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GLOSARIO

Ataxia: Desorden, irregularidad, perturbacion de las funciones del sistema
nervioso.

Artralgia: Dolor de las articulaciones.

Bradicardia: Ritmo cardiaco mas lento que el normal.

Cianosis: Coloracion azul y alguna vez negruzca o livida de la piel, debida, a
trastornos circulatorios.

Concentracion letal: Animales cuyos signos clinicos fueron marcados por la
intoxicacion en los que el paro respiratorio y la muerte sobreviven en pocos
minutos o en horas, con esto se puede determinar la toxicidad de la
muestra.

Concentracion subletal: Muestras en la que los ratones presentaban conductas
anormales, pero sin causar la muerte de los animales. Los animales vuelven
a recuperar su estado normal después de las 24 horas.

Concentracion inocua: Muestras en animales en cuyo comportamiento fue
normal o con signos leves, por lo que se recuperan totalmente al poco
tiempo después de la inyeccion.

Conjuntivitis: Inflamacion en la conjuntiva que cubre la parte blanca del globo
ocular.

Dermatitis: Inflamacioén en la piel.

Disgeusia: Es un sintoma semiologico que denota alguna alteracion en la
percepcion relacionada con el sentido del gusto.

Disnea: Dificultad para respirar

Higroscopico: Término quimico en donde los compuestos atraen las moléculas
de agua del ambiente en cuanto pueden.

Hipercalcemia: Nivel de calcio en la sangre superior a lo normal.

Mialgia: Dolor de los musculos.

Mioglobinuria: Excrecion de la mioglobina en la orina a causa a causa de una

mioglobinemia presente de la destruccion de la musculatura estriada.



Parestesia: Sensacion o conjunto de sensaciones anormales y especialmente
hormigueo, adormecimiento o ardor que experimentan en la piel ciertos
enfermos de la piel o circulatorio.

Rinorrea: Salida de fluidos por las fosas nasales, provocada por el incremento
de la secrecion de moco.

Taquicardia: Frecuencia excesiva del ritmo de las contracciones cardiacas.



RESUMEN

Los dinoflagelados del género Ostreopsis presentan habitos epifito-bentonicos,
asociados a diferentes sustratos. Algunas especies de este género producen
analogos de palytoxina (PLTX), considerada una de las toxinas mas potentes que
puede provocar problemas en la salud humana y en el ecosistema. En el Caribe
Mexicano se tienen registros de cuatro de las once especies de Ostreopsis
reportadas a nivel internacional. En este estudio se determind la abundancia y
taxonomia de las especies de Ostreopsis mediante pruebas morfoldgicas,
morfométricas y filogenéticas. Ademas, se evaluo6 su actividad toxicologica en dos
ensayos agudos (raton y artemia). Las muestras fueron obtenidas de la macroalga
Dyctiota en dos sitios arrecifales localizados en la porcibn Norte del Caribe
Mexicano, (Isla Contoy y Puerto Morelos) durant el periodo de noviembre de 2017
a junio de 2018. En Isla Contoy las maximas abundancias registradas fueron de
34,907 cel gt en el mes de noviembre y en Puerto Morelos se observaron 45,842
cel gt en mayo. Se identificaron tres especies: O. lenticularis, O. heptagona y O. cf.
siamensis. Las relaciones isométricas fueron mayores entre el diametro
dorsoventral y el transdiametro de la epiteca en O. lenticularis y O. heptagona; en
O. cf. siamensis fue entre el diametro dorsoventral de la hipoteca y el largo de la
segunda antapical. Se amplific6 un segmento de la region de los espaciadores
internos (ITS) que fue reportada como O. lenticularis. Esta secuencia se integré a
un un clado monofilético junto con muestras de la Reunion Francesa, Galapagos y
Hawai. En ambos sitios se reportaron concentraciones subletales en biensayo en
raton al presentar signos clinicos caracteristicos de intoxicacion (arqueamiento
corporal, perdida de locomocion de los cuartos traseros, espasmos, asi como en el
bioensayo de A. salina al mostrar cambios en su comportamiento, como nado
erratico y en una de las muestras de este ensayo agudo provoco la mortalidad en
un 90% de los ejemplares. Algunos individuos de A. salina fueron observados y se
detectaron cambios morfoldgicos severos tales como necrosis en el tejido. Los
resultados de esta investigacion demuestran la dominancia y produccion de toxinas

del género Ostreopsis en las comunidades epibenténicas de dinoflagelados de los



sistemas arrecifales del Norte del Caribe Mexicano, lo cual aporta conocimiento para

comprender su papel en estos ecosistemas y su posible impacto en la salud publica.



ABSTRACT

The dinoflagellates of the genus Ostreopsis present epiphytonic habits, associated
with different substrates. Some species of this genus produce palytoxin (PLTX)
analogs that are considered between the most potent toxins that can cause problems
in human health and in the ecosystem. In the Mexican Caribbean there are records
of four of the eleven Ostreopsis species reported internationally. In this study the
abundance and taxonomy of the Ostreopsis species were determined by
morphological, morphometric and phylogenetic analysis. In addition, their
toxicological activity was evaluated in two acute trials (mouse and artemia). Samples
were obtained from the macroalga Dictyota in two coral reefs sites located at of the
northern portion of the Mexican Caribbean (Isla Contoy and Puerto Morelos) during
November, 2017 to June, 2018. Maximum abundances registered were 34,907 cel
g7t in Isla Contoy during November, and 45,842 cel g7* in Puerto Morelos on May.
Three species were identified: O. lenticularis, O. heptagona and O. cf. siamensis.
The isometric relationships were greater between the dorsoventral diameter and the
transdiameter of the epitheca in O. lenticularis and O. heptagona, whereas in O. cf.
siamensis it was between the dorsoventral diameter and the length of the second
antapical. A segment of the region of the internal spacers (ITS), which was reported
as O. lenticularis, was amplified. This sequence was associated to a monophyletic
clade along with samples from the French Reunion Island, Galapagos and Hawaii.
In both sites sublethal concentrations were reported in the mouse bioassay
presenting characteristic clinical signs of intoxication (body bowing, loss of
locomotion of the hindquarters, spasms. In the case of the A. salina bioassays the
individuals showed changes in their behavior and erratic swimming. One of the
samples caused 90% mortality of A. saline specimens associated to severe
morphological changes such as tissue necrosis. Results of this research
demonstrate the dominance and toxin-producing of this dinoflagellate genus in the
epibenthic community of the coral reef sites of the Mexican Caribbean, an important
issue to understand its role in these ecosystems and as well as its possible impact

in the pulic health.



1. INTRODUCCION

El género Ostreopsis agrupa a varias especies de dinoflagelados principalmente
epifito-bentonicos, pero que también pueden estar presentes en la columna de agua
(Ciminiello et al., 2006; Okolodkov et al., 2007; Mangialajo et al., 2008; Totti et al.,
2010; Garate-Lizarraga et al., 2018).

La investigacion sobre este género se centra en la capacidad que tienen algunas
especies de producir toxinas. Las toxinas que produce este género son analogos de
la palytoxina (PLTX Ci129H223N30s4) (Usumi, 1995), un compuesto polihidroxilado
soluble en agua considerada como una de las toxinas marinas mas potentes y
complejas debido a la mezcla de compuestos u homodlogos estrechamente
relacionados. Esta toxina se identificd originalmente en el coral blando Palythoa
toxica (Onuma et al., 1999; Durando et al., 2007; Tichadou et al., 2010). La PLTX
tiene un grupo de compuestos analogos producidos por algunas especies de
Palythoa, Zoanthus, cianobacterias del género Trichodesmium y dinoflagelados del
género Ostreopsis (mascarenotoxinas, homopalytoxinas, bishomopalytoxinas,
neopalytoxina, deoxypalytoxina, 42-hydroxypalytoxina, ostreocina-A, -B, -D, -E1,
ovotoxinas a-l y palytoxina isobérica) (Moore y Scheuer, 1971; Usami et al., 1995;
Lenoir et al., 2004; Ciminiello et al., 2006, 2008; Pelin et al., 2015; Tartaglione et al.,
2016; Terajima et al., 2018).

La intoxicacién via oral por PLTX se produce por el consumo de peces y cangrejos
y se caracteriza por la presencia de sintomas neurolégicos y gastrointestinales que
incluyen nauseas, sabor metdlico, hiperventilacion, calambres, diarrea severa,
parestesia de las extremidades y dificultades respiratorias, entre otros (Onuma et
al., 1999).

Se han descrito once especies del género Ostreopsis de las cuales se ha descrito
la produccién de estas toxinas en: O. siamensis, O. ovata, O. mascarensis, O.
fattorussoi, O. heptagona, O. lenticularis y O. rhodesae ( Norris et al., 1985; Usami
et al., 1995; Ukena et al., 2001; Lenoir et al., 2004; Ciminiello et al., 2006; Accoroni
etal., 2016; Verma et al., 2016). Sin embargo, en otras especies (O. belizeanus, O.

caribbeanus, O. labens y O. marina) su toxicidad aun no ha sido demostrada.



La distribucion geografica de Ostreopsis abarca principalmente regiones tropicales
y subtropicales, pero se ha observado que su ambito de distribucién se ha extendido
hacia latitudes templadas (Rhodes, 2011).

La identificacion taxondmica tradicional de las especies de este género se basa
principalmente en caracteres morfologicos tales como la forma y tamafo de la
célula, asi como la forma y disposicion de las placas de la teca. Sin embargo, las
especies de Ostreopsis son morfolégicamente plasticas, lo que complica
discriminarlas completamente solamente mediante su forma y tamafio ya que estos
caracteres no son robustos (Penna et al., 2014). Para superar este inconveniente,
en los dltimos afios se han implementado analisis filogenéticos para identificar a las
especies utilizando secuencias de ADN, principalmente de las regiones
espaciadoras transcritas internas (ITS1e ITS2) y el gen 5.8 ARNr (Penna et al., 2005,
2010; Guerrini et al., 2010; Tawong et al., 2014).

Para el estudio e identificacion de las toxinas producidas por estas especies se
utilizan bioensayos y determinaciones analiticas. El bioensayo mas comun es el
ensayo en modelo en ratébn que permite identificar los signos de intoxicacién
producidos por las toxinas presentes en los extractos evaluados, asi como su
toxicidad total, expresada en unidades raton (UR), nanogramos (ng) o microgramos
(ug) de PLTX equivalente, con base en el tiempo de muerte de los ratones,
generalmente administrada por via intraperitonial en ensayos agudos (Riob¢ et al.,
2008). Por otro lado, las técnicas analiticas como la cromatografia de capa fina
(TLC), cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a deteccion con ultravioleta
(HPL-UV) o fluorescencia (HPLC-FLD), y recientemente a la espectrometria de
masas (LC-MS/MS), entre otras, permiten identificar y cuantificar la composicién
quimica de un perfil de toxinas presentes en los extractos crudos incluso en bajas
concentraciones (Ciminiello et al., 2011; Riobo et al., 2011).

Actualmente, en la zona del Caribe Mexicano hay reportes de la ocurrencia de
cuatro especies de Ostreopsis: O. heptagona, O siamensis, O cf. marina, y O.
belizeana (Almazan-Becerril et al., 2015, 2016; Irola-Sansores et al., 2018). Estas
investigaciones mencionan la predominancia en abundancia del género Ostreopsis

sobre los demas géneros de dinoflagelados bentonicos (Gambierdiscus, Fukuyoa,



Coolia, Prorocentrum). Irola-Sansores et al. (2018) mencionan que O. cf. marina y
O. heptagona son abundantes en determinadas épocas del afio y que incluso O. cf.
marina puede presentar proliferaciones de hasta 19,672 cel g de macroalga. De
las especies reportadas en esta region y con la evidencia de que O. siamensis y O.
heptagona pueden producir PLTX y analogos (Norris et al., 1985, Ukena et al.,
2001), es necesario no solo determinar la identidad de las especies de Ostreopsis
presentes en el Caribe Mexicano, sino elucidar su potencial toxico para determinar
el posible riesgo ante eventos de proliferaciones en la zona.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es identificar las especies presentes en el
norte del Caribe Mexicano del género Ostreopsis con base a sus caracteres
morfologicos y técnicas moleculares, asi como determinar la posible produccion de
toxinas, lo cual permitira evaluar el riesgo para el ecosistem, la salud humanay las

actividades econdmicas, recreativas y turisticas del lugar.

2. ANTECEDENTES

2.1 Morfologia del género Ostreopsis

La primera especie descrita de este género fue Ostreopsis siamensis Schmidt
registrada en el Golfo de Siam (Tailandia) en 1902. Se observ6 que era una especie
predominantemente de habitos bentdnicos. La descripcion original mencionaba un
cuerpo aplanado en forma de ostra, apice excéntrico marcado por un area estrecha
en forma de hendidura. El cingulum es longitudinal y estrecho que solo puede ser
observado en vista hipotecal. Presenta tres placas apicales (una reducida), y una
placa antapical. Las placas son porosas. Posteriormente, Fukuyo (1981) erigié dos
nuevas especies de muestras colectadas en la Polinesia Francesa, Nueva
Caledonia y Japén: O. lenticularis, caracterizada por presentar dos tipos de poros
de diferente tamafio, y O. ovata, de forma mas ovalada y esbelta que la anterior.
Ambas especies las agrup6 en la Familia Ostreopsidaceae dentro del Orden

Peridineales.



Posteriormente, Besada et al. (1982) colocaron al género en el Orden
Gonyaulacales con base en la tabulacion de Kofoid (1909) enfatizando la asimetria
de las placas apicales.

La interpretacion de Besada et al. (1982) consistio en considerar cuatro placas
apicales en lugar de tres como mencionan los autores Schmidt (1902) y Fukuyo
(1981); asi, la primera placa apical (1’) en la interpretacion de Besada et al. (1982)
estaria desplazada y adyacente al sulcus. Debido a su posicion, la interpretacion
mas sencilla seria considerarla como la primera placa precingular (1”). Sin embargo,
la interpretacion de Besada et al. (1982) dota a la interpretacion tabular de afinidad
por los Gonyaulacales, Orden en el que deben estar presentes cuatro placas
apicales y no tres; interpretacion con la que posteriormente coinciden varios autores
(Gémez et al., 2011; Adl et al., 2012; Hoppenrath, 2016).

En este contexto, Fensome et al. (1993) y Taylor (1999) mencionan que en los
géneros Gonyaulacales donde el primer homologo apical (1°) no tiene contacto con
el complejo del poro apical (CPA), pues este se encuentra a una gran distancia, se
denomina patrén tipo excerto, lo cual aplicaria para el género Ostreopsis .

Todas las especies de Ostreopsis presentan la misma férmula para la identificacion
de las placas, pero las variaciones en forma y tamafio constituyen las diferencias
entre especie. En la literatura especializada no existe una homogenizacion en la
descripcion de las especies de este género ya que algunos autores como Accaroni
et al. (2016) y Verma et al. (2016) siguen la descripcion de la epiteca de acuerdo al
trabajo de Fukuyo (1981), aunque la descripcién de la hipoteca concuerde con la
interpretacion de Besada et al. (1982). Otros mas (Pin et al., 2001; Lenoir, 2004;
Penna, 2005; Aligizaki et al., 2006; Monti et al., 2007; Riobo, 2008; Ismael y Halim,
2012; David et al., 2013; Almazan-Becerril et al., 2015) siguen la tabulacién de Faust
y Morton (1995), mientras que otros (Bravo et al., 2012; Escalera et al., 2014;
Almazéan-Becerril et al., 2016) solo utilizan la tabulacion de Besada et al. (1982). La
figura 1 muestra las diferentes interpretaciones de la teca de Ostreopsis segun
Fukuyo (1981), Besada et al. (1982) y Faust y Morton (1995). De acuerdo a lo
mencionado resulta evidente la falta de consistencia en la literatura cientifica sobre

la interpretacion de las tecas en este género de dinoflagelado.



Actualmente hay once especies de Ostreopsis: O. siamensis Schmidt (1902), O.
lenticularis (Fukuyo, 1981), O. ovata (Fukuyo, 1981), O. heptagona Norris, Bomber
y Balech (Norris et al.,1985), O. mascarensis Quod (Quod, 1994) O. labens Faust y
Morton (Faust y Morton, 1995), O. marina Faust, O. belizeana Faust, O. caribbeana
Faust (Faust, 1999), O. rhodesae Verma, Hoppenrath y Murray (Verma et al., 2016)

y O. fattorussoi Accoroni, Romagnoli y Totti (Accoroni et al., 2016).

(b) i (d) (f)

Figura 1. Esquemas de la interpretacion de la tabulacién de Ostreopsis segun diferentes autores:
Fukuyo (1981) epiteca (a), hipoteca (b); Besada (1982); epiteca (c), hipoteca (d); Faust (1995)
epiteca (e), hipoteca (f). (Imagen tomada de Fukuyo, 1981).
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2.2 Distribucion global del género Ostreopsis

El género Ostreopsis fue descrito hace mas de 100 afios por Schmidt, sin embargo,
el impacto que tiene este dinoflagelado en la biodiversidad acuética y los problemas
en la salud humana han intensificado las investigaciones sobre este género (Shears
y Ross, 2009), ademas de que su distribucion se considera que crece notablemente
(Rhodes, 2011).

Con base a los registros internacionales, actualmente las dos especies que abarcan
mayor extension geografica son O. ovata y O. siamensis y son también las que han
presentado un aumento de florecimientos en sitios como el Mar Mediterraneo
(Ciminiello et al., 2012) y Nueva Zelanda (Verma et al., 2016) entre otros. Sin
embargo, registros recientes indican que O. lenticularis también tiene una amplia
distribucién, encontrandose en el Caribe, Pacifico Tropical Oriental, Mar de China 'y
la Polinesia Francesa (Ballantine et al., 1988; Moreira et al., 2012; Garate-Lizarraga
et al., 2018; Zhang et al., 2018; Chomérat et al., 2019). En la figura 2 se observa la
distribucion mundial de las especies del género Ostreopsis, asi mismo, en la tabla
1 se describen las abundancias y ocurrencias de cada una de las especies segun

la literatura especializada.
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O. caribbeanus ¢
O. heptagona
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O. lenticularis
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O. fattorussoi @
0. mascaranensis @

Figura 2 . Ocurrencia global de las especies del género Ostreopsis 1902-2018. Mapa construido con
base a reportes publicados en revistas cientificas.

