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Caracterizacion de aislados de Chattonella spp.
de la Bahia de Todos Santos y evaluacion de su efecto sobre

estadios tempranos del ostién Crassostrea gigas

Resumen

Chattonella es un género de rafidofitas marinas que produce metabolitos
secundarios téxicos que ocasionan la muerte de peces, moluscos bivalvos y otros
organismos marinos, lo cual tiene repercusiones directas con la maricultura a nivel
mundial. En el verano del 2016 se present6 un florecimiento algal nocivo (FAN) de
Chattonella spp. en la Bahia Todos Santos (BTS), Ensenada, B.C que ocasiono una
mortandad masiva de atun aleta azul en encierros. Esto afectd a las empresas que
se dedican a la captura, engorda y exportacion de atin aleta azul en la region.
Ademas, durante el periodo de ocurrencia del FAN se presentaron altas
mortalidades de larvas y semilla del ostion Crassostrea gigas en laboratorio. No
existe informacion sobre la ecologia y potencial toxico de especies de Chattonella
de la region. Por lo tanto, en este trabajo se establecieron dos cultivos de
Chattonella spp. aisladas de la region, que presentaron morfologia y caracteristicas
de crecimiento distintos. Asimismo, se evaluo su efecto nocivo sobre el movimiento
de estadios tempranos de Crassostrea gigas. El aislado denominado como A
presento un crecimiento celular mayor que el aislado denominado como B en tres
de cuatro condiciones de cultivo probadas. Las tasas de crecimiento mas altas de
1.44 y 0.68 dia* se detectaron a 16 °C y 190 umol quanta m=2 s para el aislado A
y el aislado B respectivamente. Sin embargo, se registr6 una mayor abundancia
celular (3,607 células mLtaislado Ay 3,357 células mL* el aislado) a 20 °C y 190
umol quanta m=2 s™. Se identific6 que los aislados de Chattonella (1x103, 1x10%,
2x10* cel mL?) disminuyen el movimiento de las larvas D y umbonada de
Crassostrea gigas después de las primeras 12 horas de estar en contacto directo.
Asimismo, se observo que el extracto crudo de Chattonella (2x10% cel mL™?) tiene un
efecto paralizante sobre estas primeras etapas larvarias del ostiéon. Por lo tanto,
Chattonella spp. de la BTS presenta un potenical nocivo importante para etapas
tempranas del ostién Crassostrea gigas.
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aislado A (e) y B (o). El ajuste al modelo de Gompertz se presenta mediante lineas.
Ecuacion del ajuste de Gompertz para Chattonella A=2972*exp(-exp(2.28-
(0.60*x))) con r?=0.85, y Chattonella B=2355*exp (-exp (1.97-(0.61*x))) con r?=0.80.
Figura 4. Abundancia celular de los aislados A y B de Chatonella, cultivadas a 16
°C y 190 pmol quanta m™2 s™', ciclo de luz 12:12 en medio L1. Se muestra el
promedio de la abundancia y la desviacion estandar (n=4) para cada dia de
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l. Introduccién

Las acumulaciones de fitoplancton nocivo asociadas a un impacto negativo sobre el
ambiente, la salud publica y/o actividades econdmicas (acuacultura, pesquerias y
turismo) han incrementado recientemente su prevalencia y distribucion geografica
a escala mundial, especificamente en la costa oeste de Norteamérica (Band-
Schmidt et al., 2003 en Mendoza-Flores, 2013; Lewitus et al., 2012; Garcia-
Mendoza et al., 2016). Tal es el caso de los florecimientos de la rafidofita
Chattonella, que eran registrados principalmente en regiones tropicales y
subtropicales; sin embargo, en las ultimas décadas se ha observado una aparente

ampliacion de su rango de distribucion geografica hacia regiones templadas.

Chattonella es un género de fitoflagelados marinos pertenecientes a la clase
Raphidophyceae, del filo Ochrophyta. Se conocen cinco especies de este género:

C. antiqua, C. marina, C. minima, C. ovata y C. subsalsa (Imai y Yamaguchi, 2012).

Las células de Chattonella son moviles e independientes, miden de 20 a 130
pMm de largo, y tienen una forma ovoide, alargada o piriforme (Imai y Yamaguchi,
2012). Presentan un gran namero de cloroplastos de color amarillo, dorado y verde,
con clorofila a y ¢ (Band-Schmidt et al., 2004). Poseen dos flagelos, de los cuales
uno le permite moverse de forma dinamica, y el otro no se mueve (Band-Schmidt et
al., 2004; Imai y Yamaguchi, 2012). La membrana celular carece de una estructura
rigida que las proteja y solo poseen un glicocalix en la superficie. Por lo tanto, las
células son fragiles y es dificil conservarlas con métodos tradicionales de
preservacion, debido a la ocurrencia de cambios osméticos durante la fijacién lenta
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(Katano et al., 2009). Las células de Chattonella se multiplican por division binaria

(Imai y Yamaguchi, 2012).

La ocurrencia de los florecimientos algales nocivos (FAN) de Chattonella esta
relacionada con condiciones ambientales (irradiancia, temperatura del agua,
salinidad y nutrientes) adecuadas para su crecimiento, asi como sus respuestas
fisiologicas ante cambios ambientales y caracteristicas de desarrollo, como por
ejemplo la formacion de quistes de resistencia (Imai y Yamaguchi, 2012; Garcia-

Mendoza et al., 2016).

Los FAN de Chattonella estan asociados a la mortandad de peces y algunos
moluscos bivalvos, esto ha afectado de manera importante a la maricultura a nivel
mundial (Cortez- Altamirano et al., 2006; Imai y Yamaguchi, 2012). No se conoce
cual es el mecanismo preciso que causa la muerte de distintos organismos, se ha
mencionado que estd asociada a la produccion de acidos grasos altamente
insaturados (Okaichi, 1987 en Band-Schmidt et al., 2011), asi como brevetoxinas y
compuestos analogos (Keppler et al., 2006; Pérez-Morales y Band-Schmidt, 2011).
Sin embargo, se considera que la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) desempefia un papel clave en la muerte de los
peces, ya que la glicocalix de la membrana celular tiene un sistema de generacion
de O2 dependiente de NADPH. Por lo tanto, la acumulacion de glicocélix en las
branquias provoca dafios severos en los tejidos branquiales mediante las ROS que

conduce a la muerte del pez (Kimy Oda, 2010).



Estudios previos han identificado el mecanismo toxico de Chattonella sobre
peces y moluscos adultos (Pérez-Morales et al., 2013). Sin embargo, existen pocos
trabajos sobre los efectos sobre las etapas larvarias de moloscos. En la mayoria de
las ocasiones las pérdidas econdmicas sobre el proceso de cultivo de moluscos
estan relacionadas a la mortandad de las larvas (trocofora y D), ya que al ser
plancténicas se ven afectados directamente por la formacién o persistencia de un
FAN (Basti et al., 2016; Matsuyama et al., 2001).

