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Efecto de un consorcio bacteriano en el
crecimiento, morfologia, pigmentos y toxicidad
del dinoflagelado Gymnodinium catenatum

Dulce V Ramirez-Rodriguez!, Christine | Band-Schmidt'*, Barbara Gonzalez-Acostal,

Francisco E Herndndez-Sandoval?, Aldo Aquino-Cruz?, Sonia I Quijano-Scheggia®,
2

José ] Bustillos-Guzmén

RESUMEN. Gymnodinium catenatum, un dinoflagelado productor de toxinas paralizantes,
es una de las especies de dinoflagelados mas estudiadas, sin embargo, poco se conoce sobre
sus interacciones con bacterias. En este estudio se determino el efecto de un consorcio bacte-
riano en cepas de G. catenatum. Se emplearon 4 cepas de G. catenatum aisladas de Bahia de
Santiago, Colima; Lazaro Cardenas, Michoacan; Bahia Concepcion y Bahia de La Paz, Baja
California Sur. De la cepa originaria de la costa de Colima se aisl6 un consorcio bacteriano
compuesto de 3 bacterias empleando placas de agar con medio GSe. Se incubaron a una
salinidad de 34, a 24 °C y en un ciclo de 12:12 h L:0. Gymnodinum catenatum se cultivo
en medio GSe liquido en las mismas condiciones que las bacterias. La interaccion entre los
microorganismos se evalud inoculando el consorcio bacteriano en las cepas de G. catenatum.
Se determind la abundancia maxima, las tasas de crecimiento, la longitud de cadenas y el perfil
de pigmentos y toxinas paralizantes en G. catenatum en presencia y ausencia del consorcio
bacteriano. En presencia de las bacterias no se observo la misma respuesta en el crecimiento
de las cepas de G. catenatum, ni en el perfil y contenido de toxinas, pero si se observo un
incremento significativo en el nimero de células en cadena. También se notaron cambios en
la morfologia de G. catenatum. Ademas, en presencia del consorcio bacteriano, en la mayoria
de las cepas increment6 el contenido de pigmentos accesorios. Los resultados sugieren que
el consorcio bacteriano pudiera ser un agente estresante para G. catenatum proporcionando
nuevas perspectivas de interaccion entre las bacterias y G. catenatum.

Palabras clave: consorcio bacteriano, crecimiento, dinoflagelado, pigmentos, toxinas
paralizantes.

INTRODUCCION

Estas proliferan con los compuestos liberados por las
algas y llevan a cabo una variedad de funciones biolo-

El crecimiento del fitoplancton estd controlado por una
combinacion de condiciones hidrograficas y fisicoquimicas,
tales como la temperatura, la luz y los nutrientes (Noman et
al. 2019, Vives et al. 2022). Sin embargo, los factores bidticos
también tienen un efecto sinérgico en el crecimiento del fito-
plancton, debido a las interacciones con otros microorga-
nismos que favorecen el desarrollo de relaciones ecoldgicas
como el mutualismo, la alelopatia, la depredacion y/o el
pastoreo (Rooney-Varga et al. 2005).

Particularmente, los dinoflagelados mantienen asocia-
ciones con bacterias simbidticas que colonizan la ficosfera.
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gicas que incluyen la provision de vitaminas esenciales, la
produccion de compuestos promotores del crecimiento y
la fotosintesis (Paul y Ponhert 2011, Jauzein et al. 2015);
adicionalmente, pueden eliminar al fitoplancton mediante
la produccion de alguicidas (Zheng et al. 2023). Las bacte-
rias también influyen en el metabolismo a través de los
procesos del bucle microbiano, que reabastecen y modulan
la concentracion de los aportes de nutrientes (Azam 1998),
asi como de la materia organica disuelta (Moran y Miller
2007). A pesar del impacto de la comunidad bacteriana en
la dinamica del fitoplancton y ciclos biogeoquimicos, atin
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no se comprenden del todo las asociaciones bioldgicas entre
bacterias y algas (Jauzein et al. 2015). Las interacciones
algas-bacterias son complejas, en parte porque pueden ser
especie-especificas y variar con las condiciones ambien-
tales (Mayali y Azam 2004, Grossart y Simon 2007). La
relacion bacteria-dinoflagelado se ha considerado como una
relacion mutualista debido a que el dinoflagelado no es el
Unico que obtiene beneficios al asociarse con comunidades
bacterianas, ellos a su vez proveen un habitat 6ptimo para
el crecimiento de las bacterias mediante la produccion de
compuestos organicos, ademas de proporcionar una mayor
superficie de fijacion (Seibold et al. 2001, Wang et al. 2014,
Jauzein et al. 2015).