Distribucién en México

En el Golfo de California se ha descrito la presencia de O. ovata en la Isla El Pardito
(Sierra et al., 2000; Nufiez-Vazquez, 2005) y O. siamensis en Cabo Pulmo (Nufiez-
Vazquez et al., 2013, 2018). En el norte del Pacifico mexicano, Cortés et al. (2005)
identificaron a O. siamensis en la Isla volcanica Isabel en muestras de red, o sea,
provenientes de la columna de agua. Recientemente, en la Isla Gaviota localizada
en la Bahia de La Paz, Baja California Sur, Sepulveda-Villarraga (2017) identificd
mediante cultivos y analisis filogenético a la especie téxica O. cf. lenticularis.
Posteriormente, Garate-Lizarraga et al. (2018) reportaron la presencia de esta
misma especie en el Archipiélago de Revillagigedo, con base en las caracteristicas
morfologicas de los ejemplares colectados.

En el Golfo de México, especificamente en el Sistema Arrecifal Veracruzano,
Okolodkov et al. (2007) identificaron la presencia de O. heptagona con una

abundancia maxima de 400 cel. gt aproximadamente.

12



Ghinaglia et al. (2004) reportaron la presencia de O. ovata en las costas de

Campeche mientras que, en las costas de Yucatan, Okolodkov et al. (2014)

observaron bajas abundancias de O. heptagona durante el periodo 2008-2009.

En el Caribe Mexicano (Almazan-Becerril et al., 2015, 2016) reportaron la existencia

de O. siamensis, O, belizeanus, O. heptagona y O. cf. marina, siendo las dos ultimas

las mas abundantes en algas pardas del género Dictyota (Irola-Sansores et al.,

2018).
Tabla 1. Distribucion y abundancia del género Ostreopsis en el mundo.
Sitio Especie Abundancia Macroalga Referencia
Go_lfo d? Stam, O. siamensis - Schmidt, 1902
Tailandia
Nueva Caledonia, O. lenticularis Turbinaria
Polinesia Francesa O. ovata i ornata, Jania'y Fukuyo 1981
(Francia) O. siamensis Amphiroa
Islas Port de
Gustavia, St. Besada et al
Barthelemy y O. ovata v
- 1982
Leeward
(Mar Caribe)
Cayos de Florida, O. heptagona Norris et al.,
Estados Unidos - heptag 1985
Puerto Rico O. lenticularis 15,000 cel g Dictyota spp. Ba;llllarltgnBeget
Isla R_eumon, O. mascaranensis - Quod, 1994
Francia
Sargassum sp.,
Is_Ias de Oshlgak| € 5 |abens i Gala>_<aura sp., Faust 1995
Iriomote, Japdn Padina sp. y
Turbinaria sp.
Belice O. labens - Faust, 1995
. . . . Usami et al.,
Okinawa, Japén O. siamensis - 1995
Belice O. heptagona i s Acg?(t:ct)porlgrs Morton et al.,
O. lenticularis p., LiCly P 1997
y Halimeda sp.
Puerto Rico, Belice  O. caribbeanus - Dictyota sp. Faust, 1999
. O. marinus, .
Belice O belizeanus - Dictyota sp. Faust, 1999
El Archipiélago de O. belizeanus,
Mascareignes O. marinus - Dictyota sp. Faust, 1999
Francia y Mauricio  O. caribbeanus
Parengarenga
Harb(_)ur, . . Lessonia sp. y Rhodes et al.,
Rangiputa, O. siamensis - Sargassum 2000
Whatawhiwhi, sinclarii
Nueva Zelanda
Extremo norte de 8 iselﬁ?ceur;zlriss i Chang et al.,
Nueva Zelanda ' 2000
O. ovata
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Port Dickson, Pulau

O. ovata

Padina sp.,
Sargassum sp.,

Rgdang, y Kota' O. lenticularis i Turbinaria sp. y Pin etal., 2001
Kinabalu, Malasia :
Dictyota sp.
Toscana, Italia. O. ovata 50,000 cel/L Sanszoonég tal,
Isla de Turbinaria, Lenoir et al
Madagascar, O. mascaranensis - Dictyota e "
2004
Madagascar Hypnea
Jaimanitas, Delgado et al
noroeste de la O. lenticularis 1,000 cel gt 9 "
2006
Habana Cuba
Costas del Mar O. ovata a . Aligizaki et al.,
Egéo, Grecia O. siamensis 40,500 cel g Padina sp. 2006
Génova, ltalia 0. ovata 1,800,000 cellL C'm'g'g(')'g etal
Golfo de Trieste z\?gr']?:a
(Italia), Rovin; P - Monti et al.,
. O. cf. ovata - Laurencia
(Croacia), 2007
R obtusa y
Mar Adriatico ;
Amphiroa rubra
Hawai Ostreopsis sp. 4,322 celg™ Pterocladiella Parsons y
O. ovata 1,057cel gt capillacea Preskitt, 2007
Padina, Mangialajo et
Génova, Italia O. ovata 2,541,000 cel gt  Dictyota spp. y glatal
. al., 2008
Jania spp.
O. siamensis
Isla Magnetica, O. lenticularis a Turbinaria y Heimann et al.,
Australia O. ovata 12,408 cel g Sargassum 2009
O. heptagona
Reserva de Cape
Ro_dney-Okakarl O. siamensis 140,600 cel gt Carpophyllum Shears y Ross,
Point, Nueva plumosum 2009
Zelanda
Costas del Tichadou et al
Mediterraneo, Ostreopsis sp. 30,000 cel/L "
: 2010
Francia
Costas de Ancona, Hvonea Totti et al
norte del mar O. ovata 1,700,000 cel g™* ypnea o
i muciformis 2010
Adridtico
Bahia de Great, O. siamensis Selina y
Japon 0. ovata ) Levchenko,
P : 2011
Bahia Cienfuegos,
costa centro-sur . 4 1 . Moreira et al.,
Cubay el mar Ostreopsis sp. 79,000%cel g Dictyota sp. 2012

Caribe

Rio de Janeiro, 0. of ovata i Sargassum s Nascimento et

Brasil ' 9 P- al., 2012

Costas de ; a Padina Ismael et al.,

Alexandria, Egipto Ostreopsis sp. 9.053 cel g pavonica 2012

Bahia de Great, O. siamensis 4 , Selina et al.,

Jap6n O ovata 330,000 cel g Bryopsis sp. 2014

Mar Mediterraneo Ostreopsis cf. 633,000 cel g™t Casablanca et
ovata al., 2014
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Padina spp. y

Golfo de Tailandia  O. cf. ovata - Sargassum Taw%régijt al,
spp.
Costas del Blanfuné et al
Mediterraneo, Ostreopsis spp. 207,000 cel gt  Jania rubens 2015 "
Francia
Halopteris
Cyprus y Lebanon, : i scoparia y Accoroni et al.,
Mar Mediterraneo O. fattorussoi Corallina 2016
elongata
Sur de la Gran i Padina sp. y Verma et al.,
Barrera, Australia O. rhodasae Sargassum sp. 2016
Lago Merimbula, O. cf siamensis i Padina sp. y Verma et al.,
Australia e Sargassum sp. 2016
Mediterraneo O. ovata 359,900 cel g™ Halopteris sp. MZTg'g(l)aljg et
Gosier, Riviere ; - Halophila Boisnoir et al.,
Sens, Mar Caribe Ostreopsis spp. 2,079 celg spipulacea 2018
Norte del Caribe O. heptagona 53,231 celg™ Dictvota s Irola-Sansores
Mexicano O. marina 46,462 cel gt y P et al., 2018
Reserva Marina de  O. cf. lenticularis i Carnicer et al.,
los Galadpagos O. cf. ovata 2019

Nota: Las abundancias estan tomadas por gramo de macroalga. Debido a que las especies de
macroalgas son diferentes, las abundancias no son comparables.

2.3 Estructura, propiedades fisico-quimicas de la Palytoxina y analogos

La palytoxina es una de las toxinas marinas no proteinicas mas potentes (Uemura
et al., 1981). Las primeras investigaciones con la PLTX provienen de casos
reportados de su presencia en contenidos estomacales (entre los que se determiné
la presencia de restos de coral de Palythoa tuberculosa) de peces del género
Aluterina en Okinawa y Saipan, Japon por lo que la toxina aislada se le describi6
originalmente como “aluterin” (Hashimoto et al., 1969). Posteriormente esta toxina
se encontro presente en el coral blando Palythoa toxica (de donde toma su nombre)
en Hawai y fue descrita y caracterizada quimicamente por primera vez por Moore y
Scheuer (1971). Esta toxina es un sélido blanco, amorfo e higroscopico, no
cristalizado, insoluble en cloroformo, éter y acetona, escasamente soluble en etanol
y metanol, pero soluble en agua y piridina (Moore y Scheuer, 1971). Su estructura
quimica fue elucida por Uemura et al. (1981) y consiste de una molécula larga y
compleja con regiones hidrofilicas y lipofilicas con cadenas largas de carbonos
continuos (Fig. 3; Wang, 2008). Desde entonces se han identificado diferentes

estructuras quimicas de varios analogos (Tabla 2).
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Tabla 2. Propiedades quimicas y bioldgicas de la palytoxina y analogos

Especie Toxina Férmula Peso molecular
P. toxica,
P. tuberculosa, Palytoxina C120H223054N3 2680.14
P. canarienses
Palythoa sp. Homopalytoxina C130H225054N3 2659-2680
Palythoa sp. Bishomopalytoxina C131H227054N5 2659-2680
Palythoa sp. Neopalytoxina C120H221053N;3 2659-2680
P cf. toxica, .
P heliodiscus Deoxypalytoxina Ci129H223053N5 2659-2680
P cf. toxica, 49-
Trichodesmium sp . C120H223055N3
P. canarienses Hydroxypalytoxina
O. siamensis Ostreocin-A C127H219N30s4 2649
O. siamensis Ostreocin-B C127H219N30s4 2649
O. siamensis Ostreocin-D C127H220053N3 2636
O. siamensis Ostreocin-E1 C127H217053N5 2615
O Cf. ovata ISOb-PLTX C129H223052N3 267847
O. mascarenensis Mascarenotoxina 2500-2535
O cf. ovata Ovatoxin-a C120H223052:N3 2648.14
O cf. ovata Ovatoxin-b Ci31H227053N3 2692.20
O cf. ovata Ovatoxin-c C131H227054N3 2708.20
O cf. ovata, .
O. fattorusso; Ovatoxin-d C120H223053N3 2664.14
O cf. ovata, .
0. fattorussoi Ovatoxin-e C120H223053N3 2664.14
O cf.ovata Ovatoxin-f C131H227052N3 2676.20
O cf. ovata Ovatoxin-g Ci20H22305:N3 2630.49
O cf. ovata Ovatoxin-h Ci20H225051N3
Ostreopsis sp, .
) oSata P Ovatoxin-i Ci31H2250s3Ns 2688
Ostreopsis sp, .
) oSata P Ovatoxin-j Ci31H225054Ns 2704
Ostreopsis sp, .
O ot Osata P Ovatoxin-k Ci31H225055N5 2720

Peso molecular en Da
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Figura 3. Estructura quimica de la palytoxina

2.4 Toxicidad y perfil toxico de especies de Ostreopsis.

Actualmente se sabe que seis de las 11 especies identificadas presentan PLTX 6
algun analogo (Tabla 2). Norris et al. (1985) describieron por primera vez O.
heptagona y determinaron una toxicidad de LDso > 5x10° cel/kg mediante extractos
inyectados intraperitonealmente en modelo en ratén. Después, Usami et al. (1995)
reportaron por primera vez la presencia de analogos de PLTX a la que nombraron
Ostreocina-D, en O. siamensis. La toxicidad LDs, de esta toxina fue de 0.75 ug/kg
en raton por inyecciéon intraperitoneal. Posteriormente, Ukena et al. (2001)
elucidaron la estructura de Ostreocina-D y los componentes mayores de este
analogo (2-hydroxy-3, 26-didemethyl-19, 44-dideoxypalytoxina). Recientemente se
han descrito componentes menores Ostreocina-A, By E1 (Terajima et al., 2018).

Otra especie téxica es O. mascaranensis, ya que produce mascarenotoxinas-Ay -
B (McTx-A y -B) (Lenoir et al., 2004). En ensayos murinos se observé que 20 min
después de una inyeccion intraperitoneal se produjo la muerte de los ratones

reportando un LDso de 0.9 mg/kg, ademas de producir actividad hemolitica en el
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ensayo con eritrocitos de ratén obteniendo como unidad hemolitica de PLTX 8.00 +
0.01 ng mL™* (Lenoir et al., 2004), sin embargo, hasta el momento no se tienen mas
registros de los efectos toxico de esta especie.

En Puerto Rico, Ballantine et al. (1988) demostraron la toxicidad de Ostreopsis
lenticularis a partir de extractos de muestras naturales conservadas en metanol. Los
valores de toxicidad observados variaron de 0 a 182 UR cel? (x10°) en donde se
define la UR para palytoxina como la cantidad de toxina que mata a un raton al cabo
de 24 h desde su inyeccion i.p. Ashton et al. (2003) observaron que al incrementar
la temperatura a 229.5°C a los cultivo de O. lenticularis, también se incrementaba
su toxicidad hasta 209+27 UR.

En el Mar Mediterraneo O. ovata es una especie toxica que produce florecimientos
de forma recurrente constituyendo un problema de salud publica y ambiental, por lo
gue ha sido la especie mas estudiada de este género (Ciminiello et al., 2006; Deeds
et al., 2009; Shears et al., 2009; Totti et al., 2010). Se le atribuye la produccion de
una gran cantidad de ovotoxinas (OVTX-a-b-c-d-e-f-g-h-i-j-k-I) ademéas de
palytoxina-isobarica (Ciminiello et al., 2006; Nascimento et al., 2012; Brissard et al.,
2015; Garcia-Altares et al., 2015; Tartaglione et al., 2016, 2017). La mayoria de los
autores coinciden que el componente dominante (52%-56%) es OVTX-a y el resto
varia entre los demas analogos. Sin embargo, estos perfiles de toxinas, asi como el
contenido de toxina por célula pueden cambiar dependiendo de las condiciones
ambientales (Guerrini et al., 2010).

Los bioensayos de toxicidad realizados en invertebrados (crustaceos y erizos) y
vertebrados (peces juveniles) con extractos de O. ovata han demostrado ser toxicos
(Pezzolesi et al., 2012; Ferrari et al., 2013). Por ejemplo, Faimali et al. (2011)
determinaron que Artemia salina es sensible a diferentes concentraciones de la
toxina con valores de LDso <4 cel mL™, mientras que en organismos juveniles de
Dicentrarchus labrax la LCso fue de 540.71 cel mL™* después de 96 h. Pagliara et al.
(2012) confirmaron estos resultados, utilizando nauplios de A. salina expuestos a
extractos de O. ovata estimando una LCso de 0.03 mg mL™ después de 24 h de

exposicién. También reportaron que en embriones del erizo marino Paracentrotus

18



lividus el cigoto no se desarrollaba o la division celular era an6mala en una
concentracion de 42 cel de Ostreopsis mL™.

Las ultimas especies descritas también han demostrado toxicidad. Accoroni et al.
(2016) determinaron la presencia de concentraciones de OVTX-a-d-e <15 fg cel*
mediante LC-HRMS (Cromatografia Liquida de Alta Resolucién acoplada a la
Espectrometria de Masas) en la recientemente descrita O. fattorussoi.

Asimismo, Verma et al. (2016) demostraron la téxicidad de O. rhodesae a partir de
ensayos en lineas celulares de branquias de pez. Estos experimentos mostraron
una mortalidad del 98.5% de células al ser expuestas con esta especie. No obstante,
no se detectd la presencia de PLTX y analogos mediante LC-MS/MS (Cromatografia
de Liquidos con Espectrometro de Masas).

En O. marina, O. caribbeanus, O. labens y O. belizeanus aldn no hay trabajos que

demuestren su toxicidad de estas especies.

2.5 Casos de intoxicacion en humanos por palytoxinas

Existen varios vectores mediante los cuales una persona puede presentar una
intoxicacién por palytoxina o del sindrome conocido como “palytoxicosis” (Deed y
Schwarts, 2010). Esta intoxicacion sucede por el consumo de peces, cangrejos y
algunos invertebrados marinos que han acumulado las toxinas mediante la cadena
trofica (Yasumo et al., 1978, 1986; Taniyama et al., 2003).

La segunda via de intoxicacion es a través de la exposicion a los aerosoles
producidos por brisas marinas (Durando et al.,, 2007; Scardala, 2011). En
condiciones favorables, O. ovata puede proliferar en regiones costeras del Mar
Mediterraneo y crear tapetes flotantes donde se acumulan masivamente las células.
Estas masas quedan expuestas cerca de la superficie y debido a la lisis celular las
toxinas son suspendidas en aerosoles marinos o pueden quedarse en el ambiente
(Tichadou et al., 2010).

Finalmente, existen casos de intoxicacion via topica a través de la piel, oftalmica y
respiratoria debido al manejo de pdlipos del género Palythoa sp. como elementos

de ornato en acuarios (Tartaglione et al., 2016).

19



Actualmente no existe una regulacion en cuanto a la forma de detectar la palytoxina
en México, sin embargo, el Panel sobre Contaminantes en la Cadena Alimentaria
(CONTAM) perteneciente a la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
publicd un estudio en el que analizaron las técnicas para la deteccion de palytoxina
y analogos mencionando las ventajas y deficiencias de cada una. Sus
recomendaciones sefialan que una persona de 60 kg debe evitar una dosis oral de
referencia aguda (ARfD) en una porcién de 400 gr de carne de algun marisco, y
proponen que ésta no debe de contener mas de 12 ug en la suma de PLTX y
Ostreocin-D; esto corresponde a 30 ug/kg en carne de mariscos (EFSA, 2009). En
las costas del Mar Mediterraneo, en donde los casos por intoxicacion con aerosoles
han sido recurrentes, se han llevado a cabo monitoreos ambientales para detectar
la presencia de Ostreopsis mediante una sistema de vigilancia de casos
sospechosos por exposicion de agua de mar o inhalacion en coordinacion con
sectores de salud publica, cientificos y médicos; ademas del uso de técnicas como
el gPCR para cuantificar e identificar a Ostreopsis en muestras ambientales
(Tichadou et al., 2010; Casabianca et al., 2014).