Existen estudios sobre los efectos dafinos de los dinoflagelados sobre las
larvas de especies de bivalvos del Pacifico, Crassostrea gigas, C. virginica,
Mercenaria mercenaria, Pecten maximus y Argopecten irradians; sin embargo, se
desconoce el efecto que tiene Chattonella sobre las primeras etapas de vida de los
bivalvos de importancia comercial (Basti et al., 2016).

En verano del 2016 se presento en la Bahia de Todos Santos B. C., México
un FAN de Chattonella que causo la muerte de atun aleta azul en encierros.
Asimismo, durante este periodo se presentd muerte en los estadios tempranos del
ostion Crassostrea gigas en un laboratorio de produccién comercial localizado en
la Bahia. Por lo tanto, es importante aislar células de Chattonella, conocer las
condiciones ambientales que favorecen su crecimiento, formacidn o persistencia de
un FAN, asi como su efecto nocivo sobre estadios tempranos del ostion C. gigas
como una posible causa de las mortandades reportadas en el laboratorio de

produccion de semilla de este organismo.



. Antecedentes.

El primer reporte de un florecimiento del género Chattonella fue en la Costa de
Malabar, India, originalmente C. marina se asigné como Hornellia marina
(Subrahmanyan, 1954). Después de este evento se han reportado florecimientos de
este género relacionadas con muertes masivas de peces en diversas partes del
mundo, como las regiones tropicales y subtropicales (Japon, Corea, China, la India,
Sur de Africa); sin embargo, existen registros de su presencia en aguas templadas
del Atlantico Norte como en Dinamarca y Noruega (Imai y Yamaguchi, 2012;

Moestrup, 2002).

En Estados Unidos se tienen registro de la presencia de especies de
Chattonella desde 1998 en Salton Sea, California, USA pero, no siempre
relacionada con mortandad de peces (Tiffany et al., 2001; Tomas, 1998 en Band-
Schmidt et al., 2004). También se ha reportado este género en Brasil desde hace

mas de dos décadas (Odebrecht y Abreu, 1995 en Moestrup, 2002).

Chattonella marinay C. antiqua, asi como el dinoflagelado Karenia mikimotoi,
son las tres especies que frecuentemente causan severos dafios (alrededor de un
millébn de ddlares USD) en la maricultura japonesa (Taylor y Trainer, 2002). El
récord de dafios causados en la maricultura por la presencia de C. antiqua fue en
1972 en Harima Nada, Japén, donde se perdieron cerca de 90 millones de dolares

por muerte en encierros del pez pelagico Seriola spp. (Imai y Yamaguchi, 2012).



Si bien los florecimientos de este género son conocidos por el dafio a peces,
también existen registros de los efectos que provoca Chattonella sobre algunos
invertebrados marinos como camarén, almejas, pulpos y ostiones (Basti et al.,
2016). Keppler et al. (2005) mencionan que los efectos sobre los invertebrados son

subletales y, por lo tanto, menos obvios y mas dificiles de detectar y documentar.

Se han realizado diversos estudios con el propdsito de identificar los efectos
gue provoca Chattonella a diversos moluscos bivalvos; por ejemplo se ha estudiado
la desestabilizacion lisosomal en los hepatopancreas del ostion Crassostrea
virginica tras la exposicion experimental a Heterosigma akashiwo, Chattonella
subsalsa y Fibrocapsa japonica, indicandose que las rafidofitas ponen en peligro la
salud de este bivalvo (Keppler et al., 2005, 2006). Por otro lado, Kowk et al. (2012)
mencionan que la exposicion a C. marina no tuvo ningun efecto sobre la actividad
enzimatica antioxidante ni sobre la peroxidacion lipidica de adultos del mejillon
Perna viridis, lo que sugiere que los altos niveles de peroxido de hidrogeno (H202)

producidos por C. marina no parecen ser toxicos para esta especie de almeja.

Matsuyama et al. (2001) mencionan que la exposicién a Chattonella antiqua
a una abundancia de 1x10* cel mL-1 durante 10 horas, no tiene efectos sobre larvas

trocéforas de Crassostrea gigas.

Por otro lado, Bastie et al. (2016) observé que la tasa de actividad de la larva D de
Pinctada fucata martensii se redujo significativamente a las 24 horas de ser
expuesta a C. antiqua (8x10°cel mL?) y C. marina (8x103cel mL™1), e identifico una

mortandad significativa a las 86 horas de exposicién.



En México se han registrado FAN de Chattonella dentro del Golfo de
California. El primer caso se presentd en 2003 en la Bahia de Kun-kaak, Sonora,
con abundancias de C. marina y C. ovata de 267 y 546 células mL?,
respectivamente. En este FAN se observé una mortandad de peces y algunas
especies de almejas y pepinos de mar (Barraza-Guardado et al., 2004). En 2004,
Band-Schmid et al. (2005) report6 un florecimiento de C. marina en Bahia de La
Paz, con abundancias de 1.9 a 3.5 x 108 cel L?; sin embargo no se observé

mortandad de organismos.

En 2005, se registré por primera ocasion la presencia de C. subsalsa, en la
Laguna Navachiste, Sinaloa en la costa este del Golfo, con abundancias de 5 a 9.6
x10° cel I'* (Martinez-L6pez et al., 2006). En 2006, se presenté mortandad de peces
de entre 12 y 15 toneladas en algunas playas de Sinaloa, las cuales fueron

asociadas a florecimientos de C. marina y C. ovata (Cortés-Altamirano et al., 2006).

En el Golfo de México y las costas del Pacifico se ha reportado a Chattonella
acompafadas de Fibrocapsa japonica y Heterosigma akashiwo, especies que
también pertenecen a la clase Raphidophyceae (Band-Schmidt et al., 2004,
Rodriguez-Palacios et al., 2011). En el Golfo de California se ha documentado la
presencia de Chattonella con abundancias altas durante abril y mayo y se ha
registrado su presencia hasta octubre con menores abundancias a las de primavera
(Garate-Lizéarraga et al., 2005). Por otro lado existe literatura donde, se reporta un
florecimiento en el cual coocurrieron Gymnodinium catenatum y Chattonella marina,
con una dominancia de esta ultima sobre el dinoflagelado (Lépez-Cortés et al.,

2011).



Band-Schmidt et al. (2012), confirmaron la presencia de Chattonella subsalsa
y C. marina, en las costas del Golfo de California mediante el uso de genes
ribosomales (5.8S) y del gen COIl. Asimismo, identificé que las cepas del Golfo de
California predicen el radical superoxido y peroxidacion lipidica, ademas de tener la
composicion tipica de acidos grasos de la clase Raphidophyceae. Se demostr6 que
las fases iniciales del pez cabrilla Paralabrax maculatofasciatus son altamente
sensibles a la exposicion a cepas de Chattonella, ademéas de que no es necesario
una exposicion directa para causar la mortalidad de las larvas (Pérez-Morales et al.,

2014).

