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Resumen

El &cido domoico (AD) es la neurotoxina responsable de la intoxicacion amnésica por
consumo de Mariscos (ASP) en humanos, y también ha sido responsable con la muerte de
mamiferos marinos y aves. Es producida principalmente por algunas especies del género
Pseudo-nitzschia. La toxina puede ser excretada por estas especies disolviéndose en el
medio marino, convirtiéndose en acido domoico disuelto (ADd). Recientemente, se ha
sugerido que el ADd se asocia con agregados de materia organica, lo que actia como un
medio de transmisién y estabilidad de la molécula. Este estudio se centra en evaluar la
proporcion de ADd retenido en la fraccion asociada a (TEP) (considerados como
agregados de materia orgénica de tamafio superior a los 0.45 pum), como un factor
determinante para la permanencia del AD en el medio ambiente. Para esto, se analiza la
cantidad del AD retenido en la fraccion asociada a los TEP (AD+ep) en un cultivo celular
de Pseudo-nitzschia sp. Se analiza la relacion del AD+ep con el carbono orgénico disuelto
(COD) y el carbono organico particulado (COP). Se observo que la proporcion de ADep
es de 0.56% respecto al AD total producido por de Pseudo-nitzschia sp. Ademas, se
observa que el ADd y el COD presentan un aumento hacia el inicio de la fase de
decaimiento de Pseudo-nitzschia sp. (Dia 20), mientras que el COP muestra un patron
inverso. La baja concentracion de ADtep detectada se debié probablemente a la
asociacion de los TEP con células retenidas en un filtro de de 3.0 um, por lo que la
concentracion de ADd fue mucho mayor que la fraccion de ADtep. Asimismo, la fraccion
de ADd fue mayor durante el inicio de la fase de decaimiento del cultivo de Pseudo-
nitzschia sp.

Palabras clave: Acido domoico, Pseudo-nitzschia sp, agregados de materia orgénica,
particulas exopliméricas transparentes, carbono organico disuelto, carbono organico
particulado



Summary of the thesis presented by Yessica Soledad Loya Madero as a partial

requirement to obtain the degree of Oceanologist.

“Quantification of dissolved domoic acid in organic matter aggregates associated

with a strain of Pseudo-nitzschia sp. isolated from the Upper Gulf of California”

Summary

Domoic acid (DA) is the neurotoxin responsible for amnesic shellfish poisoning (ASP) in
humans, and has also been responsible for the death of marine mammals and birds. It is
produced mainly by some species of the genus Pseudo-nitzschia. The toxin can be
excreted by these species and dissolves in the marine environment, becoming dissolved
domoic acid (dDA). Recently, it has been suggested that dDA is associated with
aggregates of organic matter, which acts as a means of transmission and stability of the
molecule. This study focuses on evaluating the proportion of dDA retained in the fraction
associated with (TEP) (considered as aggregates of organic matter larger than 0.45 um),
as a determining factor for the permanence of dDA in the environment. For this purpose,
the amount of DA retained in the TEP-associated fraction (DAtep) in a cell culture of
Pseudo-nitzschia sp. The relationship of DArep with dissolved organic carbon (DOC) and
particulate organic carbon (POC) is analyzed. It was observed that the proportion of DATep
is 0.56% with respect to the total AD produced by Pseudo-nitzschia sp. In addition, it is
observed that dDA and DOC show an increase towards the beginning of the decay phase
of Pseudo-nitzschia sp. (Day 20), while POC shows a reverse pattern. The low DATep
concentration detected was probably due to the association of TEPs with cells retained on
a 3.0 um filter, so that the dDA concentration was much higher than the DATep fraction.
Likewise, the dDA fraction was higher during the beginning the decay phase of the
Pseudo-nitzschia sp. culture.

Keywords: Domoic acid, Pseudo-nitzschia sp, organic matter aggregates, transparent
exopolymeric particles, dissolved organic carbon, particulate organic carb
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1. Introduccion

Las diatomeas son organismos unicelulares pertenecientes al grupo de las
Ochrophytas o también denominadas algas pardas. Se encuentran dentro de los grupos
mas importantes dentro del fitoplancton marino, presentan un tamario entre 2 y 200 umy
se caracterizan por sus dos valvas de silice (Brock, 2003). La mayoria de las diatomeas
viven libres en la columna del agua, pero otras pueden estar unidas a superficies de rocas,
plantas y animales marinos. Algunas se desplazan en superficies con apoyo de la
produccién de mucosa, aunque, la mayoria no son mdviles, por lo cual al encontrarse en
la columna del agua son desplazadas por las corrientes marinas lo cual favorece su
hundimiento. Sin embargo, algunas especies presentan estructuras, como espinas u otras
gue se unen con otras células que forman grandes cadenas, lo cual favorece su flotabilidad

y disminuye su hundimiento (Smol, 2010).

Se estima que las diatomeas contribuyen con alrededor del 40% de la productividad
primaria en el medio marino. Son importantes para la productividad estacional durante
enriquecimiento de nutrientes en aguas costeras de latitudes altas, ademas, son
responsables de algunos florecimientos algales en la plataforma continental de aguas
templadas y de zonas de surgencias. Entre los florecimientos algales producidos por las
diatomeas, destacan especies del género Pseudo-nitzschia como productoras de acido

domoico (AD), una toxina de tipo neurotoxico (Brock, 2003).

El AD es un aminoacido tricarboxilico no proteico, no esencial, polar, soluble en

agua y en menor medida en otros solventes como el metanol. Su férmula molecular es



C15H21NOs con peso de 311 gmol™ (Quilliam y Wright, 1989; Falk et al., 1991; Mafra et
al., 2009). Fue aislado y descrito por primera vez como un metabolito secundario en
Chondria armata (Takemoto y Daigo, 1958). Posteriormente, en 1987 se identificd como
una toxina producida por algunas especies del género Pseudo-nitzschia después de una
afectacion en humanos asociada al consumo de moluscos. El sindrome causado por el AD
se le denomina intoxicacion amnésica por consumo de mariscos (ASP; por sus siglas en
ingles) (Bates et al., 1998). Asimismo, se le asocia con la mortandad de aves y mamiferos

marinos (Lefebvre et al., 2002a; Van et al., 2020).

El AD esté presente en el medio ambiente durante florecimientos de especies de
Pseudo-nitzschia, productoras de esta toxina. Es acumulado y transferido en la trama
tréfica por organismos planctivoros y organismos filtradores, y puede acumularse en
niveles tréficos superiores incluso después de un florecimiento (Lefebvre et al., 2002a).
Este compuesto se puede encontrar en el medio marino de dos formas: la concentracion
intracelular (ADp) y la fraccion disuelta de la toxina (ADd). Esta ultima fraccion puede
ser liberada de las células debido a estrés ambiental y/o por lisis celular (Wang et al.,

2007).

El ADd se caracteriza por ser moderadamente termoestable a temperatura ambiente,
sin embargo, se degrada a partir de los 50°C y a un pH entre 2 y 12 (Quilliam, 2003).
También se degrada por exposicién de luz UV (Bates et al., 2003), por lo que los primeros
metros la columna de agua se consideran un sumidero de ADd debido al alcance de

radiacion UV a esta profundidad (Bates et al., 2003; Bouillon et al.,, 2006).



Bioldgicamente el AD es degradado por bacterias presentes en organismos como el
mejillén Mytilus edulis (Stewart et al., 1998). Sin embargo, Umhau y colaboradores
(2018), Geuer y colaboradores (2019) y Horta-Garcia (2020) reportan que el ADd es
ubicuo y persistente en el medio marino, lo que indica una mayor estabilidad de la

molécula en contraste con sus caracteristicas de degradacion.

