 5um); y d) detector de fluorescencia (Prostar 363).
Los resultados obtenidos se procesaron con el software Galaxie 1.9 multi-
instrumentos. Los estandares de referencia certificados fueron adquiridos en
National Research Council (NRC) de Canada y utilizados para la deteccion y
cuantificacion de las siguientes toxinas: GTX 2-3, GTX 5-b, C1-2, dcGTX 2-3b,
dcNEO-b, dcSTX, GTX 1-4c, NEO-c, STX-e.

Para el analisis, se procesaron los filtros en los cuales previamente se
concentraron los cultivos, a partir de un volumen de cultivo de 14.8 a 100 mL. Se
realizé una doble extraccion adicionando a cada filtro 3 mL de acido acético al 1%
e incubo6 a 100°C durante 5 min. Posteriormente se aplicé un bafio frio, agitacion
en vortex y dos ciclos de centrifugacién a 4500 rpm durante 10 min. (Mod. 708
Biologics Inc.). El sobrenadante se recuperé y afor6 a 10 mL con agua Milli-Q. Se
realizé la limpieza del extracto de las muestras, utilizando un cartucho SPE-C18
(intercambiador i6nico fuerte), previamente acondicionado con metanol-agua, al

que se le agrego 1mL de extracto y 2 mL de agua para lavar el cartucho.



El extracto limpio se colectdé en un tubo de centrifuga; se ajusto el pH a 6.5 con
NaOH 1M y se afor6 a 4 mL con agua Milli-Q. Finalmente se realiz6 la oxidacion
pre-columna de la muestra utilizando 100 pL del extracto limpio y 500 pyL de
solucion de periodato, para llevar a cabo el analisis cualitativo de las toxinas

presentes en cada uno de los extractos.

En caso que en el analisis cualitativo se presenten toxinas no hidroxiladas (STX,
dcSTX, GTX-2, GTX-2, GTX-4, B1, C1, C2), se realiza una oxidacién pre-columna
con solucién de peroxido para su cuantificacion. La deteccion de fluorescencia se
determind a 340 nm de excitacion y 395 nm de emision. El volumen inyectado al
cromatédgrafo fue de 30 uL de extracto. Se aplicé un gradiente de dos soluciones
(Sol. Ay B ver anexo) con un flujo de 2 mL min. * y el tiempo total de anélisis fue

de 12 min por muestra.

Debido a que en la muestra Pb-7 se identificO saxitoxina (STX), se realiz6
nuevamente la oxidacion con solucibn de peréxido. Debido a su baja
concentracién se adicioné estandar de STX a una concentracién de 0.05 ug mL™.
Se corrobor6 la identificacion de dicho analogo considerando el tiempo de
retencion y el area bajo la curva que present6 el extracto con respecto al estandar.
La concentraciéon del analogo identificado se cuantificé utilizando la férmula

propuesta por Lawrence et al. (2005):

. } ug Ax * Cs*Vx =D x 1000
Concentracion de toxinas PSP (—) =
Kg As x M

Donde:

Ax = Area del pico de la toxina en el extracto analizado

Cs = Concentracion del estandar (pg/mL)

Vx = Volumen final del extracto analizado (mL)

As = Area del pico del estandar mas cercano

D = Factor de dilucion

M= Cantidad de muestra (g) utilizada en el procedimiento de limpieza
1000= Factor de conversion (ug/Kg)



7.5 Analisis de datos

Para conocer la dispersion de los datos obtenidos del analisis morfométrico de las
células vegetativas, se utilizd estadistica descriptiva y se realizd una
representacion grafica considerando el valor de la mediana de cada una de las
caracteristicas de las localidades de estudio; donde la caja central indica el
intervalo en el cual se encuentra el 50% de los datos y los extremos de dicha caja
delimitan el 95% de los datos de cada una de las poblaciones. A partir de los
resultados de la estadistica descriptiva, se consideré aplicar una prueba de
excentricidad de la elipse, la cual consiste en obtener la relacién entre el diametro
menor y mayor utilizando los valores conservativos de la célula, es decir, la

longitud sin cuerno y el transdidmetro de la misma.

A los datos se les aplico la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y no
presentaron una distribucion normal, por lo que se utilizé estadistica no
paramétrica, aplicando un analisis de varianza (ANOVA) de una via mediante la
prueba de Kruskal-Wallis, para determinar si existen diferencias significativas entre
las poblaciones del sur del Golfo de California con respecto a la poblacion del
Golfo de Tehuantepec. Debido a que se identificaron diferencias significativas
entre las poblaciones, se realiz6 la prueba a posteriori de comparaciones multiples
de Newman-Keuls (Zar 1999).

Para conocer el efecto de la temperatura, la salinidad y los medios de cultivo en la
tasa de germinacion de los quistes, se empled una prueba de andlisis de varianza
de dos vias-Para evaluar las diferencias significativas encontradas en el andlisis,

se realiz6 una prueba a posteriori de Bonferroni (Zar 1999).

Los andlisis se realizaron con el programa EXCEL (v. 2010, Microsoft Office) y con
el software Graph Pad Prism 5.0, San Diego, California, EUA.



8. RESULTADOS

8.1 Analisis morfométrico de células vegetativas.

Los datos obtenidos del analisis morfométrico de células vegetativas de P.
bahamense se resumen en la Tabla 4 y la Figura 2 donde se muestra de forma
grafica la dispersion y tendencia que presentd cada una de las caracteristicas
consideradas, mostrando las diferencias morfométricas inter e intrapoblacionales,

exponiendo la disimilitud que existe en las poblaciones de estudio.

Las células de las poblaciones analizadas presentaron diferencias en
caracteristicas como son: la altura de la espina antapical (Ea) y del cuerno apical
(Ca), la prominencia de la espina antapical izquierda (Eai), asi como la formacién
de cadenas de 4 y 2 células (Lamina 1, Figuras 3-10). La descripcion morfolégica

de las poblaciones analizadas es la siguiente:

8.1.1 Pyrodinium bahamense de la Isla San José, B.C.S.

Las células de P. bahamense de Isla San José, B.C.S. (Lamina 2 SJ, Figuras 11-
16) se encontraron principalmente en forma solitaria y en menor proporcion
formando cadenas de 2 o 4 células (Figura 5). Las células son redondeadas con
la epiteca e hipoteca de tamafo similar, con arreglo tabular: Po, cp, 41, 601 [} 6¢,
?s, 601 1 20 0 [ DEN algunas células se observé una ligera curvatura en la
espina apical (Figura 3), el cuerno apical de forma alargada (Figura 11) y la
espina antapical izquierda prominente en la mayoria de las células analizadas
(Figuras 11-12). Las crestas formadas por la unién de las placas son prominentes
y los poros tricocistos presentan una distribucion uniforme en la teca (Figura 12).
El complejo del poro apical tiene forma pentagonal, presenta 13 poros en la placa
Po, la placa cp tiene forma de coma, el poro ventral localizado en la placa 41 s6lo

fue observado en algunos organismos.



La placa 11 es alargada hacia la zona apical. El arreglo y nimero de las placas
sulcales no se determing; sin embargo, se logré diseccionar y separar la placa
sulcal posterior, el poro posterior no fue consistente en los ejemplares analizados
(Figura 14).