Los FAN tienen una repercusion directa sobre los ecosistemas y la salud publica,
por eso es importante estudiar la cinética del crecimiento de especies con potencial
nocivo, e identificar el cambio de la velocidad del crecimiento al modificarse las
condiciones ambientales. Se reconocen diferentes fases de crecimiento, las cuales

describen la forma en la cual cambia la abundancia celular:

a) Fase lag o de acondicionamiento: muestra el comportamiento inicial en el
cual las células se ajustan a las condiciones del medio. Los cambios de las
condiciones ambientales como temperatura, iluminaciény pH pueden causar
un retardo del crecimiento en la fase inicial de un cultivo.

b) Fase de crecimiento exponencial: se observa un crecimiento exponencial
debido de la falta de factores limitantes, existe los nutrientes adecuados y el

ambiente es el favorable.



c)

d)

Fase de desaceleracién: existe menor disponibilidad de uno de los factores
gue regulan el crecimiento, por lo que la tasa de division celular disminuye,
en vista del alto numero de células, la concentracion celular alcanza su
maxima abundancia.

Fase estacionaria: las condiciones de cultivo son limitantes y el crecimiento
es igual a la mortalidad, la concentracion celular y los componentes de la
biomasa permanecen sin cambios relevantes.

Fase de muerte o decaimiento: la tasa de mortalidad es superior a la de
crecimiento, por lo tanto la concentracion disminuye. Existe una muerte o lisis
celular debido a la ausencia de nutrientes y del incremento en la proporcion

respiracion fotosintesis (Arredondo et al., 1997).



. Justificacion

Durante el 2016 se present6 un florecimiento algal nocivo (FAN) de Chattonella spp.
en la Bahia Todos Santos (BTS), Ensenada, B.C, el cual caus6 una mortandad
masiva de atun aleta azul (Thunnus thynnus orientalis) cultivados encierros. Esto,
afect6 a las empresas que se dedican a la captura, engorda y exportacion del atan.
Ademas, en el mismo periodo se presentd una alta mortandad tanto de larva como
de semilla de ostion en un laboratorio ubicado en la BTS. No se conoce cuales
fueron las causas de este evento y probablemente estuvo relacionado a la presencia
de Chattonella en la BTS. Sin embargo no existen estudios que expliquen los
efectos nocivos de Chattonella, aun cuando es una especie potencial a formar FAN
y ocasionar dafios a la actividad acuicola y pesquera de la regién. Por lo tanto, es
necesario identificar a las especies de Chattonella que causaron el FAN y conocer
sus condiciones Optimas de crecimiento. Asimismo, es necesario evaluar los
posibles efectos negativos sobre estadios larvarios de ostion, organismo de

importancia comercial en la region.



V. Objetivo general.

Conocer las caracteristicas de crecimiento de Chattonella spp. aislada de la Bahia
Todos Santos en condiciones de cultivo y evaluar su potencial nocivo sobre estadios

tempranos del ostion Crassostrea gigas.

IV.I. Objetivos particulares.

1. Aislar y establecer cultivos estaticos de Chattonella spp. de la Bahia Todos
Santos (BTS).

2. Establecer la identidad taxondmica de los aislados.

3. Estimar la tasa de crecimiento de los aislados bajo diversas condiciones de
irradiancia y temperatura.

4. Evaluar el efecto de los aislados de Chattonella spp. sobre el movimiento de

estadios tempranos de Crassostrea gigas.
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V. Métodos

IV.l. Recoleccion de muestras y aislamiento

Se aislaron células de Chattonella de muestras de fitoplancton colectadas durante
el verano del 2016 en la Bahia Salsipuedes y Rincén de Ballenas en la Bahia de
Todos Santos, B.C. México ambos lugares son de importancia para la actividad de
la maricultura en el estado de Baja California. Las muestras se colectaron mediante
arrastres verticales con una red de 20 um de apertura de malla hasta una
profundidad méaxima de 15 metros. Asimismo, se colectaron muestras de agua en
superficie y a 10 metros de profundidad con una botella Niskin de 5L (General
Oceanics, Florida, USA). Las muestras se filtraron a través de una malla de 50 pm

para eliminar organismos de mayor tamafio (zooplancton).

Las células vegetativas se aislaron con la técnica de pipeteo capilar, para ello
se coloco una gota de la muestra de fitoplancton en un portaobjeto y se observo
bajo un microscopio invertido Olympus CK2 (Olympus Microsystems, USA). La
célula de interés se succiond por capilaridad y se transfirid a un portaobjetos
excavado con una gota del medio de cultivo L1 (Anexo 1) estéril. El procedimiento
se repiti6 hasta obtener un aislado con solamente las células de interés.
Posteriormente, se transfirieron las células a placas estériles de 96 pozos de 200
pL de capacidad, los cuales fueron previamente llenados con medio L1. Conforme
se obtuvo mayor abundancia celular se realizaron varios pasos de escalamiento
hasta obtener cultivos en matraces Erlenmeyer de un volumen de 200 mL. Los
cultivos se mantuvieron en condiciones controladas a 20 °C, con un ciclo de luz a

oscuridad (L:0), 12:12 a una irradiancia de 190 pymol quanta m= s,
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V.II. Identificacién molecular

Con el proposito de identificar los aislados se centrifugaron durante 20 minutos a
3,000 rpm, 20 mL de los cultivos de los aislados A (CA) y B (CB), asi como de las
cepas de Chattonella marina (CMCV-1) y C. ovata (COPV-1) (donadas por la Dra.
Band-Schmidt, IPN-CICIMAR) que se utilizaron como control positivo (Tabla I).
Después se descarto el sobrenadante, y el pellet se centrifugd a 12,000 rpm por 2

minutos, y se incubo a 98 °C durante 20 minutos.

Tabla I. Descripcion de las cepas CMCV-1y COPV-1 que se utilizaron como
control positivo.

. Responsable
Lugar y afio de

Especie Clave _ _ de
aislamiento _ _
aislamiento
Chattonella marina Bahia Concepcion, .
_ CMCV-1 Band-Schmidt
var. Marina B.C.S., 2000

Chattonella marina COPV-1 Bahiade La Paz, B.C.S,,
var. Ovata 2009

Band-Schmidt

Se amplificé la regidn del espaciador transcrito interno de genes ribosomales
(nrITS) mediante la reaccién en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) directamente del cultivo, como una especie de PCR de colonia. Se utilizé un
perfil térmico de 94 °C por 2 minutos, una alineacién de 35 ciclos de 94 °C por 45
segundos, 55 °C por 45 segundos y 72 °C 45 segundos, y una extension final de
72 °C por 10 minutos en un sistema de termociclador My Cycler. El contenido de la

reaccion de 20 ul se observa en la tabla Il. Se realizaron 6 reacciones: aislado A (1),
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aislado B (2), cepa C. ovata COPV-1 (3), cepa C. marina CMCV-1(4), una mezcla

de los aislados Ay B (5) y el control negativo (6).

Tabla Il. Contenido de la solucion de PCR (Qiagen).