La fraccion disuelta de la materia organica (MOD) esté integrada por mezclas
heterogéneas de moléculas como sustancias himicas, aminoécidos y carbohidratos (Volk
etal., 1997; Perdue y Ritchie, 2003). Uno de los componentes principales de la MOD son
las particulas exopolimericas transparentes (TEP, por sus siglas en inglés). Los TEP son
polisacaridos &cidos en forma de microgeles (>0.4 um) que pueden ser tefiidos con el
colorante azul de alciano (Passow y Alldredge, 1995). Forman parte de la MOD vy la
materia organica particulada, la cual se asocia principalmente a exudados producidos por
fitoplancton y bacterioplancton (Bar-Zeev et al. 2012). Los TEP se caracterizan por ser
centros de actividad microbiana, ademas de atraer diferentes compuestos orgénicos, como
los producidos por fitoplancton y bacterias, aunado a otros compuestos como los metales.
Dada la agregacion de dichos compuestos, la densidad de la matriz se incrementa y con
ello incrementa su hundimiento, lo cual facilita su participacion en los ciclos del carbono
debido a su exportacion al fondo oceénico y procesos de remineralizacion (Hakspiel-

Segura et al., 2017; Passow, 2002).

El ADd se incorpora a la (MOD) una vez que es liberado al medio marino (Guer et

al., 2019). El ADd y la MOD se mantienen unidos a partir de la formacion de ligandos



con metales traza como el cobre y el hierro (Fisher et al., 2006; Lelong et al, 2012). Por
otro lado, Méarquez y colaboradores (2020) sugieren que el ADd se puede transferir hacia
otros organismos a partir de la incorporacion de esta fraccion en agregados de TEP que
precipitan y estan a disposicion de organismos presentes en el bentos, también la
incorporacion puede ser directa por consumo de los agregados TEP-ADd por parte de
organismos como los copépodos. Sin embargo, poco se sabe acerca del papel que tienen

los agregados de TEP en la permanencia del ADd en el medio marino.

La asociacion del ADd con TEP presentes en la MOD, podria ser un factor clave
para su permanencia en la columna del agua, por lo que es importante caracterizar la
concentracion presente en estos agregados para conocer y comprender cuales son las
condiciones que permiten la prevalencia de la molécula en el medio. Por lo tanto, en el
presente trabajo se evalla la cantidad de ADd presente en TEP y se contrasta con el AD
celular y no complejado a algin compuesto organico en condiciones de cultivo de una

especie de Pseudo-nitzschia sp. aislada del Alto Golfo de California.



2. Antecedentes

2.1 Diatomeas

Las diatomeas pertenecen a una clase taxondmica que cuenta con alrededor de 200
géneros y mas de 105 especies. Tienen una pared celular formada por silice (frustula) y se
clasifican como diatomeas céntricas que presentan una simetria radial o penadas con
simetria bilateral respectivamente. La fristula estd compuesta por dos valvas, una mas

grande que se sobrepone por encima de la otra (Brock, 2003).

Tienen un ciclo reproductivo Gnico. Cuando su reproduccion es asexual, la
formacion de nuevas células se produce mediante la construccién de nuevas frastulas con
el uso de una frastula antigua, lo cual da como resultado la reduccion progresiva del
tamafio de las células nuevas a partir de la célula original, las cuales llegan a tener un
tamafio de 75% de la celula inicial. Por otro lado, la reproduccion sexual implica la
formacion de gametos a través de la meiosis (Brock, 2003). La clorofila a 'y c, carotenos

y fucoxantina son los pigmentos principales de las diatomeas (Battarbee, 2001).

Las diatomeas son consideradas parte importante de la productividad primaria de la
zona costera en latitudes templadas y polares, y contribuyen en gran medida a la
exportacion de carbono, donde hay surgencias y aguas ricas en nutrientes, por lo que son
abundantes en primavera. Algunas especies son responsables de los florecimientos algales
nocivos 0 No nocivos, especialmente en la plataforma continental de ambientes templados.
Al igual que otras microalgas, la presencia de nutrientes inorganicos es fundamental para

su crecimiento, sin embargo, para las diatomeas el silice es un nutriente esencial que puede



limitar su crecimiento. Una vez que las diatomeas han utilizado los nutrientes del ambiente
siguen un proceso de agregacion y muerte, lo cual favorece el hundimiento de células

senescentes (Smol, 2010).

2.2 Caracteristicas del &cido domoico

El AD se aisl6 e identifico por primera vez en la macroalga rodéfita Chondria
armata, de la cual deriva su nombre “Domoi” que significa alga roja en japonés
(Takemoto y Daigo, 1958). Posteriormente, se detectd y aislé a partir de Chondria
baileyana y Alsidium corallinum (Alvarez-Falconi, 2009). En 1987 se identifico a
diatomeas como Nitzschia pungens, ahora Pseudo-nitzschia multiseries como especie que

produce AD (Todd, 1993).

Actualmente se conoce que el AD es producido por 27 de las 52 especies del género
Pseudo-nitzschia, (Bates et al., 2018). P. australis es una de las especies que mas AD
produce en un intervalo de 0.014 a 0.25 pmol cel™ (Geuer, 2020). En contraste P. galaxiae
es la que menos produce con concentraciones entre 1.12 a 107 pmol cel* (Cerino et al.,

2005).

El AD es un aminoacido no proteico del grupo de los kanoides, como el acido
kainico y el glutamato. EI AD interviene en procesos de transmision sinaptica en el cerebro
por lo que se clasifica como una molécula neuroexcitatoria. Su toxicidad se debe a la
activacion de los receptores del glutamato presentes en el sistema nervioso de vertebrados
(Larm et al., 1997; Berman et al., 2002). Debido al parecido estructural del AD con el

glutamato o acido glutdmico, el AD se une de forma permanente a los receptores del



glutamato lo que provoca que haya una estimulacion continua de las neuronas, dando
como resultado un dafio neuronal (Quilliam y Right, 1989). Existen ocho estructuras
anélogas (Figura 1) (acido isodomoico A-H) (Wright et al., 1990; Zaman et al., 1997), las

cuales son isdémeros del AD y se generan cuando este es fotodegradado (Bouillon et al.,

2006).
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Figura 1. Estructura quimica del acido domoico y sus isomeros. Tomado de He y

colaboradores (2010).

2.3 Efectos y transferencia del acido domoico

El AD se utiliz6 en Japon como una sustancia antihelmintica (Daigo, 1959), hasta
que en 1987 se identifico como una neurotoxina producida por especies del género
Pseudo-nitzschia (Bates et al., 1998). En Canada en el afio 1987 se registrd la intoxicacion
de personas por el consumo mejillones Mytilus edulis contaminados con AD. Se
intoxicaron méas de 100 personas con tres decesos, sufriendo sintomas como: vomitos,
diarrea, pérdida de memoria de corto y largo plazo y en casos graves hasta coma (Quilliam
y Wright, 1989). A partir de este incidente no se han reportado muertes de personas (Bates
et al., 2018), pero se han documentado muertes masivas de mamiferos marinos y aves
marinas por intoxicacién por AD (Lefebvre y Robertson, 2010; Nogueira et al., 2010;
Vieira et al., 2015). Las mortandades de aves y lobos marinos han sido causadas por el
consumo de peces planctivoros que habian ingerido células de Pseudo-nitzschia (Lefebvre

etal., 1999).

Durante los florecimientos algales nocivos (FAN) con altas abundancias celulares
de Pseudo-nitzschia y altas concentraciones de AD, este se acumula en diferentes
organismos fitoplanctéfagos y detritivoros y la toxina es transferida a niveles superiores
de la trama tréfica (Lefebvre et al., 2001; 2002a). Por ejemplo, peces pelagicos menores
fitoplancto6fagos acumulan AD al alimentarse de fitoplancton y zooplancton y estos peces

son los vectores de la toxina para otros organismos como mamiferos marinos y aves al ser



su fuente de alimento (Lefebvre et al., 2002b; Van et al., 2020). Por otra parte, los
moluscos bivalvos también acumulan el AD tras la ingesta de células de Pseudo-nitzschia
sin verse afectados, y representan un riesgo para la salud humana tras el consumo de estos

organismos (Alvarez-Falconi, 2009).