8.1.2 Pyrodinium bahamense de la laguna de Yavaros, Son.

Las células de P. bahamense de la laguna de Yavaros, Son. (Lamina 3 YA,
Figuras 17-22), se encontraron basicamente en forma solitaria y escasas cadenas
de 2 células. Las células son redondeadas, con epiteca e hipoteca de tamafio
similar, el arreglo tabular es: Po, cp, 41, 61 [1, 6¢, ?s, 60] [J (], 2[1 [1 LLOS poros
tricocistos presentan una distribucién uniforme en la teca, el cuerno apical de
forma alargada y redondeada en la parte superior. La espina apical presenta una
ligera curvatura en algunos ejemplares, mientras que la curvatura de la espina
antapical izquierda es consistente en todos los ejemplares. Las espinas apical y
antapical prominentes en la mayoria de las células analizadas (Figuras 6, 17, 18).
El complejo del poro apical con forma triangular, la placa en forma de coma, la
mayoria de los especimenes presenta un poro ventral en la placa 4[1. La placa 107
es de forma rectangular. No fue posible diseccionar el area sulcal, s6lo se logro
observar la placa sulcal posterior, la presencia del poro posterior no fue

consistente en la mayoria de los ejemplares analizados (Figura 20).



Tabla 4. Caracteristicas morfométricas de las células vegetativas de Pyrodinium bahamense n=100 X + desvest. (intervalo)

Caracteristica (um) SAN JOSE, YAVAROS, EL COLORADO, LA REFORMA, LA COLORADA,
B.C.S. SONORA SINALOA SINALOA OAXACA
Longitud con cuerno 63.74+5.95 80.02£11.3 68.25+6.91 59.38+11.64 68.84+9.12
apical y espinas apical (48.73-84.64) (51.30-107.73) (53.43-89.77) (41.04-110.29) (48.73-100.03)
y antapicales
Longitud con cuerno 43.14+5.04 53.4846.01 48.38+4.52 44.58+8.20 49.84+6.26
apical sin espinas (30.78-56.43) (41.04-74.38) (38.47-58.99) (30.78-79.51) (38.47-66.69)
apical y antapicales
Longitud sin cuerno 39.2745.28 43.1246.16 41.66+4.88 39.2247.49 44.10+6.07
apical (25.65-51.30) (30.78-64.12) (30.78-53.87) (25.65-71.82) (33.35-59)
Diametro (incluyendo 53.8445.77 69.41£7.59 59.7646.04 48.92+9.07 62.38+7.24
velos cingulares) (38.47-74.38) (41.04-84.64) (46.17-76.95) (33.34-82.08) (48.73-84.64)
Transdiametro 46.76+5.02 52.8146.72 50.94+4.91 42.30£7.99 56.21£7.85
(33.34-61.56) (35.91-71.82-) (38.47-64.12) (28.21-69.25) (26.33-76.95)
Longitud del cuerno 3.87+1.53 10.363.77 6.72+2.30 5.36+1.97 5.74+1.21
apical (2.56-7.69) (2.56-17.95) (2.56-12.82) (2.56-12.82) (2.56-7.69)
Longitud de la espina 7.71£2.16 16.05+4.35 10.87+2.80 10.28+2.95 4.90+0.89
apical (4.05-12.82) (7.69-25.65) (5.13-17.95) (2.56-17.95) (2.56-7.69)
Longitud de la espina 20+3.66 20.11+4.68 17.38+1.12 10.75+3.90 15.44+3.79
antapical izquierda (15.39-28.21) (5.13-30.78) (5.13-10.26) (2.56-25.62) (7.69-28.21)
Desplazamiento del 7.66+0.26 7.69+1.84 7.95£1.12 8.30+1.42 7.64+0.36
cingulo (5.13-7.69) (5.13-12.82) (5.13-10.26) (5.13-12.82) (5.13-7.69)
Relacion longitud sin 0.73£0.09 0.62+0.09 0.70£0.09 0.81£0.10 0.71£0.08
cuerno apical - (0.55-1.00) (0.47-0.90 (0.52-0.95) (0.58-1.15) (0.56-0.95)

transdiametro
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Figura 2. Dispersion y tendencia de los caracteres morfométricos de células vegetativas de las poblaciones de Pyrodinium bahamense (letras
iguales a, b, ¢, y d. indican similitud en el valor de la mediana de cada poblacién).



8.1.3 Pyrodinium bahamense de la laguna El Colorado, Sin.

Las células de P. bahamense de la laguna El Colorado, Sin. (Lamina 4 EC,
Figuras 23-28) se encontraron principalmente de forma solitaria y en menor
proporcion en cadenas de 2 células. Las células son redondeadas, con la epiteca
e hipoteca de tamafo similar, el arreglo tabular es: Po, cp, 4], 6 (1, 6¢c, 7s,
601 [0 [J, 201 [ LI Los poros tricocistos estdn homogéneamente distribuidos en la
teca, el cuerno apical es alargado y redondeado en la parte superior (Figuras 23,
24, 27). La espina apical presenta una ligera curvatura en la mayoria de los
ejemplares analizados, mientras que las espinas apical y antapical son
prominentes. Los especimenes presentan un poro ventral en la placa 4], la placa
107 es reducida en la parte superior. El nUmero y arreglo de las placas sulcales no
fue determinado, el poro posterior se observd solo en algunos ejemplares
analizados (Figura 26). Se logro separar la placa sulcal posterior con la técnica de

diseccion de la teca (Figura 28).

8.1.4 Pyrodinium bahamense de lalaguna de La Reforma, Sin.

Las células de la laguna de La Reforma, Sin., se encontraron de forma solitaria.
Las células son redondeadas, la epiteca e hipoteca presentan un tamafio similar,
el arreglo tabular es: Po, cp, 41,60 1, 6¢, ?s, 601 [] (], 2[] [] [osporos tricocistos
mostraron una distribucion uniforme en la teca. El cuerno apical alargado, la
espina apical es reducida en la mayoria de las células analizadas, la espina

antapical es prominente.



8.1.5 Pyrodinium bahamense de la playa La Colorada, Oax.

Las células de P. bahamense de la playa La Colorada, Oax. (Lamina 5 LC,
Figuras. 29-34), se encontraron en su mayoria de forma solitaria y formando
cadenas de 2 células (Fig. 8-10). Las células son de forma ovalada, la epiteca e
hipoteca presentan un tamafio similar con arreglo tabular: Po, cp, 400, 601 [, 6¢, 7s,
601101, 20 [ [laplaca 117 es reducida en la parte superior y los poros tricocistos
son uniformemente distribuidos en la teca (Figura 30). El cuerno apical es
alargado y redondeado en la parte superior y la espina antapical izquierda es
prominente. EI complejo del poro apical tiene una forma ovalada con 13 poros
alrededor de la placa Po, la placa cp tiene forma de comay el poro apical presenta
una abertura prominente. Los ejemplares muestran un poro ventral en la placa 4(71.
No fue posible diseccionar el area sulcal, las células analizadas presentan el poro
posterior (Figura 32).



LAMINA 1. Células vegetativas de Pyrodinium bahamense de la Isla San José, B.C.S. (SJ, Figuras
3-5), laguna de Yavaros, Son. (YA, Figura 6), laguna El Colorado, Sin. (EC, Figura 7), y playa La

Colorada, Oax. (LC, Figuras 8-10). Fotografias tomadas con microscopio de luz.

Figura 3. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de SJ. Ea- espina apical, Ca- cuerno

apical. Escala=20 pm.

Figura 4. Pyrodinium bahamense en vista dorsal, mostrando la prominencia de la espina antapical

izquierda (Eai). Espécimen de SJ. Escala= 20 pum.

Figura 5. Pyrodinium bahamense formado una cadena de cuatro células. Especimenes de SJ.

Escala= 10 pm.

Figura 6. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de YA. Ea- espina apical, Ca- cuerno

apical, Eai- espina antapical izquierda. Escala= 20 um.