Reactivo Volumen
ddH20 7 pl
PCR buffer (2x) 10 pl
Primer Chamo-ITSF (59-TAGAGGAAGGTGAAGTCG-39) 1.0 pl
(10 p™m)

Primer Chamo-ITSR (59-TTACTAGGGGAATCCGAG-39) 1.0 pl
(10 p™)

Chattonella 1.0ul

V.IIl. Tasa de crecimiento de las cepas bajo diversas condiciones de

temperatura e irradiancia

Para estimar la tasa de crecimiento, se monitoreo la abundancia celular de los
aislados expuestos a dos condiciones de irradiancia (30 y 190 umol quanta m2 s™)
y dos temperaturas (16 y 20 °C). Se evalu6 el cambio de la abundancia en el tiempo
para caracterizar las diferentes fases de la curva de crecimiento
(acondicionamiento, exponencial, estacionaria, y decaimiento), a través de conteos
de alicuotas de 1 mL fijadas con una diluciébn de una solucion amortiguadora de
Hepes (30 mM) combinada con la mezcla de glutaraldehido y paraformaldehido al

1% (Katano et al., 2009). El conteo se realizé en celdas Sedwick Rafter por triplicado
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y bajo microscopio de luz invertido LEICA DM13000B 10x (Leica Microsystems,

Alemania).

El cambio de la abundancia celular en el tiempo de los aislados se ajusté al modelo

de crecimiento de Gompertz:

InL=gq exp(— exp(b — ct))

No
N .z . . .
donde y = ln(N—O) es la concentracion celular a diferentes tiempos de cultivo. La

concentracion celular inicial es No, y N es a un al tiempo t y los parametros a, by c
describen la forma de la curva; a> 0 describe la abundancia maxima, el parametro
¢ > 0 describe la tasa especifica de crecimiento (divisiones dia?), y el parametro b
> 0 controla la diferencia entre la abundancia inicial y la final a un tiempo t. El ajuste
se realizo con el uso de la paqueteria de SigmaPlot v11.0 (Systat Software, San

Jose, CA).

Nt2
Ademas, se calculo la tasa de crecimiento (1) como p = ln(ﬁ). Se tomo el

cambio en la abundancia de células durante la fase exponencial, Nt2 equivale a la
abundancia celular al final de la fase exponencial de crecimiento y Ntl es la
abundancia celular al inicio de la fase exponencial de crecimiento, t2-t1 fue la

duracién de esta fase en cada condicidon de cultivo.
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V.IV. Bioensayos

Con el fin de identificar el efecto de los aislados de Chattonella sobre larvas de
Crassostrea gigas en su fase D (24 horas después de eclosiéon, 50 a 100 um) y en
fase umbonada (6-13 dias después de eclosion, 100 a 150 um) se realizaron tres
tipos de bioensayos: i) exposicion directa, ii) exposicion a extracto celular y iii)
exposicion sin contacto directo (Tabla Ill). Se utilizaron estos estadios larvarios
porque fueron los que presentaron altas mortalidades durante el tiempo que se
present6 el FAN de Chattonella en la BTS en el verano de 2016. Las larvas fueron
proporcionadas por el laboratorio de produccion de semilla de la empresa Maxmar
Mariscos S.A. DE C.V. ubicados en el Rincon de Ballenas Ensenada, Baja

California.

i) Exposicion directa: El bioensayo se realizé en placas de 96 micropozos de 120 pL
de capacidad. Se expuso a las larvas del ostién (50 larvas mL™?) directamente a
células de Chattonella durante 72 horas. Se probaron cuatro abundancias de
Chattonella (0, 1x103, 10x10%, 20x10%cel mL ) ademas de un tratamiento donde las
larvas se mantuvieron con Isochrysis sp., que son las microalgas proporcionadas
como alimento en el laboratorio de producciéon. Cada 12 horas se tomaron videos
de 2 minutos de duracién con una camara ZEISS AxioCam ERc 5s acoplada a un
microscopio estereoscopico Zeiss. Para establecer el efecto del contacto de

Chattonella, se cuantifico la cantidad de larvas que no estaban en movimiento

il) Exposicion a extracto celular: el bioensayo se realiz6 pare evaluar si el contenido
celular de Chattonella afecta a las larvas de ostion. Se utilizaron placas de 96
micropozos con 120 L de capacidad con una abundancia de 30 larvas por mL por
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tratamiento. A cada pozo se le aplicaron 20 pL de extracto de Chattonella. Se
monitored el movimiento de las larvas los primeros minutos seguidos a la aplicacion
del extracto, a la primera hora y después cada 12 horas hasta las 72 horas. Se tomé
un video de 2 minutos en cada tiempo de evaluacion con una camara ZEISS
AxioCam ERc 5s acoplada a un microscopio estereoscépico Zeiss. El experimento
se realiz6 para los dos estadios larvarios, y se probaron los extractos de cada
aislado de Chatonella. Para obtener el extracto se centrifugaron 20,000 células
durante 10 minutos a 3,000 rpm, el pellet fue resuspendido en 200 pL de H>O de
mar estéril. Enseguida se afadieron perlas de silice y zirconio para romper las
células. Se aplicaron 3 pulsos de 1 minuto en el homogenizador (Bead Beater,
BioSpec Products, USA). Para finalizar se centrifugo la mezcla por 3 min a 3,000

rpmy el sobrenadante fue utilizado en el experimento.

iii) Exposicion sin contacto directo: el tercer bioensayo se realizé en placas de 24
pozos, en donde se agregaron 50 larvas mLt. Por otro lado, en viales de 5 mL se
agreg6 Chattonella (0 y 20,000 cel mL™) y se aforé a 3 mL con agua de mar estéril,
los tubos fueron cubiertos con red de 5 uM de luz de malla. Se colocaron los tubos
en las placas con precaucion de no dafar las larvas. El tamafio de la red evito el
contacto entre las larvas y las rafidofitas; sin embargo, por el tamafio de malla si
hubo un intercambio de agua y exudados. El experimento se realizé para ambos
estadios y con los dos aislados (Tabla Ill). Para ello se tomaron videos de dos
minutos de duracion cada 12 horas por 36 horas, en donde se identificO cuantas
larvas no se movian. Todos los bioensayos se mantuvieron a 20 °C en condiciones

de luz natural.
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Tabla Ill. Disefio de los bioensayos implementados para identificar el efecto que

tienen los aislados de Chattonella sobre las larvas de Crassostrea gigas.

Exposicion directa

Separacion fisica

Efecto de extracto celular

Bioensayo col ML cel mL-t (Red 5um)
cel mL?
0
0 + Isochrysis sp. 0
0 + Isochrysis sp. 0
1x108
Aislado A 1x10* Aislado A: 2 x 10*
Larva D
2 x 10% Aislado A: 2 x 10*
1x108 Aislado B: 2 x 10*
Aislado B 1 x 104
2 x10* Aislado B: 2 x 10*
0 0 0
0 + Isochrysis sp. 0 + Isochrysis sp.
1x103
Larva
Umbonada Aislado A 1x10* Aislado A: 2 x 10% Aislado A: 2 x 10*
2 x 104
1x10° Aislado B: 2 x 10* Aislado B: 2 x 104
Aislado B 1x10*
2 x 104
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VI. Resultados

VLI. Aislados de Chattonella spp.

Se establecieron dos cultivos a nivel matraz (250 mL) de Chattonella spp. aislados
de las muestras colectadas de junio a agosto de 2016 en la Bahia Todos Santos,
B.C. Las células aisladas presentan caracteristicas tipicas del género Chattonella;
muestran dos flagelos (anterior y posterior), el posterior es dindmico y permite el
movimiento de las células, y un gran niamero de cloroplastos en las células que

tienen una coloracién que va de dorado a verde (Figura 1).