2.4 Acido domoico disuelto (ADd) y su degradacion

La excrecion, muerte celular y las heces fecales de organismos que se han
alimentado de células de Pseudo-nitzschia son las principales fuentes de ADd en el medio
marino (Hagstrom et al., 2007). En el caso de la excrecion, esté se presenta principalmente
como consecuencia del estrés celular cuando ocurren cambios ambientales como
concentracion de nutrientes, temperatura, pH, salinidad e irradiancia (Ladizinsky, 2003;

Lundholm et al., 2004; Hagstrom et al., 2007; Silver et al., 2010).

La degradacién del ADd depende diferentes factores y se ha reportado como una
molécula fotosensible con una degradacion a longitudes de onda mayores a 370 nm (Bates
et al., 2003). También se ha detectado que algunas bacterias presentes en el molusco
Mytilus edulis son capaces de degradar la toxina (Stewart et al., 1998). La degradacion
bacteriana del AD es mayor durante un FAN (Hagstrom et al., 2007) por la cantidad de
células fitoplanctonicos presentes y los procesos densodependientes como el aumento en
la abundancia de bacterias (Bates et al., 2004). La presencia de hierro en forma iénica es
otra de las condiciones en las cuales se ha evaluado la degradacién del AD por procesos
de fotooxidacion de la molécula (Bates et al, 2003), proceso que ocurre en la superficie

del océano (Fisher et al., 2006). Sin embargo, se ha identificado que la MOD reduce la



degradacion del AD, ya que cuando estid asociado a esta fraccion es transportado a
regiones mas profundas donde las condiciones de degradacion de las moléculas son menos

intensas que en superficie (Geuer et al., 2019).

2.5 Materia orgénica disuelta (MOD) y las particulas exopliméricas transparentes
(TEP)

Se reconoce que la MOD es aquella que pasa a través de un filtro de membrana GF/F
que presenta un tamafio nominal de poro de aproximadamente 0.7 um (Fisher et al., 2006;
Denis et al., 2017; Geuer et al., 2019). Est4d formada principalmente por azucares,
aminoacidos, lipidos, vitaminas y pigmentos, entre otras moléculas. El origen de estas
moléculas es la liberacion vy lisis celular de organismos como el fitoplancton (Benner,
2002). La MOD se clasifica de acuerdo a su peso molecular (alto y bajo peso molecular),
estd compuesta en un 80% de carbono organico disuelto (COD) de bajo peso molecular.
Por lo tanto, la MOD es uno de los principales reservorios de carbono, participando asi en
ciclos biogeoquimicos globales por lo que cumple un rol importante en el océano (Amon

y Benner, 1996).

Ademas del COD dentro de la MOD se encuentra el carbono organico particulado
(COP) y carbono organico coloidal (COC), los cuales al igual que el COD participan en
los ciclos del carbono (Amon y Benner, 1996). EI COC se forma en gran medida por los
organismos que liberan sustancias coloidales (bacterias y fitoplancton) (Passow 2000) y
esta fraccion tiende a aglomerarse y formar agregados que favorecen su precipitacién

(Kepkay, 1994). ElI COC se agrega en forma de geles de diferentes tamarios, los cuales
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pueden ir de nanogeles coloidales a microgeles, incluso se ha estimado que cerca del 10%
del carbono orgénico estd formado por este tipo de agregados (Heckman et al., 1967).
Algunos de los agregados contienen particulas organicas poliméricas generados por
microrganismos a partir de la excrecion de mucilago (Figura 2) (Myklestad 1995). Un tipo
de mucilago son las particulas exopliméricas transparentes (TEP), los cuales son
microgeles compuestos principalmente por agregados de polisacaridos &cidos y proteinas.
Los TEP son definidos como particulas de tamafio superior a los 0.45 um que al ser
filtrados son retenidos en dicho tamafio de poro, por ello su extensién puede comprender
desde pocos nm hasta 100 um de longitud. Su formacion esta asociada con la liberacion
de sustancias coloidales como parte de procesos biolégicos o por muerte celular de

bacterias y fitoplancton principalmente (Passow, 2000).

La formacion de TEP estd mediada por enlaces idnicos, cuya union esta determinada
por factores fisicos y quimicos. La formacion de estos compuestos esta asociada con la
agregacion entre ellos mismos y con otras particulas formandose TEP de distintos tamafios
(Alldredge et al., 1993), ademas, contienen diferentes cantidades de carbono en sus
estructuras, lo cual representa un reservorio y transporte de este compuesto en el océano
(Chin et al., 1998). Con relacién al AD, ademas de asociado con la MOD, se ha reportado
que esta toxina se une a TEP lo que propicia la permanencia del ADd en el medio ambiente

por precipitacion de estas particulas al fondo marino (Marquez et al., 2020).
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Figura 2. Esquema que describe la definicion tedrica de rango de tamafio del carbono

organico particulado, carbono organico disuelto, particulas exopliméricas transparentes,

asi como compuestos particulados, coloidales y disueltos (Flecha roja indica la posible

incorporacion del AD a fraccion de TEP) (Modificado de Villacorte (2014), con elementos

del esquema elaborado por Verdugo y colaboradores (2004).
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3. Justificacion

El AD se consume y transfiere en la trama trofica a través de diferentes organismos
fitoplanctofagos, lo cual afecta a aves, mamiferos marinos y humanos, por ello existe un
interés en conocer su acumulacion y permanencia en el medio por el sector de sanidad e
inocuidad en diversos paises (Lefebvre et al., 2001; Nogueira et al., 2010; Van Hemert et
al., 2020). Por otro lado, el AD puede ser degradado por diversos factores como la
presencia de luz y bacterias heterotroficas (Bates et al., 1995; Bates et al., 2003; Bouillon
et al., 2006). Existen investigaciones que indican la permanencia de la molécula en el
medio marino a pesar de sus caracteristicas de degradacion (Umhau et al., 2018; Garcia,
2019). Sin embargo, aun no se conocen del todo los mecanismos o condiciones que
favorezcan la prevalencia y ubicuidad del ADd en el medio marino. Se ha planteado que
existe una asociacion entre el ADd y componentes de la MOD (Geuer et al., 2019) como
los agregados de materia organica en forma de TEP (Marquez et al., 2020). Sin embargo,
existe poca informacién del papel que juega la MOD en la permanencia del ADd y su
transferencia a niveles troficos superiores. Por tanto, se plantea que una proporcién
significativa del AD producido por células de Pseudo-nitzschia sp. puede incorporarse a
los TEP. Por esto, en este trabajo bajo condiciones estandar de crecimiento se caracteriz6
el ADd durante diferentes fases de crecimiento de un aislado de Pseudo-nitzschia sp, ya
que la acumulaciéon de ADd en TEP puede influir en la prevalencia del AD en el medio
marino. Esto es importante ya que aportara conocimiento sobre una posible relacion entre

el ADd y componentes formados a partir de MOD
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Caracterizar la asociacion entre el acido domoico disuelto producido por Pseudo-
nitzschia sp. aislada del Alto Golfo de California y los agregados de materia organica en

forma de particulas exopliméricas transparentes.

4.2 Objetivos especificos

1. Cuantificar la concentracién de acido domoico en los TEP (ADvep) (Fraccion
retenida en filtros de 0.45 um) y ADd (< 0.45 pm) en tres fases del crecimiento
poblacional de un cultivo de Pseudo-nitzschia sp.

2. Determinar la concentracion de agregados de materia organica en forma de TEP
en tres etapas de crecimiento poblacional del cultivo de Pseudo-nitzschia sp.

3. Caracterizar la relacién entre la concentracion de carbono organico disuelto y
carbono orgéanico particulado y su relacion con la produccién de TEP y ADd en
tres etapas de crecimiento poblacional del cultivo de Pseudo-nitzschia sp.