Gymnodinium catenatum es el tUnico dinoflage-
lado marino desnudo productor de toxinas paralizantes
(Hallegraeff 1993) y es uno de los dinoflagelados mas estu-
diados en México (Band-Schmidt et al. 2010). Las inves-
tigaciones se han enfocado en el estudio de la dindmica
de sus proliferaciones (Hernandez-Sandoval et al. 2009,
Cortés-Altamirano et al. 2019), sus toxinas (Band-Schmidt
et al. 2006, Duran-Riveroll et al. 2017), la autoecologia
(Band-Schmidt et al. 2004, 2014; Bustillos-Guzman et al.
2012; Hernandez-Sandoval et al. 2022) y las interacciones
troficas (Palomares-Garcia et al. 2006, Bustillos-Guzman et
al. 2013, Fernandez-Herrera et al. 2016). Su presencia se
ha reportado en mas de 23 paises (Hallegraeff et al. 2011) y
se ha asociado con mortalidades de organismos e intoxica-
ciones humanas (MacKenzie 2014, Chen 2018). En México,
en las ultimas décadas, los reportes de esta especie y sus
impactos negativos han incrementado (Alonso-Rodriguez y
Péaez-Osuna 2003, Medina-Elizalde et al. 2018). Debido a
ello existe un mayor interés en describir los efectos de los
factores que regulan el crecimiento y la toxicidad de esta
especie (Hallegraeff et al. 2011).

A pesar de ser una especie muy estudiada, poco se
conoce sobre la interaccion que existe entre G. catenatumy
la comunidad bacteriana. Algunos reportes han demostrado
que las bacterias son esenciales para su crecimiento y tienen
influencia en su toxicidad, en la absorcion de nutrientes, la
abundancia y la tasa de crecimiento, pudiendo formar rela-
ciones de mutualismo mediante mecanismos atin descono-
cidos (Amin et al. 2007, Green et al. 2010, Bolch et al.
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2011). También se han observado respuestas contrarias
en el crecimiento de G. catenatum segin los géneros de
bacterias con los que interactia. Las bacterias del género
Roseobacter favorecen la muerte celular de G. catenatum;
Marinobacter sp. y Alcanivorax sp. estimulan su creci-
miento (Bolch et al. 2017). La finalidad de este trabajo
fue determinar si en presencia de un consorcio bacte-
riano, aislado de una cepa de G. catenatum de las costas
de Colima, las cepas de G. catenatum de otras regiones
de las costas del Pacifico frente a México incrementarian
su tasa de crecimiento y abundancia y como se modifi-
caria la longitud de sus cadenas, su morfologia, el perfil de
pigmentos y el de toxinas paralizantes.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de Gymnodinium catenatum 'y condiciones de cultivo

Se emplearon 4 cepas no axénicas de G. catenatum aisladas
a partir de células vegetativas durante eventos de floreci-
mientos algales de diversas regiones del Pacifico frente a
Meéxico con las claves GCCV-7, GCMV-7, 62Ly G7 (Tabla 1).
Las cepas se mantuvieron en el medio GSe (Blackburn et al.
2001) con extracto de lombricompostaje (Bustillos-Guzman
et al. 2015). En todas las condiciones experimentales, los
cultivos se mantuvieron a 24 + 1 °C, con una iluminacion de
150 pmol fotones'm=-s™! utilizando lamparas fluorescentes
de luz de dia con un fotoperiodo de 12h:12h L:O a una sali-
nidad de 34.

Obtencion y conteos del consorcio bacteriano

Se separaron células bacterianas del dinoflagelado de la
cepa G7 de G. catenatum mediante fototactismo. A las 12 h
se tomo una alicuota de 100 pL de las bacterias que migraron
a la zona iluminada y se sembraron en medio GSe con agar
al 1.5% en cajas Petri por triplicado. Se obtuvo un consorcio
bacteriano compuesto por 3 colonias de bacterias con morfo-
logia diferente por medio del método de estria cruzada. Las
colonias se mantuvieron en el medio GSe liquido y agar bajo
las condiciones mencionadas. La identificacion morfolo-
gica se realizé en un microscopio optico mediante tincion de

Tabla 1. Cepas de Gymnodinium catenatum aisladas de células vegetativas durante florecimientos

algales en diversas regiones del Pacifico Mexicano.

Clave Lugar y aflo de aislamiento Aislado por
GCCV-7 Bahia Concepcion, B.C.S. 2000 C. Band-Schmidt
GCMV-7 Bahia de Mazatlan, Sin. 2013 L. Morquecho-Escamilla
G7 Bahia de Manzanillo, Col. 2010 S. Quijano-Scheggia
621 Lazaro Cardenas, Mich. 2005 M. Rodriguez-Palacio
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Gram. Para determinar si las bacterias eran fijadoras de nitro-
geno se cultivaron en el medio ASN-III sin fuente de nitro-
geno (Rippka et al. 1891).

Para la cuantificacion de las bacterias, se recolectaron
alicuotas de 1 mL y las muestras se diluyeron en una propor-
cion 1:2 con PBS al 1%, se fijaron con formol al 4% y se alma-
cenaron a 4 °C en oscuridad. A las 24 h se realiz6 una dilucion
1:15 con Tris-EDTA al 1% previamente filtrado a través de
membranas de policarbonato de 0.22 um. La tincion de las
bacterias se realizo siguiendo el método de Kepner y Pratt
(1994) con el fluorocromo SYBR Gold para teiiir el ADN.
Se realizaron observaciones en un microscopio de epifluores-
cencia (Olympus CH30) bajo emision de luz azul, con una
longitud de onda entre 450 y 490 nm a 1,000%, en oscuridad.
Los conteos se realizaron en un microscopio de epifluores-
cencia (Olympus CH30) con un micrometro ocular cuadrado
(10 x 10 mm), dividido en 100 unidades. Se consideraron 10
campos o hasta completar un total de 300 células (Kirchman
et al. 1982, Sherr et al. 1993). El nimero de bacterias se deter-
miné con la siguiente ecuacion, con los respectivos ajustes
para microscopia de epifluorescencia:

Cél'mL—l: [N><:-/‘><(1) , (1)

donde N es el namero de células promedio por reticula, F es
el numero de veces que cabe el area de la reticula en el area
efectiva de filtracion del filtro, d es la dilucion y Vel volumen
filtrado de la muestra (mL); el area de filtracion se obtuvo a
partir de w12 (20,106 mm?) y el area reticula era 0.01 mm?en
100x%.