Los aislados presentaron en general dos formas celulares, el asilado A es piriforme,
mientras que el asilado B presenta una forma ovoide (Figura 1). La longitud y el
ancho de las células son diferentes entre los aislados. El aislado A presento un
tamafo de célula mayor que el asilado B. EIl primer aislado present6 una longitud
promedio de 20.794+3.77 um y un ancho de célula promedio de 13.10+0.86 pum.
El aislado B presento una longitud promedio de 17.02+4.43 pum y un ancho de

11.79£2.65 um (Tabla IV).

Tabla IV. Tamafio celular de los dos aislados de Chattonella (A y B) cultivados en
medio L1 a 20°C, en un ciclo 12:12 luz a oscuridad.

Aislado Longitud (um) Ancho (um)

Promedio Minimo Maximo Promedio Minimo  maximo

A 20.79+3.77 1194 27.88 13.1+0.86 11.19 14.5

B 17.02+4.43 9.13 26.07 11.79%+2.65 6.42 9.13
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Figura 1. Morfologias de Chattonella spp. aisladas de la Bahia de Todos Santos
fijadas con una dilucion de una solucion amortiguadora de Hepes (30 mM)
combinada con la mezcla de glutaraldehido y paraformaldehido al 1% (Katano et

al., 2009). Aislado A (a-d) y aislado B (e-g). El flagelo sefialado con flecha («—).
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VI.1l. Identificacién celular

Los productos de PCR de los aislados de Chattonella y los controles se observan
en la Figura 2. Los carriles 1, 2, 3, 5y 6 no mostraron una amplificacion. Por otra
parte, la reaccion 4 en la que se utiliza el control positivo de la cepa CMCV-1(C.

marina), amplificé un fragmento mayor a 600 pares de bases (pb)

Figura 2. Electroforesis de productos de PCR con cebadores Chamo-ITS: L
escalera (1000 pb), aislado A (1), aislado B (2), COPV-1 (3) CMCV-1(4), una mezcla
de los aislados A 'y B(5) y el control negativo(6). Electroforesis en gel de agarosa

1.5% TAE 1X, tefido con bromuro de etidio corrida a 90 v, durante 40 min.
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VLIl Tasa de crecimiento de los aislados bajo diferentes condiciones de

intensidad de irradiancia y temperatura

Los aislados de Chattonella presentaron una fase de acondicionamiento de cuatro
dias, y una fase de crecimiento exponencial de cuatro dias cultivas a 190 de
irradiancia y 20 °C. En estas condiciones el aislado A obtuvo una abundancia
maxima de 3,607 células mL! y una tasa de crecimiento de 0.60 dia? (estimada
mediante el modelo de Gompertz), mientras que el aislado B presentd una
abundancia maxima de 3,357 células mL! y una tasa de crecimiento de 0.61 dia*

(estimada mediante el modelo de Gompertz) (Tabla V) (Figura 3).

Al cultivar los aislados a 16 ° C y 190 de irradiancia, se observé una fase de
acondicionamiento de cuatro dias y dos dias de crecimiento exponencial (Figura 4).
El aislado de Chattonella A presenté 3,004 células mL* como abundancia maxima
y una tasa de crecimiento de 1.44 dia! (estimada mediante el modelo de Gompertz),
mientras que el aislado B alcanzé una abundancia maxima de 3,325 células mL? y
con una tasa de crecimiento de 0.68 dia’ (estimada mediante el modelo de

Gompertz) (Tabla V) (Figura 4).

El aislado A mostrd una fase de acondicionamiento de dos dias, y cuatro dias de
crecimiento en condiciones de 30 de irradiancia. A 20° C la abundancia maxima fue
de 577 células mL! y una tasa de crecimiento de 0.03 dia* (estimada mediante el
modelo de Gompertz). A 16 °C y la misma irradiancia, el aislado A presentd una

abundancia maxima de 222 células mL* y una tasa de crecimiento de 0.41 dia*
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(estimada mediante el modelo de Gompertz)

condiciones de baja irradiancia, la abundancia celular fue muy baja.

(Tabla V) (Figuras 5 y 6). En

De manera similar, no se observé un crecimiento poblacional del aislado de

Chattonella B en las dos temperaturas experimentadas bajo 30 umol quanta m™2s™,

por lo que no hubo un ajuste al modelo de Gompertz (Figuras 5y 6).

Nt2
Tabla V. Tasas de crecimiento (I: p= ln(ﬁ), II: ajuste de Gompertz) y

abundancias celulares de los aislados cultivadas en medio L1 con un ciclo luz

oscuridad 12:12, a dos temperaturas (16 y 20 °C) y dos intensidades de irradiancia

(30 y 190 umol quanta m=2 s™").

- Hmax Tiempo de
condiciones Abundancia (dia™) duplicacion (dia) Dias en

Aislad Temp Irradiancia L. e
o (°C) ( umol maxima creC|m|en_to
quanta m™ (cel mL™) | Il I Il exponencial

s?)

A 20 190 3607 0.35 0.60 2.86 1.67 4.00

20 30 577 SC ND SC ND SC

16 190 3004 0.72 1.44 1.39 0.69 2.00

16 30 222 0.16 0.41 SC 2.44 4.00

B 20 190 3357 0.31 0.61 3.23 1.64 4.00

20 30 132 SC ND SC ND SC

16 190 3325 0.75 0.68 1.33 1.47 2.00

16 30 93 SC ND SC ND SC

SC= Sin Crecimiento, NA= No Ajustado
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Chattonella A a 20 °C y 190 ymol quantam™® s’

e

4000 - Chattonella B a 20 °C y 190 ymol quanta m?s’
— — — Ajuste de Chattonella A
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Figura 3. Abundancia celular de los aislados Ay B de Chatonella, cultivadas a 20°C
y 190 pmol quanta m=2 s™', ciclo de luz 12:12 en medio L1. Se muestra el promedio
de la abundancia y la desviacion estandar (n=4) para cada dia de muestreo del
aislado A (e) y B (o). El ajuste al modelo de Gompertz se presenta mediante lineas.
Ecuacién del ajuste de Gompertz para Chattonella A=2972*exp(-exp(2.28-
(0.60*x))) con r’=0.85, y Chattonella B=2355*exp (-exp (1.97-(0.61*x))) con r?=0.80.
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Figura 4. Abundancia celular de los aislados A y B de Chatonella, cultivadas a 16