4. Evaluar la relacion entre el &cido domoico particulado (ADp), ADtep y ADd en la

fase estacionaria del cultivo de Pseudo-nitzschia sp.
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5. Hipdtesis
La concentracién de acido domoico disuelto asociada a la fraccion de agregados de
materia organica es mayor durante una condicién de estrés para el crecimiento poblacional

(fase estacionaria de crecimiento o decaimiento del cultivo) de Pseudo-nitzschia sp.
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6. Metodologia

6.1 Condiciones del cultivo

Se trabajo con una aislado de Pseudo-nitzschia sp. productora de &cido domoico
aislada en junio de 2021 a partir de la recoleccion de muestra superficial en zonas aledafias
a San Felipe, B. C. en el Alto Golfo de California. El asilamiento consistié en la
recoleccion de células con el uso de capilares y un “lavado” con tres gotas de agua de mar
estéril, para luego transferir las células a placas de 94 pocillos con medio de cultivo estéril

(Figura 3).

Figura 3. Células en cadenas y solitarias presentes en el cultivo original de Pseudo-

nitzschia sp.
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Una vez acondicionado el aislado se mantuvieron en matraces de vidrio de 200 ml
a 16 °C, con un ciclo de luz:oscuridad 12:12, a una irradiancia de ~160 pmol quanta m?s’
1 con un medio de cultivo L1 (Guillard y Hargraves, 1993) enriquecido con 250 uM de
silicatos. Antes de comenzar los experimentos fue necesario escalar los cultivos a
matraces de 1 | y se les hizo recambio de medio de cultivo durante tres generaciones, para
asegurar la aclimatacion bajo las mismas condiciones ambientales. Una vez aclimatadas
se establecieron 3 réplicas (SFy 1, SFy 2 y SFy 3) en matraces con 720 ml de medio y 80

ml del cultivo.

6.2 Crecimiento Poblacional

Se caracterizo el crecimiento poblacional de Pseudo-nitzschia sp. mediante el
andlisis del cambio de abundancia celular en tiempo. Para esto se colectaron muestras
cada dos dias, desde el dia de inoculacion (Dia 0) hasta el dia 24. La toma de muestras
consistié en la obtencion de alicuotas 1.5 ml que se fijaron con 1 ml de Lugol &cido para
su posterior conteo, el cual se hizo con camara de conteo Sedgwick-Rafter y un

microscopio de luz invertido marca LEICA DM13000B.

La tasa de crecimiento fue calculada durante tres periodos de muestreo (Dia 4-6, 12-

14 y 18-20), mediante la ecuacion propuesta por Gilliard (1973):
p= (LnX2-LnX1)/(t2-t1)
Donde :

| = Tasa de crecimiento
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t2 = Tiempo 2
t1 = Tiempo 1
X2 = Abundancia celular en t2

X1 = Abundancia celular en t1

6.3 Obtencion de muestras para determinacion de diferentes variables

Se colectaron muestras en 3 diferentes dias durante el desarrollo del cultivo que
representa diferentes fases de crecimiento poblacional de Pseudo-nitzschia sp. Se
muestreo al inicio de fase exponencial, inicio de la fase estacionaria y final de la fase
estacionaria que corresponden al dia 6, 14 y 20, respectivamente. En cada una de las fases
se recolectaron 5 muestras, dos fueron usadas para determinacion de concentracion de
AD, otra para evaluar la concentracion de TEP (Figura 4), finalmente se recolectaron

muestras para obtencién de COD y COP (Tabla I).
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Tabla I. Muestras recolectadas durante el experimento

Replica

SFy 1, SFy 2

SFy 1, SFy 2

SFy 1, SFy 2

Fase de crecimie nto

Exponencial

Inicio estacionana

Inicio estacionaria

Parametro analizado

[AD]TEP en filtro 0.45 pm
|AD] pasado por filiro 0.45 pm
| TEP] en filiro 0.45 pm

|COP] en filtro GF/F

[COD] pasado por filiro GF/F
[AD|TEP en filtro 0.45 pm
|AD] pasado por filtro 0.45 pm
[TEP] en filro 0.45 pm

[COP] en filiro GF/F

|COD] pasado por filiro GF/F
[AD]|TEP en filtro 0.45 pm
|AD] pasado por filtro 0.45 pm
[ADc] en filiro 0.45 pm on cé¢lulas

[TEP] en filtro 0.45 pm

| TEP¢] en filtro 0.45 pm con células

[COP] en filiro GF/F
[COD] pasado por filtro GF/F
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Durante la obtencion de muestras de cada fase de crecimiento se obtuvieron 150 ml
del matraz de cultivo y se pasaron a través de un filtro de tamafio de poro de 3.0 um para
eliminar las células de Pseudo-nitzschia. La concentracion de AD en esta fraccion
representa la fraccion particulada o celular de la toxina. Posteriormente, se subdividieron
los 150 ml filtrados en submuestras, 50 ml para el analisis de AD, 50 ml para andlisis de
TEP y 50 ml para COD/COP (Figura 4). Para el anélisis de estas variables se utilizaron
filtros de 25 mm con tamario de poro de 0.45 um de policarbonato (Nuclepore, Whatman)
y filtros GF/F (Whatman) de acuerdo a el esquema presentado en la Tabla I. EI ADc solo

se midio6 durante el dia 20 del cultivo.

Fase Log Fase estacionaria Fase de muerte

Tiempo
Figura 4. Esquema de muestreo durante el crecimiento poblacional de Pseudo-nitzschia

sp. para la determinacién de AD, TEP, COD, COP.
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6.4 Almacenamiento de muestras

El material colectado en los filtros de 0.45 pum se utiliz6 para la determinacion de
ADrep. El filtro se cubri6 con papel aluminio y se congel6 a -20°C. Para la cuantificacion
de ADd se colectaron 15 ml del filtrado en un vial y se congel6 a -20°C. Para el analisis
de TEP se pasaron 50 ml a través de un filtro de 0.45 um, posteriormente se colocd el
filtro en un vial y fue procesado inmediatamente. Finalmente, se filtraron 50 ml a través
de un filtro GF/F previamente calcinado, el filtro se almacen6 en papel aluminio y 10 ml

del filtrado en un vial (Figura 5).

_ [AD] X [TEP] [COP. COD]
T8l [ /

50 m 50 mi

Figura 5. Recoleccion y filtrado de muestras para analisis de AD, TEP, COP y COP.

6.5 Determinacion de concentraciéon de AD

Para determinar la concentracion de AD, cada filtro de 0.45 um y la fraccién que
paso a traves del filtro se colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml con perlas de zirconia 'y
1 ml de metanol al 50 %, se procedié a homogenizar mediante disrupcion mecéanica (10
segundos a 500 rpm, con tres repeticiones y un periodo de enfriamiento entre cada una).

Posteriormente, se centrifugd (13,000 rpm, 4 °C). Finalmente se recuperd el sobrenadante
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y se filtré con filtros de polipropileno (GE Healthcare Whattman™) de 0.2 um de tamafio

de poro, colectando la muestra filtrada en tubos &mbar (Figura 6).

La cuantificacion de AD se realiz6 con el uso del protocolo descrito por Mafra y
colaboradores (2009) con la técnica de cromatografia de liquidos y deteccion
espectrometria de masas (LC-MS/MS). Se utiliz6 una columna Agilent Poroshell 120 SB-
C8 (3.0 X 50 mm de didmetro interno, tamafio de poro 2.7 um) para la separacion de

analitos. Los resultados son expresados en pg de AD por ml.

Figura 6. Proceso de extraccion del AD.

De forma convencional se define al acido domoico particulado (ADp) como la
fraccion retenida en un filtro GF/F (7.0 um de tamafio nominal de poro) y el ADd es la
fraccion no retenida por este filtro. En el presente estudio se analizé el ADd como la
fraccion no retenida en el filtro de 3.0 um (no asociado a las células), y esta, a su vez, se
separo en la fraccion asociada a los TEP (ADrep; lo retenido en filtro de 0.45 pum) y

propiamente disuelta, considerada como la que no es retenida en el filtro de 0.45 pm.