Curvas, tasas de crecimiento y longitud de cadenas de
Gymnodinium catenatum en presencia y ausencia del
consorcio bacteriano

En matraces Erlenmeyer de 250 mL, se colocaron 150 mL
del medio GSe, y cada cepa de G. catenatum se inoculd por
separado con una densidad inicial de 500 cél-mL"' con y sin
adicionar el consorcio bacteriano por triplicado. El consorcio
microbiano estuvo compuesto por 9,500 cél'-mL™' de una
bacteria filamentosa, 70,000 cél'-mL"' de bacterias tipo bacilo
y 9,000 cél'-mL™" de bacterias tipo coco. Se tomaron 2 mL
de cultivo cada segundo dia hasta alcanzar la fase de decai-
miento (maximo 26 dias) fijando las muestras con Lugol al
1% (Throndsen 1979). Los conteos del dinoflagelado se reali-
zaron utilizando una camara de Sedgewick-Rafter bajo un
microscopio optico (Labomed CXRII). Se registré el numero
y el largo de las cadenas celulares. En todos los tratamientos
se registraron los cambios morfoldgicos en células vivas de
G. catenatum bajo un microscopio Optico Zeiss Axioscope
con una camara ScopePhoto (version 3.0). La tasa de creci-
miento (K) se determin6 durante la fase de crecimiento expo-
nencial, utilizando la ecuacion de Guillard (1973):

__ (nC2 - InC1)
K= (2-1) 5 (2)
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donde C1 es el nimero de células por mililitro al tiempo uno
(1) y C2 es el numero de células por mililitro en el tiempo
dos (2).

Pigmentos y toxinas paralizantes

Se determind el perfil de pigmentos y toxinas de
G. catenatum en presencia y ausencia del consorcio bacte-
riano durante la fase exponencial de crecimiento. Para
ambos analisis se filtraron alicuotas de 25 mL a través de
una membrana de fibra de vidrio de 25 mm GF/F (Whatman,
Springfield Mill, UK) y las muestras se almacenaron a —20 °C
hasta su andlisis. Los analisis de pigmentos se realizaron por
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) en un equipo
Agilent Technologies mod 1100 (Santa Clara, EE. UU.)
siguiendo el protocolo de Vidussi et al. (1996). Para la iden-
tificacion y cuantificacion de los pigmentos, se emplearon
los tiempos de retencion y el espectro de adsorcion luminosa
obtenidos con estandares comerciales (Agencia Internacional
para determinaciones de carbono 14, Dinamarca) (Vidussi et
al. 1996, Montoura y Repeta 1997).

Para el andlisis de toxinas la extraccion e hidrdlisis se
realiz6 de acuerdo con Hernandez-Sandoval et al. (2022).
Los analisis de toxinas se realizaron por CLAR en un equipo
Agilent Technologies mod 1260 Infinity II (Santa Clara, EE.
UU.) de acuerdo con Hummert et al. (1997) y Yu et al. (1998).
Las toxinas se detectaron mediante un detector de fluores-
cencia (1260 FLD) con una longitud de onda de Ex de 330 nm
y de Em de 395 nm. La identificacion de los analogos de saxi-
toxina se llevo a cabo comparando los tiempos de retencion
con muestras de estandares comerciales (NRC, Canada).

Analisis estadisticos

Las diferencias en la abundancia méxima de las cepas
de G. catenatum se determinaron con un analisis de varianza
unifactorial, la normalidad de los datos se probd con la prueba
de Kolmogorov-Smirnof y la homocedasticidad con la prueba
de Levene. A los datos que no se ajustaron a la normalidad, se
les realizd una prueba de Kruskal Wallis (Zar 1999). Las diferen-
cias en la longitud de cadenas celulares y en el perfil de toxinas
paralizantes se evaluaron con la prueba estadistica y%, mien-
tras que las diferencias en el perfil de pigmentos y toxinas se
evaluaron con la prueba ¢ de Student (Zar 1999). Cuando hubo
diferencias significativas, se realizaron pruebas a posteriori de
comparacion de medias Tukey (Day y Quinn 1989) para grupos
homogéneos. Los analisis se realizaron con el software Statis-
tica v7.0 (StatSoft, Inc.) con un nivel de significancia de 0.05.