°C y 190 pmol quanta m™2 s™', ciclo de luz 12:12 en medio L1. Se muestra el

promedio de la abundancia y la desviacion estandar (n=4) para cada dia de

muestreo del aislado A (e) y B (o). El ajuste al modelo de Gompertz se presenta

mediante lineas. Ecuacion de Gompertz: Chattonella A=2338*exp(-exp(6.31-

1.44)*x) con r>=0.84 y Chattonella B=3176*exp(-exp(3.38- 0.68)*x) con r>=0.94.
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Figura 5. Abundancia celular de los aislados Ay B de Chatonella, cultivadas a 20°C
y 30 pmol quanta m™ s, ciclo de luz 12:12 en medio L1. Se muestra el promedio

de la abundancia y la desviacion estandar (n=4) para cada dia de muestreo del
aislado A (e) y B (o).
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Figura 6. Abundancia celular de los aislados Ay B de Chatonella, cultivadas a 16°C
y 30 pmol quanta m™ s, ciclo de luz 12:12 en medio L1. Se muestra el promedio
de la abundancia y la desviacion estandar (n=4) para cada dia de muestreo del
aislado A (e) y B (o). El ajuste al modelo de Gompertz se presenta mediante una
linea. Ecuacion del ajuste de Gompertz para Chattonella A=213*exp(-exp(-0.12-
(0.41*x))) con r>=0.84.
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VIIV. Efecto de los aislados de Chattonella sobre estadios tempranos de

Crassostrea gigas
a) Exposicién directa.

Se observo un efecto importante de inhibicion del movimiento de las larvas D y
umbonada del ostion Crassostrea gigas al estar en contacto fisico con células de

los aislados de Chattonella.

El efcto de inhibicion del movimiento fue inmediato ya que se detecto hasta un 18%
de larvas sin movimento al inicio del experimento en presencia del asilado A (Figura
7). Este porcetaje se incremento con el tiempolLa larva D perdido movimiento a las
primeras 12 horas de tener contacto directo con el aislado A (Figura 7). EI 50 % de
las larvas no presentaron movimiento a la exposicion de 2x10%cel mL1del aislado,
y a las 60 horas de exposicion el 100 % de las larvas no se movian. Se identifico un
mayor pocertanje de larvas sin movimiento en el tratamiento con 1x102 cel mL* que
a 1x10% cel mL*. Después de 12 horas en contacto el 13 % de las larvas carecieron
de movimiento al ser expuestas a 1x10% cel mLt, mientras que el 28% de las larvas
D se quedo inmovil al contacto directo de 1x103 cel mL* del aislado A. EI mayor
porcentaje de inhibicién de movimiento se observo en el tratamiento 2x10*cel mL*

durante todo el experimento.

Por otro lado, el aislado B causo un impacto negativo mayor sobre el movimiento de
la larva D. Un 70% de las larvas perdieron el movimiento inmediatamente al estar
en contacto con el aislado B a una abundancia de 2x10* cel mL! (Figura 8). Se
mantuvo este porcentaje de inhibicion a las 12 horas de ser expuestas a 2x10* cel
mL* del aislado B, y a las 36 horas el 100% carecia de movimiento. Al exponerlas
al aislado B tambien se observo un mayor porcentaje de larvas sin movimiento a
1x103 cel mL* que a 1x10% cel mL. En ambos bioensayos las larvas que no tuvieron
contacto con Chattonella comienzaron a perder el movimiento a partir de las 48

horas.
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Figura 7. Porcentaje de larva D que perdié el movimiento debido a la exposicion
directa del aislado A de Chattonella. Las barras representan el promedio de larvas

sin movimiento. Se indica la desviacion estandar (n=3).
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1 0 cel m™" de Chattonella B
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Figura 8. Porcentaje de larva D sin movimiento después de la exposicion directa

del aislado B de Chattonella. Las barras representan el promedio de larvas sin
movimiento. Se indica la desviacidon estandar (n=3).
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En el experimento con las larvas en el estadio umbonada se observo que a las 24
horas de exposicion a 1x10* y 2x10* cel mL* del aislado A, el 100% de las larvas
perdieron su movimiento, y un 92% carecia de movimiento al ser expuesta a 1x10°3
cel mL1. El 100% de las larvas no presentaron movimiento a las 60 horas de
contacto directo con los tres tratamientos experimentadas, mientras que el 100% de
las larvas que no estuvieron en contacto con el aislado A presentaban movimiento
(Figura 9).

De manera similar a lo observado con el estadio D, las larvas umbonada expuestas
al contacto directo del aislado B perdieron el movimiento en un menor tiempo (Figura
10). Depués de 12 horas en contacto con 2x10* cel mL™* del aislado B, el 100% de
las larvas no presentaron movimiento. Asimismo al tener contacto con 1x10%y 1x104

cel mL?, se perdié el movimiento en un 80% y 60% de las larvas, respectivamente.

En genral, la larva umbonada fue mas susceptible al contacto de los aislados en
comparacion con la larva D. Mas del 50% de las larvas umbonada perdieron el
movimiento en las primeras 12 horas de tener contacto directo con los aislados de
Chattonella (Figuras 9y 10).
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Figura 9. Porcentaje de larva umbonada que perdié el movimiento debido a la
exposicidn directa del aislado A de Chattonella. Las barras representan el
promedio de larvas sin movimiento. Se indica la desviacion estandar (n=3).
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Figura 10. Porcentaje de larva umbonada sin movimiento después de la
exposicion directa del aislado B de Chattonella. Las barras representan el

promedio de

larvas sin movimiento. Se indica la desviacion estandar (n=3).
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b) Exposicién a extracto celular.

El 90% de las larvas D se paralizaron al instante de la aplicacion de los extractos de
los aislados A y B. Esto se observd también para el extracto donde no existian
células de Chattonella. Sin embargo, al pasar un minuto de la aplicacion un 30% de
las larvas recuperaron el movimiento, y las larvas que no fueron expuestas a los
extractos de Chattonella recuperaron su movimiento casi completamente a la hora
de inicio del experimento (10% sin movimiento). A las hasta las 36 horas el 100%
de las larvas en el tratamiento control (O cel ml** de Chattonella) recuperaron su
movimiento, mientras que al estar expuestas a extractos de los aislados de
Chattonella la inhibicion fue mayor a un 80%. Aungque no es tan claro como en los
experimentos de exposicion directa, el extracto del aislado B provoco una mayor

inhibicién del movimiento que el extracto del aislado A en larvas D (Figura 11).

Por otro lado, el 70% de las larvas umbonada perdi6 el movimiento inmediatamente
al estar en contacto con el extracto del aislado A, y un 80% con el extracto del
aislado B. Después de 2 minutos de la inoculacion, 60% de las larvas expuestas al
extracto A recuperaron (20% de inhibicidn; Figura 12) el movimiento, mientras que
solo un 30% de las larvas que se les aplico el extracto B recuperaron el movimiento
(50% de inhibicién). A la hora de la inoculacién mas del 95% de las larvas umbonada
expuestas al extracto A siguieron moviéndose, no obstante un 89% de las que
estuvieron en contacto con el extracto B perdieron el movimiento y esto aumento
hasta que a las 24 horas un 94% de las larvas no se movian (Figura 12). Con este

estadio larval fue muy claro el mayor efecto inhibitorio del extracto de aislado B.
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Fgura 11. Porcentaje de larva D sin movimiento después de agregar los extractos
de los aislado A y B de Chattonella. Las barras representan el promedio de larvas
sin movimiento. Se indica la desviacion estandar (n=3).
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Figura 12. Respuesta del movimiento de la larva umbonada después de la
aplicacion de los extractos de los aislado A y B de Chattonella. Las barras
representan el promedio de larvas sin movimiento. Se indica la desviacion
estandar (n=3).
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c) Exposicién sin contacto directo

El porcentaje de larvas D sin movimiento después de la exposicion sin contacto
directo de los aislados de Chattonella (A y B) se observan en la Figura 13. A las 24
horas méas del 90% de las larvas D no tenian movimiento en los tres tratamientos,
tanto las larvas expuestas a los aislados como las que no tuvieron contacto con los

aislados.