22



6.6 Determinacion de concentracion de TEP

Previo al andlisis de muestras para determinacion de TEP se realiz6 una curva de
calibracién de acuerdo con Bittar y colaboradores (2018). De una solucién stock con 75
mg de XG It se obtuvieron muestras de 0.125, 0.250, 0.500, 0.750, 1.00 ml de Goma
Xantana (XG) y se almacenaron en tubos Eppendorf que fueron aforados a 1 ml con agua
ultrapura Milli-Q. Posteriormente, se adicionaron 0.5 ml del colorante azul de alciano a
cada dilucién y se filtraron a una presion de 175 mmHg en filtros de 0.45 um. Los filtros
se transfirieron a un vial al cual se le afiadieron 6 ml de &cido sulflrico y se dejaron en
agitacion durante 2 h. Para cuantificar los TEP, se midi6 la absorbancia a 787 nm en

espectrofotometro.

La determinacion de TEP consistio en la filtracion de 50 ml de muestra y su posterior
fijacion con el uso del colorante alcian blue 0.02% en acido acético glacial al 0.06% (pH
2.5). Una vez tefiidos los TEP se retird el exceso del colorante con 1 ml de agua Milli-Q
y se coloco el filtro en un vial de centelleo. Posteriormente, se afiadieron 6 ml de acido
sulfarico al 80% y la muestra se dejé en agitacion constante durante dos horas y finalmente
se midi6 la absorbancia a 717 nm en celda de 1 cm (Figura 7). La concentracion de TEP
en las muestras se determin6 mediante la curva de calibracion elaborado con las diluciones
de XG de acuerdo protocolo de Passow y colaboradores (1995). La concentracion de TEP
es expresada como microgramos de equivalente goma xantana por litro (ug EqXG L), se
utilizo la formula de (Passow y Alldredge (1995). El coeficiente de determinacion de dicha

curva fue de 0.9935 (Figura 8)
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Ademas, se corroboro la presencia de TEP mediante visualizacion en microscopio

invertido con un objetivo de 20x durante las 3 etapas de crecimiento en una de las réplicas.

@ / @ i Aﬁad1r1%00uLdeA8
¢ T

0.45um wm Filtrar a presion  Alcianblue (AB) = Quitar exceso con dos
< 100mm Hg ®™o.45um alicuotas de TmL de H20
destilada

® ®

Aclidificar con H2S04 al 80%
5 S ==
- — 9 <« Filtro0.45pm (& ’bl
- > e 1B
| ] Medir a 787 nm
Vial + filtro Vial + filtro Agitar por 2 hr \l ]
+ 3mL H2S04 ol 4
0.45um Blank

Figura 7. Procedimiento para la cuantificacion de TEP a partir del filtrado de 50 ml del

cultivo de Pseudo-nitzschia sp.
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Figura 8. Curva de calibracion para cuantificacién de TEP, elaborada a partir del método

de Bittar y colaboradores (2018).

6.7 Determinacién de concentracion de COP y COD

Las muestras recolectadas para medicion de COD se almacenaron a -20°C hasta el
dia de su andlisis. Justo antes de ser analizadas se descongelaron y acidificaron afiadiendo
20 pl de HCI al 50%. En paralelo se prepararon estandares de oftalato con concentracion

de 100.07 M, 498.93 uM, 994.33 UM y 2517.62 uM.

La determinacion de COD se obtuvo mediante el método de combustion a alta
temperatura con el uso de un analizador COT (vario TOC cube, Elementar Americas), las
muestras se posicionaron en el aparato intercalando viales con agua destilada y los

estandares, ademas se utilizaron como referencia agua de mar certificada con bajo

25



contenido de carbono y agua de mar profunda (laboratorio Hansell, RSMAS/MAC de la

Universidad de Miami).

El COP se midi6 en el material colectado en un filtro GF/F previamente calcinado.
Los filtros se almacenaron a -20°C, luego se sometieron a varios procesos de secado en
desecador tras la adicion de HCI para la eliminacion de vapores de este mismo. El analisis
del COP consistié en la pirolisis y cuantificacion por medio de un detector de
conductividad térmica mediante un Analizador Simultaneo de Carbono, Hidrégeno y
Nitrogeno (Vario Micro Cube, Elementar), los resultados son expresados en micromoles

por litro (UM L™).

6.8 Analisis estadistico

Para determinar la relacién entre las variables analizadas se utilizaron dos pruebas
estadisticas (Wilcoxon y Spearman) ya que las variables no presentaron una distribucién
normal de acuerdo con el analisis a priori de los datos mediante la prueba de Shapiro-
Wilk. Los softwares empleados fueron Statistica y SigmaPlot 12.0 para la realizacién de
pruebas estadisticas (a 95% de intervalo de confianza) y gréficas de resultados

respectivamente.
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7. Resultados

7.1 Crecimiento poblacional de Pseudo-nitzschia sp.

Como se describe en la seccion de materiales y métodos se utilizaron tres réplicas
para evaluar el crecimiento de Pseudo-nitzschia sp. Sin embargo, para determinar la
abundancia poblacional, asi como cada uno de los parametros evaluados solo fueron
calculados con solo el resultado (promedio) de dos de las tres repicas, dado que la curva
de crecimiento de la tercer replica present6 un crecimiento anémalo en comparacion a las

otras dos replicas.

El cambio de abundancia celular en tiempo indica que la fase de acondicionamiento
durd 5 dias. A partir del sexto dia hasta el dia 14 se observa un crecimiento acelerado o
fase exponencial. Después del dia 14 no se observé un incremento en la abundancia celular
y se asocia al inicio de la fase estacionaria que se mantuvo hasta el dia 20. Después de
este dia se presentd una disminucion notoria en la abundancia celular (Figura 9). Los dias
de muestreo fueron el dia 6, 14 y 20, donde se presentd una abundancia celular de 55x102
cel mIt, 75x10% cel mlIt y 74 x10% cel ml?, respectivamente, mientras que la tasa de
crecimiento especifica se determind a partir del dia 4-6, 12-14 y 18-20 y fue de 0.45 d,

0.18 d*y-0.12 d%, respectivamente.
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Figura 9. Crecimiento poblacional del aislado SFy (Linea) de Pseudo-nitzschia sp.
obtenido de la region de San Felipe, B.C. En condiciones de luz-oscuridad 12:12 h, con
medio de cultivo L1 enriquecido con silicatos. Las cajas y bigotes representan el error

porcentual de los datos obtenidos.
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7.2 Produccién de acido domoico disuelto en Pseudo-nitzschia sp.

Se observo un patron de disminucion de ADep respecto al tiempo de cultivo. La
concentracion mas alta de 27.45 pgAD ml se detectd al inicio de la fase exponencial y
fue disminuyendo para el dia 14 y 20, 23.01 pgAD ml y 9 pgAD ml?, respectivamente.

Esto represent6 una disminucion de 15.85% del dia 6 al dia 20 (Figura 10).
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Figura 10. Concentracion de ADrep (barras) medida como la fraccion de AD retenido en
filtros de 0.45 um. Se evalud la concentracién los dias 6, 14, y 20 del cultivo celular de
un aislado de Pseudo-nitzschia sp. (SFy; linea punteada). Los bigotes representan el error

porcentual de los datos obtenidos.
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Contrario a lo observado para el ADvep el ADd fue menor al dia 6 y aumento para el dia
14 y 20. Las concentraciones detectadas en los tres dias de muestreo fueron
aproximadamente 20 veces mayores en comparacion con ADtep. La concentracion mas
alta se presentd al final de la fase estacionaria (Dia 20) con 245 pgAD ml™?, seguida de

133.49 pgAD ml* para el dia 14 y 37.25 pgAD ml™* para el dia 6 (Figura 11).
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Figura 11. Concentracion de ADd (barras) que pasa a través del filtro de 0.45 pum. Se
evalu6 la concentracion los dias 6, 14, y 20 del cultivo celular de un aislado de Pseudo-
nitzschia sp. (SFy; linea punteada). Los bigotes representan el error porcentual de los

datos obtenidos.

7.3 Produccidn de materia organica en forma de TEP en Pseudo-nitzschia sp.
La concentracion de TEP durante diferentes fases de crecimiento poblacional no

vario significativamente. La concentracion mas alta se detect6 al dia 6 del cultivo con
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12.64 ug EqXG I'%. El dia 14 se detectaron 12.39 pug EqXG I y 8.44 pug EgXG I el dia

20 (Figura 12).
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Figura 12. Concentracion de TEP (barras) evaluada los dias 6, 14 y 20 del cultivo celular
de un aislado de Pseudo-nitzschia sp. (SFy; linea punteada). Los bigotes representan el

error porcentual de los datos obtenidos.