Figura 7. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de EC. Ea- espina apical, Ca- cuerno

apical, Eai- espina antapical izquierda. Escala= 20 um.

Figura 8. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de LC. Ca- cuerno apical. Escala= 20

pm.

Figura 9. Pyrodinium bahamense en vista lateral, mostrando la prominencia de la espina antapical

izquierda (Eai). Espécimen de LC. Escala= 20 um.

Figura 10. Pyrodinium bahamense formando una cadena de dos células. Especimenes de LC.
Escala= 20 pm.



LAMINA 1




LAMINA 2. Células vegetativas de Pyrodinium bahamense de la Isla San José, B.C.S. (SJ, Figuras

11-16). Fotografias tomadas con microscopio electrénico de barrido.

Figura 11. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de SJ. Ca- cuerno apical, Ead-

espina antapical derecha, Eai- espina antapical izquierda. Escala=20 pm.

Figura 12. Pyrodinium bahamense en vista lateral. Espécimen de SJ. Ca- cuerno apical, pt- poros de

tricocistos, Eai- espina antapical izquierda. Escala=20 um.

Figura 13. Pyrodinium bahamense en vista apical. Espécimen de SJ. Pv- poro ventral en 4[] y CPA-

complejo del poro apical. Escala= 5 pm.

Figura 14. Pyrodinium bahamense en vista antapical. Espécimen de SJ. Sp- placa sulcal posterior,

pp- poro posterior. Escala= 5 um.
Figura 15. Complejo del poro apical (CPA) de P. bahamense. Espécimen de SJ. Escala= 5 pym.

Figura 16. Pyrodinium bahamense en vista ventral, mostrando placa 10 [ [ postcingular.

Espécimen de SJ. Escala= 5 pum.
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LAMINA 3. Células vegetativas de Pyrodinium bahamense de la laguna de Yavaros, Son. (YA,

Figuras 17-22). Fotografias tomadas con microscopio electronico de barrido.

Figura 17. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de YA. Ea- espina apical, Ca- cuerno

apical, Ead- espina antapical derecha, Eai- espina antapical izquierda. Escala= 20 pym.

Figura 18. Pyrodinium bahamense en vista dorsal. Espécimen de YA. Ea- espina apical, Ca- cuerno

apical. Escala= 20 um.

Figura 19. Pyrodinium bahamense en vista apical. Espécimen de YA. Pv- poro ventral en 4’ y CPA-

complejo del poro apical. Escala= 10 pm.

Figura 20. Pyrodinium bahamense en vista antapical. Espécimen de YA. Sp- placa sulcal posterior.

Escala= 10 pm.

Figura 21. Pyrodinium bahamense en vista ventral mostrando el desplazamiento del cingulo.

Espécimen de YA. Escala= 10 um.

Figura 22. Pyrodinium bahamense en vista ventral mostrando placa 10 (1 [ postcingular.

Espécimen de YA. Escala= 10 pum.



LAMINA 3




LAMINA 4. Células vegetativas de Pyrodinium bahamense de la laguna EI Colorado, Sin. (EC,

Figuras 23-28). Fotografias tomadas con microscopio de luz.

Figura 23. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de EC. Ea- espina apical, Ca- cuerno

apical, poro ventral (Pv) en 4[], Eai- espina antapical izquierda. Escala= 20 pum.

Figura 24. Pyrodinium bahamense en vista dorsal. Espécimen de EC. Ea- espina apical, Ca- cuerno

apical, Eai- espina antapical izquierda. Escala= 20 um.

Figura 25. Pyrodinium bahamense en vista apical. Espécimen de EC. Escala= 10 um.

Figura 26. Pyrodinium bahamense en vista antapical. Espécimen de EC. Sp- placa sulcal posterior y

pp- poro posterior. Escala= 20 um.

Figura 27. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de EC. pt- poros de tricocistos, Ead-

espina antapical derecha, Eai- espina antapical izquierda. Escala= 20 pm.

Figura 28. Placa sulcal posterior (Sp) separada del area sulcal con la técnica de diseccién de la

teca. Espécimen de EC. Escala= 20 um.
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LAMINA 5. Células vegetativas de Pyrodinium bahamense de la playa La Colorada, Oax. (LC,

Figuras 29-34). Fotografias tomadas con microscopio electronico de barrido.

Figura 29. Pyrodinium bahamense en vista ventral. Espécimen de LC. Poro ventral (Pv) en 41, Ead-

espina antapical derecha. Escala= 20 um.

Figura 30. Pyrodinium bahamense en vista lateral. Espécimen de LC. Ca- cuerno apical, pt- poros

de tricocistos y Eai- espina antapical izquierda. Escala= 20 um.

Figura 31. Pyrodinium. bahamense en vista apical. Espécimen de LC. CPA- complejo del poro

apical. Escala= 5 pm.

Figura 32. Pyrodinium bahamense en vista antapical. Espécimen de LC. Sp- placa sulcal posterior y

pp- poro posterior. Escala= 5 um.

Figura 33. Detalle del complejo del poro apical (CPA) de P. bahamense. Espécimen de LC. Po-

placa Po con 13 poros, ap- poro anterior, ¢p- dosel en forma de coma. Escala= 5 ym.

Figura 34. Detalle del complejo del poro apical (CPA) de P. bahamense. Espécimen de LC. cp-

dosel en forma de coma. Escala= 5 um.
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Al comparar los valores obtenidos del analisis morfométrico de las células
vegetativas de cada una de las poblaciones de estudio, se demostré mediante una
prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 5), que existen diferencias significativas en la
mayoria de las caracteristicas analizadas, excepto en la longitud sin cuerno apical,
el desplazamiento del cingulo y la relacion longitud sin cuerno-transdiametro
(Tabla 6).

Tabla 5. Resumen de la prueba de Kruskal-Wallis, aplicada a las caracteristicas morfométricas de
las células vegetativas (a= 0.05) valores en negritas corresponden al valor de p donde se acepta Ha
(p<Q).

Longitud con cuerno apical y espinas antapicales Longitud con cuerno apical sin espinas antapicales
YAVAROS SANJOSE COLORADO OAXACA YAVAROS SAN JOSE COLORADO OAXACA
REFORMA 12,95 3.34 6.73 6.91 REFORMA 9.38 1.29 4.56 5.44
YAVAROS 9.60 6.21 6.03 YAVAROS 10.68 4.82 3.93
SAN JOSE 3.39 3.56 SAN JOSE 5.85 6.74
COLORADO 0.17 COLORADO 0.88
OAXACA OAXACA
Longitud sin cuerno apical Didmetro (incluyendo velos cingulares)
YAVAROS SAN JOSE COLORADO OAXACA YAVAROS SAN JOSE COLORADO OAXACA
REFORMA 476 0.56 3.37 5.40 REFORMA  14.09 2.82 7.66 9.49
YAVAROS 4.19 1.39 0.63 YAVAROS 11.26 6.42 4.60
SAN JOSE 2.80 4.83 SAN JOSE 4.83 6.66
COLORADO 2,03 COLORADO 1.82
OAXACA OAXACA




Transdiametro

Longitud del cuerno apical

YAVAROS SAN JOSE COLORADO OAXACA

REFORMA  9.08 3.38 7.85 11.86
YAVAROS 5.70 1.23 2.77
SAN JOSE 4.46 8.47

COLORADO 4.00
OAXACA

REFORMA
YAVAROS
SAN JOSE
COLORADO

OAXACA

YAVAROS SAN JOSE COLORADO OAXACA

9.31 4.20 3.81 1.36
13.52 5.50 7.94

8.02 5.57

244

Longitud de la espina apical

Longitud de la espina antapical izquierda

YAVAROS SANJOSE COLORADO OAXACA
REFORMA 657 463 1.04 10.33
YAVAROS 11.21 553 16.91
SAN JOSE 5.67 5.70
COLORADO 11.37
OAXACA