Los principales signos y sintomas por intoxicacion con PLTX y analogos se
presentan en la tabla 3. Los sintomas neurolégicos mas frecuentes son mareos,
parestesia, ataxia, entumecimiento y convulsiones; en tracto respiratorio se
presenta disnea, rinorrea, tos y dolor de garganta. Los sintomas gastrointestinales
consisten en la sensacion de sabor metalico, nauseas/vémitos y diarrea. En el
sistema muscular se presentan mialgias, debilidad, espasmos, aumento en los
niveles de creatinina fosfoquinasa y mioglobinuria; finalmente en el sistema

cardiovascular se observan taquicardia y cianosis (Tartaglione et al., 2016).
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Casos

164 personas

Dos personas

Hombre de 49
anos

Dos personas

Una mujer

Once personas
entre 27-57
afios

20 personas

Una persona

Vector

Mytilus edulis y
Patinopecten
yessoensis

Lophozozymus
pictor y Demania
alcalai

Demania reynaudii

Scarus ovifrons

Herklotsichtys
quadrimaculatus

Peces serranidos
Ephinephelus sp.

Scarus ovifrons

Demania sp.

Tabla 3. Casos de intoxicacién en humanos por palytoxina.

Sintomas

Diarrea, nauseas, vomito y dolor
abdominal

Nauseas, sabor metalico,
diarrea vomito, bradicardia,
cianosis, problemas
respiratorios

Disnea, mialgia, convulsiones,
mioglobinuria, altos nivel de
suero de CPK, AST y LDH

Sabor metalico, vémito
incontrolable, diarrea y malestar
general

Se presentaron dentro de las 3-
36 horas

orina negra
dolor muscular

Dolor muscular, rabdomidlisis,
mioglobinuria, altos niveles de
CPK

Diarrea, nauseas, vomito,
hipersalivacion, convulsiones,

Lugar Método de deteccidn

Sanriku, 1976  Bioensayo en raton (5-8.5 UR/Q)

Cromatografia en capa fina
Bioensayo en ratén
Espectrofotémetro

Bioensayo en ratén (800 UR/g)

Filipinas 1984
P! HPLC con deteccion UV
Bioensayo en ratén (0.6-0.8
Japon 1986 URlg)
apon Cromatografia
Ensayo de hemdlisis
Cromatografia
Madagascar Ensayo de hemdlisis
1994 Espectrometrometria de masas
Bioensayo en ratén (50 UR/g)
, Ensayo de hemdlisis
Japon 2000 . ,
P Bioensayo en raton (0.5 UR/Q)
Extraccion de la toxina de
Japon 1953- Ostreopsis y de pez loro
1999 (Bioensayo en ratén, prueba
hemolitica)
Filipinas 1969 No reportada

Referencia

Yasumoto, et
al., 1978

Yasumoto et
al., 1986

Alcala et al.,
1988

Noguchi et al.,
1987

Onuma et al.,
1999

Taniyama et
al., 2002

Taniyama et
al., 2003

Alcala 'y
Halstead, 1970
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Dos personas

Una persona

52 personas

Dos personas
Hombre de 55

anos

Dos personas

Dos personas

Una persona

55 personas

209 casos

detencién respiratoria

. Dolor abdominal, vémito,

Lophozozymus picor . ) T
diarrea, cianosis, disnea

Lophozozymus picor Dolor, abdominal, diarrea,

vémito, disnea y cianosis

Mialgia severa, postracion,
paralisis, disnea, cianosis,
mioglobinuria, niveles altos de
CPK, AST, ALT, LDH, ¥v-GT

Mioglobinuria, altos nivel en
CPK y AST cambio en ECG

Debilidad, mialgia,
mioglobinuria, niveles altos de
CPK, AST, ALT, LDH, proteina
c-reactiva, aldolasa, mioglobina

Mialgia, disnea, anemia
hemolitica, rabdomidlisis,
niveles altos de CPK, AST, ALT,
LDH

Niveles altos de CPK, AST,
ALT, LDH

Debilidad, dolor abdominal,
nauseas, diarrea, parestesia,
espamos musculares, altos
niveles en la sangre de CPK,
AST, LDH, mioglobinuria.
Nauseas, vomito, dificultad
respiratoria, mialgia,
mioglobinuria,
en 2 de los 55 incrementaron los
niveles de CPK

Scarus ovifrons

Scarus ovifrons

Ypsiscarus ovifrons

Scarus ovifrons

Scarus ovifrons

Decapterus
macrosoma

Tetraodon sp.

Fiebre, dolor de garganta,

O. ovata - . .
disnea, nausea, diarrea,

Filipinas 1975

No reportado

Japén 1953-
1983

Japdn 1988

Japdn 1996

Japén 1999

Japén 1986

Hawai 1986

Bangladesh
1988-1996

Italia 2005

No reportado

No reportado

No reportado

No reportado

Diagnostico y caracteristicas
clinicas

No reportado

No reportado

Bioensayo en ratén
HPLC y radio inmunoensayos

No reportado

Bioensayo en ratéon
LC-MS

Gonzales y
Alcala, 1977

Tany Lee,
1988

Fusetani et al.,
1985

Tabata et al.,
1989

Okano., et
al.,1998

Yoshimire et
al., 2001

Ichida et al.,
1988

Kodama et al.,
1989

Mahmud et al.,
2000

Durando et al.,
2007
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19 casos

100 casos

28 casos

200 casos

57 casos

4 casos

21 casos

4 casos

11 casos

7 casos

Inhalacion
O. ovata
Inhalacién
O. ovata
inhalacion
O. ovata
Inhalacion
O. ovata

Inhalacion
Ostreopsis sp.

Inhalacion
Ostreopsis sp.

Inhalacion-dérmico
O. ovata

Inhalaciéon-dérmico
O. ovata

Inhalacion-dérmico
O. ovata

Inhalaciéon-dérmico
O. ovata

Inhalacion-dérmico
O. ovata

lacrimacion, vomito, dermatitis,
tos.

Leucocitosis leve, tos, dolor de
garganta, lacrimacion, vomito

Conjuntivitis, irritacién en las
vias respiratorias superiores

Conjuntivitis, dermatitis,
rinofaringitis,

Rinofaringitis, dermatitis,
conjuntivitis
Rinorrea, irritacién en la
garganta, irritacion en la
garganta, dolor de cabeza

Estornudos, hipersecrecion
mucosa, rinorrea, dolor de
cabeza, irritacion en los 0jos,
fiebre, mialgia, disnea
Labios y lengua irritados, dolor
de cabeza, irritacién en la
garganta, fiebre, diarrea

Irritacién en la piel, irritacion
mucosa (0jos, nariz y garganta)

Irritacién en la piel, irritacion
mucosa (0jos, nariz y garganta)

Irritacién en la piel, irritacion
mucosa (0jos, nariz y garganta)

Irritacién en la piel, irritacion
mucosa (0jos, hariz y garganta)

Italia 2006

Italia 1998,
2000 y 2001

Italia sur del
mar Adriatico
Italia 2004

Espafia 2006

Espafia 2006

Francia 2006

Francia (Isla
Frioul) 2008

Francia 2008

Francia 2009

Monaco 2008

Palytoxina putativa

LC-MS

No reportada
No reportada

No reportada

No reportada

No reportada

No reportada

No reportada

No reportada

No reportada

No reportada

Durando et al.,
2007

Sansoni et al.,
2003

Di Turi et al.,
2003

Gallitelli et al.,
2005

Kermarec et al.,
2008

Barroso-Garcia
et al., 2008

Tichadou et al.,
2010

Tichadou et al.,
2010

Tichadou et al.,
2010

Tichadou et al.,
2010

Tichadou et al.,
2010
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Mujer de 25
afos,

20 personas

4 personas

Hombre,
esposa e hija,

Hombre de 61
afios

4 adultos entre
22 y 41 afos

Hombre de 42
afios

Hombre de 30
anos

Manipulacién de

coral

Inhalacion-dérmico

O. ovata

Consumo de
Hemiodus

guadrimaculatus

Inhalacion-dérmico

coral

Inhalacion Palythoa

Consumo de
cangrejo

Toxicidad corneal

Palythoa sp.

Inhalacion de
Palythoa sp.

Parestesia peribucal, disgeusia, San Diego . . L
intoxicacion dermatolégica 2011 Diagnostico y paracterlstlcas Nordt et al.,
clinicas 2011
res Ii:g:gﬁg)nﬁggreel trrii(gr?ea Génova 2005 Identificacion de Ostreopsis enla Scardala et al.,
P - ’ y columna de agua 2011
disnea
Mialgia, artralgia, hipercalemia,
hiperfosfatemia Taiwan, 2013 Bioensayo en raton, LC-HR/MS, Ming-Ling et
hipercolesterolemia Actividad hemolitica al., 2014
Fiebre, estornudos, mialgia, Nueva York, Di s terist
taquicardia regular 2015 lagnostico y caracteristicas Hall et al., 2015
clinicas
Picazén en la garganta, mialgia, Danville
fiebre, niveles altos de CPK, 2016 Diagndstico y caracteristicas Thakur y Jha,
infiltrados bilaterales (rayos X) clinicas 2017
. o Hong Kong, . Ar¥ _ 4 Wen-Xuan et
Mialgia, rabdomidlisis 2016 Diagnostico y quimica sanguinea al., 2017

Diagnéstico y caracteristicas Barbany et al.,

Dolor, fotofobia, vision borrosa, Espafia. 2018

agudeza visual mejor corregida pana, clinicas 2018

Disnea, fiebre, faringitis, mialgia, Estados Diagnéstico y caracteristicas Wood et al.,
Unidos clinicas 2018

dolor de cabeza y taquicardia.

CPK= Creatinina fosfoquinasa; AST= Aspartato aminotransferasa; LDH= Lactato deshidrogenasa; ¥-GT=, ¥- glutamil transpeptidasa; MU=

Unidades Murinas
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2.6 Mecanismos de accion de la palytoxina

Como ya se ha mencionado, dependiendo de la via de administracion la PLTX
puede desencadenar una amplia gama de efectos toxicos. Vicky y Whiles (1975),
observaron que administrando PLTX por via intravenosa o muscular era
extremadamente toxica en comparacion con la via intrarrectal ya que no observaron
efectos toxicos. Concluyeron que la PLTX actia sobre el musculo liso de las
paredes de los vasos sanguineos causando una vasoconstriccion por lo que se le
considera un vaso-constrictor muy potente que disminuye el flujo del oxigeno al
corazon.

Weidmann (1977) determin6 que el tiempo de exposicion y la concentracion de la
toxina puede tener una recuperacion reversible o irreversible pues ésta entra en la
membrana celular actuando de modo intracelular, por lo que el mecanismo de
accion de la PLTX se ha relacionado con la bomba de Na*/K*-ATPasa, provocando
la inhibicion del transporte activo del Na* y K*. Mientras que el aumento de Ca* en
el citosol interfiere con las funciones de la célula (Ramos et al., 2010).

La muerte celular se registré en células aisladas y expuestas a PLTX, dando como
resultado la ruptura de la membrana celular y la liberacién de su contenido lo que

representa un efecto toxico (Belloci et al., 2011).

3. JUSTIFICACION

En el Caribe Mexicano se han reportado altas abundancias de dinoflagelados del
género Ostreopsis, principalmente sobre macroalgas del género Dictyota que se
presenta en la zona con altas coberturas. Actualmente hay registros de cuatro
especies del género Ostreopsis en el sitio, dos de ellas con antecedentes en otros
lugares de producir analogos de PLTX. Por lo tanto, es importante identificar
inequivocamente a las especies del género Ostreopsis, presentes en el Caribe

Mexicano, asi como su toxicidad.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e (Cuales son las especies de Ostreopsis presentes en la zona Norte de
Quintana Roo?
e ¢ Son téxicas estas especies de Ostreopsis?

5. HIPOTESIS

1. En el norte del Caribe Mexicano se ha registrado la presencia de cuatro
especies del género Ostreopsis. Sin embargo, debido a la gran semejanza
entre especies, es posible que haya especies no registradas o alguna

nueva especie.

2. De las once especies registradas del género, seis han demostrado
producir PTLX y/o analogos por lo que es posible que entre las especies

de Ostreopsis de la zona haya alguna que presente toxicidad.

6. OBJETIVO GENERAL
Identificar las especies de Ostreopsis presentes en la porcion Norte del Caribe

Mexicano y su toxicidad.

5.1 Objetivos particulares

1. Identificar las especies de Ostreopsis presentes en la costa norte de
Quintana Roo mediante caracteristicas morfométricas y métodos
moleculares.

2. Evaluar la toxicidad en las células aisladas, mediante ensayos en modelo en

raton y Artemia.
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7.  AREA DE ESTUDIO

7.1 Sitios de muestreo.
Para la realizacion de esta investigacion se seleccionaron dos zonas ubicadas en el

norte del Caribe Mexicano: El arrecife Ixlaché, pertenecientes al Parque Nacional
Isla Contoy, y los sitios La Bonanza y Cuevones localizados dentro del Parque
Nacional Arrecife de Puerto Morelos. El arrecife Ixlaché se encuentra al sur de Isla
Contoy, en el estado de Quintana Roo a 30 km al norte de Isla Mujeres y a una
distancia de 12.8 km de la costa noreste de la Peninsula de Yucatan. Este sitio (Fig.
6) pertenece al conjunto de islas, bancos y arrecifes de la plataforma continental del
Caribe Mexicano. Las coordenadas geograficas del area de estudio son: 21°27°40”
y 21°32°10"" latitud norte y 86°46°40" y 86°47°50"" longitud oeste (SEMARNAP,
1997). El arrecife de Ixlaché experimenta de manera mas intensa que el resto del
litoral el efecto de los frentes frios provenientes del norte, de corrientes litorales
producidas por el efecto de la surgencia de Cabo Catoche, asi como, oleaje, mareas

y vientos del sureste (Salazar-Vallejo, et al., 1993, Reséndiz-Colorado, 2019).

S
S a »

Figura 4. Altas coberturas de macroalgas en el arrecife de Ixlaché en la zona de Isla Contoy sobre
las cuales se han reportado elevadas abundancias de Ostreopsis.
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La region denominada Arrecife de Puerto Morelos (Fig. 6) forma parte de la barrera
arrecifal denominada Gran Cinturon de Arrecifes del Atlantico Occidental
considerada la segunda barrera mas grande del mundo. Se ubica en la Costa del
Caribe del municipio de Benito Juarez, frente al poblado de Puerto Morelos. Sus
coordenadas geograficas son: 21°00’ 00” y 20°48’ 33” latitud norte y 86°52’30.6”
longitud oeste (SEMARNAP, 2000). Dentro de los arrecifes de Puerto Morelos se
encuentran los sitios La Bonanza, Jardines y la Bocana que tienen altas coberturas
algales (Delgado-Pech, 2016); ademas de que en estudios anteriores se tienen

registros de la presencia del género Ostreopsis (Almazan-Becerril et al., 2015 y
2016; Irola-Sansores et al., 2018).

TN

T
P Z oY e .

Figura5. Cobe

rturas de macroalgas en La Bonanza en el Sistema Arrecifal de Puerto Morelos.
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Figura 6. Ubicacién de los sitios de muestreo en la zona de Puerto Morelos e Isla Contoy en el
estado de Quintana Roo.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Trabajo de Campo

Se realizaron tres colectas en Puerto Morelos en mayo de 2018 en el sitio La
Bonanza, y en el arrecife Ixlaché donde se colectaron muestras en noviembre de
2017 y de abril a junio de 2018.

La obtencién de las muestras se realizo utilizando equipo de buceo auténomo
SCUBA para areas profundas y equipo de buceo libre “snorkel” para aguas someras
(profundidad entre 0.5 y 1.5m). Aunque la colecta fue dirigida a Dictyota también se
colectaron otras algas pardas y rojas de manera aleatoria que fueron colocadas en
botes de plastico de 500 mL o en bolsas tipo “Ziploc™® con agua de mar, depositadas

a su vez en una hielera con agua del sitio para mantenerlas resguardadas de la luz
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y a temperatura ambiente para su posterior analisis en el Laboratorio de Ecologia
Costera de la Unidad de Ciencias del Agua del CICY.

8.2 Cuantificacion de la abundancia de Ostreopsis

Se cuantificaron y examinaron 57 muestras de macroalgas del género Dictyota
mediante el uso de la camara de Sedgewick-Rafter. Para ello, las muestras fueron
tratadas para desprender a los dinoflagelados de la superficie de la macroalga. El
agua de estos lavados se juntd y se registré el volumen de agua de mar de cada
una de las muestras con una Probeta graduada KIMAX de 500 mL y se concentrd
una parte (volumen definido 10-100 mL) fijandolas en formol al 4%.

Cada una de las muestras de macroalgas (Peso Himedo de Macroalga) se peso en
una balanza digital AND EK-600i.

Para estimar la abundancia de dinoflagelados del género Ostreopsis, se realizaron

los siguientes calculos:

D= N x (1000) o (Vm)
B Cc Pm

Dénde:

D= Densidad celular en (cél g™1)

N= Numero de células contadas de una especie determinada
Cc= Numero de cuadros contados

Vm= Volumen de la muestra original (mL)

Pm= Peso humedo de la macroalga ()

8.3 Andlisis morfoldgico de las especies del género Ostreopsis

Cada muestra colectada fue observada para determinar la composicién de las
comunidades epifito-benténicas e identificar la presencia de dinoflagelados del
género Ostreopsis. Para ello se tomaron muestras de las superficies de las
macroalgas con una pipeta y se colocaron en un portaobjetos para observarlos bajo

un Microscopio Invertido Modelo Axiovert 40 CFL. Una vez comprobada la presencia
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de los dinoflagelados, estos fueron desprendidos de las algas mediante agitacion.