RESULTADOS
Consorcio bacteriano

Mediante la técnica de fototactismo y migracion vertical
se aisld un consorcio bacteriano asociado a G. catenatum.
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Mediante el sembrado en placa por estria cruzada se obtu-
vieron 3 poblaciones de bacterias. La primera poblacion
estuvo integrada por bacterias heterotrofas Gram negativas
filamentosas con un tamafio entre 7-10 um; la segunda, se
conform6 de bacterias heterotrofas Gram negativas tipo
bacilo con un tamafo de 5.00 + 0.55 pm; la tercera, consistid
en bacterias Gram negativas, autotrofas, fijadoras de nitro-
geno, tipo coco con un tamaifio de 4.00 + 0.86 pm. La compo-
sicion del consorcio bacteriano fue 9,500 cél'mL™! de una
bacteria filamentosa, 70,000 cél-mL™"' de bacterias tipo bacilo
y 9,000 cél-mL"' de bacterias tipo coco.

Curvas, tasas de crecimiento y longitud de cadenas de
Gymnodinium catenatum en presencia y ausencia del
consorcio bacteriano

Todas las cepas de G. catenatum, sin la adicion del
consorcio bacteriano, presentaron una fase de aclimatacion
corta (en caso de presentarse), seguida de una fase exponen-
cial y una fase de decaimiento pronunciada. El inicio de la
fase exponencial en todas las cepas inicio el dia 2 y finalizd
entre los dias 14 y 20 (Fig. 1 a-d).

Al inocular el consorcio bacteriano, el crecimiento
de G. catenatum vari6 con cada cepa. En presencia del
consorcio bacteriano, la cepa GCCV-7 prolong6 la fase
exponencial a 22 d con respecto al control donde termind
el dia 12 (Fig. 1a). La abundancia maxima con la inocula-
cion del consorcio bacteriano fue significativamente mayor
(P < 0.05) con respecto al control, 6,932 + 26 y 6,463 +
25 cél'-mL"!, respectivamente (Fig. 1a). En la cepa GCMV-7,
la fase exponencial en presencia del consorcio dur6 14 d,
mientras que en el control se prolongé a 20 d (Fig. 1b); en
presencia del consorcio la abundancia maxima fue significa-
tivamente mayor (P < 0.05) (6,334 £ 25 cél'mL™") que en el
control (2,840 + 38 cél-mL™").

En las cepas G7 y 62L, la adicion del consorcio bacteriano
no favorecio el crecimiento del dinoflagelado. En la cepa G7,
la fase exponencial terminé a los 14 d con la inoculacion del
consorcio y a los 16 d sin adicionarlas (Fig. 1¢). En presencia
del consorcio bacteriano la abundancia maxima fue de 1,146
+ 5 cél'mL", lo cual fue significativamente menor (P < 0.05)
que al no adicionarlas 1,625 = 5 cél'mL"". En la cepa 62L, la
fase exponencial durd hasta el dia 16 sin el consorcio bacte-
riano y alcanz6 una abundancia maxima de 6,444 + 4 cél-mL";
la abundancia fue significativamente menor (P < 0.05) 628 +
317 cél'mL" al adicionar el consorcio bacteriano (Fig. 1d).

Las mayores tasas de crecimiento exponencial sin el
consorcio bacteriano se obtuvieron en las cepas GCCV-7 y
62L con 0.215 + 0.005 y 0.141 £ 0.002 d', respectivamente,
seguidas de la cepa G7 con una tasa de crecimiento de 0.094 +
0.017 d'y la cepa GCMV-7 con la menor tasa de crecimiento
(0.079 £ 0.002 d ). Con la adicion del consorcio bacteriano,
las cepas GCCV-7, G7 y 62L disminuyeron significativamente
(P < 0.05) sus tasas de crecimiento a 0.065 £ 0.00, 0.044 +
0.017y 0.0 d!, respectivamente; en la cepa GCMV-7 la tasa de
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crecimiento increment6 significativamente (P < 0.05) a 0.165
+0.001 d' (datos no mostrados).

Sin la adicion del consorcio bacteriano, el porcentaje de
células individuales en la cepa GCMV-7 increment6 hasta
el sexto dia del cultivo (de 22% a 50%), posterior a este dia
predominaron las células en cadenas, principalmente de 2-3
células, y variaron entre 20% y 71% (Fig. 2a). Al adicionar el
consorcio bacteriano, el porcentaje de células individuales fue
significativamente menor al 43% y las cadenas de 4 a 6 células
representaron entre el 20% y el 43% (P < 0.05) (Fig. 2b).

Sin la adicion del consorcio bacteriano, la cepa G7 tuvo un
mayor porcentaje de células individuales hasta el dia 8 y 10
(35%) (Fig. 2c). Esta cepa tuvo un predominio de cadenas de
mas de 4 células (de 36% a 67%). En presencia del consorcio
bacteriano, incrementaron significativamente las células indi-
viduales (de 24% a 70%) (P < 0.05), seguidas de cadenas de 4
a 6 células (de 19% a 44%) (P < 0.05) (Fig. 2d).

Sin adicionar el consorcio bacteriano, en la cepa GCCV-7
las células individuales incrementaron de 19% a 70% hasta
los 8-10 dias (Fig. 2e), seguido de un incremento de células
en cadenas. En presencia del consorcio bacteriano, durante la
mayor parte de la curva de crecimiento, disminuy¢ significa-
tivamente el porcentaje de células individuales a entre 3% y
32% (P < 0.05) e incremento la formacion de cadenas de 4
a 6 células (entre 30% a 62%) y de >7 células (entre 10% y
40%) (Fig. 2f).