REFORMA
YAVAROS
SAN JOSE
COLORADO

OAXACA

YAVAROS SAN JOSE COLORADO OAXACA

12.31 12.36 8.57 5.65
0.05 3.74 6.66

3.79 6.71

291

Desplazamiento del cingulo

Relacion longitud sin cuerno-transdiametro

YAVAROS SAN JOSE COLORADO OAXACA

REFORMA 2.40 2.58 1.33 2.69
YAVAROS 0.14 1.09 0.25
SAN JOSE 1.26 0.10
COLORADO 1.37

OAXACA

REFORMA
YAVAROS
SAN JOSE
COLORADO

OAXACA

YAVAROS SAN JOSE COLORADO OAXACA

743 11.92 5.13 5.69
4.49 229 1.73

6.79 6.23

0.55




Tabla 6. Descripcion del analisis morfométrico de células vegetativas a partir de la prueba de
Kruskal-Wallis (a= 0.05). Se resalta en color gris los rasgos morfométricos que no presentaron
diferencias significativas (SJ = Isla San José, B.C.S., YA = laguna de Yavaros, Son., EC = laguna El
Colorado, Sin., LR = laguna de La Reforma, Sin., LC = playa La Colorada, Oax.)

, LOCALIDADES
CARACTERISTICA

YA |EC |[LR|LC

Longitud con cuerno apical y espinas antapicales

Longitud con cuerno apical sin espinas antapicales

Longitud sin cuerno apical

Diametro (incluyendo velos cingulares)

Transdiametro

Longitud del cuerno apical

Longitud de la espina apical

Longitud de la espina antapical izquierda

Desplazamiento del cingulo

Relacion longitud sin cuerno-transdiametro

Al aplicar la prueba a posteriori de Newman-Keuls (Tabla 7), se observo
nuevamente que existen diferencias significativas en todas las caracteristicas
consideradas, excepto en la longitud sin cuerno apical, en la cual las poblaciones

resultaron estadisticamente similares.



Tabla 7. Tabla de comparaciones mdltiples de Newman-Keuls. Letras distintas indican diferencias significativas (a< 0.05).

] LOCALIDADES
CARACTERISTICA SAN JOSE, YAVAROS, El COLORADO, LA REFORMA, LA COLORADA,
B.C.S. SONORA SINALOA SINALOA OAXACA
Longitud con cuerno apical
y espinas antapicales 196.60 ° 392452 265.78 b 128.32d 269.34 b
Longitud con cuerno apical 150.12¢ 368.19 2 269.75 176,59 ¢ 287.84b
sin espinas antapicales ' ' ' ' '
Longitud sin cuerno apical 204.48 ab 290.21a 261.70a 192.87 b 303.23a
Diametro (incluyendo velos 45 4 ¢ 39245 265.78 " 128.32¢ 269.34
cingulares) ' ' ' ' '
Transdiametro 169.11 ¢ 304.58 b 279410 119.06 ¢ 361.26 2
Longitud del cuerno apical 122.54 d 398.76 a 286.37 0 208.43¢ 236.39 be
Longitud de la espina apical 185.82 ¢ 414,94 a 301.81b 280.54 b 69.38 d
Longitud de la espina 344152 343,122 266.63 1 9156 ¢ 207.03 ¢
antapical izquierda
Desplazamiento del cingulo 229.83 b 232.86 ¢ 255.20 be 282.06 @ 227.72b
Relacion longitud sin 279.46 1 127 64 ¢ 23259 371.34 2 243,93 b

cuerno-transdiametro




8.2 Andlisis morfométrico de células quisticas de Pyrodinium

bahamense

Los quistes de P. bahamense son esféricos (Figura 35), con un diametro que
varia entre 43 a 56 pm y un area de 2,050 um?. La pared celular esta cubierta con
aproximadamente 96 procesos tubulares tipo corado, cuya terminacion puede ser
lobulada y/o asimétrica (Figura 46). Los procesos pueden estar fusionados o
bifurcados desde la base (Figura 39). La longitud de los procesos oscila entre 5 a
13 um. El quiste con contenido citoplasmatico presenta una coloracion de amarillo
a verde y un cuerpo rojo que puede variar hasta un tono marrén y generalmente
se encuentra en posicion central o lateral (Figuras 37, 38), el citoplasma es
granular y cuando el quiste esta vacio la pared celular es incolora.

La pared del quiste (perifragma) es microgranular (Figura 43), mientras que la
pared interna (endofragma) es lisa (Figura 44). En el epiquiste se observan
suturas y paraplacas las cuales corresponden al arreglo tabular de las cuatro
placas apicales que se fusionan en dos placas y seis placas pre-cingulares que
presenta la forma vegetativa, en algunos especimenes se observaron vestigios del
complejo del poro apical (Figuras 41, 42). El arqueodpilo es de tipo epiquistal
(Figura 40) y su férmula tabular es 2A + 6P.

Los quistes de P. bahamense presentan variabilidad morfométrica y morfol6gica
en los procesos que rodean al quiste. En la Figura 47 se aprecian las paraplacas
y los procesos en el epiquiste, los cuales pueden estar adheridos 0 separados en
la pared (Figura 48, 50). Algunos procesos pueden mostrar bifurcacion desde la
base (Figura 49).



LAMINA 6. Quiste de Pyrodinium bahamense (=Polysphaeridium zoharyi) del SE de Isla San Josg,

B.C.S. (SJ, Figuras 35-40). Fotografias tomadas con microscopio de luz.

Figura 35. Quiste vacio con pared celular incolora, esférico y rodeado de numerosos procesos tipo

capitado. Espécimen de SJ. Escala= 20 um.

Figura 36. Quiste vacio en vista apical. La flecha indica el vestigio del poro apical, nétese el

epiquiste subdividido en paraplacas. Espécimen de SJ. Escala= 20 um.

Figura 37. Quiste lleno, notese el citoplasma granular y el cuerpo rojo en posicién central. Escala=

20 um.

Figura 38. Quiste lleno, notese el citoplasma granular, en este caso solo abarca la mitad del interior

del quiste. Espécimen de SJ. Escala= 20 um.

Figura 39. Detalle de los procesos tubulares con terminacién tipo capitado. Espécimen de SJ.

Escala= 10 pm.

Figura 40. Quiste germinado mostrando el arqueopilo epiquistal. Espécimen de SJ. Escala= 20 um.
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LAMINA 7. Quiste de Pyrodinium bahamense (=Polysphaeridium zoharyi) del SE de Isla San Josg,

B.C.S. (SJ, Figuras 41-46). Fotografias tomadas con microscopio electronico de barrido.

Figura 41. Quiste corado, mostrando las paraplacas en el epiquiste, nétese que el hipoquiste no

presenta subdivision. Espécimen de SJ. Escala= 5 um.

Figura 42. Quiste en vista apical, presencia de paraplacas en el epiquiste, la flecha indica el vestigio

del poro apical. Espécimen de SJ. Escala= 5 um.

Figura 43. Detalle del perifragma mostrando textura microgranular. Espécimen de SJ. Escala= 5

um.

Figura 44. Detalle del endofragma mostrando aspecto liso. Espécimen de SJ. Escala= 5 pym.

Figura 45. Detalle de los procesos tubulares, nétese la bifurcacion de algunos de ellos desde la

base. Espécimen de SJ. Escala= 5 um.