A continuacioén, se colectaron de 10 a 100 ml de muestra en frascos de plastico y

se fijaron con formol al 4% para su posterior identificacion taxondémica. Para la

identificacion de las especies de Ostreopsis se realizaron dos técnicas de

observacion microscopica para evaluar las caracteristicas generales y particulares

de cada especie.

a)

b)

Microscopia de luz: Con una pipeta de plastico se tomé una alicuota de cada
muestra previamente homogenizada y se colocé sobre un portaobjetos.
Posteriormente se coloco un cubreobjetos y se procedio a su observacion en
un Microscopio Axiomager A2 de Carl Zeiss en contraste de fases a
magnificaciones de 20x y 40x. Se obtuvieron imagenes de los especimenes
seleccionados con la camara AxioCam ICc 1 a los cuales se les tomaron
medidas con el Sofware AxioVs 40 V 4.8.2.0. (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Alemania).

Microscopia de epifluorecencia: Para el analisis del patron tabular de las
placas de la hipoteca y epiteca, los especimenes fueron tefiidos con una
solucion de calcoflior M2R (SIGMA-ALDRICH) diluido 1:100 con agua Milli-
Q estéril. Las células se examinaron con la técnica de epifluorescencia
usando el filtro dicroico. Los montajes se realizaron tomando una alicuota de
muestra sobre un portaobjetos y se le adicionaron de 10 a 20 g-mL™ de
calcoflior previamente diluido, posteriormente se coloc6 un cubreobjetos y
se observo en el Microscopio Axiomager A2 de Carl Zeiss con lampara UV
con objetivos 20x y 40x a las que se les tomaron fotografias con la camara
AxioCam ICc 1 y se tomaron medidas con el Sofware AxioVs 40 V 4.8.2.0.
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania).

Caracteres morfolégicos para la determinacion del género Ostreopsis

Los dinoflagelados del género Ostreopsis fueron identificados de acuerdo a la forma

de la célula, la posicion de los flagelos, el diametro dorso-ventral, transdiametro,

tamafnos de poro, nimero y disposicion de las placas que integran las tecas (Fig. 7

y 8). Todas las especies de este género presentan la misma féormula Po, 4’, 6”, 6C,
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7S, 57,2”” (Fensome et al., 1993; Hoppenrath, 2016). Para la identificacion de las

placas se utilizd la nomenclatura propuesta por Besada et al. (1982) que consiste

en:

Complejo del poro apical (CPA): Localizado paralelamente a la izquierda
lateral al margen de la dorsal de la célula.

Placas Apicales (x’): Estan en contacto con las placas precingulares. Su
numeracion sigue una direccion contraria a las manecillas del reloj, las placas
se abrevian: 2, 3’y 4’

Placas Precingulares (x”): Rodean el cingulum y su secuencia va contraria a
las manecillas del reloj se abrevian: 1”, 2”,3” (en adelante).

Placas Postcingulares (x’): Rodean al cingulum desde la hipoteca y se

enumeran en sentido del reloj se abrevian: 1’7, 2, 3"’ (en adelante).

Placas Antapicales (x
y 2
Las placas del cingulum (c): Las placas del cingulum son seis, son estrechas

): Se encuentran en la parte central de la hipoteca y

se abrevian: 1

y se van en direccion de las manecillas del reloj cuando se observan en vista
antapical y se abrevian Ci, Cz (en adelante)
La interpretacién de las placas del sulcus es:
Sa: Placa sulcal anterior

Ssa: Placa sulcal izquierda-anterior

Sda: Placa sulcal derecha-anterior

Sdp: Placa sulcal derecha-posterior

Sp: Placa sulcal posterior

Ssp: Placa sulcal izquierda-posterior

S.ac.a: Accesorio de la placa sulcal posterior
Vo: Entrada ventral
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Epiteca Hipoteca

Figura 7. Patrén tabular de las tecas del género Ostreopsis. (Tomado de Fukuyo, 1981).

S.ac.a.

Figura 8. Interpretacién de las placas del sulcus del género Ostreopsis. (Tomado de Accoroni et al.,
2016).
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8.4 Andlisis filogenético de las especies de Ostreopsis

8.4.1 Extraccion de ADN

Para llevar a cabo la extraccion de ADN, se aislaron células vivas de muestras de
Puerto Morelos e Isla Contoy utilizando el método de capilaridad. Este método
consiste en colectar las células desde un portaobjetos con un capilar de punta
reducida utilizando un microscopio invertido Modelo Axiovert 40 CFL. Las células
colectadas se transfirieron a cajas Petri con agua MilliQ, y posteriormente a tubos
eppendorf en los que fueron congeladas a -15°C hasta su uso.

La extraccion del ADN se realiz6 utilizando el kit DNeasy® Plant Mini Kit de
QIAGENT siguiendo el protocolo del fabricante con algunas modificaciones. Se
tomaron 1000 pL de muestra en un tubo eppendorf de 2 mL, 400 uL de buffer APl y
4 pL de RNasa. La mezcla se incub6 a 65°C durante 10 miutos, invirtiendo el tubo
2-3 veces durante este periodo. Posteriormente se agregaron 130 pL de buffer 3P.
La mezcla se homogenizé e incubd en hielo por 5 minutos. El material lisado se
transfirié a una columna QiAshredder spin column y se centrifugd a 14,000 rpm por
2 minutos. Este procedimiento se repitié dos veces. Una vez concluido este paso,
se transfirieron 900 uL del sobrenadante a un tubo nuevo sin perturbar el pellet con
1 mL del Buffer AW1. De esta mezcla, 650 uL fueron colocados en una columna de
centrifugacion DNeasy Mini colocada en un tubo de colecta de 2 mL y se centrifugé
por 1 minuto a 8,000 rpm. El filtrado se desechd. Este paso se repitié con el resto
de la muestra. En el dltimo paso se agregaron 50 uL de Buffer AE para aumentar la
concentracion del ADN centrifugando 1 minuto a 8000 rpm y desechando el filtrado.
Este paso se repitié para tener un volumen final de 100 pL.

Para la cuantificacion del ADN se midio la absorbancia en 1 yL de cada una de las
extracciones en un NanoDrop™ 2000 de Thermo Fisher Scientific, utilizando como

blanco 1.5 uL del buffer en el que se disolvio la muestra (Buffer AE).
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8.4.2 Amplificacion de Reaccidon en Cadena de Polimerasa

Para el andlisis filogenético de las especies de Ostreopsis se amplificé un segmento
de la region de los espaciadores internos (ITS1-5.8S-ITS2) y los dominios D1/D2 del
ADN ribosomal (rDNA) de la subunidad grande (LSU). Los marcadores utilizados
fueron el ITS-A forward (CCAAGCTTCTAGATCGTAACAAGGTHTCCGTAGGT) e
ITS-B reverse (CCTGCAGTCGACAKATGCTTAARTTCAGCRG), el producto
obtenido fue de ~360 pb (Adachi et al., 1994). Para la regién del LSU se utiliz6 el
28S zoox-D1/D2 forward (CCTCAGTAATGGCGAATGAACA) y el 28S zoox-D1/D2
reverse (CCTCAGTAATGGCGAATGAACA) el producto final fue de ~600 pb (Loi,
1998).

Para obtener una concentracion mayor de ADN se realiz6 una mezcla de 20 uL para
PCR, agregando 4 uL de buffer, 0.8 uL de cada uno de los primers, 0.125 yL de My
Tag™ DNA Polymerase de BIOLINE, ADN a una concentracion de 10 ng y lo
restante con H,O Sigma para cada reaccion.

La reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador (Thermal Cycler T100™ de BIO-
RAD®) con un ciclo térmico para el ITS gque consistié en una desnaturalizacién inicial
a 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 30s a 94°C, 1 minuto a 54°C, 90s a
72°C, con 5 minutos a 72°C para la extension final. La amplificacion del 28S-zoox
D1/D2 consistié en una desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 minutos seguido de
30-35 ciclos a 94°C, 1 minuto a 54°C y 105 segundos a 72°C con 5 minutos a 72°C
para la extension final (Efimova et al., 2014).

Para determinar la concentracion del ADN se utilizo el Thermo Scientific™
NANODROP 2000 Spectrophotometer de AccesolLab®, utilizando como blanco
agua Milli-Q® de Sigma-Aldrich 1.5 uL y posteriormente 1 uL de cada una de las
muestras extraidas.

Una vez que se obtuvieron las concentraciones de la muestra de ADN se tomaron
3 pL de muestra que se mezclaron con 1 yL GelRed® de Biotium para tincion. Esta
mezcla se cargo en un gel de agarosa al 1% durante 40 minutos a 100 volts en una
camara de electroforesis. Una vez concluida la electroforesis el gel fue visualizado

bajo luz UV en un ChemicDoc™ de BIO-RAD®. El marcador de peso molecular
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utilizado fue HyperLadder™ de 1kb de Bioline, mezclando 1 pL del marcadory 2 uL

de agua Milli-Q® Sigma-Aldrich, para visualizar el tamafio de las muestras obtenidas.

8.4.3 Analisis de las secuencias y reconstruccion fitogenética

Los productos obtenidos por PCR de los espaciadores internos (ITS) y los dominios
D1/D2 de la subunidad grande (LSU) del ADN ribosomal (rDNA), fueron enviados
para secuenciacion a la empresa Macrogen Inc. (Corea). Una vez obtenidas las
secuencias estas fueron introducidas en la base de datos GenBank del National
Center for Biotechnology Information usando la herramienta blastn

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) donde se confirmé que éstas pertenecian al

género Ostreopsis sp.

Con la finalidad de conocer la relacion de similitud entre las distintas secuencias de
Ostreopsis provenientes de las zonas estudiadas con las secuencias obtenidas
(regiones ITS y LSU), se realizo el alineamiento de secuencias en el programa
MEGA 7. Posteriormente se gener6 un método para la construccion del arbol
filogenético a partir de un modelo evolutivo acorde al marcador utilizado, y
finalmente se realiz6 la comprobacion de la fiabilidad del arbol realizado.

8.5 Analisis de toxicidad

8.5.1 Obtencién de extractos

Las células de Ostreopsis de las muestras de macroalgas, fueron tamizadas para
separarlas de fragmentos mas gruesos de otros materiales (macroalgas,
zooplancton, rocas, restos de coral, etc.) con un tamiz de 200 ym. El volumen total
de cada muestra se midié con probetas graduadas de vidrio Pyrex™ de 500 mL. Las
macroalgas fueron pesadas en una balanza digital para determinar la cantidad
aproximada de células por cada extracto obtenido. Las células de Ostreopsis fueron
aisladas con el uso de capilares con punta reducida mediante el uso de un
Microscopio Invertido Modelo Axiovert 40 CFL. Se colectd la mayor cantidad de

células posibles y se transfirieron a tubos coénicos para centrifuga tipo Falcon™ de
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15 mL, para posteriormente centrifugar por 15 min a 3000 rpm, eliminando el
sobrenadante (agua de mar) sin perturbar la pastilla formada.

Haciendo uso de guantes de nitrilo dentro de una campana de extraccion de gases
se coloc6 una base de papel aluminio, plastico y papel absorbente por posibles
derrames, teniendo siempre hipoclorito de sodio al 5% para desnaturalizar cualquier
derrame de toxinas. Se resuspendio la pastilla y se le agregé metanol absoluto en
una concentracion 2:1 y posteriormente se filtr6 cada uno de los extractos a traves
de filtros de fibra de vidrio GF/F, WHATMAN®, estos fueron almacenados en frascos
de vidrio ambar con tapén de rosca de 5 mL, sellados con papel Parafilm y

congelados a -15°C hasta su posterior analisis.

8.5.2 Preparaciéon de la muestra para bioensayos

Cada uno de los extractos metanolicos se descongelaron, transfirieron a frascos vial
tipo serologicos de vidrio, transparentes y evaporaron en una campana de
extraccion de gases a una temperatura constante de 40°C en un bafio maria y
fueron resuspendidos en 2 mL de solucién salina inyectable (0.9 NaCl) con Tween
60 al 1%, la cual cual se encontraba estéril y libre de pir6genos. Todos los extractos
fueron cerrados, sellados y homogeneizados en un vortex en 3 pulsos de 30 c/u y
depositados en refrigeracion para su inmediata evaluacién en el modelo en raton y

artemia.

8.5.3 Toxicidad evaluada mediante el ensayo agudo en modelo en ratén (Mus
musculus)

Para la evaluacion de la toxicidad mediante el modelo en ratén, se utilizaron ratones
albinos machos de un peso entre 18-22 g cepa ICR (CD1) obtenidos de Harlan
MéxicoMR y mantenidos para su uso en condiciones controladas a 22 °C de
temperatura, humedad del 60% y alimentados con alimento balanceado (Teklad“R)
estéril y agua acidulada al libitum en el Laboratorio de Toxinas Marinas y
Aminoacidos del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), en

La Paz, B. C. S. siguiendo las especificaciones de la NOM-062-200-1999, para la
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produccion y uso de animales de laboratorio, asi como los protocolos de eutanasia
(Feldman y Seelly, 1988; Hendrich et al., 2004).

El andlisis toxicoldgico consistid en la realizacion de un ensayo agudo (24 h)
mediante la aplicacién intraperitoneal (i.p.) de 0.5 mL del extracto en dos grupos de
ratones solo con el vehiculo (Sol. Salina con 1% de Tween 60) asi como un
protocolo positivo a los que se les inyecto un estandar con perfil de extracto del
dinoflagelado  Prorocentrum lima PRL-1 con toxinas diarreicas (&cido
okadaico+dinofisitoxina-1) obtenido y proporcionado por (Lab. de Toxinas Marinas
y Aminoéacidos del CIBNOR). De obtener muestras positivas, que provocaran la
mortalidad en los animales evaluados la concentracion se obtendria en unidades
raton (entendiéndose como una Unida Ratén (1 UR) a la concentracion suficiente
de toxina(s) para causar la muerte en 24 h de un ratén de un peso de 20g). Una
Unidad Ratén de PLTX es igual a 8 ng. Las unidades raton se calculan con base al
tiempo de muerte en horas. La relacion entre la dosis y el tiempo de muerte fue
calculada y descrita con base a una solucion patron de PLTX por Lewis et al. (1995)
para cuantificar la toxicidad de cada extracto.

Célculo de la toxicidad de PLTX y analogos en el ensayo en raton.
Para la mezcla de PLTX y analogos de dinoflagelados esta relacion segun Lewis et
al. (1995) se aproxima a la siguiente ecuacion:

log(UR) =2.3log(1+T —1)
Donde:
UR= namero de unidades raton de PLTX inyectada

T=tiempo de muerte en horas

Después de la inyeccion los ratones se mantuvieron bajo observacién para
documentar los signos clinicos presentados tanto en los extractos problema para
evaluar, asi como los que se utilizaron como control.

Los signos clinicos por PLTX via i.p. en este modelo consisten en hipotermia,

pardlisis de las extremidades posteriores, diarrea, arqueamiento corporal, disnea y
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en casos concentrados, convulsiones y muerte por paro respiratorio (Fukui et al.,
1987; Lewis 1995) (Riobd y Franco, 2011). Riobd (2008) y Riobd et al. (2011)
refinaron este bioensayo y describieron que en los primeros minutos en caso de que
extractos con concentraciones subletales, dentro de los primeros 15 minutos
después de la inyeccion, los ratones muestran un estiramiento caracteristico de las
extremidades posteriores, en la region lumbar se producen espasmos que la haran
mostrarse concava debido a las contracciones musculares asociados a la columna
vertebral. Si la supervivencia de los ratones es menor a una hora, estos mostraran
movimientos subitos, estiramiento de las partes posteriores y de la parte inferior de
la espalda, habra debilitamiento de los miembros anteriores, ataxia, disminucion de

la locomocién, convulsiones, dificultad para respirar y finalmente la muerte.

8.5.4 Ensayo toxicoldgico en modelo de Artemia salina (ARTOX)

Ademas del ensayo toxicologico en modelo en raton también se trabajé un ensayo
toxicoldgico agudo (24 h) en el modelo de Artemia salina en etapa adulta (ARTOX).
Dichos organismos fueron suministrados de un cultivo realizado en el CIBNOR a
partir de quistes comerciales de artemia (INVE Premium, Lote # 20150336342 E.U.).
Los organismos se mantuvieron en un fotoperiodo de 16/8 h (luz:oscuridad) con
aireacion constante, temperatura de 23°C y alimentados hasta su uso con levaduras
(Saccharomyces cerevisiae) y microalgas (Isochrysis spp y Chaetoceros spp). En el
analisis se seleccionaron 10 ejemplares adultos para cada tratamiento, de ambos
sexos, de un tamafio homogéneo (10 mm aproximadamente de longitud), con
motilidad, coloracion, y nado normal activo y vigoroso. Como medio acuoso, se
utilizé6 agua de mar filtrada (filtros de celulosa Millipore de 0.22 ym) y esterilizada
por medio de una autoclave.

Cada tratamiento consistié en la presencia de 10 organismos por unidad, en viales
de vidrio transparente con un volumen total de 10 mL (incluyendo 0.5 ml de cada
extracto a evaluar). Se llevo acabo ademas un control negativo que contenia solo

solucioén salina con 1% de Tween 60 y uno mas de agua de mar filtrada y estéril.
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El ensayo agudo duro 24 h, tiempo en el que se realizaron observaciones,
videograbaciones y el registro del comportamiento (signos clinicos) de los
organismos. Se llevo un registro de la mortalidad presentada a las 3, 6, 12y 24 h.
Se consideraron organismos muertos aquellos que se encontraron inméviles (sin
ninguna motilidad y sin movimiento branquial); los cuales se observaron en el fondo
de los frascos y/o flotando en la parte superficial de los mismos. Al término de las
24 h los ejemplares de artemia evaluados tanto con muestras problema como
controles fueron observados por Microscopia de Luz (objetivo 4 y 10x) y se tomaron

fotografias de los mismos para documentar cambios en los tejidos presentados.