En la Figura 14 se muestran el porcentaje de larva umbonada sin movimiento
como resultado de la exposicion sin contacto al aislado de Chattonella B. No se
observé una diferencia entre los dos tratamientos (0 cel mL* y 2x10% cel mL?), en

ambos mas del 90% del porcentaje de larvas perdieron el movimiento.

Se considera que el método empleado en el bioensayo no fue el adecuado para
demostrar el efecto de los exudados de Chattonella, pues las larvas del control
negativo (0 cel mL* de los aislados de Chattonella A y B) presentaron pérdida del

movimiento mayor al 90%
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Figura 13. Porcentaje de larva D sin movimiento como resultado del bioensayo de
separacion fisica. Las barras representan el promedio de larvas sin movimiento. Se indica
la desviacion estandar (n=3).
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Figura 14. Porcentaje de larva umbonada sin movimiento como resultado del bioensayo
de exposicion sin contacto directo. Las barras representan el promedio de larvas sin
movimiento. Se indica la desviacion estandar (n=3).
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VII. Discusién

VII.I Identificacién

El presente trabajo es el primer reporte de Chattonella spp. en la Bahia de Todos
Santos. Los reportes sobre la presencia de especies de este género han sido para
el Golfo de California y el sureste del Pacifico (Bravo-Sierra, 2004; Band-Schmidt et
al., 2004, 2005,2012; Martinez-Lépez et al., 2006; Géarate-Lizarraga et al., 2005;
Lépez-Cortés et al., 2011). Asimismo se logré aislar por primera ocasién Chattonella

de la BTS y sobre todo mantener cultivos a nivel matraz de esta rafidofita.

Los aislados presentaron dimensiones celulares caracteristicas del género
Chattonella; el asilado A presenta una morfologia piriforme, y el asilado B presenta

es ovoide (Figura 1).

Las células del aislado A (11.9- 27.88 um) tuvieron una longitud mayor que el aislado
B (9.13- 26.07); sin embargo, ambos aislados presentaron una menor longitud que
los registros anteriores. Band-Schmidt et al. (2012) registraron células de C. marina
de 33.7 a 60 um, y células de C. subsalsa con 48 a 56.7 um de longitud en el Golfo
de California, lo que representa el doble del tamafio de los aislados de la BTS. De
igual modo, las células en el Pacifico occidental tienen una longitud mayor a las de
la BTS, C. minima (20-50 um), C. marina (35-70 um) y C. antiqua (50-130 um)

(Imai y Yamaguchi, 2012).

Demura et al. (2009) establecen que no existe un caracter morfologico definitivo que

pueda diferenciar entre una especie de Chattonella y otra. Una misma cepa puede
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presentar células muy distintas en forma y tamafio segun de la fase de crecimiento
y del estado celular, asimismo algunas presentan una cola alargada mientras otras
no. Aunado a esto, las caracteristicas morfolégicas en este estudio se evaluaron
en células fijadas con una dilucion de una solucién amortiguadora de Hepes (30
mM) combinada con la mezcla de glutaraldehido y paraformaldehido al 1%, el cual
también puede afectar la morfologia de las células. La identificacion por medio de
caracteres morfolégico es dificil en este género, por lo que se realizaron pruebas

moleculares para identificar los aislados de la BTS.

VILIIL. Identificacion molecular de los aislados de Chattonella

Se logré amplificar uno de los controles positivos (C. marina), sin embargo hasta el

momento no se ha logrado amplificar los aislados de Chattonella de la BTS.

La reaccion de PCR es muy sensible a cambios de iones, temperaturas,
contaminantes que pueden estar en el ADN, por eso es necesario repetir el mismo
set de reacciones para descartar que los resultados negativos hayan sido errores
técnicos en la reaccidn. Si se obtiene el mismo resultado, se prepararan muestras

nuevas y se hara de nuevo PCR con éstas.

Mendoza-Flores (2011) menciona que al realizar las primeras amplificaciones de la
region ITS-1 e ITS-2 del ADN ribosomal de cepas de Chattonella del Golfo de
California, no se obtuvieron productos de PCR en ninguna de las muestras. Sin
embargo después de realizar el PCR en gradiente, donde Unicamente vario la

temperatura de alineacion obtuvo un producto de PCR de un tamafio de entre 500
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y 1000 pb. No obstante para algunas cepas no logré obtener una banda de

amplificacion, aunque ya se tenia la temperatura de alineacion adecuada.
VILIII Crecimiento de los aislados de Chattonella spp.

Los aislados de Chattonella a 190 umol quanta m=2 s™! de irradiancia terminaron su
fase exponencial al octavo y noveno dia de cultivo. Marshall y Hallegraeff (1999),
reportan que Chattonella marina llega a su fase estacionaria al décimo dia de
cultivo, la cual es uno y dos dias mayor a la que se obtuvo para los aislados de la
BTS. Asimismo, Mendoza-Flores (2011) reporta que tres cepas del género
Chattonella aisladas del Golfo de California (CSPV-1, CSPV-2 y CSPV-3) alcanzan

su fase estacionaria al noveno dia de cultivo.

El crecimiento de los aislados se modific6 de acuerdo a las condiciones de
irradiancia y temperatura a las que fueron expuestas. En tres de las cuatro
condiciones experimentadas el aislado A presenté una abundancia celular mayor a

la del aislado B (Tabla V).

Zhang et al. (2006) menciona que los cultivos de Chattonella en condiciones
controladas tiene un crecimiento optimo de los 20 a los 30 °C y este se ve reducido
de los 10 a 16 °C. Sin embargo los aislados de la region alcanzaron mayores tasas
de crecimiento (1.44 dia! el aislado Ay 0.68 dia! el aislado B) a 16 ° C y 190 de

irradiancia.

La irradiancia fue el factor que afecto mayormente el crecimiento de los aislados de
Chattonella Ay B. Se observé que los aislados presentaron abundancias celulares

y tasas de crecimiento mas altas cuando se mantuvieron a 190 de irradiancia
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(Figuras 3 y 4). Mientras que a 30 el crecimiento celular del aislado A fue mucho
mas bajo, y el aislado B no present6 crecimiento celular en esta condicion (Figuras
4y 5). Yamaguchi et al. (1991) menciona que en cultivos de C. antiqua y C. marina
se observa un crecimiento desde los 30 de irradiancia. Sin embargo Zhang et al.
(2006) tiene registro que a intensidades bajas de irradiancia (<70) el crecimiento de

cepas de Chattonella se ve limitada.