Figura 46. Detalle de la terminacidn de los procesos tubulares, mostrando terminacion lobulada y

asimétrica. Espécimen de SJ. Escala= 5 pm.
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LAMINA 8. Secuencia fotografia del desarrollo del quiste de Pyrodinium bahamense del SE de Isla
San José, B.C.S. (SJ, Figuras 47-52). Fotografias tomadas con microscopio electronico de barrido.

Figura 47. Desarrollo inicial de los procesos, nétese las paraplacas en el quiste. Espécimen de SJ.
Escala= 10 pm.

Figura 48. Quiste en vista lateral, mostrando el crecimiento discontinuo de los procesos, notese un
mayor desarrollo de procesos en el epiquiste. Escala= 10 um.

Figura 49. Quiste en vista lateral, mostrando procesos tubulares y algunos bifurcados desde la base,
completamente desarrollados pero adheridos a la pared del quiste. Espécimen de SJ. Escala= 10

pm.

Figura 50. Quiste mostrando procesos completamente desarrollados, nétese el desdoblamiento
discontinuo de los procesos. Espécimen de SJ. Escala= 10 um.

Figura 51. Quiste corado, mostrando la distribucion azarosa de los procesos, notese que los
procesos se encuentran en el interior de las paraplacas y no en la sutura del epiquiste. Escala= 10
Mm.

Figura 52. Quiste corado, mostrando los procesos con terminacion tipo capitada, cuya longitud es de
5a 13 um. Espécimen de SJ. Escala= 10 um.
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8.3 Efecto de la temperatura, salinidad y medios de cultivo en la

germinacion de los quistes de P. bahamense

Los quistes obtenidos del SE de Isla San José, B.C.S., germinaron en los medios
GSe y /2, asi como en el agua de mar sin enriquecimiento (Figura 53). De un total
de 675 quistes que fueron inoculados, unicamente germinaron 196: 82 en el medio
GSe, 60 en agua de mar sin enriquecimiento y 54 en el medio f/2. La mayor tasa
de germinacion se presentd a los 25° y 30°C; sin embargo, también se registro
germinacion de los 15° a los 35°C, en un gradiente salino que oscila entre 20 y 35.
Los quistes inoculados en medio GSe fueron los primeros en germinar y dicho

proceso inicio de los 5 a 23 dias posteriores a su inoculacién

Para analizar las diferencias de cada una de las variables (temperatura, salinidad
y medio de cultivo), se realiz6 un ANOVA de dos vias manteniendo fija una de
dichas variables. En la Tabla 8 se muestran los resultados, donde se pueden
apreciar las condiciones en las cuales resultaron distintos los tratamientos.
Igualmente se observa que es la temperatura la variable en la que hay mayor

respuesta y diferencia en la germinacion.

Al aplicar la prueba a posteriori de Bonferroni, ésta corrobor6 las diferencias
significativas entre las variables consideradas, mostrando nuevamente que la
temperatura optima de germinacion es de 25 y 30°C en los tres medios de cultivo

GSe, /2 y agua de mar sin enriquecimiento (Tabla 9).
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Figura 53. Efecto de la temperatura, salinidad y medios de cultivo en la tasa de germinacién de
quistes de P. bahamense.



Tabla 8. Resumen del andlisis de varianza de dos vias (salinidad/ medio de cultivo); salinidad
(temperatura/ medio de cultivo); medio de cultivo (temperatura/ salinidad). Las claves A sle= agua de
mar sin enriquecimiento; ns = valores no significativos y d = muestra diferencia (o. = 0.05) pero por
el numero de datos disponibles no se puede establecer con certeza dicha diferencia.

TEMPERATURA (°C) SALINIDAD (ups) MEDIO DE CULTIVO
15 ns ns
20 s GSe=A sle; A sle=f/2;
GSe > /2
25 ns ns
30 ns ns
35 15 ns
SALINIDAD (ups) TEMPERATURA (°C) MEDIO DE CULTIVO
15 15, 35 ns
20 15 d
25 15 =20; 15<35; 20=35=30; ns
20<25; 25=30=35
30 15 =20<25=30=35 d
35 25=30=35; 15=20 ns
MEDIO DE CULTIVO TEMPERATURA (°C) SALINIDAD (ups)
GSe 25>30>20=25>15 ns
fI2 25=30=35>20>15 ns
25=30; 25>35;30=35;
Asle ns

30>20; 35=20




Tabla 9. Resumen de la prueba a posteriori de Bonferroni. Letras iguales a, b, ¢ indican similitud
entre las variables. Las claves A s/e= agua de mar sin enriquecimiento; ns = valores no significativos

(a< 0.05).
MEDIO DE TEMPERATURA (°C)
CULTIVO 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
GSe d c a b c
fI2 c b a a a
Asle d c a a, b b, c
SALINIDAD (ups) TEMPERATURA (°C)
15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
15 b a a a b
20 b a a a a
25 c b,c a a,b a,b
30 b b a a a
35 b b a a a
TEMPERATURA SALINIDAD (ups)
(°C) 15 20 25 30 35
15 ns ns ns ns ns
20 ns ns ns ns ns
25 ns ns ns ns ns
30 ns ns ns ns ns
35 b a a a a
TEMPERATURA MEDIO DE CULTIVO
(°C) GSe fl2 Asle
15 ns ns ns
20 a b a,b
25 ns ns ns
30 ns ns ns
35 ns ns ns




8.4 Analisis de toxinas paralizantes

Solamente se detecto la presencia de toxina paralizante en la cepa Pb7 aislada de
sedimentos superficiales de la Isla San José. El andlogo encontrado fue
saxitoxina, con un tiempo de retencién de 10.82 mL min™, fluorescencia de
2,026.8 uv min.? y un area de 158.2 pv min™ (Figura 54). Para corroborar la
presencia y concentracién de dicho anélogo, se realiz6 nuevamente la oxidacion
pre-columna con solucion de peroxido para el andlisis cualitativo. Se utilizd el
meétodo de adicion de estandar y la concentracion resultante de toxina fue de 3 x
10®pg STX eq. cél™.
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Figura 54. Cromatogramas de saxitoxina presente en cepa Pb7 obtenido a partir de analisis en
HPLC-FD (A) deteccion de STX, (B) oxidacion con solucién de perdxido para observar con mayor
amplitud el pico de STX, (C) estimacién de STX a partir de la adicién de estandar.



9. DISCUSION

9.1 Analisis morfométrico de células vegetativas

Las caracteristicas morfoldgicas se han considerado como una herramienta util y
practica para el reconocimiento de las especies, en el caso de los dinoflagelados
tecados. Particularmente en P. bahamense, la tabulacion, la morfologia y la talla
tanto de las placas en particular como de las células en general han resultado las
herramientas basicas para su identificacion; no obstante, en este estudio se
analizaron 9 caracteristicas en cada una de las poblaciones. Sin embargo, en la
literatura so6lo consideran algunas como son: la forma de la célula (Steidinger et al.
1980, Cortés-Altamirano y Hernandez-Becerril 1992, Cortés-Altamirano et al.
1993, Vargas-Montero y Freer 2003, Morquecho 2008), la formacion de cadenas
(Steidinger et al. 1980, Cortés-Altamirano y Hernandez-Becerril 1992, Cortés-
Altamirano et al. 1993), la longitud de la espina antapical izquierda (Balech 1985,
Steidinger et al. 1980, Badylak et al. 2004, Martinez-Lépez et al. 2007, Morquecho
2008), ademas de la longitud del cuerno apical (Steidinger et al. 1980).

