UNIVERSIDAD DEL MAR
Campus Puerto Angel

EVALUACION DE LAS INTERACCIONES
Pseudo-nitzschia fryxelliana-SIMBIONTES
EN CONDICIONES DE CULTIVO

TESIS

QUE COMO PARTE DE LOS REQUISITOS PARA
OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADO EN BIOLOGIA MARINA

PRESENTA:

ABRAHAM AGUILAR NARVAEZ

DIRIGIDO POR

DRA. IVONNE SANDRA SANTIAGO MORALES

CIUDAD UNIVERSITARIA, PUERTO ANGEL, OAXACA. 2021.



RESUMEN
En los ecosistemas marinos, el fitoplancton constituye la base de las diversas cadenas

troficas contribuyendo con méas de la mitad de la fijacion del carbono organico global.
Las diatomeas pertenecientes al género Pseudo-nitzschia (Pn) son capaces de producir
floraciones oceénicas y costeras, y asi mismo, capaces de producir una importante
neurotoxina conocida como Acido Domoico (AD). Se han reconocido diversos factores
gue modifican la dinamica poblacional y potencial toxico en esta especie, dentro de los
cuales, la influencia de bacterias simbiontes es la menos estudiada. En las costas del
estado de Oaxaca existen pocos estudios relacionados al analisis de las comunidades
bacterianas asociadas a cultivos algales y su incremento podria permitir hacer
inferencias sobre las funciones ecolégicas de las bacterias sobre las microalgas. En el
presente trabajo se realizé la identificaciébn taxondémica de la diatomea mediante el
analisis de microfotografias de Microscopia Electrénica de Transmision (MET) vy, la
identificacion de las bacterias presentes en los cultivos, mediante técnicas moleculares.
El efecto de las bacterias sobre Pn se evalu6 mediante los cambios en el crecimiento,
produccion de AD (mediante HPLC) y la tasa fotosintética en cultivos con altas y bajas
concentraciones bacterianas. El andlisis de las microfotografias determind que la
diatomea corresponde a la especie Pseudo-nitzschia fryxelliana, asi mismo, las cepas
bacterianas simbiontes fueron identificadas como Georgenia satyanarayanai y
Alteromonas macleodii. Los resultados de la evaluacion del crecimiento celular
mostraron concentraciones celulares y tasas de crecimiento mayores en los cultivos con
una baja densidad bacteriana (1.05 dia ™) en comparacién con los cultivos con
densidades bacterianas altas (0.41 dia ™), del mismo modo, los valores
correspondientes a la eficiencia cuantica operativa maxima (Fv/Fm) y tasa de transporte
de electrones (ETR) fueron mayores en el cultivo con baja carga bacteriana, mientras
gue, la irradiancia de saturacion (Ek) mostré una tendencia opuesta. Ademas, se
encontr6 que la cepa de Pseudo-nitzschia fryxelliana no produce AD,
independientemente de la presencia o ausencia de bacterias en los cultivos. Los datos
obtenidos permiten establecer que bajo las condiciones evaluadas en el presente
trabajo, las bacterias estan relacionadas de forma directa con cambios fisiologicos y
pueden jugar un papel importante en la dindmica poblacional de Pseudo-nitzschia

fryxelliana.
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ABSTRACT

In marine ecosystems, phytoplankton support different trophic levels, contributing
with almost half of the carbon fixation. Diatoms of the genus Pseudo-nitzschia
(Pn) are capable of producing oceanic and coastal blooms, and likewise, capable
of producing an important neurotoxin known as Domoic Acid (DA). Many factors
affect the population dynamics and toxic potential in this species, among which,
the influence by symbiotic bacteria is the less studied. On the coasts of the state
of Oaxaca there are few studies related to the analysis of bacterial communities
associated with algal cultures, and their increase could allow making inferences
about the ecological functions of bacteria on microalgae. In the present work, the
taxonomic identification of the diatoms was carried out through the analysis of
Transmission Electron Microscopy (TEM) microphotographs and, the
identification of the symbiotic bacteria by molecular techniques. The effect of
different bacterial concentrations on the physiology of Pn, was evaluated in
culture by changes in growth, AD production (by HPLC) and the photosynthetic
rate. The analysis of the microphotographs determined that the diatom
corresponds to Pseudo-nitzschia fryxelliana, while the symbiotic bacterial were
identified as Georgenia satyanrayanai and Alteromonas macleodii. The cultures
with low bacterial density showed higher growth rates (1.05 day™) in comparation
to cultures with high bacterial densities (0.41 day™), and the values

corresponding to the maximum operational quantum efficiency (Fv / Fm) and
electron transport rate (ETR) were higher in the culture with low bacterial load,
while the saturation irradiance (Ek) showed an opposite trend. No domoic acid
was detected regardless of the presence or absence of bacteria in the cultures.
The data obtained allow to establish that, the bacteria play an important role in
the physiological change and population dynamics of Pseudo-nitzschia

fryxelliana.