En este trabajo se calcul6 la tasa de crecimiento con el logaritmo natural y con el
ajuste del modelo de Gompertz. Se obtuvo una tasa de crecimiento mayor con el
modelo de Gompertz, porque al utilizar el logaritmo se analiza el crecimiento solo
en la fase exponencial, mientras que el modelo de Gompertz estudia el crecimiento
en toda la curva. El calculo de las dos formas es diferente entre aislados y a lo
reportado para cepas aisladas de otras regiones. Las tasas de crecimiento maximas
de los aislados de la region son mayores al reportado por Band-Scmith et al. (2012)
para cepas de Chattonella del Golfo de California (0.209 a 0.354 dia). No obstante,
no son mayores a los reportados para C. ovata (1.49 - 2.09 dia® a 178 de
irradiancia), C. subsalsa (1.26 dia* a 69 de irradiancia), C. antiqua (1.34 dia* a 42
de irradiancia) y C. marina (1.39 dia* a 63 de irradiancia) (Yamaguichi et al., 2010;

Zhang et al., 2006; Imai y Yamaguchi, 2012).

Estas desigualdades se pueden asociar a diferencias fisiolégicas entre los aislados,
el cual puede ser un grupo filogenético diferente a las cepas de otras regiones. Los
resultados de la identidad genética de los aislados de la BTS y su relacion

filogenética con otros aislados permitiran entender estas diferencias.
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VII.IV Efecto de Chattonella sobre el movimiento de larvas de Crassostrea
gigas

Los bioensayos realizados demostraron que los aislados de Chattonella spp. tienen
un efecto negativo sobre el movimiento de las etapas larvarias D y umbonada de
Crassostrea gigas. La pérdida de movimiento es provocado tanto por la exposicién
por contacto directo, como por el extracto de las rafidofitas. Se monitoreo la pérdida
de movimiento ya que es un signo inmediato de estrés de los estadios tempranos

del ostion ante una condicion ambiental desfavorable.

Matsuyama et al. (2001), menciona que la exposicion directa de C. antiqua (1x10
cel mL?) durante 10 horas no tiene ningun un efecto sobre la larva troc6fora de
Crassostrea gigas. Sin embargo este trabajo demuestra que Chattonella spp. tiene
un efecto negativo sobre las larvas de Crassostrea gigas. Aun cuando se trata de
otro estadio larvario, se considera que el tiempo de exposicion es clave para
identificar los efectos negativos que provoca Chattonella, ya que en este estudio se
observo una diminucién del movimiento por arriba del 20% de las células expuestas
por contacto en las primeras 12 horas con concentraciones inferiores a las probadas

antes.

El efecto negativo de Chattonella sobre el movimiento de las larvas de Crassostrea
gigas que se observo en este trabajo concuerda con la respuesta que han registrado
las etapas larvarias de otros moluscos anteriormente. Bastie et al. (2016)
demostraron que la exposicion directa durante 24 horas de concentraciones de
8x103cel mL*de C. antiqua y C. marina promueven significativamente la reduccién
de la tasa de actividad de la larva D de la almeja Pinctada fucata martensii.
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Por otro lado, se observé que el extracto crudo de ambos aislados de Chattonella
tiene un efecto paralizante al ser aplicado a las larvas (D y umbonada) del ostion,
se observé una recuperacion el movimiento en un periodo corto de tiempo, sin
embargo, a las 12 horas se observa una pérdida del movimiento por arriba del 80%
de las larvas. Se observé que el aislado B disminuye un mayor porcentaje del
movimiento de las larvas, y este dura su efecto perdura mas tiempo en comparacion
con el extracto del aislado A. No se observo otro tipo de afectacion sobre las larvas,
Hoe et al. (2015) observo que la exposicion del extracto lipofilico de C. marina
promueve la desintegracion celular de otros grupos de fitoplancton (después de 20

minutos) y la muerte de rotiferos (después de 20 horas).

Se considera que un analisis del contenido del extracto obtenido en este trabajo
puede proporcionar una vision mas amplia acerca del mecanismo que provoca que

las larvas del ostién pierdan el movimiento.

En el tercer set de bioensayos se observé una pérdida del movimiento del 100% de
las larvas en los dos tratamientos (0 cel mLt y 2x10%cel mL* de los aislados), es
por eso que se considera que no fue el tratamiento correcto y que es necesario
realizar otras pruebas para conocer si existe un efecto sobre el movimiento de las

larvas aun cuando existe una division fisica entre Chattonella y las larvas.

Los aislados de Chattonella spp. crecieron en condiciones ambientales que se
observan en la BTS, esto tiene implicaciones negativas para la maricultura, pues
como se observo en los bioensayos, esta rafidofita puede provocar la pérdida del
movimiento en larvas del ostién Crassostrea gigas, lo cual se traduce en grandes

pérdidas econdémicas.
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VIIl.  Conclusién

Se logr¢ aislar por primera vez a Chattonella spp. de la Bahia de Todos Santos. Se
mantuvieron dos cultivos que presentan morfologias y tasas de crecimiento
diferentes; sin embargo, es necesario realizar pruebas moleculares para
identificarlas taxonémicamente, y ver su relacién filogenéticas con cepas de otras
regiones. Los caracteres morfologicos varian dependiendo de los cambios en las

condiciones del cultivo.

Los aislados Ay B presentaron una mayor abundancia celular a temperaturas de 20
°C y una irradiancia de 190. Sin embargo la tasa de crecimiento mas alta es a 16
°C y 190 de irradiancia. La irradiancia es el factor mas importante que afecta el

crecimiento de los aislados.

Se demostro por primera ocasion que tanto la exposicion directa, como la aplicacion
del extracto de los aislados de Chattonella de la BTS tienen un efecto negativo sobre
el movimiento de las larvas D y umbonada del ostion Crassostrea gigas. La
presencia de Chattonella provoca una disminucion paulatina del movimiento de las

larvas y, el extracto de Chattonella tiene un efecto paralizante inmediato.
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Anexo 1

Medio L1 (Guillard&Hargraves, 1993).

Componente Cantidad
NaNO3 1mL
NaH2PO4- H.O 1mL
Na>SiOz - 9 H.0 1 mL
Solucién de elementos 1mL
traza
Solucién de vitaminas 0.5mL
Solucion de elementos traza.
Componentes Cantidad
Na,EDTA - 2H20 4.36 g
FeCls - 6H20 3159
MnClz-4 H20 1 mL
ZnS04 - 7TH20 1 mL
CoClz - 6H20 1 mL
CuSO4 - 5H20 1 mL
Na:MoOg - 2H20 1 mL
H2SeO3 1 mL
NiSO4 - 6H20 1mL
NazVOq 1mL
K2CrOg4 1 mL
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Solucién de vitaminas.

Componentes Cantidad
Tiamina - HCI (vit. B1) 200 mg
Biotina (vit. H) 10 mL
Cianocobalamina (vit. B12) 1 mL
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