9. RESULTADOS

9.1 Abundancias de Ostreopsis spp. sobre Dictyota.

Se procesaron 57 muestras de macroalgas del género Dictyota colectadas en un
periodo de cuatro meses en el arrecife de Ixlaché. La abundancia maxima se
presentd en el mes de noviembre de 2017 con 34,907 cél gt PHM (Peso Humedo
de Macroalga). En este mismo mes también se detecté la menor abundancia del
periodo estudiado con 12 cél gt PHM. En los meses de abril, mayo y junio de 2018
las maximas abundancias fueron 10,992 cél gt PHM, 1,068 cél g~' PHM y 8,292 cél
gt PHM respectivamente (Tabla 4). De acuerdo a la figura 9, en los meses de
noviembre y junio hubo mayor heterogeneidad en las abundancias, aunque el
namero de muestras fue diferente en ambos meses. Por el contrario, en mayo se
registré la menor abundancia (p<0.01, prueba de K-W). La salinidad y temperatura
no fueron homogéneos (Tabla 4). La profundidad oscil6 entre los -1.2 y -1.5 m,
ademas fue notorio el descenso de temperatura y salinidad entre los muestreos, lo
gue probablemente pueda reflejar los procesos meteoroldgicos y oceanograficos de

la zona.
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Tabla 4. Abundancias (cel g PHM) del género Ostreopsis en el alga Dictyota sp. en la zona norte
del Caribe Mexicano.

Fecha Sitio de Abundancia Maximo Minimo n T S
muestreo (X £ SEx) (cel gt PHM)  (cel gt PHM) (°C)
9/11/17 Ixlaché 8730 £ 1840.1 34,907 12 29 28 37
19/04/18 Ixlaché 3251 +625.3 10,992 1,195 15 255 25
17/05/18 Ixlaché 641 + 108.8 1,068 276 8 285 14
7068 909 o4g 543845 431 157 6 279 36
Agua
9/05/18 Cuevones 274.6 £ 37.43 385 225 4 24.3 30
La 26948.2 =

18/5/18 Bonanza 6173.2 45,842 4,880 7 30 32

07/06/18 Ixlaché 1812 + 1620.4 8,292 97 5

X= Media; SEx- Error Estandar; PHM= Peso Himedo de Macroalga; n=Numero de muestras; T=Temperatura;
S=salinidad

12000 1e+5

n=7
10000 1 w T

8000 1

1e+4

6000 4

1e+3
n=6 n=4

cel g PHM
cel g’ PHM

n=15

4000 4 T n=5 1e+2

2000 4 =8 1e+1

0 1e+0

T T T T T ! '
081147 190418 1740518 07.06-18 07-0518 09-05-18 dES
Fechas de muestreo Fechas de muestreo

Figura 9. Variaciones en las abundancias del género Ostreopsis en la macroalga Dictyota sp. en dos
sitios del Caribe Mexicana. (a) Sitio de Ixlaché en los diferentes meses de muestreo. (b) Sitio de La
Bonanza en el mes de mayo.

En el Sistema arrecifal de Puerto Morelos se realizaron tres muestreos en el mes
de mayo en el arrecife La Bonanza, en un Ojo de agua y en Cuevones. La
profundidad fue diferente en cada sitio, asi como la salinidad y temperatura (Tabla
4).

El sitio con mayores abundancias fue La Bonanza con un maximo de 45,842 cél g™
PHM en un conglomerado de macroalgas de los géneros Dictyota y Amphiroa y la

menor abundancia reportada fue de 157 cel g™* PHM para el sitio de Cuevones en
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un conglomerado de macroalgas de los géneros Dictyota y Briopsis (Figura 9). En
los sitios de Ojo de agua y Cuevones las abundancias no fueron tan heterogéneas
en comparacion con La Bonanza. La Bonanza fue uno de los sitios mas someros
presentando coberturas de algas mayores al 75%, en el Ojo de agua la profundidad
no fue mayor a 6 metros y presentd mayor turbulencia en la columna de agua. El
sitio Cuevones fue el mas profundo entre 6.5-8 metros, ubicado cerca del frente

arrecifal.

9.2 Andlisis morfologico y morfométrico

Con base en la informacién morfolégica y morfométrica obtenida mediante las
técnicas de microscopia de luz (ML) y epifluorescencia (MEFL), se identificaron tres
especies del género Ostreopsis (O. lenticularis, O. heptagona y O. cf. siamensis) en
las muestras ambientales del Norte del Caribe Mexicano.

Ostreopsis heptagona Norris, Bomber et Balech 1985

Etimologia: el epiteto heptagona se refiere a los siete lados de la cuarta placa
apical.

Las células de O. heptagona son ovaladas a oblongas y comprimidas antero-
posteriormente, presentan un patron de poros bien definido. La férmula de las
placas es CPA, 4’,6”, C (?), S (?), Vo, 5, 2”” (Fig. 10 y 11).

En la epiteca la longitud dorsoventral mide de 91.21-100.56 ym y el transdiametro
de 57.01 a 69.32 ym.

La primera placa apical (1’) consta de cuatro lados irregulares es pequefia, y
alargada, la rodean las placas 4’, 1”, 6”. La segunda apical (2’) es pequefa vy
elongada, se encuentra desplazada en la parte superior izquierda en contacto con
la 4’ y mide un poco menos de la mitad del lado en contacto con la 3’; dentro de esta
placa se encuentra el CPA este es largo (18.77 a 21.73 ym) y estrecho en forma de
hendidura. La tercera apical (3’) es pentagonal se encuentra en la parte superior
izquierda de la 4’ y esta en contacto con la 2’, 2”, 3” y 4” (Fig. 10 A y B). La cuarta

apical (4’) es una placa diagnostica, ocupa la mayor parte de la superficie de la
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epiteca con un largo de 61.7 a 72.75 um y ancho de 26.22 a 31.7 ym, su forma es
alargada, irregular y heptagonal, se encuentra en contacto con la 4” (Fig. 10-C).
Las 6 placas precingulares son asimétricas y de diferente tamafio: La primera
precingular (1”) consta de 4 lados irregulares, estrecha y alargada ubicada en
margen izquierdo de la epiteca, adyacente a las placas 1’, 2’, 4’ y 2”. La segunda
precingular (2”) es pequefa e irregular cercana al CPA. La tercera precingular (3”)
es cuadrangular situada en la parte superior de la célula entre la 3’, 2” y 4”. La
cuarta precingular (4”) es ancha de forma pentagonal y siempre est4 en contacto
con la 4’, siendo este uno de los rasgos distintivos de esta especie (Fig. 10 y 11).
La quinta (5”) y sexta (6”) precingulares son placas cuadrangulares y alargadas,
ambas en contacto con la 4’ pero siendo mas amplia la primera (Fig. 10-B).

La hipoteca es un poco mas reducida que la epiteca con un diametro dorsoventral
de 88.25 a 95.09 ym y de 56.06 a 66.82 ym de transdiametro.

La primera placa postcingular (1’”) es pequefa y triangular se encuentra entre la

177,27 yla 2" (Figura 10-E). Las placas postcingulares 2" y 5’ son triangulares y
largas, ubicadas cerca del Vo. Las placas postcingulares 3”7 y 4 son
cuadrangulares y casi del mismo tamafo, estds abarcan la mayor parte de la

hipoteca. La primera placa antapical (1””) es pequefia y ancha en contacto con la
region sulcal y las placas 2”7, 1" (Fig. 11).

La segunda placa antapical (2”) es considerada una placa diagnostica ubicada en
el centro de la hipoteca su forma es asimétrica pentagonal, alargada y en

terminacion “v” puede medir entre 54.73-44.47 ym de largo y de 20.3-26.8 de ancho.
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Figura 10. Imagenes en microscopia de epifluorecencia de O. heptagona. (A) Célula ovalada y
oblonga. Las flechas grises muestran el contacto entre las placas 4’ y 4” de epiteca. (B) Patrén
tabular de la epiteca. (C) Forma heptagonal de la 4’. (D-E) Patrdn tabular de la hipoteca con diferente
enfoque. Escala= 20 ym.

Figura 11. Im4genes de microscopia de luz de O. heptagona. (A) Patron tabular de la epiteca. La
flecha de color blanco sefiala la presencia de poros. (B) Patrén tabular en donde se observa la sutura
gue une a las placas. Las flechas blancas sefalan el contacto entre la 4’ y 4”. (C-D) Tabulacion de
la hipoteca en diferentes enfoques. La flecha blanca sefiala la presencia de poros. Escala= 20 ym.
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Ostreopsis lenticularis Fukuyo, 1981

Etimologia: El epiteto lenticularis, se refiere a la forma lenticular del cuerpo de la
célula, orientada ventralmente y comprimida antero-posteriormente.

Las células de O. lenticuaris estdn comprimidas antero-posteriormente, en general
es ovalada a semicircular. La epiteca y la hipoteca son similares en tamafo. La
superficie de las tecas se encuentra cubierta uniformemente por dos tipos de
tamario diferente de poro (Fig. 12 y 13).

La interpretacion de las placas de O. lenticularis es CPA, 4’,6”, C (?), S (?), Vo, 5
y 2””. En la epiteca las dimensiones en el diametro dorsoventral son de= 91.21 a
106.4 pm; transdiametro de 75.85 a 90.76 um.

Las placas de la epiteca son asimétricas: La primera apical (1') se encuentra
desplazada en el margen izquierdo inferior, su forma es cuadrangular y la rodean
las placas 17,4’ y 6”. La segunda apical (2’) es pequefia y alargada ubicada en el
centro izquierdo de la célula y traslapa con un extremo de la 3’. EI CPA se encuentra
dentro de la 2’ es estrecho y curvo, oscila entre los 18.77 y 21.73 pym de largo. La
tercera placa apical (3’) es hexagonal y pequeiia adyacente a las placas 2’, 4’, 37,
4” y 5”. La cuarta apical (4’) se encuentra en el centro de la epiteca, es de forma
hexagonal y es la mas grande con un rango de dimensiones que va de 50.4 a 68.68
pm de largo y de 25.77 a 31.7 um de ancho (Fig. 12).

Las placas precingulares se ubican en el margen de la célula. La primera placa
precingular (1) es oblonga y cuadrangular y esta en contacto con las placas 1’,2’,4’
y 2”. La segunda precingular (2”) tiene una forma cuadrangular pequefa y alargada
en contacto con la 2y el CPA. Las precingulares tercera (3”), cuarta (4”) y sexta
(6”) son trapezoidales. La quinta (5”) precingular se encuentra en el margen
derecho de la epiteca, siendo la mas amplia de las placas de esta serie y su forma
es pentagonal asimétrica (Fig. 12). La banda intercalar es lisa con presencia de
poros (Fig. 13-A).

Las dimensiones de la hipoteca no varian demasiado en relacion con las de la
epiteca, su diametro dorsoventral esta entre 90.99 a 104.21um y el transdiametro
de 79.13 a 93.27 ym.
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Las placas postcingulares se encuentran en el margen de la hipoteca. La primera

”m LRRR]

postcingular (1) es pequeia y triangular cerca de la 1"’y la entrada ventral (Vo).

La segunda placa postcingular (2”’) se encuentra en la parte inferior izquierda, es

cuadrangular y subyace con las placas 17,3 y 2’”. Las placas postcingulares 3" y

4’ son cuadrangulares e irregulares, entre estas dos placas abarcan mas de la

mitad de la hipoteca. La quinta precingular (5’”) es cuadrangular y elongada,

adyacente entre las placas 4’ y 2”. La primera antapical (17”) es pequefia y triangular

considerandola una placa diagnostica se encuentra ubica cerca de la entrada ventral

(Vo) y la 1””. La segunda antapical (2””) es asimétrica y pentagonal, el rango de su
diametro es de 42.41 a 49.94 um y transdiametro entre 28.05 a 33.07 ym adyacente

entre todas las postcingulares y la 1”” (Fig. 13 C y D).

Figura 12. Imagenes en microscopia de epifluorescencia de O. lenticularis. (A) Célula grande y
amplia. La flecha gris apunta a la 4’ que abarca la mayor parte de la epiteca. (B-C) Patron tabular de
la epiteca en diferentes enfoques. Se observa dos patrones de poros. Las flechas grises sefialan las
placas mas grandes de la superficie 4’ y 5”. (C-D) Patrén tabular de la hipoteca, vista de la antapical.
Escala= 20 um.
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Figura 13. Imagenes de microscopia de luz de O. lenticularis. (A) Tabulacién de las placas de la
epiteca. Vista del CPA. La flecha blanca sefiala la placa intercalar lisa y la presencia de poros
marginales. (B) Célula entera. Separacion de las placas por bandas. Las flechas blancas muestran
la posicion de las placas 4’ y 5”. (C-D) Vista de la hipoteca en diferente enfoque. La flecha blanca
indica la presencia de dos tipos de poros. Patrén tabular de la hipoteca. Escala= 20 ym.

Ostreopsis cf. siamensis

Etimologia: el epiteto siamensis se refiere al Golfo de Siam en Tailandia, sitio
donde fue originalmente colectada la especie.

Las células presentan forma de lagrima alargada, comprimida antero-
posteriormente. La textura de las placas es lisa y solo se logra observar un patron
de poros superficiales. La formula de las placas es Po, 4’; 67, C(?), S(?), 5, 2
(Fig. 14).

Las medidas del diametro dorsoventral de la epiteca variaron entre 45.61 y 63.58
Mmy de 29.08 a 47.73 pym de transdiametro.

Todas las placas son asimétricas. La primera placa apical (1) es cuadrangular
ubicada en la parte inferior de la 1”. La segunda apical (2’) es alargada y estrecha
ubicada en la parte superior izquierda de la 4’ en contacto con la 3’, 1" y 2”; dentro
de esta placa se encuentra el CPA su forma es curva y estrecha, llegando a medir
entre 8.55 y 11.28 ym de largo. La tercera apical (3’) es pentagonal, en contacto
conla2’,4’,3”, 47 y5” La cuarta apical (4’) ubicada en el centro de la epiteca tiene
una forma hexagonal, alargada (29.08 a 47.73 uym) y estrecha (9.52 a 15.51 ym).
La primera precingular (1”) es alargada y cuadrangular se encuentra en el margen
izquierdo de la epiteca. La segunda precingular (2”) es pequena y cuadrangular.
Las placas precingulares 3”, 4” y 6” son cuadrangulares y asimétricas. La quinta

precingular (5”) es pentagonal y es la mas amplia de la epiteca (Fig 14 Ay B).
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Las dimensiones de la hipoteca variaron poco con respecto a las de la epiteca,
obteniendo un diametro dorsoventral de 49.49 a 64.78-um y un transdiametro entre
24.73y 39.45 pm.

Las placas postcingulares 2, 3", 4 y §”” son cuadrangulares y abarcan 2/3 partes

de la hipoteca (Fig. 14-C). La segunda antapical (2””) es pentagonal asimétrica y se

observo en el centro; es alargada (24.86 a 36.71 um) y estrecha (9.12 a 18.24 ym),

)y la
primera antapical (1””’) son triangulares, esta Ultima ubicada en la parte posterior de

en contacto con todas las placas postcingulares. La primera postcingular (1

la 2”” ademas de ser mayor en dimensiones.

3'" 4'"

2!” 5!”
2'"'

Figura 14. Imagenes en microscopia de epifluorescencia y microscopia de luz de O. cf siamensis.
(A-B) Tabulacion de las placas de la epiteca. Vista del CPA. La flecha gris indica la posicion de la 4’
hexagonal. (C) Patron de poros. (D-E) Patrén tabular de la hipoteca. La flecha gris indica la presencia
de un patron de poros. Escala= 20 pm.
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Epiteca Hipoteca

A= Diametro dorsoventral de la epiteca F= Diametro dorsoventral de la hipoteca

B= Transdidmetro G= Transdiametro de la hipoteca
C= Largo de la 4’ apical H= Largo de la 2" antapical
D= Ancho de la 4’ apical I= Ancho de la 2”” antapical

E= Largo del Complejo del Poro Apical (CPA)

Figura 15. Esquemas en donde se representan las variables morfométricas de la epiteca (a) y de la
hipoteca (b) para la identificacion de las especies (Imagen tomada de Fukuyo, 1981).

De acuerdo a los datos morfométricos de DV-TA O. lenticularis fue la especie mas
grande y de forma ovalada; O. heptagona es alargada, mas estrecha, y oblonga,
mientras que la mas reducida en sus dimensiones es O cf. siamensis mostrado una
forma mas ovoide. En la figura 16 se observa la correlacion entre la longitud
dorsoventral y el transdiametro, y en la figura 17 las diferencias en cada una de las

variables morfométricas para las tres especies.
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Tabla 5. Tamafio de tres especies del género Ostreopsis de la zona norte del Caribe mexicano.

O. lenticularis

O. heptagona

O cf. siamensis

(X + SDx) (X + SDx) (X £ SDx)
n=50 n=50 n=10
(A) Epiteca DV 100.96 + 3.65 95.13+1.75 57.96 +1.83
(B) Epiteca TD 83.31 £ 3.80 63.68 + 2.79 30.50 + 1.60
(A/B) Radio 1.21 + 0.003 1.49 + 0.007 1.92 £ 0.07
(C) Largo 4’ 62.97 + 3.46 68.81 + 2.48 41.52 £ 1.57
(D) Ancho 4’ 29.01+1.48 29.10+1.28 11.68 + 0.54
(C/D) Radio 2.17 £ 0.017 2.36 £ 0.012 3.59+0.16
(E) CPA 20.15 + 0.63 17.52+0.10 10.38 + 0.26
(F) Hipoteca DV 99.1+4.14 91.49 + 1.60 56.28 + 1.87
(G) Hipoteca TD 87.82 £ 3.25 62.63 + 2.39 34.09 + 1.55
(F/IG) Radio 1.128 + 0.003 1.46 £ 0.007 1.67 +£0.07
(H) Largo 2" 46.21 £ 1.93 50.66 £ 2.30 31.99+1.33
(I) Ancho 2" 30.37+£0.98 23.18 £ 1.40 13.85+0.79
(H/1) Radio 1.52 + 0.008 2.19+0.021 2.37£0.16
100
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Dorsoventral um

® O lenticularis
O  O. heptagona
v Ocf siamensis

Figura 16. Relacion entre la longitud dorsoventral (um) y el transdiametro (um) de las tres especies
de Ostreopsis: O. lenticularis (circulos negros), O. heptagona (circulos blancos) y O. cf. siamensis
(triangulos negros) reportadas en el norte del Caribe mexicano.
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morfométricas de Ostreopsis: O. lenticularis, O.
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Para establecer relaciones isométricas de las especies de Ostreopsis se realizaron
regresiones lineales con las variables morfométricas. Bajo este contexto. Los
valores del coeficiente de determinacion (r?) indicarian la fuerza de la relacion entre
estas variables. El valor maximo de r2=0.79 se observé en O. lenticularis entre A'y
B; (p=<001, Tabla 6).En O. heptagona el mayor valor de r2 fue de 0.50 p<001
nuevamente entre las variables Ay B (Tabla 7).