En la cepa 62L, sin el consorcio bacteriano, predominaron
células individuales (entre 18% y 54%) durante la mayor
parte de la curva de crecimiento (Fig. 2g). En presencia del
consorcio bacteriano, el porcentaje de células individuales
disminuyo significativamente (P < 0.05) (entre el 5% y el
12%), al igual que las cadenas de 2 a 3 células (entre 15% y
26%) (P <0.05) y las cadenas de 4 a 6 y >7 células incremen-
taron significativamente (P < 0.05) (de 67% a 87%).

Cambios morfologicos de Gymnodinium catenatum en
presencia del consorcio bacteriano

Los cambios morfologicos en G. catenatum con la adicion
del consorcio bacteriano fueron el desarreglo en el sulcus y
cingulo, la ruptura de la membrana celular, la presencia de
células trapezoidales, los desarreglos en material citoplasma-
tico, la presencia de cromosomas condensados y la presencia
de quistes temporales y lisis (Fig. 3). Un alto porcentaje
de células (80-90%) mostraron estos cambios a las 3 h de
haber inoculado el consorcio bacteriano. Solo la cepa G7 no
present6 cambios en su morfologia, cepa de la cual se obtuvo
el consorcio bacteriano.

Se observaron quistes temporales (15%) en la cepa
GCCV-7 durante la fase de decaimiento. La inhibicion en el
crecimiento de la cepa 62L también se debid a un alto porcen-
taje de quistes temporales (95%) al adicionar el consorcio
bacteriano. En las cepas GCCV-7 y GCMV-7, ademas de los
cambios morfoldgicos antes descritos, se observo un cambio
en la coloracion de los cultivos al adicionar el consorcio
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bacteriano, los cuales adquirieron un tono verde intenso;
dicha coloracion se presentd durante la fase exponencial; no
se inhibi6 el crecimiento de G. catenatum.

Perfil de pigmentos y toxinas paralizantes

El perfil de pigmentos en los cultivos de G. catenatum en
presencia y ausencia del consorcio bacteriano se integr6 por 8
pigmentos fotosintéticos. La clorofila a fue el pigmento mas
abundante (de 47.52 + 2.52% a 52.96 = 1.65%) sin diferen-
cias significativas entre tratamientos; el porcentaje de cloro-
fila ¢2, carotenoides (zeaxantina, B-caroteno) y xantofilas
(diadinoxantina, dinoxantina, diatoxantina) variaron entre
cepas y algunos pigmentos variaron entre tratamientos. La
presencia del consorcio bacteriano en las cepas GCMV-7 y
GCCV-7 aument? significativamente (P < 0.05) el porcentaje
de zeaxantina (de 0.0 2 4.46 + 0.57% y de 0.0 2 6.93 + 3.81%,
respectivamente) y de B-caroteno (de 0.24 + 0.08 a 2.46 £
0.58 % y de 0.40 = 0.06 a 2.83 + 0.74%, respectivamente)
(P <0.05) (Fig. 4a, b). En presencia del consorcio bacteriano,
la cepa 62L no registré cambios significativos en el contenido
de pigmentos (P > 0.05) (Fig. 4c); en la cepa G7, se incre-
ment6 significativamente (P > 0.05) el porcentaje de clorofila
c2 y de peridinina y disminuy¢ significativamente la zeaxan-
tina y el B-caroteno (Fig. 4d).
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En todas las cepas de G. catenatum se identificaron 8
analogos de toxinas paralizantes: C1/2, dcNEO, dcSTX,
deGTX 2/3 y GTX2/3. Estos se agruparon en funcion del
grupo sustituyente en la cadena lateral en toxinas carba-
moil (GTX2/3), decarbamoil (dcNEO, dcSTX y dcGTX2/3)
y N-sulfocarbamoil (C1/2) (Tabla 2). Con la adicion del
consorcio bacteriano, la cepa GCMV-7 no mostr6 cambios
significativos en el perfil de toxinas; las toxinas N-sulfo-
carbamoil fueron las mas abundantes (entre 23.40 + 3.81
y 21.94 + 3.78 pgSTX eq-cél'), seguidas por las decarba-
moil (entre 12.16 + 0.52 y 15.35 = 0.73 pgSTX eq-cél!) y
las carbamoil (<1.24 pgSTX eq-cél') (Tabla 2). En la cepa
GCCV-7, el consorcio bacteriano incremento significativa-
mente (P <0.05) el contenido de toxinas N-sulfocarbamoil (de
43.25 £ 6.99 a 84.03 = 14.07 pgSTX eq-cél'), decarbamoil
(de 10.53 +£0.43 a 14.77 £ 0.71 pgSTX eq-cél ') y carbamoil
(de 1.87 £ 0.10 2 4.41 £ 0.13 pgSTX eq-cél ). En presencia
del consorcio bacteriano, la cepa 62L presenté un menor (P <
0.05) contenido de toxinas decarbamoil (de 84.23 + 3.81 a
20.71 £0.92 pgSTX eq-cél!). En la cepa G7, la presencia del
consorcio bacteriano disminuy6 las toxinas decarbamoil de
2.04 +£0.16 pgSTX eq-cél ! a 0.69 £ 0.05 y las carbamoil no
rebasaron 1.15 pgSTX eq-cél ' (Tabla 2).