Como se ha mencionado, la forma de la célula de P. bahamense, particularmente
su compresion, ha sido considerada como un criterio de clasificaciéon e
identificacion de las dos variedades, sin embargo, en la literatura no se ha
asignado ningdn valor numérico a dicha caracteristica. Unicamente se menciona el
grado de compresion de las células analizadas, en el caso de la variedad
bahamense se sefiala que es menor al que presenta la variedad compressum
(Martinez-Lépez et al. 2007). La compresion considerada en este estudio como la
proporcién longitud sin cuerno-transdiametro observada para poblaciones
identificadas como variedad bahamense oscila entre los 0.62 a 0.8 um y para la
variedad compressum es de 0.7 um. Encontrando que las poblaciones analizadas
no presentan diferencias significativas de acuerdo a su forma, particularmente a la

compresion.



Los intervalos y la férmula tabular de los especimenes analizados en este trabajo,

son comparables con lo previamente reportado (Tabla 10).

Si bien al diseccionar los ejemplares de las poblaciones de estudio, no fue posible
separar las placas sulcales para determinar su arreglo y nimero. Se observo en la
placa Sp que la presencia del poro posterior no fue consistente en todos los
especimenes de las poblaciones de Isla San José, laguna de Yavaros, laguna El
Colorado y playa La Colorada (Figura 14, 20, 26, 28, 32). Plate (1906) y Osorio-
Tafall (1942), estan en desacuerdo con el numero de placas sulcales que presenta
P. bahamense, ademéas de diferir en la forma de la placa Sp, sin embargo,
Steidinger et al. (1980) y Balech (1985), establecen que esta compuesta por 6
placas sulcales. Con respecto a la presencia del poro posterior, en estas
poblaciones, la mayoria de las células se encontraron en forma solitaria o0 en
cadenas de dos células; por lo que se puede inferir que la ausencia de este poro
en algunos especimenes puede deberse a la carencia de cadenas lo que sugiere
que podria cumplir la funcion de unidén entre las células para brindar mayor

estabilidad y favorecer la capacidad natatoria.

Los intervalos de talla que han utilizado para discriminar entre variedades son:
para variedad bahamense de 34 a 77 pum de longitud y de 34 a 68 um de ancho
(Stedinger et al. 1980, Badylak et al. 2004, Faust et al. 2005, Martinez-Lépez et al.
2007). Mientras que para la variedad compressum es de 33 a 60 um de longitud y
de 34 a 64 pm de ancho (Osorio-Tafall 1942, Steidinger et al. 1980, Cortés-
Altamirano y Hernandez-Becerril 1992, Cortés-Altamirano et al. 1993). Es
importante destacar estos intervalos que corresponden a la variedad compressum
guedan dentro de los sefialados para la variedad bahamense, por lo que no se

justifica la division de P. bahamense en dos variedades.



En el presente estudio, la morfometria de las poblaciones analizadas no coincide
con trabajos publicados por otros autores, ya que los intervalos registrados son de
26 a 72 pym de longitud (longitud sin cuerno) y de 26 a 77 pum de ancho
(transdiametro), es decir, estos intervalos incluyen todas las medidas indicadas

por la literatura para ambas variedades.

Al realizar el analisis estadistico, se observé que las poblaciones de estudio no
muestran una morfologia uniforme pero si una amplia variacién inter e
intrapoblacional, por lo que se acepta que las caracteristicas morfolégicas que
presenta P. bahamense del sur del Golfo de California y del Golfo de Tehuantepec
no son diferentes, ya que las poblaciones de estas dos areas geogréaficas no

muestran diferencias significativas.

La variabilidad morfoloégica que se encontré6 en las poblaciones de estudio se
puede explicar con los mecanismos de defensa celular descritos por Smayda
(2010), quien menciona que el polimorfismo celular es una importante estrategia
de adaptaciéon que permite a los dinoflagelados tener una mejor capacidad
natatoria, asi como la formacion de cadenas, que les permite desplazarse en un
medio turbulento, obteniendo mayor estabilidad. En el caso de la formacién de
cadenas de P. bahamense se ha observado que forma cadenas de 2 a 8 células
en el medio natural y en cultivo (Steidinger et al. 1980), en este trabajo se
encontraron hasta 8 células en cultivo, por lo que P. bahamense tiende a formar
cadenas cortas. . Otra explicacion de la variabilidad encontrada podria ser la
posicion de las células en esas cadenas como sucede en el caso de otros

dinoflagelados formadores de cadenas (Blackburn et al. 1989).



La distribucién del dinoflagelado P. bahamense es tropical y subtropical, se
encuentra en ambientes de aguas calidas y de surgencias costeras, en golfos y
lagunas costeras, En México, los registros de esta especie se generan
principalmente de golfos, (Golfo de México, Golfo de Tehuantepec y Golfo de
California), distinguiendo basicamente dos ambientes, uno marino y el otro
lagunar. De lo anterior se sugiere que esta especie tiene la capacidad de
desarrollarse en ambientes estenotérmicos, eurihalinos, marinos y lagunares por
lo que el ambiente no debe es util como elemento para discriminar entre las

poblaciones y variedades

De acuerdo a la forma, talla y ambiente en el que se desarrolla, se propone
reconsiderar la situacion taxondémica de esta especie, retomando la conclusién de
Balech (1985), quien sugiere que no se justifica la division de la especie en dos
variedades afirmando que las caracteristicas de las células son inducidas por

factores ambientales.



Tabla 10. Morfometria de Pyrodinium bahamense (* var. compressum)

Autor/Caracteristica Localidad Longitud sin cuerno y Ancho (um) Longitud del Longitud espina
espinas (um) cuerno apical  antapical izquierda
(um) (um)
Promedio Intervalo Promedio Intervalo Intervalo Intervalo
Plate 1906 Bahamas 50-52 48
*Osorio-Tafal 1942 SE México 50 48
Osorio-Tafal 1942 SE México, América 66 54
central
*Steidinger et al. 1980 Brunei 38 34-45 43 38-47 4-6 11-19
*Steidinger et al. 1980 Sabah 41 34-47 45 40-53 2-8 15-21
*Steidinger et al. 1980 Papua 38 44
Steidinger et al. 1980 Florida-Jamaica 43 34-47 40 34-68
Balech 1985 Nueva Guinea 35-47 34-64 3-6 3-20
Balech 1985 Puerto Rico 37-71 38-62
Balech 1985 Jamaica 44-58 40-54
Cortés-Altamirano y Hernandez- Caribe mexicano 74 62-85 53 48-59
Becerril 1992
*Cortés-Altamirano y Hernandez- SE México 48 37-60 44 42-51
Becerril 1992
*Cortés-Altamirano et al. 1993 SE México 48 37-60 44 42-51




Goémez-Aguirre 1998
Vargas-Montero y Freer 2003
Vargas-Montero y Freer 2003

Badilak et al. 2004
Faust et al. 2005
Martinez Lopez et al. 2007
Alonso-Rodriguez et al. 2008
Morquecho 2008

Este estudio

Caribe mexicano

Puerto Rico

Puerto Rico

Florida
Belice
NE México
NE México
SE México
San José B.C.S
Yavaros, Son.
El Colorado, Sin.

La Reforma, Sin.

La Colorada, Oax.