Los valores en el coeficiente de determinacion de O. cf. siamensis fueron opuestos
a las dos anteriores ya que el valor mas alto entre las variables F y H fue de 0.8
(p<0.001; Tabla 8).

Al analizar los valores del coeficiente de determinacion entre las variables restantes

de las tres especies observamos que los valores son menores a 0.5 (Tablas 6-8)

Tabla 6. Valores del coeficiente de determinacion entre las variables morfométricas de O. lenticularis.

A

B 0.790

C 0.562 0.448

D 0.380 0.488 0.177

E 0.246 0.268 0.247 0.187

F 0.028 0.018 0.034 0.0005 0.001

G 0.047 0.028 0.111 0.007 0.005 0.662

H 0.005 0.003 0.022 0.039 0.009 0.463 0.209

I 0.005 0.019 0.007 0.023 0.00002 0.224 0.200 0.185
A B C D E F G H

A=Dorsoventral de la epiteca; B=Transdiametro de epiteca; C=Largo de la 4’ apical; D=Ancho de la 4’ apical;
E=Largo del Complejo del Poro Apical; F=Dorsoventral de la hipoteca; G=Transdidmetro de la hipoteca;
H=Ancho de la 2”"”; I=Ancho de la 2"’ (n=50). Los valores resaltados en negro son el maximo y minimo de las
relaciones isometricas.
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Tabla 7. Valores del coeficiente de determinacion entre las variables morfométricas de O. heptagona.

0.503

0.194 0.136

0.209 0.191 0.325

0.446 0.241 0.056 0.1

0.035 0.022 0.034 0.007  .000008

0.094 0.071 0.007 0.027 0.016 0.219

0.0001 0.016 0.092 0.013 0.0024 0.020 0.028

0.029 0.0006  0.007 0.057 0.008 0.102 0.134 0.030
A B Cc D E F G H

— I OTMMmMOO @ >

A=Dorsoventral de la epiteca; B=Transdiametro de epiteca; C=Largo de la 4’ apical; D=Ancho de la 4’ apical;
E=Largo del Complejo del Poro Apical; F=Dorsoventral de la hipoteca; G=Transdiametro de la hipoteca;
H=Ancho de la 2””; I=Ancho de la 2””(n= 50). Los valores resaltados en negro son el maximo y minimo de las
relaciones isometricas.

Tabla 8. Valores del coeficiente de determinacién entre las variables morfométricas de
Ostreopsis cf. siamensis

0.265

0.592 0.150

0.084 0.534 0.114

0.305 0.195 0.274 0.348

0.396 0.053 0.084 0.004 0.001

0.018 0.236 0.011 0.361 0.247 0.209

0.330 0.0002 0.081 0.127 0.020 0.796 0.463

0.122 0.733 0.018 0.413 0.135 0.086 0.286 0.002
A B C D E F G H

A=Dorsoventral de la epiteca; B=Transdiametro de epiteca; C=Largo de la 4’ apical; D=Ancho de la 4’ apical;
E=Largo del Complejo del Poro Apical; F=Dorsoventral de la hipoteca; G=Transdidmetro de la hipoteca;
H=Largo de la 2””; I=Ancho de la 2"”’(n=10). Los valores resaltados en negro son el maximo y minimo de las
relaciones isometricas.
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9.3 Andlisis filogenético de las especies de Ostreopsis.

La amplificacién obtenida de los productos de PCR Unicamente se pudo realizar en
la region 1TS1-5.8S-ITS2 de la muestra ambiental de Isla Contoy, obteniendo una
secuencia de 385 pares de bases (pb). La secuencia se aline6 con 23 secuencias
obtenidas del Gen-Bank (Tabla 9) con el software MEGA 7, utilizando la herramienta
de CLUSTALW. El método empleado para la construccion del arbol fue de Maxima
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Verosimilitud, con el modelo de sustitucion Hasegawa-Kishino-Yano y el método de
validacion Boostrap (1000 repeticiones). Se utilizaron secuencias de los
dinoflagelados Coolia malayensis y Alexandrium minimum como grupo externo (Fig.
18).

En el recuadro de color rojo de la figura 18 es posible apreciar a la muestra
identificada como O. lenticularis colectada en la zona norte de Quintana Roo
posicionarse dentro del clado que contiene cinco muestras de cultivo de la isla La
Reunién Francesa (Carnicer et al., 2015) las cuales son nombradas como
Ostreopsis sp 5. La muestra descrita en este trabajo (apartado 9.2), corresponde
con las descripciones morfométricas, forma y patrén de las placas de las cepas
KM032222.1, KM032217.1, KM033221.1, KM032220.1 y KM032218.1.

Entre las cinco muestras alineadas con la muestra ambiental del presente trabajo
no se observan cambios significativos en las bases de los nucledtidos ya que solo
hubo dos variaciones en la alineacion en los sitios 82 (GAP) y 279 (N) dentro de la
region del ITS. La secuencia KM032222.1 mostr6 la mayor similitud (99%) con la
del presente estudio, aunque la secuencia comparada se compone de 279 pb,
mientras que la del presente estudio cuenta con 385 pb (Fig. 18).

Al alinearse la muestra de las Galapagos (MH844088.1) con la secuencia de Hawai
(JX065552.1) se observo un alto grado de identidad (100%), mientras que con la
del Caribe Mexicano (180917) obtuvo una similitud del 99% presentando cambios
en los sitios 92 (T:C) y 380 (C:T).

La secuencia KX129872.1 de cultivo identificada como O. lenticularis del mar de
China mostr6 mayor divergencia al ser alineada con la muestra de Galapagos
(MH844088.1) considerada la misma especie y con la secuencia del Caribe
Mexicano (180917) donde se observé diferencias en 12 sitios obteniendo una
similitud del 95% (Fig.18).

El alineamiento entre las secuencias de O. cf ovata (JF682767.1, AB841250.1,
AB674907.1) de las Costas del Pacifico y de O. fattorussoi (LT220223.1,
LT220222.1) del Mediterraneo, con la muestra O. lenticularis del Caribe Mexicano
(180917) mostré una alta divergencia al presentar varios cambios en las bases

nucleotidicas.
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KMO32217.1 Ostreopsis sp. 5
KM032221.1 Ostreopsis sp. 5
KM032222.1 Ostreopsis sp. 5

La Reunion (Francia)

61 180917-Ostreapsis lenticularis

Caribe Mexicano

KM032220.1 Ostreopsis sp. 5
KM032218.1 Ostreopsis sp. 5

82

La Reunion (Francia)

b1 | JXDB5552.1 Ostreopsis sp.
KX129872.1 Ostreopsis lenticularis

ABB74918.1 Ostreopsis sp.
?[A8674917.1 Ostreopsis sp.

ABB74919.1 Ostreopsis sp.

8

60 % |

MHBA44088.1 Ostreapsis cf. lenticularis | Galdpagos
| Hawai

| Sur del mar de China

Costas del Pacifico

| Mar de China

AF218465.1 Ostreopsis lenticularis | Malasia
—100| FM244728.1 Ostreopsis labens
ABBA1255.1 Ostreopsis sp.6 | Golfo de Tailandia

JFBE2767.1 Ostreopsis cf. ovata

| Brasil
ABB41250.1 Ostreopsis cf. ovata | Tailandia

87

100 l'
8

lAE3674907.1 Ostreopsis cf. ovata

| Costas del Pacifico
JX987680.1 Ostreopsis sp. 2
LT220223.1 Ostreopsis sp. fattorussoi

. | Mediterraneo
L7220222.1 Ostreopsis sp. fattorussoi

| Puerto Rico

| Malasia

99

0.10

KY783634.1 Alexandrium minutum
99 | KX599348.1 Alexandrium minutum

KRG05281.1 Coolia malayensis

Alaska

Figura 18. Arbol de méaxima verosimilitud (ML) inferido a partir de secuencias del ITS del rDNA.
Valores de Bootstrap ML superiores al 67% en 1000 repeticiones. El recuadro azul presenta la
muestra de Ostreopsis lenticularis del presente estudio agrupada en un clado con las muestras de
La Reunidn Francesa y subgrupos de Costas del Pacifico, Mar de China, Hawai y Galapagos.
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Tabla 9. Secuencias de especies de Ostreopsis utilizados en
ubicacion, nimero de acceso en GenBank y referencia.

el arbol filogenético: aislamiento,

Especie Extracto Origen geogréfico No. Acceso Autor
O. cf lenticularis Galapagos MH844088 Carnicer, (en
proceso)
. Honolulu, N del Océano Pena et al.,
Ostreopsis. sp. 1 CBA0203 Pacifico, Hawai JX065552 2014
0. labens VG087 Mar de China FM244728  Penpaetal.
O. lenticularis 2S1E10 Islas Hainan, Sur del Mar de KX129872 Zhang et al.,
China 2018
. La Reunién (Francia), Carnicer et
Ostreopsis sp. P-079.2L Océano indico KM032222 al.. 2015
. La Reunién (Francia), Carnicer et
Ostreopsis sp. P-0107 Océano indico KM032217 al., 2015
. La Reunidn (Francia), Carnicer et
Ostreopsis sp. P-79.1L Océano indico KM033221 al., 2015
. La Reunion (Francia), Carnicer et
Ostreopsis sp. P-0108 Océano indico KM032220 al., 2015
. La Reunién (Francia), Carnicer et
Ostreopsis sp. P-109 Océano Indico KM032218.1 al., 2015
. Meridional de Japén, Oeste Sato et al.,
Ostreopsis sp. MB80828 4 del Océano Pacifico AB674917 2011
. Meridional de Japén, Oeste Sato et al.,
Ostreopsis sp. 070421_1 del Océano Pacifico AB674918 2011
. Meridional de Japén, Oeste Sato et al.,
Ostreopsis sp. 070421_2 del Océano Pacifico AB674919 2011
O cf ovata LCA-E7 Armacas de Bl_Jzos, Rio de IE682767 Nascimiento
Janeiro et al., 2012
O cf. ovata TF40S Tailandia ABB41250  1awong et
al., 2014
Ostreopsis sp. TF290S Golfo de Tailandia AB841255 T;}W%%%Et
Coolia CCMP1345 Malasia KReos2g1  -eawetal,
malayensis 2016
Ostreopsis sp. Dn110EHU Puerto Rico JX987680 Dav2|céle:; al,
O cf. ovata S70830_4 Costas del Pacifico Oeste AB674907 Sagjoitlal"
Ostreopsis sp. L1000 Mar Mediterraneo LT220223 Ac;l:org(r;;éet
Ostreopsis sp. C1005 Mar Mediterraneo LT220222 Azﬁorgg?éet
. . . Pin et al.,
O. lenticularis O1PRO1 Pulao Redang, Malasia AF218465 2001
Alexandrium AMP4 Alaska KY783634  orenson,
minutum (en proceso)
Alexandrium - oyp 1 ggg Alaska kxsog34g ~ Litakeretal,
minutum 2016
O. lenticularis 180917 Ixlaché, Caribe Mexicano Este estudio
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9.4 Toxicidad en modelo en ratén

Se utilizaron un total de cinco extractos de Puerto Morelos y tres de Isla Contoy,
procesados a partir del aislamiento de células de Ostreopsis sp. con diferentes

concentraciones (Tabla 10).

Tabla 10. Concentracion celular de cada uno de los extractos utilizados en este estudio.

Lugar y fecha de colecta No. de células

Clave

(dia/mes/afio) cel/mL
Isla Contoy, Ixlaché IC11 60,000

19/04/18
19/04/18 IC12 33,300
19/04/18 IC13 49,600

Puerto Morelos, La Bonanza

18/05/18 PM1 251,200
18/05/18 PM2 211,200
18/05/18 PM4 51,168
18/05/18 PM5 129,315
18/05/18 PM6 48,837

En la tabla 11 se comparan los signos clinicos observados en el modelo en ratén en
cada tratamiento y su respectiva toxicidad. Aunque ninguna de las muestras fue
letal en este modelo, los extractos de Ostreopsis provocaron al menos un signo de
intoxicacion (con excepcion del extracto IC12 el cual no provoco ningiin cambio de
comportamiento que indicara toxicidad por lo cual se considera una muestra
inocua), siendo los extractos PM5 y IC13 los que provocaron la mayor cantidad de
signos clinicos de intoxicacién de moderados a severos, que consistieron en letargo,
paralisis de los cuartos traseros, problemas de locomocién, arquemianto corporar
severo con hundimiento de la columna vertebral, espasmos y dificultad respiratoria.
La variacion en los signos puede deberse no solo a la concentracion si no a la
posible presencia de diversos derivados de la PLTX presente en los extractos. Los
controles negativos no presentaron ningun signo de intoxicacion durante el peridodo
observado (Fig. 19).
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E-45605 |
AE-48312

Figura 19. Signos clinicos observados durante el analisis toxicolégico en modelo en raton expuesto
a extractos de Ostreopsis aislados de la zona norte del Caribe Mexicano. (A-B) Arqueamiento
corporal severo, las flechas sefialan el hundimiento en la columna vertebral, (C-D) Problemas de
locomocion, con paralisis de los cuartos traseros. (E-F) Letargo en los individuos.
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Tabla 11. Evaluacion de la toxicidad de extractos de Ostreopsis de la zona Norte del Caribe Mexicano
en modelo en ratén.

Concentracién

Clave Signos Clinicos (UR)
IC11 Argueamiento corporal, espasmos, pérdida de (<UR)
(Isla Contoy) locomocion en los cuartos traseros
IC12 No se presentaron signos clinicos Negativo
(Isla Contoy) P 9 9
Paralisis de los cuartos traseros, problemas de
IC13 locomocién, arqueamiento corporal severo con (<UR)
(Isla Contoy) hundimiento en la columna vertebral, espasmos,
dificultad respiratoria, letargo
PM1 Argueamiento corporal, paralisis de los cuartos (<UR)
(Puerto Morelos) traseros
PM2 Arqueamiento corporal, espasmos (<UR)
(Puerto Morelos) '
PM4 Argueamiento corporal, paralisis de los cuartos (<UR)
(Puerto Morelos) traseros
Arqueamiento corporal, letargo, disnea,
PM5 . .
espasmos, perdida de locomocién en los cuartos (<UR)
(Puerto Morelos)
traseros
PM6 Argueamiento corporal, espasmos, problemas de (<UR)
(Puerto Morelos) locomocion, diarrea moderada.

1 UR: es la concentracién suficiente de PLTX (s) para causar la muerte en 24 h a un ratén de un
peso de 20 g y es equivalente a 8 ng. *Todos los animales evaluados con los extractos problemas
se recuperaron después de las 24 h, por lo que se indican con concentraciones subletales.
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95 Toxicidad en modelo en Artemia.

Se evalud la toixicidad en los mismos extractos de Ostreopsis analizados en el
modelo en raton (Tabla 10). Los principales signos clinicos de intoxicacion
observados en este modelo fueron en nado erratico y lento, giros, golpeteo de las
paredes de los recipiente y cambios en la coloracién de las artemias (se
obscurecieron) asi como al final movimiento lento de las branquias y muerte. El
tratamiento 1IC13 de Ixlaché produjo desde la primera lectura (3 h) mortalidad de
organismos y un 90% al final del ensayo toxicologico agudo (24 h) por lo que la
muestra resulto muy toxica para este modelo (Fig. 20). El extracto PM5 de Puerto
Morelos también fue toxica provocando la mortalidad en 50%. La mortalidad en los
controles negativos fue nula con agua de mar filtrada y ésteril y muy baja (10%) con
Sol.Salina con 1% de Tween. En la Tabla 12 se indican los porcentajes de

mortalidad en los demas tratamientos.

Tabla 12. Toxicidad agudad de Artemia salina de extractos de Ostreopsis spp de la zona norte del
Caribe Mexicano.

Lugar Especie Mortalidad Mortalidad Toxicidad
Clave P (nimero) (%)
Isla Contoy .
(IC11) Ostreopsis spp 1 10 +
Isla Contoy .
(IC12) Ostreopsis spp 2 20 +
Isla Contoy Ostreopsis s 9 90 ++++
(IC13) PSIS SPP
Puerto Morelos .
++
(PM1) Ostreopsis spp 3 30
Puerto Morelos .
1 1 +
(PM2) Ostreopsis spp 0
Puerto Morelos .
(PM4) Ostreopsis spp 2 20 +
P Morel .
uerngso)re 08 Ostreopsis spp 5 50 ++
Puerto Morelos .
1 1 +
(PM6) Ostreopsis spp 0
Control (-) Sol. Salina 0 0 Negativo
Sol. Salina 1%
Control (-) Tween 60 1 10 +

10-20% mortalidad: Poco toxico (+); 21-50% mortalidad: Medianamente téxico (++); 51-80%
mortalidad: téxico (+++); 81-100% mortalidad: muy téxico (++++).
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# Artemia salina

10

Tiempo de muerte en horas (h)

Sol. salina
Tween 60
IC13
IC12
IC11
PM1
PM2
PM4
PM5
PM6

Figura 20. Mortalidad de A. salina (adultos) expuestos durante 24(h) a extractos de Ostreopsis spp.
aislados en la zona norte del Caribe Mexicano.

9.5.1 Cambios morfologicos en A. salina expuestos a extractos de Ostropsis spp.

Ejemplares de artemia muertos por los tratamientos con los extractos de Ostreopsis

spp. IC13 y PM5 durante los tiempos de exposicién asi como los controles negativos

(con agua salina y solucién salina con 1% de Tween 60) fueron observados en

detalle por ML para evaluar los cambios morfoldgicos y documentar posibles dafios.