En presencia del consorcio bacteriano, el contenido de
toxinas disminuy6 significativamente en las cepas 62L y G7
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Figura 1. Curvas de crecimiento de Gymnodinium catenatum en medio GSe a 24 °C, salinidad de 34 y ciclo 12:12 h L:O en presencia del
consorcio bacteriano (cuadros vacios) y sin adicionar el consorcio bacteriano (circulos negros). Cepas: (a) GCCV-7. (b) GCMV-7. (¢) G7.

(d) 62L. Lineas verticales: ds.
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Figura 2. Cadenas celulares durante la curva de crecimiento de Gymnodinium catenatum en presencia y ausencia del consorcio bacteriano
(CB). Gris claro: células individuales. Gris oscuro: cadenas de 2-3 células. Blanco: cadenas de 4-6 células. Negro: cadenas de >7 células. (a)
cepa GCMV-7 sin CB; (b) cepa GCMV-7 con CB; (¢) cepa G7 sin CB; (d) cepa G7 con CB; (e) cepa GCCV-7 sin CB; (f) cepa GCCV-7 con
CB; (g) cepa 62L sin CB; (h) cepa 62L con CB.
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a Control

Figura 3. Morfologia de Gymnodinium catenatum en presencia y ausencia del consorcio bacteriano. (a) Célula individual (control). (b)
Célula rodeada de una membrana caracteristica de un quiste temporal. (¢) Ruptura de membrana, pérdida de flagelo, desarreglo del cingulo
y sulcus. (d) Quiste temporal y bacterias. (e) Célula trapezoidal. (f) Célula redonda con nucleo evidente y cromosomas condensados. (g)
Cadena de células (Control). (h) Células en cadena rodeadas por membrana hialina. (i) Desarreglo del cingulo y sulcus. (j) Ruptura de

membrana. (K) Desarreglos en el citoplasma. (1) Lisis.

(de 126.35 + 41.66 a 58.47 + 18.34 y de 3.20 + 1.02 a 1.76
+ 0.54 pgSTX eq-cél!, respectivamente). En presencia del
consorcio bacteriano, la cepa GCCV-7 increment6 (P < 0.05)
su contenido de toxinas (de 55.63 + 21.83 a 103.22 + 43.29
pgSTX eq-cél™), y fue la cepa con el mayor contenido de
toxinas (Tabla 2).

DISCUSION

El estudio de las interacciones bacterias-microalgas en
G. catenatum ha tomado relevancia desde la ultima décaday se
han descrito varios aspectos como la produccion autébnoma de
toxinas por parte de las bacterias y la intervencion que tienen
en (1) la sintesis de toxinas, (2) en el proceso reproductivo,

(3) la influencia directa o indirecta en el desarrollo de ciertos
estadios del ciclo de vida de los dinoflagelados y (4) en el
crecimiento (Bolch et al. 2011, 2017; Albinsson et al. 2014;
Jauzein et al. 2015). Sin embargo, debido a la complejidad
de las interacciones entre algas y bacterias es necesario
comprender estas interacciones en cepas de diversas zonas
geograficas y condiciones ambientales. En este trabajo se
evaluo el efecto de un consorcio bacteriano en el crecimiento,
abundancia, morfologia, longitud de cadenas, perfil pigmen-
tario y toxinas paralizantes en G. catenatum en 4 cepas de
diferentes regiones de la costa del Pacifico frente a México.
Se ha reportado que 15 a 24 genotipos bacterianos integran
la comunidad bacteriana asociada a las cepas de G. catenatum
(Green et al. 2004, 2010). Sin embargo, a pesar de que la
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comunidad es tan variable, estudios previos han concluido
que el efecto de la comunidad bacteriana en el dinoflagelado
se debe a la dominancia de 1 o 2 especies, no a la coexistencia
de estas, debido a que, en cultivos mixtos, la bacteria domi-
nante afecta el crecimiento del dinoflagelado e inhibe el creci-
miento del resto de las bacterias asociadas (Albinsson et al.
2014). Se observaron 2 patrones de crecimiento en las curvas
de crecimiento de G. catenatum (Fig. 1a-d) en presencia del
consorcio bacteriano.

El primero es un mayor crecimiento del dinoflagelado,
reflejado en una mayor abundancia. En la cepa GCCV-7
ademas de incrementar su abundancia, la fase de crecimiento
exponencial se alcanz6 en un mayor nimero de dias y la tasa
de crecimiento fue menor cuando se cultivo con el consorcio
bacteriano (Fig. la). Esto coincide con lo reportado para
cepas de Alexandrium spp. donde la presencia de bacterias
prolongd el crecimiento exponencial, lo que modulé la dispo-
nibilidad de nutrientes con tasas de crecimiento menores que
derivé de un letargo en el crecimiento (Hold et al. 2001). El
segundo patrén que se observo fue la inhibicion en el creci-
miento en las cepas 62L y G7 de G. catenatum (Fig. lc,
d). En la cepa 62L se observo un descenso significativo en
la abundancia en mas del 90% con la adicion del consorcio
bacteriano. Alavi et al. (2001) y Matsumoto (2011) descri-
bieron una respuesta similar. Alavi et al. (2001) evaluaron el
efecto de la interaccion fisica en 4 cepas del dinoflagelado
Pfiesteria sp. en presencia de un consorcio bacteriano confor-
mado por 34 especies y obtuvieron una inhibicion en el creci-
miento de Pfiesteria sp., el cual volvio a crecer al re-aislar las
células en ausencia del consorcio bacteriano. Por otro lado,
Matsumoto (2011) evaluo el efecto de los filtrados celulares
bacterianos de Alcanivorax sp. en G. catenatum y encontrd
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que inhibieron el crecimiento del dinoflagelado contrario a
lo observado en experimentos con contacto celular, donde
el crecimiento de G. catenatum fue mayor. Dicho compor-
tamiento pudo deberse a la liberacion de alguicidas al medio
de cultivo por parte de las bacterias; sin embargo, ni Alavi et
al. (2001) ni Matsumoto (2011) evaluaron dicho parametro,
pero sus resultados sugieren que la sustancia promotora del
crecimiento no se exuda al medio de cultivo sino que las espe-
cies requieren estar en contacto para favorecer su crecimiento,
ademas de que la dindmica de crecimiento que se establece
depende de la especie de bacteria, lo que fomenta la forma-
cion de diversas asociaciones ecologicas (Skovgaard 2000).