77.5

41

44
50
42
39
43
42
39
44

33-47

54-72

33-47

33-45
26-51
31-56
31-54
26-72
33-59

65

47-53

49-65

43

43
40
44
47
53
51
42
56

47-52

37-56
33-62
36-73
38-64
28-69
26-77

5-9

4-16
3-8
3-18
313
313
3-8

12-20

20

12-26
15-28
5-31
5-10
3-26
8-28




9.2 Anélisis morfométrico de células quisticas de Pyrodinium bahamense

El quiste de P. bahamense, ha recibido dos nombres palinoldgicos:
Hemicystodinium zoharyi (Rossiggnol 1962, Wall y Dale 1969), posteriormente
Polysphaeridium zoharyi (Rossiggnol 1962 y Bujak et al. 1980). Con respecto a la
descripcion de los quistes mencionada en la literatura con respecto a la obtenida
en este estudio, se considera que las caracteristicas encontradas que concuerda
con Rossignol (1962), Wall y Dale (1969), Mc. Lean (1976), Martinez-Hernandez y
Hernandez-Campos (1991), Fukuyo et al. (2004) y Limoges et al. (2008) son: su
forma esférica, que estan cubiertos con procesos tubulares tipo corado cuya
terminacion puede ser lobulada y asimétrica, su coloracion del citoplasma que es
de amarillo a verde, el cual puede ser granular y cuando el quiste esta vacio, la
pared celular es incolora con la presencia de un arqueodpilo epiquistal. Sin
embargo el diametro de los quistes de Isla San José de 43 a 56 um es menor al
que sefiala Fukuyo et al. (2004) de 55 a 70 um. Ademés del nimero de procesos
ya que en la literatura indican ~60 procesos (Wall y Dale 1969, Mc. Lean 1976,

Fukuyo et al. 2004) y en este trabajo se encontraron ~90 procesos.

Es importante destacar que en la descripcion realizada por Wall y Dale (1969) se
mencionan algunas caracteristicas de importancia para el estatus taxonémico del
quiste de P. bahamense sobre las condiciones de desenquistamiento y
movimiento del protoplasma al ser expulsado, como resultado de las
caracteristicas evolutivas presentes en la transformacion de las células
vegetativas a quisticas. En este trabaj0 se observdé que la expulsion del
protoplasma no presentd movimiento alguno, sin embargo es importante
mencionar que la expulsion del material citoplasmatico se realiz6 en dos

porciones, las cuales posteriormente formaron a la célula vegetativa.



De acuerdo a la tabulacion que presenta Polysphaeridium zoharyi, se encontré un
quiste llamado Eocladopyxis peniculatum Morgenroth, con caracteristicas similares
con respecto a la morfologia y condiciones ecologicas. Este espécimen fue
fechado del periodo terciario temprano. Dichos rasgos sugieren que pudiera ser
considerado como antecesor del dinoflagelado moderno P. bahamense. Algunos
rasgos evolutivos son el detalle de las suturas, la formula (4A+6P) ademas de

presentar un arqueopilo tipo epitractal (Mc. Lean 1976).

La contribucién de este trabajo en la descripcion del quiste de P. bahamense es la
determinacion de: el valor del area superficial (2,050 pm?); el nimero de procesos
(~ 90), el arreglo de las paraplacas en el epiquiste que coinciden con la formula
tabular (2A+6P) y mostrar el vestigio del poro apical y los procesos cuya forma
puede ser capitada (segun Fukuyo et al. 2004) o de tipo oblada (Matsuoka vy
Fukuyo, 2000).

9.3 Efecto de la temperatura, salinidad y medios de cultivo en la

germinacion de los quistes de Pyrodinium bahamense

De acuerdo a las variables analizadas en el ensayo de germinacién de quistes de
P. bahamense de la Isla San José, B.C.S, se observé germinaciéon desde los 15°
hasta los 35°C, en los tres medios de cultivo (GSe, f/2 y agua de mar sin
enriguecimiento) y en un gradiente salino de 20 a 35. Sin embargo al realizar el
analisis estadistico, se encontr6 que la Unica variable que mostrd diferencias
significativas fue la temperatura a 25° y a 30°C a las cuales se presentaron las
mayores tasas de germinacion. El intervalo de temperatura en el cual se present6
la germinacién de quistes en este trabajo abarca el intervalo registrado por llaya-
Gedaria et al. (2007) el cual es de 28 + 2°C. Este intervalo es el mismo al cual se
mantuvieron las cepas y concuerda con la temperatura minima a la cual se
desarrolla esta especie en condiciones naturales indicada por Phlips et al. (2006)

quien sefiala es a 20° en las costas de Florida.



En condiciones controladas se ha registrado crecimiento del dinoflagelado a
temperatura de 28°C para células aisladas de Bahia Mazinloc y Zambales
(Montojo et al. 2006), mientras que en Bahia Bombon y Zambales crecié a 28 +
2°C (Azanza et al. 2006, llaya-Gedaria et al. 2007).

Con respecto a la salinidad, llaya-Gedaria et al. (2007) indica que P. bahamense
germina de 24 a 36, en condiciones naturales la forma vegetativa se encuentra en
un intervalo de salinidad de 10 a 45 en las costas de Florida (Phlips et al. 2006),
mientras que en condiciones controladas se desarrolla a un gradiente salino de 24
a 36 (Azanza et al. 2006, llaya-Gedaria et al. 2007), estos registros confirman que

P. bahamense presenta caracteristicas eurihalinas.

Por dltimo, el medio que ha sido utilizado para cultivar a P. bahamense es el /2
(Azanza et al. 2006, Montojo et al. 2006, llaya-Gedaria et al. 2007), sin embargo,
en este trabajo el medio de cultivo en el que se presentdé una mayor tasa de
germinacion fue el medio GSe ademas se observo el desenquistamiento desde los
primeros 5 dias después de iniciado el experimento, esto se puede deber a a la

formulacion que contiene dicho medio de cultivo (extracto de suelo y selenio).

El periodo de dormancia o reposo sugerido por Wale y Dale (1969) para P.
bahamense es de 2.5 a 3 meses. Para este estudio, los especimenes se
mantuvieron en almacenamiento a 20°C durante 19 meses hasta ser utilizados en
el ensayo, por lo que dicho periodo de reposo obligado ya habia sido completado y
s6lo requerian de las condiciones necesarias para su germinacion, las cuales
fueron 25° a 30°C, salinidad de 20 a 35 y medio de cultivo GSe. Por ello se sefala
en este estudio que los quistes pueden mantenerse en el sedimento por
prolongados periodos de tiempo, mientras los factores externos permitan su

germinacion.



9.4 Analisis de toxinas paralizantes

Otro criterio utilizado para discriminar entre variedades (Harada et al. 1982,
Oshima et al. 1984, Gacutan et al. 1985, Mata et al. 1990, Usup et al. 1994,
Hummert et al. 1997, Orellana-Cepeda et al. 1998, Landsberg et al. 2006, llaya-
Gedaria et al. 2007, Azanza et al. 2010), ha sido la produccion de toxinas
paralizantes. Caracteristica que hasta hace algunos afios fue uno de los criterios

determinantes en la separacion de la var. bahamense y var. compressum.

Se utilizd la biomasa obtenida del ensayo de la germinacion de quistes para
realizar el andlisis de toxinas. La toxina identificada fue STX a una concentracion
de 3x 10® pg STX eq cél?, la cual no es comparable con la toxicidad encontrada
en las costas de Florida, donde la concentracion de toxinas paralizantes fue de
3.28 pg STX eq cél™ en muestras de fitoplancton y de 2.02 a 12.72 pg STX eq cél™
en cepas establecidas a partir del florecimiento, por lo que las poblaciones del sur

del Golfo de California podrian ser potencialmente toxicas.