La concentracion de TEP en la fraccion celular (TEPc) analizada el dia 20 de la

curva de crecimiento de Pseudo-nitzschia sp. fue en promedio de 23. 88 pug EqXG I

Por otra parte, se analiz6 la presencia de TEP mediante microscopio en una muestra
antes de ser pasada por el filtro de 3.0 um para verificar visualmente la presencia de estos
geles. Se observo la presencia de TEP tras tefiirse con azul de alciano (Figura 13). Ademas,

se observaron los geles principalmente en la periferia celular de Pseudo-nitzschia sp.
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Figura 13. Deteccion de geles asociados a la presencia de TEP (agregados de materia

orgénica de color azul en la fotografia) en muestra del cultivo de Pseudo-nitzschia sp.

tefiida con azul de alciano.

7.4 Evaluaciéon de COD y COP en muestras de Pseudo-nitzschia sp.
Una de las variables analizadas fue el carbono organico disuelto, cuyas
concentraciones variaron en los tres puntos de muestreo (Dia 6. 14 y 20). La concentracion

el dia 6 fue de 9x10° uM I, 5x10% uM I* el dia 14 y 12x10° uM I el dia 20 (Figura 14).
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Figura 14. Concentracion de COD (barras) medida como la fraccion de COD retenido en
filtros de GF/F calcinados. Se evalud la concentracion los dias 6, 14, y 20 del cultivo
celular de un aislado de Pseudo-nitzschia sp. (SFy; linea punteada). Los bigotes

representan el error porcentual de los datos obtenidos.

Las concentraciones de COP evaluado durante diferentes fases de crecimiento
poblacional fueron de 1 x10° uM I"* el dia 1 x10% uM I el dia 14 y 2 x10% uM I para el
dia 20 (Figura 15). La concentracién aumento de la fase de acondicionamiento hacia el

final de la fase estacionaria durante el crecimiento poblacional de Pseudo-nitzschia sp.
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Figura 15. Concentracién de COP (barras) que pasa a través de filtro GF/F calcinado. Se
evalu6 la concentracion los dias 6, 14, y 20 del cultivo celular de un aislado de Pseudo-
nitzschia sp. (SFy; linea punteada). Los bigotes representan el error porcentual de los datos

obtenidos.

7.5 Comparacion de variables

Se evalu6 la correlacion entre las variables analizadas mediante las pruebas
estadisticas Wilcoxon y Sperman. El uso de esas pruebas estadisticas estuvo delimitado
por la prueba de normalidad Shapiro-Wilk, de la cual se obtuvo que solamente las
variables ADd y TEP muestran un comportamiento normal con valores de P=0.322 y
P=0.394 correspondiente para cada una de ellas, mientras que la abundancia celular y el

AD contenido en TEP no siguieron una distribucion normal. Por lo tanto, y relacionando
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asimismo con tamafio de muestra y la relacién de normalidad de las variables se aplicaron

pruebas como Wilcoxon y Sperman para evaluar correlacién entre variables (Tabla I1).

Se probaron las hipétesis Ho: no hay correlacion positiva/negativa entre variables,
y H1: Existe una correlacion positiva/negativa entre variables en el analisis de Sperman.
El resultado indica que no existe una correlacion positiva/negativa entre todas las variables
analizadas. Sin embargo, al realizar el anlisis de correlacion entre variables es posible
determinar que existe una correlacion positiva débil entre ADtep y el resto de las variables,
asi como de ADd con TEP. Por otro lado, la abundancia celular present6 una correlacion

negativa débil con el resto de las variables.

Tabla I1. Pruebas estadisticas utilizadas para el analisis de correlacion entre

variables.
Prueba estadistica | Variable | p-valor/coeficiente de correlacion Interpretacion

ADTEP/ADd 0.0175 No existe correlacion significativa entre variables
Wikoxon ADTEP/TEP 0.0296 No existe correlacion significativa entre variables
ADJ/TEP 0.0175 No existe correlacion significativa entre variables

ADTEP/ADd 0.658/0.257 Correhcion positiva débil

Sperman ADTEP/TEP 0.356/0.464 Correlacion positiva débil

ADJ/TEP 0.803/0.116 Correlacion positiva débil

La concentracion de ADtep y TEP tienden a disminuir respecto al tiempo del cultivo

celular (Figura 16), mientras que para la fraccion disuelta. En contraste el ADd y COD se
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incrementa respecto al tiempo de cultivo y se detectaron las mayores concentraciones el
dia 20. Sin embargo, a diferencia del ADd el COD present6 la concentracién mas baja

durante el dia 14 (Figura 16).
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Figura 16. Variables analizadas el dia 6, 14 y 20 de la curva de crecimiento de Pseudo-
nitzschia sp. Concentracion de AD(TEP) y TEP [A], ADd y COD [B], COD, COP, TEP
[C]. La concentracion de COD y POC se expresa en UM L, TEP en ug EqXG Lty AD

en pgAD ml-1. Los bigotes representan el error porcentual de los datos obtenidos.

7.6 Relacion de diferentes fracciones de AD en el dia 20 de la curva de crecimiento
de Pseudo-nitzschia sp.

Se determiné la concentracion de AD en diferentes fracciones. Se cuantificd el
AD+ep, ADc y ADd. La concentracion de ADc fue mayor seguida del ADd y en menor
medida en ADtep (Figura 17). EI promedio de produccion AD total fue de 1600 pg ml~,
del cual el 84.09% de AD pertenece a la fraccion de ADC, 0.56 % a ADvep y el 15.34% a
ADd.

ADd (>0.45 pm)
15%

AD(TEP) (0.45 pm)
1%

AD Total
100%

AD(C) (0.45 pm)
84%
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Figura 17. Fracciones de ADep (azul), ADd (amarillo) y ADc (pistache) analizadas en

muestras colectadas el dia 20 del cultivo de Pseudo-nitzschia sp.
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8. Discusioén

8.1 Produccién de AD

Existe preocupacion por la presencia de AD en el medio marino y los factores que
involucran su permanencia, por ello se han tratado de comprender los factores
involucrados en su permanencia. Caracterizar la produccion de AD de especies
productoras es el primer paso para comprender la presencia de AD en el medio y

posteriormente entender los factores de su degradacion y permanencia.

En este trabajo planteamos como hipétesis que la concentracion de ADep seria
mayor durante una condicidn de estrés para el crecimiento poblacional (fase estacionaria
de crecimiento o decaimiento del cultivo). Asimismo, se esperaba que una fraccion
importante de esta toxina estuviera presente en los TEP. Sin embargo, en encontr6 que la
concentracion de ADtep disminuy6 con el tiempo de cultivo y fue menor al final de la fase
estacionaria, cuando existe una limitacion para el crecimiento poblacional al estar las
células fisioldgicamente estresadas. Por otro lado, la concentracién de AD+ep fue menor
que la concentracion de ADd. En contraste con la concentracion de ADvep, la mayor
concentracion de ADd (245 pgAD ml™) se present6 durante la fase estacionaria (Dia 20).
Por lo tanto, estas dos fracciones presentaron un comportamiento inverso y la mayor
concentracion de ADep se detect0 en la etapa de acondicionamiento con 27.45 pgAD ml
! (Figura 18). Sin embargo, de acuerdo al analisis estadistico estas variables muestran una

correlacion débil.
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Figura 18. Concentracion de AD+ep (barra azul) y ADd (Barra amarilla). Se evalud la

concentracion los dias 6, 14, y 20 del cultivo celular de un aislado de Pseudo-nitzschia sp.