La longitud de las cadenas en G. catenatum es un indi-
cador de condiciones de estrés, como la edad del cultivo
(Blackburn et al. 1989, Band-Schmidt et al. 2004), la sali-
nidad, la luz y las temperaturas extremas (Band-Schmidt et
al. 2014; Vale 2015, 2017), las concentraciones limitantes de
fosfatos y nitratos (Lin et al. 2022), y por alelopatia (Fernan-
dez-Herrera et al. 2016, 2021; Band-Schmidt et al. 2020). Se
ha propuesto que las alteraciones en los patrones de las longi-
tudes en el ambiente natural pueden afectar la velocidad de
migracion vertical de este dinoflagelado (Fraga et al. 1989,
Vale 2015). El incremento en el porcentaje de células en
cadena en presencia del consorcio bacteriano en este trabajo
pudiera indicar que las bacterias promueven la formacion de
cadenas. La cepa G7 no presentd un incremento en el porcen-
taje de cadenas largas (Fig. 2d), esto pudiera deberse a que de
esta cepa se aislo el consorcio bacteriano.

Varios estudios de la interaccion bacteria-microalga se han
basado en la influencia de las bacterias en la germinacion de
quistes de resistencia en G. catenatum. Células recién germi-
nadas de G. catenatum requieren de la presencia de bacterias

Tabla 2. Perfil de toxinas paralizantes y contenido de toxinas de cepas de Gymnodinium catenatum en presencia
y ausencia del consorcio bacteriano en la fase exponencial tardia.

N-sulfocarbamoyl

Decarbamoyl

Carbamoyl Contenido de toxinas

Clave pg STXeq-cél™

GCMV-7 23.40 + 3.81 15.35+0.73 1.00 +0.08 39.74 £ 11.35
GCMV-7 + CB 21.94+£3.78 12.16 £0.52 1.24£0.07 35.33+10.36
GCCV-7 43.25+6.99 10.53 £0.43 1.87+0.10 55.63 +21.83
GCCV-7+CB 84.03 £14.07 14.77£0.71 4.41+0.13 103.22 +£43.29
62L 41.18 +6.87 84.24 +3.81 0.94 +£0.08 126.35 + 41.66
62L + CB 37.18 £ 6.65 20.71 £0.92 0.57+0.08 58.47 +£18.34
G7 0.01 +£0.04 2.04+0.16 1.15+0.21 320+ 1.02
G7+CB - 0.69 +0.05 1.06 £0.18 1.76 £ 0.54

+CB: con el consorcio bacteriano
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Figura 4. Pigmentos de Gymnodinium catenatum en presencia y ausencia del consorcio bacteriano (CB). Cepas: (a) GCMV-7; (b) GCCV-7;
(¢) G7; (d) 62L. Barras blancas: sin CB. Barras grises: con CB. Lineas verticales: ds. No se incluye la clorofila a.

de los géneros Marinobacter sp. y Brachybacterium sp.
para sobrevivir y crecer (Bolch et al. 2011). En este estudio
se formaron quistes temporales de G. catenatum al estar en
contacto con el consorcio bacteriano. También se observaron
cambios morfologicos en G. catenatum sugiriendo que estas
alteraciones pudieran influir en su ciclo de vida: pérdida de
flagelos, desarreglo en el citoplasma, en el cingulo y sulcus,
ademas de un nicleo evidente con cromosomas condensados,
caracteristico de la fusiéon de gametos (Fig. 3) previamente
descritos por Figueroa et al. (2006, 2008). Dichas observa-
ciones sustentan una de las hipdtesis establecidas por los
mismos autores que indica que los procesos sexuales se
desencadenan como resultado de la adicion de nutrientes,
provenientes quiza de los exudados bacterianos.

Al exponer a G. catenatum a células de otras especies fito-
planctoénicas o a sus filtrados también se observaron cambios
en su morfologia, tales como disminucion en la longitud de
cadenas celulares, formacion de quistes temporales y lisis
(Fernandez-Herrera et al. 2016, 2021; Band-Schmidt et al.
2020), lo cual demostrd que el contacto directo entre especies
de fitoplancton también puede modificar la estructura de la
poblacién del dinoflagelado.