El analogo encontrado fue la STX, no en la misma proporcidn que la sefalada en
Florida ya que en este evento los analogos que se presentaron, de acuerdo a su
proporcion fueron Bl, STX y dcSTX, Lansberg et al. (2006). Sin embargo el
analogo coincide con el perfil caracteristico del dinoflagelado (Harada et al. 1982,
Oshima 1989, Usup et al. 1994, Orellana et al. 1998, Landsberg et al. 2006, llaya-
Gedaria et al. 2007). Los limites de deteccion de los anéalogos B1 (552 pug mL™) y
dcGTX (109 pg mL™) son mayores que el de la STX, razén por la cual los

mencionados analogos pudieron estar presentes y no haber sido detectados.



Es importante mencionar que deben realizarse mas estudios, ya que la
concentracion de saxitoxina obtenida en este trabajo, solamente se encontrd en
una cepa, a una concentracion por debajo del limite de deteccion y se recurrié a la
adicion de estandar para la cuantificacion, por lo que es necesario realizar mas
andlisis para corroborar la produccion de toxinas en P. bahamense en las

poblaciones del sur del Golfo de California.



10. CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfolégicas de P. bahamense no son un criterio valido para
discriminar entre variedades, ya que en las poblaciones del sur del Golfo de
California y la del Golfo de Tehuantepec se observan diferencias inter e
intrapoblacionales y al aplicar el analisis estadistico no se encontraron diferencias

significativas entre las poblaciones analizadas.

Los quistes de P. bahamense de Isla San José, B.C.S. son esféricos, con un
diametro que varié entre 43 a 56 pm, area de 2,050 um? aproximadamente 96
procesos tubulares tipo corado, cuya longitud oscil6 entre 5 a 13 um. La pared del
quiste (perifragma) es microgranular y la interna (endofragma) es lisa.

La temperatura mostré diferencias significativas en el proceso de germinacion de
quistes de P. bahamense, siendo 25 y 30°C las que corresponden a las mayores
tasas de germinacion, sin embargo, el proceso ocurri6 de 15° a 35°C en un
gradiente salino de 20 a 35, en los tres medios de cultivo (GSe, f/2 y agua de mar

sin enriquecimiento).

Las poblaciones de P. bahamense del sur del Golfo de California pueden ser

potencialmente toxicas.

La situacion taxonémica de P. bahamense debe reconsiderarse ya que a partir de
las caracteristicas morfol6gicas, morfométricas y toxicolégicas consideradas en
este estudio, no hay diferencias entre las formas reconocidas de las dos

variedades establecidas en la literatura actualmente.



11. RECOMENDACIONES

Complementar el analisis taxonomico utilizando herramientas como: la

morfometria geométrica y las técnicas moleculares.

Analizar poblaciones naturales y establecer cultivos de especimenes de

otros sitios de estudio, para verificar el potencial toxico de las células.

Considerar un método alterno para el analisis de toxinas como la prueba de
inmunoensayo ELISA la cual tiene una alta sensibilidad. Se realiza de forma
rapida y sencilla y con un menor limite de deteccion, particularmente de la
saxitoxina, en comparacion con la cromatografia liquida de alta resolucion
HPLC.
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13. GLOSARIO

Antapical. Porcion posterior de un organismo, opuesto al extremo anterior o apical.
Apical. Porcion anterior de la célula, en el caso de los dinoflagelados
generalmente asociada al complejo del poro apical.

Arquedpilo. Abertura del quiste que permite la salida del material citoplasmatico
mismo que origina a la célula vegetativa.

Cingulo. Es un canal transversal, que rodea a la célula y alberga al flagelo
transversal, la parte terminal del cingulo puede ser ascendente o descendente y la
separacion de ambos extremos indica el grado de desplazamiento con respecto al
lado de la célula.

Corado. Término utilizado para referirse a las estructuras de proyeccion o
procesos que rodean al quiste y que pueden tener una longitud igual o mayor al
50% del diametro del quiste.

Criterio. Consiste en una condicién subjetiva que permite concretar una eleccion.
Cuerno apical. Prolongacién de la epiteca, generalmente larga y angosta, ubicada
en el 4pice de la célula formada por placas apicales.

Cuerpo rojo. Es un organulo compuesto por pigmentos cuya funcién es ayudar al
organismo a que se oriente hacia zonas donde hay mayor cantidad de luz cuando
hay fototaxia positiva.

Dormancia. Estado de reposo metabdlico relativo o fisiologia disminuida.
Endofragma. Pared interna del quiste.

Epitractal. Término utilizado para hacer referencia al hemisferio superior del
epiquiste

Formula tabular. Arreglo de las placas que presentan los dinoflagelados tecados
de acuerdo a un patrén determinado.

Limite de deteccion. Cantidad o concentracion minima de sustancia que puede ser
detectada por un método analitico determinado.

Meroplancton. Organismos que pasan sélo alguna de las etapas de su ciclo de
vida como parte del plancton, es decir presentan un estadio mévil en la columna

de agua y uno no movil este ultimo en los sedimentos.



Neritico. Que vive en zonas proximas al litoral.

Paraplaca. Término utilizado para la descripcion de las placas en un quiste.
Perifragma. Pared externa del quiste.

Poro apical. Orificio relacionado con los poros y poroides, ubicado en la porcién
apical del organismo.

Poro posterior. Orificio que se localiza en la placa sulcal posterior del
dinoflagelado.

Quiste de resistencia. Forma de resistencia dentro del ciclo vital de los
dinoflagelados, resultado de una fusion de gametos.

Quiste temporal. Es una célula no-movil que ha perdido los flagelos debido a un
estado fisiolégico y con capacidad de recuperacion rapida.

Transdidmetro. Es la distancia medida en vista ventral a nivel del cingulo, incluye
las dos partes externas del cingulo. También considerada como el ancho del
organismo.

Poro tricocisto. Organelo intracelular utilizados para la captura de alimento y
defensa.

Variedad. Organismos que comparten caracteres con la especie y que presentan
rasgos morfolégicos semejantes entre si y que permite distinguirlos de otros

organismos.



14. ANEXOS

14.1 Estatus taxonOmico de Pyrodinium bahamense

La clasificaciébn taxondmica propuesta por Fensome Taylor, Norris, Sarjeart,

Wharton y Williams (1993) es la siguiente:

Divisién Dinoflagelata
Subdivisién Dinokaryota
Clase Dinophyceae
Subclase Peridiniphycidae
Orden Gonyaulacales
Suborden Goniodomineae
Familia Goniodomaceae
Subfamilia Pyrodinoidea
Genero Pyrodinium
Especie Pyrodinium bahamense
Variedad bahamense Plate

compressum Bohm Steidinger, Tester et Taylor



14.2 Estatus taxonomico de Polysphaeridium zoharyi

La clasificacion taxonomica es de acuerdo a Rossignol 1962, Lentin y Williams
1993, Fensome y Williams 2004.

Division Pyrrophyta Pascher
Clase Dinophyceae Fritsch
Orden Peridiniales Haeckel
Familia Gonyaulacaceae Lindemann
Genero Hystrichosphaera O.Wetzel
Hemicystodinium Rossignol
Polysphaeridium Rossignol
Especie Hemicystodinium zoharyi (Rossignol)

Polysphaeridium zoharyi (Rossignol 1962, Bujak et al. 1980)



14.3 Soluciones Ay B (Fase movil) y gradiente binario para analisis de

toxinas en HPLC.

Solucién A.

e Formiato de amonio 0.1M
e Acido acético 0.1M

Solucién B

e Formato de amonio 0.1M
e Acetonitrilo 5%

e Acido acético 0.1M

Gradiente binario.

TIEMPO (min) % Sol. A % Sol. B Flujo (ml/min)
0 100 0 2.0
> 95 5 2.0
9 30 70 2.0
10 30 70 2.0

14 100 0 2.0
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