Santiago (2018) describe la produccion de AD en cepas de Pseudo-nitzschia bajo
condiciones controladas de crecimiento e identifica la mayor produccién de ADd (36.77
a 70.83 pg AD cel?) durante la fase de acondicionamiento, lo cual difiere con los
resultados obtenidos, ya que las concentraciones evaluadas por el cultivo de Pseudo-
nitzschia sp. fueron la mayor parte del AD disuelto total se produjo durante el inicio de la
fase de decaimiento del cultivo de Pseudo-nitzschia sp. y pudo estar relacionado con las
condiciones experimentales de la presente investigacion en las cuales no hubo aportes de
nutrientes a lo largo del cultivo. Se ha descrito que la produccion de AD esté condicionada

por diferentes factores, como el estrés producido por la limitacion de nutrientes como N,
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P, Si, Fe y Cu, o por el exceso de estos ultimos, etc. (Bates et al., 2001). En relacion a
esto, durante la etapa de senescencia incrementa el estrés por limitacion de nutrientes y
por lisis celular, por ello se ha reportado la mayor concentracion de ADd durante la etapa
de senescencia en condiciones de florecimientos algales (Bates y Trainer, 2006), lo cual

coincide con los resultados obtenidos en el presente experimento.

8.2 Produccion de TEP

Al igual que la concentracion de ADd en el medio marino, el incremento de materia
orgénica se ha relacionado con el decaimiento de un florecimiento algal, es decir con la
etapa de senescencia de las células presentes en el florecimiento (Passow, 2002). Gran
parte de la formacion de TEP esté influenciado por la liberacién de exudados por parte de
organismos fitoplancténicos y ya que la concentracién de estos se incrementa durante la
etapa de decaimiento de un florecimiento algal se ha detectado un incremento en TEP y

formacion de agregados durante esta etapa (Verdugo et al., 2004).

El método utilizado en el presente trabajo para la deteccion de TEP fue el mismo
que el propuesto inicialmente por Passow y Alldredge en 1995. Este protocolo fue probado
con muestras ambientales del canal de Santa Barbara en el Pacifico sur de California
(EEUU), un mesocosmos compuesto por diatomeas y flagelados, ademéas de muestras de
monocultivos. En muestras ambientales cuantificaron concentraciones de hasta 310 ugXG
L en superficie y concentraciones inferiores a los 50 ugXG L en profundidades menores
a los 10 m. Por otro lado, en el mesocosmos se cuantificaron TEPs dentro de un intervalo

de 21 a 363 pgXG L%, mientras que en muestras de monocultivo se detectaron
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concentraciones promedio de 1000 ugXG L para Chaetoceros gracilis, 706 pgXG L™
para Thalassiosira rotula y 920 pgXG L para Emiliania huxleyi. Dichas concentraciones
superan las concentraciones detectadas para el aislado de Pseudo-nitzschia sp. evaluado

en el presente trabajo.

En muestras ambientales colectadas durante un florecimiento algal en el Mar
Baltico, se observd que la concentracion de TEP aumentaba conforme decaia el
florecimiento. Se detectaron concentraciones de hasta 5600 pugXG L7, ademas de
incrementarse la agregacion de los carbohidratos exopoliméricos (Engel, 2000). Aunado
a esto, Villacorte y colaboradores (2015) monitorearon el crecimiento (abundancia) de un
dinoflagelado, una macroalga y una diatomea respecto a la produccién de TEP. La
concentracion de TEP fue diferente con cada uno de los organismos, siento la diatomea
(Chaetoceros affinis) el organismo en el cual se detect6 la mayor concentracion de TEP
con 10 mgXG I't. Ademas, la concentracion de TEP en todos los organismos fue mayor

durante la etapa de senescencia en comparacion a las otras fases de crecimiento.

En contraste con los resultados observados por Engel (2000) y Villacorte y
colaboradores (2015), detectamos una disminucién en la concentracion de TEP del inicio
hacia la etapa final del cultivo. Aunado a esto, se observo que el tiempo de filtracion
(separacion de células y muestra, filtro 3.0 um) de la muestra aumenté del dia 6, 14 y 20.
Dicho cambio se asocia tanto al incremento en la abundancia de células en el cultivo y
como a un posible incremento de TEP en el cultivo. Esto Gltimo probablemente ocasiond

la colmatacion mas rapido en los filtros de 3.0 um por la retencion de TEP. Esto ya ha
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sido observado y discutido por Hakspiel-Segura y colaboradores (2017), y Discart y
colaboradores (2015) quienes hacen énfasis en que la filtracién es un paso crucial en el
andlisis de TEP, dado que el proceso de filtracion podria influir en la agregacién o

disgregacion de agregados en forma de TEP.

Debido al proceso de colmatacién observado en el dia 6 y 14, el Gltimo dia (Dia 20)
se determind la concentracion de TEP con células (TEPc) y sin células, es decir omitiendo
el paso de filtrado con 3 um. Se observd que la concentracion de TEPc fue
aproximadamente 2 veces mayor a la evaluada en el filtro sin células (Figura 19), esto
indica que la presencia de TEP asociada a las células representa una proporcion importante
de esta fraccion de la MOD y no esta colectandose en el filtro de 0.45 um. Por lo tanto,
existe una subestimacion ya que se estan cuantificando principalmente los TEP “libres” o
no asociados a las células. Particularmente, la baja concentracion de TEP evaluada en la
etapa estacionaria tardia (Dia 20) pudo estar asociada con la retencién de esta fraccion de

agregados en el filtro de 3 um usado para la remocion de células.
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Figura 19. Concentracion de TEPc (con células) y TEP (sin células) (Barras). Se evalud

el dia 20 del cultivo celular de un aislado de Pseudo-nitzschia sp.p

Por otra parte, Valdés (2019) evalla la concentracién de TEP en muestras
ambientales en la materia retenida en filtros de 0.45 pm, asi como los precursores de TEP
en filtros de 0.45 um y reporta que la concentracion de precursores de TEP analizados
mediante la misma técnica de cuantificacion de TEP fue significativamente mayor por lo
que, los agregados (geles) precursores de TEP podrian encontrarse en una mayor
concentracion que los TEP contribuyendo a su retencién al momento del filtrado. Los

precursores no fueron considerados en el analisis del presente trabajo.

8.3 Produccion de AD respecto a la produccion de TEP
Los TEP se caracterizan por su matriz pegajosa rica en polisacaridos compuestos

con grupos carboxilo y éster, cuyos grupos funcionales promueven la formacion de
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complejos, especialmente con metales traza (Passow, 2002). Esta propiedad de agregacion
favorece la integracion de otros compuestos disueltos con agregados de mayor tamafio

presentes en el medio acuoso (Alldredge et al., 1993).

Ya que el AD forma parte de los compuestos disueltos en el medio, este se incorpora
a la matriz de materia organica disuelta (Hansell et al., 2009). Geuer y colaboradores
(2018) reportaron que el ADd forma parte de la MOD presente en muestras, lo cual fue

analizado a partir la relacion del ADd respecto al COD.

Por otro lado, se ha descrito que la via de transferencia convencional de AD hacia
niveles troficos superiores es a través del consumo de los organismos productores por
otros organismos filtradores y zooplancton (Incorporacién de ADp o ADc). Sin embargo,
Marquez y colaboradores (2020) proponen gue otra de las vias de transferencia puede ser
a través del AD disuelto retenido en agregados de materia organica (TEP, nieve marina).
Realizaron un experimento en el cual se indujo la formacién del complejo AD-agregados
mediante agitacion. Posteriormente, se expuso a esos complejos a copépodos y reportaron
que estos pueden acumular concentraciones de alrededor de 24.8 pgDA copepodo* bajo

condiciones de agitacion (Marquez et al., 2020)

De acuerdo a la importancia ecoldgica que tienen los TEP es fundamental conocer
qué proporcion del AD total pueden secuestrar (complejar) estos compuestos. La
proporcion de ADtep que documentamos fue relativamente baja de menos del 1% del AD
total. Una proporcion mucho mas baja que el ADd. Sin embargo, factores metodolégicos

como la eficiencia de filtracion probablemente afectd la cuantificacion de ADtep. Por otra
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parte, las condiciones del cultivo afectan tanto la produccion de TEP como la de AD. Por
lo que la proporcion de ADtep respecto al AD total puede ser diferente bajo otras
condiciones del cultivo. Por altimo, la comunidad bacteriana presente en el cultivo
también puede afectar esta proporcion, y no necesariamente representa las caracteristicas

del medio ambiente, sin que su presencia/actividad fue parte de esta investigacion.