Se comprobo en las artemias evaluadas con los extractos IC13 y PM5 cambios en

la coloracion (obscurecimiento de los organismos), perdida estructural, necrosis, en

las hembras el desprendimiento del saco ovigero y en ambos sexos hubo perdida

de extremidades (toracopodos). En la figura 21 (A-B) se describe y compara estos

cambios morfologicos en los que se documento dafios de moderdos a severos

respecto a los controles negativos.
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Figura 21. Imagenes de Artemia salina expuestos a extractos de Ostreopsis spp de la zona del norte
del Caribe Mexicano (A-B) Individuos del control negativo, en donde se observa el color normal del
tejido, estructura morfoldégica normal y transparente asi como la presencia de extremidades. (C-D)
Organismos del tratamiento IC-13 en donde las flechas indican cambios de la coloracion
(obscurecimiento), necrosis, desarreglo estructural y perdida de las extremidades.

10. DISCUSION

10.1  Abundancias de Ostreopsis spp. sobre Dictyota.

En Isla Contoy y Puerto Morelos las maximas abundancias de Ostreopsis spp fueron
de 34,907 cél gt PHM y 45,842 cél gt PHM, respectivamente. Estas abundancias
coinciden con lo reportado por Irola-Sansores et al. (2018) ya que sus maximas
abundancias en Puerto Morelos fueron de las especies O. heptagona (53,231 cel
gt PHM) y O. marina (46,462 cel g* PHM) en macroalgas del género Dictyota. En
el Caribe se han realizado estudios previos para determinar las abundancias del

género Ostreopsis. Ballantine et al. (1988) estudiaron la dinamica poblacional de
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Ostreopsis lenticularis en Puerto Rico durante tres afios y su maxima abundancia
reportada fue cuatro veces mayor que las presentadas en este estudio con 235,803
cel gt PHM en el mismo sustrato, aunque la media observada de sus dos afios de
estudios fue 16,000 cel g2.

En el arrecife de coral de Belice, Morton y Faust (1997) mencionan densidades de
O. heptagona de 70 cel gt PHM y abundancias de O. lenticularis de 400 cel g
PHM, sin embargo, sus densidades mas altas contrastan con las reportadas en este
estudio, esto puede deberse al corto tiempo de muestreo 6 la cantidad de muestra
obtenidade la macrdfita.

Altas abundancias de Ostreopsis sp. también fueron reportadas en Cuba por
Moreira et al. (2012) con 7.9x10% cel g2 PHM en Dictyota, asimismo sus poblaciones
nunca fueron menores a 2.0x10* cel gt PHM.

En otras regiones, estudios en diferentes sustratos demuestran las altas
concentraciones de este género de dinoflagelado. Por ejemplo, en el Caribe
Oriental, en Isla Guadalupe se detectaron abundancias de Ostreopsis sp.
1,669+1,027 cél gt PHM (Bosnoir et al., 2018) sobre la mécrofita Halophila
stipulacea. En el mar Mediterrdneo, sobre sustratos duros, Totti et al. (2010)
registraron 11,123+3,230 cél cm=2 y en conchas de moluscos 2,752+1,217 cél cm™2)
de Ostreopsis ovata. En sitios como el mar Mediterraneo donde son frecuentes los
florecimientos, en la columna de agua se han reportado en las costas de Toscana
(Italia) abundancias de hasta 113,000 cel/L de O. ovata (Ciminiello et al., 2014).
Accoroni et al. (2015) mencionaron que la relacién entre Ostreopsis y su asociacion
por grupos especificos de macroalgas depende de la alta disponibilidad de
nutrientes, ya que si estos fueran limitados el éxito seria solo para las macroalgas,
ademas que estas pueden liberar metabolitos que pudieran ser aprovechados por
Ostreopsis.

Entre los resultados de las proliferaciones de Ostreopsis se destacd el efecto
negativo de la profundidad ya que cuando esta aumenta las poblaciones de
Ostreopsis tienden a disminuir, esta distribucion se observé con las abundancias en

Puerto Morelos, asi como en estudios de Totti et al. (2010) y Bosnoir et al. (2018).
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Otras variables que pueden tener un efecto importante en la abundancia de este
género son la temperatura y la salinidad ya que las méaximas abundancias
reportadas en este estudio se encontraron cuando la temperatura estuvo entre 28°
y 30°C y la salinidad entre 32 y 37. Esta relacion es similar a lo que reportaron Irola-
Sansores et al. (2018), ya que las maximas abundancias en ambos sitios de estudio
se dieron entre los 27° y 28°C y corresponde a estudios previos realizados en
entornos naturales donde las abundancias mas altas se registraron cuando la
temperatura vario entre 27°C y 29°C vy la salinidad entre 38.14 y 39.43 (Ballantine
et al., 1988; Mangialajo et al., 2008; Accoroni et al., 2016; Bosnoir et al., 2018).

10.2  Andlisis morfolégico y morfométrico

De acuerdo a la forma de la célula, las dimensiones y las formas de las placas se
registraron tres especies del género Ostreopsis para la zona Norte del Caribe
Mexicano: O. heptagona, O. lenticularis y O cf. siamensis.

Ostreopsis heptagona.

Actualmente son pocos los registros de la especie de O. heptagona, en este estudio
mostré un rango de tamafio DV: 91.21-100.56 ym y de TD: 57.01-69.32 um que
coincide con las medidas reportadas por Almazan-Becerril et al. (2016) para el
mismo sitio de estudio y en otros sitios donde ya sido identificada (Tabla 14). En las
relaciones morfométricas las variables del didmetro-dorsoventral y el trandiametro
se observd que existe una relacion isométrica, por lo que conociendo el valor de
cualquiera de ellas se puede estimar el valor de la otra con una alta confianza
estadistica.

Norris et al. (1985) describieron por primera vez esta especie y recalcaron dos
particularidades, 1) la forma heptagonal de la 4’ apical, 2) esta placa se encuentra
en contacto con la 4’ precingular que se encuentra desplazada en el margen
derecho de la célula. Ambas caracteristicas son iguales a las que se observan para
la especie descrita en este trabajo y por Almazan-Becerril et al. (2016).
Recientemente Accoroni et al. (2016) describieron a O. fattorussoi y mencionan que

la 4’ apical es heptagonal por lo que ya no es considerada una caracteristica

64



diagnostica para O. heptagona, sin embargo, en esta especie las placas 4’ y 4” no

hacen contacto, ademas de ser mas pequefia (DV: 42.5-72.5 ym; TA: 26.3-50 ym).

Ostreopsis cf. siamensis

En el presente estudio se identific6 a O cf. siamensis con un rango en sus
dimensiones de DV=46-63.4 ymy TA= 25.2-40.5 ym siendo un poco mas pequefia
que la descrita por Fukuyo (1981), pero similar a lo reportado por otros autores
(Tabla.13). Sin embargo, algunos autores mencionan que la similitud entre los
tamafos para las especies de O. siamensis, O. ovata y O. rhodesae dificulta
distinguir a cada una (David et al., 2013, Verma et al., 2016), haciendo énfasis en la
forma y dimensiones de las placas.

Las placas que se consideraron diagnosticas en este estudio fueron la 4’ apical que

tiene forma hexagonal, asimétrica y alargada; y la 2”” anteroposterior de forma
pentagonal, su tamafio rebasa poco mas de la mitad de la hipoteca en terminacion
“V”; estas descripciones fueron similares a lo reportado por Rhodes et al. (2000) y
Verma et al. (2016); sin embargo, los datos morfométricos difieren mucho en tamafio
por lo que entre estas variables no existe una interdependencia; David et al. (2013)
llegaron a la misma conclusién y mencionan que es dificil distinguir a esta especie
debido a las diferencias en las dimensiones, sin embargo observan diferencias en
la forma de la célula al ser mas ovala y estrecha que O. ovata. Penna et al. (2005)
describieron que al observarla en vista lateral O. siamensis no muestra
ondulaciones, una caracteristica que se observo en este estudio.

Otra especie que tiene dimensiones similares en los ejes dorsoventral y transapical
a O. siamensis es O. rhodesae, sin embargo, se observa que la 2’ apical es dos
veces mas grande que el complejo del poro y separa completamente la 3’ apical de

la 2” precingular (Verma et al., 2016).

Ostreopsis lenticularis
La primera descripcién de O. lenticularis fue realizada por Fukuyo (1981) donde

resalta la falta de ondulacién en el cingulum y dos patrones de poros dispersos en
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ambas placas. Ambas caracteristicas se observaron en la especie descrita en este
estudio.

La especie descrita como O. marina por Faust (1999) es similar a O. lenticularis, sin
embargo, los argumentos mas relevantes que esta autora considero para establecer
gque ambas especies son distintas recaen en dos observaciones: que las
dimensiones del DV y TD son menores en O. lenticularis y la segunda es que el
CPA es mas grande en O. marina, pero basandonos en los datos morfométricos de
este estudio y de otras regiones donde identifican a O. lenticularis podemos
observar que existe una variabilidad en tamafios tanto en muestras ambientales
como de cultivo (Tabla 12). Algunos autores como Garate-Lizarraga et al. (2018) y
Chomérat et al. (2019) mencionan que la diferencia morfolégica entre estas dos
especies es la forma hexagonal de la 3’ apical, sin embargo, esto depende de la
interpretacion que se les dé a las placas 2’ y la 2” (Figura 22). Al describir a O.
lenticularis ambos estudios mencionaron la presencia de dos tipos de poros en
todas las placas, la forma pentagonal y elongada de la 4’ apical ubicada
principalmente del lado izquierdo de la epiteca, y la 5" precingular de forma
pentagonal siendo el ancho mayor al resto de estas placas. Todas estas
observaciones son semejantes a las que se describen en este trabajo.

Los datos morfométricos que se obtuvieron de O. lenticularis en este estudio fueron
similares a los reportados por Zhang et al. (2018) y en ambos casos se observo que
solo existe una relacion isométrica entre el DV y el TD, pero en ninguna de las otras
mediciones existe una relacion isométrica.

En el Caribe se han realizado estudios descriptivos de especies morfolégicamente
similares a O. lenticularis (Figura 22). Moreira et al. (2012) describen a Ostreopsis
sp. como una célula de forma lenticulada, grande y con un solo tipo de poro. En el
norte del Caribe Mexicano se describié morfolégicamente al morfotipo O. marina
(Almazan-Becerril et al., 2016; Irola-Sansores et al., 2018), sin embargo, sus
caracteristicas tanto morfolégicas como morfométricas, asi como la secuencia
obtenida de la region ITS1-5.8S-ITS2 de la muestra ambiental en este trabajo indican

gue la especie que se encuentra en la zona del Caribe Mexicano es O. lenticularis.
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Actualmente surge la posibilidad de que algunas especies descritas anteriormente
como O. labens, O. marina, O. caribbeanus y O. belizeanus pueden considerarse
dudosos debido a que después de su primera descripcion (Faust 1995 y 1999) no
se han reportado nuevamente, ademas, este género tiene una alta plasticidad
fenotipica por lo que sus caracteristicas morfolégicas pueden variar (Rhodes, 2000).
Bajo este contexto, es posible que la O. marina de Faust (1999) e Irola-Sansores et
al. (2018) sean en realidad O. lenticularis, por lo que es posible que ambos taxa
sean sin6nimos, sin embargo, para poder confirmar esto se debe 1) realizar
muestreos mas intensivos, 2) ampliar la zona de estudio 3) disponer de cultivos para

corroborarlo morfolégicamente y filogenéticamente.
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Figura 22. Imagenes de especies morfolégicamente similares a Ostreopsis lenticularis.
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Tabla 13. Descripcién de Ostreopsis lenticularis y taxa relacionados de acuerdo a diferentes autores.

Especie DV: TA Poro < .
Forma DV (um) TA (um) radio Apical Areas de colecta Referencia
O. lenticularis Célula lenticulada 60-100 45-80 Polinesia Francesa Fukuyo, 1981
O. labens Grandes, amphamente 60-86 70-80 192 18 Belice Faust y Morton,
ovoides 1995
0. marina Son grandes y 83-111  73-85 1.29 24 Mar Caribe y Suroeste del . o et al., 1999
ampliamente ovalados océano Indico
Ostreopsis sp. Ampllament.e gvalada, 60-85 50-67 Bahia de Cienfuegos en la Moreira et al.,
comprimida costa centro-sur de Cuba 2012
; Forma oblonga o en 49.9- . . Tawong et al.
Ostreopsis sp. 6 - ’
p p e dle (s e 84.3 35.4-66.9 1.3 15 Tailandia 2014
Ostreopsis sp. 5 Células grandes y 103.9 853 Isla de la Reqnlon (Océano Carnicer et al.,
ovoides Indico) 2015
O. marina Células grandes y 107,56 89 Caribe Mexicano Almazan-Becerril
redondeadas ’ etal., 2016
lenticulari . Archipiélago de Garate-Lizarraga
O. lenticularis Ampliamente ovaladas 65-100 50-80 S
Revillagigedo. et al., 2018
: : Forma de lagrima y 12.6- Isla de Hainan, Mar de Zhang et al.,
O. lenticularis ) 68-113.5 56.5-97.3  1.0-1.4 . -
puntiaguda 18.9 China Meridional 2018
; ; . 60.5- 16.2- N Chomérat et al.
O. lenticularis - - '
Ampliamente ovaladas 893 56.1-73.4 1.08-1.36 193 Polinesia Francesa 2019
: : 91.21- 75.85- Presente
O. lenticularis i i i
Amplia y ovalada 106.4 90.76 1.21 20.15 Norte del Caribe Mexicano estudio
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Especie

Tabla 14. Descripcion de Ostreopsis siamensis y taxa relacionados de acuerdo a diferentes autores.

Forma DV (um) TA (um) DV: TA Poro Areas de colecta Referencia
radio Apical
: : Célula ampliamente Polinesia Francesa y Nueva
O. siamensis . 60-100 45-90 . Fukuyo, 1981
ovoide Caledonia
Células de forma ovalada Polinesia Francesa y Nueva
0. ovata . ma ov 50-56 25-35 nest a y RUev Fukuyo, 1981
a lagrimal Caledonia
O. siamensis Forma de lagrima a 52-68 40-55 Nueva Zelanda Rhodes et al.,
redonda 2000
O cf. siamensis Forma f)va.\lada ode 50-75 38-72 4 Medlte'rran,eo, Mar T|r.reno, Penna et al.,
lagrima Italia, Rio de Janeiro 2005
O cf. siamensis vl v aleaEdes 60-70 34-42 Archipiélago Azores, Bennouna et al.,
Portugal. 2010
O cf. ovata Célula ovalf;\dg en forma 18.75-75  12.5-60 1.5-3.43 10-31  Ancona, Mar Adriatico Norte Accoroni etal.,
de lagrima 2012
Unas alargadas y .
O. siamensis delgadas y otras 55-745 2756 1121 % Costaptianticade fa  p g ot a1, 2013
11.9 Peninsula Ibérica
redondeadas y grandes
O. rhodesae Forma ovalada 32.53 23-42 Gran Barreara .de Coral, Verma et al.,
Australia 2016
O. siamensis Células ovrflle_s en forma 875-90 75-80 Caribe Mexicano Almazan-Becerril
de lagrima et al., 2016
Células en forma de 39.9- Isla de Haina, Sur del Mar Zhang et al.
O cf. ovata 4-474 1.1-14 7197 ’ ’
lagrima 56.4 30 9 de China 2018
. . . . Presente
O siamensis Forma ovalada y alargado  45.-63.5 25.2-40.5 Norte del Caribe Mexicano estudio
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Tabla 15. Descripcion de Ostreopsis heptagona y taxa relacionados de acuerdo a diferentes autores.

Especie Forma DV (um) TA (um) DV: TA Poro Areas de colecta Referencia
radio Apical
O. heptagona Células amplias y 96-122 48-70 Knight Key, Florida Norris et al., 1985
ovaladas
O. heptagona Ovaladas y amplias 80-73 55-53 Archipiélago Azores, Bennouna et al.,
Portugal. 2010
O. heptagona Células largas, robustas y 87.5- 45-70 Caribe Mexicano Almazan-Becerril
de forma ovalada 1125 etal., 2016
O. heptagona Ovaladas y oblongas 91.21- 57.01- 1.49 Norte del Caribe Mexicano Presente estudio
100.56 69.32
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10.3  Andlisis de la region ITS

El uso de los marcadores moleculares permite contar con informacion mas robusta
o, al menos, complementar los analisis morfoldégicos, ya que cuando existe
plasticidad fenotipica puede ofrecer una mejor aproximacion de la identidad de las
especies. Actualmente se han realizado estudios con diferentes marcadores
moleculares para poder discernir entre las especies del género Ostreopsis. Entre
estos se encuentran los espaciadores internos descritos (ADNr ITS1-5.8S-ITS2), los
dominios (D1/D2) y (D8-D10) de la subunidad grande del ADN ribosomal (LSU
ADNr) y los genes mitocondriales citocromo ¢ oxidasa (COl) y el citocromo b (cob)
(Pin et al., 2001; Efimova et al., 2014; Penna et al., 2014).

Del segmento ITS1-5.8S-ITS2 para especies del género Ostreopsis son pocas las
secuencias que se tienen reportadas de las especies descritas: O. ovata, O.
siamensis, O. labens, O. lenticularis, O. rhodesae, O. fattorussoi (David et al., 2013;
Accoroni et al., 2016; Garcia-Portela et al., 2016; Verma et al., 2016; Abdennadher
et al., 2017; Zhang et al., 2018; Chomérat et al., 2019).