KEY WORDS: Pseudo-nitzschia, bacteria, interactions, symbiosis, ETR, Domoic
acid, growth.
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Caracteristicas morfométricas y ultraestructurales de las especies de
Pseudo-nitzschia. (A) E: Estrias, IE: Interestrias, P: Proides, F: Fibulas.
(B) PC: poroide central. (C) L: longitud, A: amplitud. (Fotos: Yuri
Okolodkov).

Area de estudio y localizacion del punto de muestreo. El punto A
muestra la ubicacion geografica de la Bahia Santa Elena, Santa
Maria Colotepec, Oaxaca.

Caracteristicas ultraestucturales de Pseudo-nitzschia fryxelliana.
Las fotografias tomadas mediante TEM muestran: A) valva
completa; B) y C) centro de la valva con nodulo central (flechas);
D) y E) estructura y patron de los poroides; F) forma de las puntas.
(Fotos: Yuri Okolodkov).

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas
bacterianas aisladas de los cultivos de Pseudo-nitzschia fryxelliana.
A) Cepa BrT: Al) Células en vivo; A2) Morfologia colonial; A3)
Crecimiento de bacterias en agar medio marino. B) Cepa AMK.
B1) Células en vivo; B2) Morfologia colonial; B3) Crecimiento de
bacterias en agar medio marino. C) Cepa BRe. C1) Células en
vivo; C2) Morfologia colonial; C3) Crecimiento de bacterias en
agar medio marino.

A) Confirmacion de la extraccion de ADN a través de geles de
agarosa al 1 % utilizando tres métodos de extraccién. B) Productos
de PCR de las bacterias aisladas de los cultivos de Pseudo-
nitzschia. Cepa BRe, Cepas Amk y BrT. Lad: marcador molecular
con la longitud de pb de los productos amplificados.
Caracterizacion taxonémica. A) analisis filogenético basado en
secuencias del gen 16S ARNr disponible en Blast Nucleotide
database. El arbol se generé usando el método del vecino mas
cercano (Neighbor-Joining), con 500 réplicas. EI nombre de las
especies esta segido por la designacion de la cepa, un indicador de
cepas tipo (T) y el numero de acceso al GenBank (entre
parentesis). B) microfotografia Optica de Alteromonas macleodii
(cepa BRe).

Caracterizacion taxonémica. A) analisis filogenético basado en
secuencias del gen 16S ARNr disponible en BlastNucleotide
database. El arbol se generé usando el método del vecino mas
cercano (Neighbor-Joining), con 500 réplicas. EI nombre de las
especies esta segido por la designacion de la cepa, un indicador de
cepas tipo (T) y el numero de acceso al GenBank (entre
parentesis). B) microfotografia dptica de las cepas BrT (Bl) y
AMK (B2) identificadas como Georgenia satyanayaranai.
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10

11

Curva de crecimiento poblacional de la capa de Pseudo-nitzschia
fryxelliana (Pn3ESC) aislada de la bahia Santa Elena. A) Cultivo
sin tratamiento de antibioticos (altas densidades bacterianas). B)
cultivo con tratamiento de antibiéticos. En ambos tratamientos la
cepa fue cultivada en medio L1 modificado a 24 ° C, con una
irradiancia de 300 pmol E m? st bajo un ciclo 12:12 h
luz:oscuridad..

Valores de tasa de transferencia de electrones (ETR)
correspondientes al cultivo de Pseudo-nitzschia fryxelliana con
altas densidades bacterianas. La linea representa el ajuste al
modelo de BoxLucas.

Valores de tasa de transferencia de electrones (ETR)
correspondientes al cultivo de Pseudo-nitzschia fryxelliana con
baja carga bacteriana. La linea representa el ajuste al modelo de
BoxLucas.

Méaxima eficiencia cuéntica operativa del PSII medida como la
relacion entre la fluorescencia basal y variable (Fv/IFm) e
Irradiancia de saturacion (Ex) en cultivos de Pseudo-nitzschia
fryxelliana con una alta densidad bacteriana y en cultivos con baja
densidad de bacterias.
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