8.4 Produccion de COD y COP

Parte de la MOD esta compuesta por COD formada por compuestos coloidales que
tienden a juntarse y formar agregados por lo que parte de estos agregados pudieron ser
cuantificados como TEP en material retenido en filtros de 0.45 pm. Wetz y Wheeler
(2007) reportan el COP como el carbono contenido en células. En el presente trabajo no
se considerd el carbono presente en el material celular del cultivo ya que las células de
Pseudo-nitzschia sp. fueron previamente retenidas mediante un filtro de 3.0 um. Por
consiguiente, el carbono asociado al material retenido en filtros de alrededor de 0.5 pm
puede ser asociado con los TEP. Es decir, el carbono en esta fraccién es realmente MOD.
Esta fraccion de carbono con TEP y COD puede ser comparable aun cuando existen
diferencias de material retenido en ambos filtros por diferencia del tamafio de poro (0.5

pmy 0.45 pm).

Las concentraciones de COD y COP evaluadas durante el presente trabajo tienden
a incrementar del inicio al dia 20 de muestreo. Sin embargo, al dia 6 la concentracion de
ambas variables fue menor respecto al dia 14. A medida que la cepa se acerco al inicio de

la fase de decaimiento existié mayor probabilidad de lisis celular y con ello la liberacion
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de compuestos organicos presentes en el interior de organismos, lo cual pudo influir en el

incremento de carbono en muestras obtenidas.

Wetz y Wheeler (2007) reportan que existe una variabilidad importante en la
produccion de COP y COD en diferentes especies de diatomeas evaluadas. No obstante,
independientemente de la especie, el COP siempre superd la concentracion de COD en la
etapa final de crecimiento poblacional de los cultivos. En contraste con el presente trabajo
donde la concentracion de COD fue mayor en los tres dias de muestreo en comparacion

con la concentracién de COP lo que pudo estar dado por la lisis celular.

Ademas, Wetz y Wheeler (2007) identificaron que la produccion de COD fue
mayor durante los primeros dias del experimento para dos cepas (Cylindrotheca
closterium y Ballerochea sp.) y menor durante los primeros dias del experimento en

Chaetoceros decipiens.

8.5 Relacion de variables

El dia 20 del experimento se analizo6 la concentracion de AD total a partir de cada
una de las fracciones utilizadas para diferentes procesos del experimento y se encontro
que el 0.56% del AD total se retuvo en la fraccion de TEP, lo cual confirma la asociacion

de compuestos formados por agregados de materia organica en forma de TEP y AD.

El COD y ADd representaron la mayor concentracion de carbono y del total de la
toxina. La fraccion que pasa por un filtro de 0.45 um comdnmente se asocia a la presencia

de diversos compuestos, incluyendo precursores de TEP (Moon, 2019).
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Hakspiel-Segura y colaboradores (2021) reportaron que en muestras ambientales
la concentracion de TEP fue significativamente mayor (de 1.7 a 64 veces) en material
retenido en filtros de 0.22 um en comparacion con filtros de 0.45 um. En nuestro trabajo
se detectaron altas concentraciones de COD. Sin embargo, no es posible afirmar que la
proporcion de precursores de TEP en la fraccién que paso por filtro de 0.45 um esta
relacionada con las altas concentraciones de COD. El COD incluye todos los compuestos

organicos presentes en la muestra, ademas de precursores de TEP.

Wetz y Wheeler (2007) evaluaron la produccion de COD, COP y TEP durante la
curva de crecimiento de tres tipos de diatomeas (Chaetoceros decipiens, Cylindrotheca
closterium y Ballerochea sp.). Encontraron que las concentraciones méas bajas de COD se
presentaron durante la etapa de senescencia de Cylindrotheca closterium y Ballerochea
sp., con abundancias celulares alrededor de 10x10® células L. Por otro lado, las
concentraciones maximas se observaron durante los primeros dias, con concentraciones
alrededor de 100 y 200 uM L y abundancias de alrededor de 10x10° células L a 10x10*
células Lt. En comparacion, las muestras de este estudio mostraron concentraciones
maximas de alrededor de 2x10% uM L* durante el inicio de la fase de decaimiento del

cultivo (Dia 20), con abundancias de aproximadamente 70x10° células L.

Ademas, Wetz y Wheeler (2007) evaluaron la concentracion de COP y observaron
qgue las concentraciones mas altas se presentaron durante la etapa de senescencia,
alcanzando entre 400 y 900 pM L™, en contraposicion a lo identificado con el COD. En

la prueba actual, las concentraciones fueron superiores a los 1400 uM L en los tres puntos
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de muestreo. Esta diferencia en las concentraciones y crecimiento puede estar asociada

con diferencias fisioldgicas y de acondicionamiento entre especies.

En cuanto a la produccién de TEP evaluada por Wetz y Wheeler (2007)
Cylindrotheca closterium, mostré un incremento progresivo de produccion de esta
fraccion desde el dia 0 hasta el dia 12 de cultivo presentando una concentracion maxima
de 1400 pug EqXG L. En comparacion, en nuestro trabajo, la maxima concentracion fue
de alrededor de 14 pg EqXG L detectados el dia 6 del cultivo de Pseudo-nitzschia sp. La
diferencia en las concentraciones medidas estan asociadas probablemente a que usamos
un filtro de 3.0 um que retuvo las células. Por lo tanto, no se determind la concentracion
de TEP que podria estar asociada a las células que se demostrd puede representar el doble

de lo que se colecto en el filtro de 0.45 pm.

Adicionalmente, Norrman y Ulloa (1995) durante un experimento de florecimiento
de diatomeas en un mesocosmos con el uso de filtros GF/F de 47 mm identificaron que la
concentracion mas alta de COD y COP se present0 en el dia 7, coincidiendo con el pico
de maxima concentracion de clorofila y biomasa, mientras que la concentracién mas baja
se registrd al inicio del experimento, lo cual contrasta con lo observado en el presente
estudio. No obstante, es importante considerar que las condiciones de colecta de las
muestras obtenidas difieren del experimento realizado por Norrman y Ulloa, ya que en
este trabajo se utilizd un filtro de 3.0 um previo a la recoleccion de muestras de COP y

COD.
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9. Conclusiones

e Laconcentracion de ADd fue mayor que la fraccién de ADtep. La fraccion de ADd
fue mayor durante el inicio de la fase de decaimiento del cultivo de Pseudo-
nitzschia sp.

e La concentracion de TEP se mantuvo relativamente constante durante el
crecimiento poblacional de Pseudo-nitzschia sp. (Dia 6, 14 y 29).

e El ADrep constituye menos del 1% del AD total en el inicio de la fase de
decaimiento del cultivo (Dia 20).

e EI ADd y el COD se relacionaron durante el crecimiento poblacional del cultivo
de Pseudo-nitzschia sp. La concentracion méxima de estas variables se detectd en
el inicio de la fase de decaimiento.

e La relacion entre la produccion de AD, TEP, COP y COD es compleja y esta

relacionada con el crecimiento poblacional de Pseudo-nitzschia sp.
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10. Recomendaciones

En el presente trabajo se empleo un filtro de 3.0 um para la separacién de células
con respecto al respecto de las muestras. Sin embargo, se plantea que el uso de
este filtro altero los resultados debido a la colmatacion del filtro, reteniendo
agregados de materia organica en forma de TEP. Se sugiere que en futuras
investigaciones se considere el uso de diferentes tamafios de filtro para la
separacién de células con respecto al resto de las muestras. Ademas, de evaluar
mediante microscopia la diferencia de concentracion de TEP retenida en los
diferentes filtros empleados.

Considerar el andlisis de todas las variables de interés con remocion y sin remocion
de células, ya que con ello se podra tener un panorama mas completo de los

resultados obtenidos.
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