La secuencia del Caribe Mexicano que se utilizé en este trabajo esta relacionada
estrechamente con la cepa denominada Ostreopsis sp 5 reportada por Carnicer et
al. (2015). Morfolégicamente los especimenes ilustrados en este trabajo son
similares a los descritos por Chomérat et al., (2019) como O. lenticularis a partir de
muestras de cultivo provenientes de distintas partes de la Polinesia Francesa.
Ademas, las secuencias de ambos sitios (Isla Reunién y Polinesia Francesa) se
agrupan formando un grupo monofilético, sin embargo, no pudimos comparar
nuestras secuencias con las secuencias de la Polinesia Francesa ya que aun no se
encuentran disponibles en GenBank. Lo anterior implica que la secuencia del Caribe
Mexicano estaria en el mismo clado monofilético descrito por Chomerat et al. (2019).
La muestra de los Galapagos (Carnicer en proceso) y la muestra de Hawai (Penna
et al., 2014) se agruparon dentro del clado de O. lenticularis, sin embargo, las
comparaciones morfolégicas estan pendientes, pues los trabajos no han sido

publicados.
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La identidad genética entre especies del género Ostreopsis no siempre es sencilla
ya que es necesario contar con las descripciones morfolégicas. Por ejemplo, las
secuencias de O. labens y O. lenticularis del Pacifico son similares entre si (Pin et
al., 2001; Penna et al., 2010), y semejantes también a la cepa denominada
Ostreopsis sp.6 reportado por Tawong et al. (2014) de Tailandia. No obstante, se
necesitan datos morfoldégicos robustos para discernir si estas secuencias
pertenecen a identidades taxonomicas diferentes o, si pertenecen a especies ya
descritas. Este problema también lo reportaron Sato et al. (2011) pues dos
secuencias de extractos del Pacifico Oriental que fueron designadas como
Ostreopsis sp. se agruparon con el clado de O. lenticularis y O. labens, pero no
fueron descritas morfoldgicamente.

La misma problematica se puede observar en la especie O. ovata, ya que, aunque
ha sido la especie mas estudiada del género (Accoroni et al., 2011), algunos
trabajos muestran un clado robusto de O. ovata, subdivididos a su vez en subclados
(Tawong et al., 2014) relacionados con su variabilidad genética derivada con los
origenes de las cepas o muestras in situ (David et al., 2013; Ariyawansa et al., 2014).
Debido a la falta de datos moleculares, morfolégicos y morfométricos tanto en
muestras in situ como de cultivo varios autores no les asignan a especies
taxonomicamente validas ya que existe una gran variabilidad filogenética entre

diferentes cepas (Zhang et al., 2018).

10.4 Toxicidad en modelo en ratén

Los extractos de Ostreopsis analizados tuvieron un efecto neurotéxico en los
animales evaluados. Siete de los ocho extractos (dos extractos de Isla Contoy y
cinco de Puerto Morelos) utilizados en el presente estudio presentaron signos
clinicos de toxicidad que consistieron en arqueamiento corporal con hundimiento de
la columna vertebral (de moderado a severo en las muestras PM5 y IC13
respectivamente), paralisis de los cuartos traseros, perdida de locomocién y letargo.
Estos signos han sido descritos por Riobd (2008) y Riobo et al. (2010) en el que

realizaron un estudio que incluyo el refinamiento del ensayo en raton, en el que
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analizaron muestras letales y subletales de PLTX. Estos signos coinciden a los
signos clinicos caracteristicos descritos para concentraciones subletales de
analogos de PLTX durante los primeros minutos.

Ballaentine et al. (1988) reportaron concentraciones de hasta 182 UR con muestras
ambientales de O. lenticularis con una concentracién celular de 149.8 (x10°), estos
valores fueron similares a los reportados por Abdennadher et al. (2017) con
muestras de cultivo de O. cf. ovata (3x107) que causaron la muerte en ratones entre
los 10 y 30 minutos, sin embargo, no reportaron valores de UR. Ambos trabajos
reportaron concentraciones celulares 100 veces mas altas que las encontradas en
este estudio.

Tawong et al. (2014) reportaron concentraciones letales de dos extractos donde el
tiempo de muerte vario entre 10 y 30 minutos después de la aplicacion de extractos
en concentraciones celulares de 2.0x10° cel con Ostreopsis sp. 6, mientras que con
el extracto de Ostreopsis sp. 7 con una densidad de 5.0x10° cel se murieron los
ratones varias horas después. Sin embargo, antes de registrarse la mortalidad, los
animales presentaron signos clinicos similares a los descritos en este estudio asi
como en otros estudios en el que se utilizaron modelos murinos (Rhodes et al.,
2000; Aligizaki et al., 2008; Sato et al., 2011; Ciminiello et al., 2012).

Una especie reportada en el presente estudio fue O. heptagona, actualmente solo
se tienen pocos estudios toxicoldgicos de esta especie y no se conocen los tipos de
analogos de PLTX presentes, sin embargo, es considerada una especie toxica
Norris et al. (1985) describieron concentraciones letales con extractos de esta
especie (LD-50>5x10° cél/kg) en bioensayo en ratdn, por lo que es de interés la
realizacion de futuras investigaciones con la finalidad de determinar su composicién
quimica pues en el Caribe Mexicano se han reportado concentraciones de O.
heptagona de hasta ~53,231 cel g** PHM en Puerto Morelos (Irola-Sansores et al.,
2018) y en los extractos reportados en este estudio (Tabla. 13) los signos clinicos
se asocian a sintomas de intoxicacién por PLTX y/6 andalogos, sin embargo las
densidades celulares de los extractos utilizados en este trabajo fueron menores.
La PLTX es muy toxica por via intravenosa en conejos, perros, monos, conejillos de

indias y ratas. La LDso se ha estimado entre 25 y 89 ng/kg, en dosis letales en
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diversos modelos los animales mueren en minutos derivado de una intensa
vasoconstriccion, aumento de la presion arterial e insuficiencia cardiaca, entre otros
signos (Patocka et al., 2015; 2018). Los LDso por i.p. son similares, le siguen las
inyecciones via intramuscular y topica. La PLTX también es altamente tdxica por via
intracraneal (Patocka et al., 2015; 2018). La dosis letal de esta toxiona en ratones
por esta via se encuentra alrededor de 2 pg/kg en dos horas. La PLTX es menos
toxica por via oral en ratones (LDso: 651-767 ng/kg), se ha calculado
aproximadamente en el orden tres veces menor que la via i.p., esto podria ser
derivado de su estructura molecular hidrofilica muy grande y que por lo tanto sea un
poco mas lenta su absorcion a través del tracto gastrointestinal a través del
peritoneo (Patocka et al., 2015; 2018).

La PLTX induce en un raton un aumento de los niveles de creatinina-fosfoquinasa
(CPK), lactato deshidrogenasa (LDH) y trasaminasa acético glutamico-oxal (0)
(GOT) (Sosa et al., 2009). En la histopatologia se ha observado en este modelo
inflamacion del estomago, higado, pancreas, asi como alteraciones estructurales en
células del musculo cardiaco y esquelético (Terao et al., 1992; Ito et al., 1996; Ito y
Yasumoto, 2009; Del Favero et al., 2013; Pelin et al., 2014). Otros estudios han
demostrado que esta toxina via i.p. en ratones se adhiere al peritoneo, con dilataciéon
y el intestino, también puede provocar necrosis unicelular en el intestino delgado y
otras células. Estudios realizados en los que se utilizo microscopia electrénica se
pudieron observar hinchazén de las mitocondrias y la separacién de érganelos,
perdida de micro-vellosidades de los tubulos renales y vacuolizacion de las células
acinares pancreaticas (Terao et al., 1992; Ito et al., 1996; Ito y Yasumoto, 2009; Del
Favero et al., 2013; Pelin et al., 2014). En relacién con ello también es conocido que
la PLTX en casos crénicos ha sido descrita como promotor tumoral de piel en
modelos murinos (Fujiki et al., 1983 y 1986; Wattenberg, 2007).

Otro punto de interés con las especies de Ostreopsis del presente estudio, esta
relacionado a la evaluacion del efecto de la temperatura del agua de mar en su
crecimiento asi como en su toxicidad (tanto en estudios ambientales asi como
ecofisiologicos en condiciones controladas de laboratorio) ya que se ha descrito que

en O. lenticularis y en O. ovata, el aumento en la temperatura de cultivo puede
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incrementar o disminuir su toxicidad (Ballaentine et al. 1988; Ashton et al., 2003;
Granéli et al., 2011). Ashton et al. (2003) describieron que las células de Ostreopsis
lenticularis al ser expuestas a altas temperaturas (30-31°C) por un tiempo
prolongado incrementaba la toxicidad. En otras especies de dinoflagelados
bentonicos como Gambierdiscus y Prorocentrum, también se ha visto este efecto
en condiciones de cultivo (Morton et al., 1992; Lopez-Rosales et al., 2014). Para
elucidar el efecto de la temperatura en la toxicidad de las especies presentes en la
zona es necesario el establecimiento de cultivos de estas especies de esta zona del
Caribe.

10.5 Toxicidad en modelo de Artemia salina.

Los ensayos con A. salina son utilizados en estudios ecotoxicolégicos debido a su
amplia adaptabilidad en condiciones ambientales adversas y su alta sensibilidad a
sustancias toxicas (Faimali et al., 2012). El ensayo de toxicidad en artemias se ha
utilizado para evaluar la actividad toxica de una gran diversidad de compuestos
bioactivos como farmacos (sintéticos y de origen natural), extractos de plantas
medicinales, toxicos y toxinas (Persoone y Wells, 1987; Dvorak et al., 2012). Entre
las que se incluyen toxinas de origen acuatico producidas por microalgas como
cianobacterias y dinoflagelados marinos, entro otros (Rhodes y Syhre, 1995; Vezie
et al., 1996; Lee et al., 1999; Metcalf et al., 2002; Ajuzie, 2007; Neves et al., 2017).
Este método se basa en la evalucion de la signologia presentada y la patofisiologia
en las artemias, pero particularmente en la mortalidad en ensayos agudos alrededor
de 48 h (Dvorak et al., 2012). Ejemplos sobre el uso de este modelo en la evaluacién
toxicoldgica de dinoflagelados béntonicos y sus toxinas han sido descritos en P.
lima (Rhodes y Syhre, 1995). En este estudio, los autores evaluaron la actividad de
toxinas DSP de una cepa de esta especie, la cual provocé la muerte de A. salina en
menos de 20 h por el consumo de dicho dinoflagelado. Otros autores como Heredia-
Tapia et al. (2002) y Campa-Cdérdova et al. (2009) describieron el efecto toxico y
mortalidad en adultos de A. salina utilizando distintas concentraciones celulares
(2000 cel/mL provocaron una mortalidad de 100% en las primeras 5 h en una

exposicién aguda) de P. lima (PRL-1) aislada de la Isla el Pardito en el Golfo de
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California. Recientemente Ajuzi (2007), describido los signos presentados en
nauplios de A. salina expuestos a P. lima y los comparo con grupos control negativo.
Describi6é el comportamiento de este grupo control con un nado activo utlizando los
apéndices cefélicos, mientras que los nauplios expuestos a P. lima perdieron el
equilibrio, nadaron erraticamente y se hundieron en la placa en donde estaban
depositados hasta su muerte.

Otros autores como Neves et al. (2007), describieron que la exposicion a
dinoflagelados toxicos, provoca un efecto directo en el comportamiento del nado y
la sobrevivencia de A. salina, que en el caso de acido okadaico y analogos, puede
ser derivado de alteraciones fisiologicas en el metabolismo de A. salina que se
centran en la pérdida de fluidos y el control en la dindmica de tales. Las artemias
normales (saludables), son nadadores activos, por lo que cualquier afectaciéon en
su actividad natatoria se puede atribuir como resultado del efecto de agentes
exdgenos (Kelly et al., 1992; Faimali et al., 2012). En este caso por la accion de
directas toxinas contenidas en los extractos de Ostreopsis.

En el presente estudio, se utilizaron artemias adultas, que por su tamafo y
estructura de 6rganos permitieron una observacion rapida y clara en el monitoreo
de su signologia, asi como facilitd su contabilizacion durante las distintas lecturas
que duré el ensayo. Cabe sefalar que los extractos mas téxicos, Ostreopsis (en
este estudio), utilizando este modelo, también lo fueron el ensayo en ratén, pues las
muestras PM5 y IC13 presentaron la mayor toxicidad, siendo téxica en el primer
caso (50% mortalidad) y muy téxica en el segundo (90% de mortalidad). El extracto
IC12 (que contenia la concentracion mas baja de células) coincidentemente fue
inocua en ambos analisis toxicoldgicos, por lo que en general se puede observar
una relacion entre ambos ensayos toxicoldgicos.

Autores como Vezje et al. (1996), encontraron una buena correlacién entre el
ensayo en raton y el modeo en artemia, después de analizar dispersas cepas de
cianobacterias productoras de hepatotoxinas, describieron que la mayoria de ellas
fueron hepatotoxicas en los dos bioensayos toxicolégicos. Sin embargo, estas

relaciones se deben evaluar en cada caso con base en el tipo de toxinas.
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En estos estudios semejantes, pero a partir de extractos de pescado con
ciguatoxinas como el realizado por Granade et al. (1976); Ley-Martinez et al. (2017)
y Ley-Martine et al. (2018) evaluaron la toxicidad de extractos en ensayos con A.
salina registrando mortalidades de entre el 20-100% en ensayos agudos de 24 h,
mientras que los extractos menos toxicos los porcentajes de mortalidad fueron
alrededor del 5 al 10% entre las que se incluyen muestras del Caribe Mexicano.

De manera especifica en el caso de la PLTX y analogos Ramos y Vasconcelos
(2010) y Munday (2011) describieron datos mas actuales sobre los efectos tdxicos
de estas toxinas en diferentes modelos biologicos tanto en vertebrados como en
invertebrados marinos, sin embargo, todavia es poco el conocimiento existente y
este se relaciona principalmente con los efectos de la PLTX en equinodermos,
moluscos, crustaceos y ranas. Recientemente también se evalué la toxicidad de O.
ovata en A. salina y otros invertebrados acuaticos (Amphibalanus amphitrite y
Tigriopus fuyus) y vertebrados (Dicentrarchus labrax). El modelo de artemia fue muy
sensible (incluso en concentraciones por debajo del umbral de alarma ambiental
establecido por el Ministerio de Salud de Italia) a las toxinas de Ostreopsis, ya que
presentaron los mayores porcentajes de mortalidad. Feimali et al. (2012)
describieron que la sensibilidad de estos organismos puede deberse a que la PLTX
y analogos ejercen una potente actividad bidlogica al alterar los mecanismos de la
homeostasis iénica, interrumpiendo las funciones de la membrana celular, con una
perdida de regulacion idnica, que puede llevar a un fallo osmorregulador. La bomba
de NA/K, o Na K-ATPasa, es una enzima clave para la homeostasis de la presion
O0smotica, el volumen celular y el mantenimiento de gradientes electroquimicos.

En la figura 21 se puede observar las lesiones en artemias producidas por los
extractos de Ostreopsis utilizadas en este estudio, las cuales fueron severas en el
caso del extracto IC13 que consistieron en cambios de coloracién
(obscurecimiento), desarreglo y fragmentacion de los tejios, dafios en las branquias,
aumento de volumen (posiblemente por el ingreso excesivo de agua, al verse
afectada la bomba que regula la entrada y salida de liquidos), pérdida de
extremidades y necrosis. Esta patologia puede estar relacionada a la accion de

PLTX y analogos por contacto (ruptura celular y liberacién de contenido debido a
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vasoconstriccion, produccion de hemolisis y muerte celular descrita en la literatura
especializada (Munday 2011; Ramos y Vasconcelos, 2010; Patocka et al., 2015;
2018) y concuerda con los posibles mecanismos de accion de PLTX y analogos
descritos por Feimali et al. (2012).

Sin embargo, aun falta el desarrollo de investigaciones a nivel celular, bioquimico y
genético, sobre las causas de esta alta sensibilidad de las artemias a las toxinas de
Ostreopsis, ya que por su particular fisiologia este modelo de estudio es de utilidad
no solo en la deteccién de la PLTX y sus analogos sino posiblemente en la
generacion de conocimiento nuevo sobre los mecanismos de accién de estas
toxinas en invertebrados acuaticos, también es recomendable el analisis
histopatologico de las propias artemias adultas, al igual que el uso de otros extractos
con concentraciones mas altas de Ostreopsis spp tanto de muestras ambientales
como de células cultivadas aisladas de esta zona del Caribe Mexicano, por lo que
es necesario en un futuro el establecimiento de cultivos de este género para su

evaluacion.

11. CONCLUSIONES

e Las abundancias del género Ostreopsis sp. sobre Dictyota fueron mayores
en el arrecife de Ixlaché en el mes de noviembre y en Puerto Morelos en el
sitio de La Bonanza en el mes de mayo.

e La profundidad se correlacion6 negativamente en Ostreopsis en el sitio de
Puerto Morelos, ya que las abundancias disminuyeron en los sitios mas
profundos.

e Se identificaron mediante morfologia y morfometria tres especies de
Ostreopsis: O. lenticularis, O. heptagona y O cf. siamensis en ambos sitios
de estudio.

e En las pruebas morfométricas la relacién isométrica entre el diametro
dorsoventral-transdiametro fueron las mas altas para O. lenticularis y O.

heptagona, sin embargo, para O. cf. siamensis la relacion positiva se dio
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entre el didmetro dorsoventral de la hipoteca y el largo de la segunda
antapical (27).

e Se obtuvo una secuencia de la region ITS del rDNA vy se identifico a O.
lenticularis en la zona Norte del Caribe Mexicano.

e Mediante el modelo en ratdn, todos los extractos a excepcion del IC12 (que
contenia la menor concentracion de células) de Ostreopsis spp. provocaron
signos de intoxicacion, siendo los extractos PM5 y IC13 que procovaron la
mayor cantidad de signos de intoxicacion de moderados a severos. Estos
signos tuvieron un efecto predominante neurotéxico que es coincidente a los
descritos para la presencia de PLTX y analogos en concentraciones
subletales.

¢ En la artemia los extractos de Ostreopsis también provocaron toxicidad. Se
observé nado errético y lento, golpeteo en las paredes del recipiente y
obscurecimiento en las artemias, moviento lento de brancquias y muerte. Los
extraxtos mas toxicos (al igual que el ensayo en raton) fueron el PM5 de
Puerto Morelos yel IC13 de Isla Contoy, los cuales causaron el 50% y 90%
de mortalidad, siendo clasificados como téxico y muy toxico. Se docuemento
dafios severos producidos por el extracto IC13 en la morfologia de las
artemias que consisitieron en desarreglo estuctural, fragmentacion de tejido,
branquias, aumento de volumen, pérdida de extremidades y necrosis, signos

gue son descritos en la fisiopatologia de PLTX y anélogos.
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