El perfil de pigmentos de G. catenatum esta conformado
por 8 pigmentos: clorofila a, clorofila ¢2, peridinina, zeaxan-
tina, diadinoxantina, dinoxantina, diatoxantina, y [-caro-
teno, coincidiendo con el perfil de pigmentos reportado por
Hallegraeff et al. (1991). Debido a que la unica variante en
los experimentos fue la adicion del consorcio bacteriano, se
asume que la variacion en el contenido de pigmentos se debid
a la presencia/ausencia del consorcio; este ultimo factor de

estrés modifico la capacidad fotosintética del dinoflagelado a
través de la modificacion en el contenido de pigmentos acce-
sorios (Fig. 4).

El perfil de toxinas paralizantes de G. -catenatum
comprende al menos 3 docenas de analogos descritos en varias
cepas y poblaciones geograficas, las cuales se caracterizan por
el dominio de toxinas sulfocarbamoil que representan mas
del 85% molar, seguido por las decarbamoil y, finalmente, las
carbamoil un porcentaje <1% (Negri et al. 2007, Band-Schmidt
etal. 2019). A pesar de que se ha determinado que la presencia,
ausencia y proporcion de los analogos varia entre cepas,
existe una alta similitud en el perfil de toxinas paralizantes
entre los ecotipos, sugiriendo una baja variabilidad genética
entre poblaciones (Cembella y Band-Schmidt 2018). En esta
investigacion, el perfil de toxinas de las cepas concuerda con
reportes previos (Band-Schmidt et al. 2010). La mayoria de
las cepas, con excepcion de la cepa G7, presentaron una domi-
nancia de toxinas sulfocarbamoil, y se registrd una abundancia
relativa superior al 70% molar. La cepa G7, se caracterizo por
la dominancia de toxinas decarbamoil, seguidas por las sulfo-
carbamoil y carbamoil. Dicho perfil también se ha reportado
en muestras ambientales de G. catenatum (Garate-Lizarraga et
al. 2006). Los analogos de saxitoxina del grupo de las carba-
moil (GTX2/3) se encontraron en bajas proporciones, <2% del
total, lo cual es una caracteristica de la especie (Hallegraeff
et al. 2011). En la cepa GCCV-7, la presencia del consorcio
bacteriano increment6 el contenido de toxinas sulfocarbamoil
y disminuy6 el contenido de toxinas carbamoil; mientras que
en las cepas 62L y G7, disminuy¢ el contenido de analogos
decarbamoil (Tabla 2).
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El contenido de toxinas de esta especie es relativamente
bajo en comparacion a otras especies, y se han reportado dife-
rencias entre muestras ambientales de G. catenatum natural y
muestras obtenidas de cepas de laboratorio, ademas de dife-
rencias en la toxicidad con el origen de la cepa (Band-Schmidt
et al. 2006, Negri et al. 2007). En este trabajo, la cepa con
mayor contenido de toxinas fue la cepa de las costas de
Michoacén seguida por las cepas de Bahia Concepcion, Bahia
de Mazatlan y, finalmente, la de Manzanillo con una amplia
variacion de 1.76 + 0.54 a 103.22 + 43.29 pgSTX eq-cél ™. Sin
embargo, es importante sefialar que el dato de una sola cepa
de cada region geografica es insuficiente para confirmar estas
diferencias en el contenido de toxinas entre diversas regiones
geograficas.

La adicion del consorcio bacteriano no mostrd un patron
claro en el contenido de toxinas de las cepas. El contenido
de toxinas en la cepa GCCV-7 incremento, mientras que en
las cepas 62L y G7 disminuy6 y en la cepa GCMV-7 no
mostro cambios significativos. El contenido de toxinas en
las cepas de G. catenatum aisladas de costas mexicanas ha
sido variable, y se han registrado valores de 2 a 370 pgSTX
eq-cél! (Band-Schmidt et al. 2005, 2006; Fernandez-He-
rrera et al. 2022). No se ha encontrado una relacion clara
con la temperatura (Band-Schmidt et al. 2014) ni con las
proporciones de N:P (Bustillos-Guzman et al. 2012, Hernan-
dez-Sandoval et al. 2022), lo cual sugiere que las diferencias
son cepa-especificas. Solo en el caso de la exposicion de
G. catenatum a medios de cultivo de Chattonella marina y
Gymnodinium impudicum hubo un incremento en el conte-
nido de toxinas (Ferndndez-Herrera et al. 2022), lo cual
sugiere que este incremento pudiera ser una estrategia de
supervivencia de G. catenatum al estar en presencia de otras
especies de fitoplancton.

Con la adicién del consorcio bacteriano en G. catenatum,
no se observé un efecto claro en el crecimiento, la abundancia,
el perfil de toxinas y el contenido de toxinas, pero si se observo
un incremento en el numero de células en cadena. Adicional-
mente, se observaron cambios en la morfologia celular. En
presencia del consorcio bacteriano, en la mayoria de las cepas
incremento el contenido de pigmentos accesorios (zeaxantina,
diatoxantina y B-caroteno), lo cual sugiere que las bacterias
pudieran ser agentes estresantes para G. catenatum propor-
cionando nuevas perspectivas de interaccion entre bacterias
y dinoflagelados.
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