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RESUMEN

Con el objetivo de determinar la contribucién en la biomasa de distintas especies
plancténicas formadoras de florecimientos algales nocivos en el Parque Nacional Sistema
Arrecifal Veracruzano (PNSAV), se evalud la concentracién de clorofila-a (Cl-a) por
espectrofotometria (método tricromatico) y el biovolumen (BV) de células fijadas y vivas
en cuatro cultivos no axénicos de diatomeas. En muestras de campo se determiné la
biomasa fitoplancténica total y se caracterizd6 a la comunidad fitoplancténica para
identificar aquellas muestras donde las especies mas abundantes fueron las especies
aisladas: Thalassiosira hispida, Cylindrotheca closterium, Skeletonema costatum y Pseudo-
nitzschia spp. La concentracion celular de Cl-a calculada en los cultivos de diatomeas fue
aplicada a las abundancias encontradas en el ambiente natural para conocer su aporte en el
sistema. La biomasa estimada a partir de la concentracion de Cl-a de T. hispida (6.9784
pgCl-a/cel = 109.46 pgC/cel), Pseudo-nitzschia spp. (0.6968 pgCl-a/cel = 10.9307
pgClcel), C. closterium (0.9445 pgCl-a/cel = 14.8157 pgClcel) y S. costatum (1.13815
pgCl-a/cel = 17.8523 pgClcel) resulté menor que otras estimaciones a nivel mundial, lo que
sugiere una influencia de la temperatura sobre la concentracion de Cl-a. Las mediciones de
BV indican que el Lugol-acetato modifica el tamafio de las células de manera significativa
en C. closterium y Pseudo-nitzschia spp., no siendo asi con S. costatum y T. hispida. Por
esta razon, se presentan dos ecuaciones aplicables para diatomeas de la zona para
cuantificar la biomasa a partir de mediciones morfométricas de las células vivas (pgC/cel =
-1.5567+0.1428(BV)) vy fijadas con Lugol-acetato (pgC/cel = -5.0126+0.1644(BV)). La
contribucién calculada a la biomasa fitoplanctonica total de las especies aisladas revelan
que aunque dichas especies sean cuantitativamente dominantes dentro de la comunidad
fitoplanctonica del PNSAV (en algunos casos mayor al 90%), no son las dominantes en

términos de la biomasa total (<13%).

Palabras clave: mareas rojas, carbono, clorofila-a, cultivos de fitoplancton,

biovolumen.



ABSTRACT

In order to determine the contribution of the biomass of different planktonic species
forming harmful algal blooms in the National Park Sistema Arrecifal Veracruzano
(NPSAV), we assessed the concentration of chlorophyll-a (Chl-a) by spectrophotometry
(trichromatic method) and biovolume (BV) of fixed and living cells in four non axenic
cultures of diatoms. In field samples, we determined the total phytoplankton biomass and
characterized the phytoplankton community to identify those samples where the most
abundant was the isolated species: Thalassiosira hispida, Cylindrotheca closterium,
Skeletonema costatum and Pseudo-nitzschia spp. The cellular concentration of Chl-a
calculated in diatom cultures was applied to the abundances found in the natural
environment to assess their contribution to the system. Biomass estimated from the
concentration of Chl-a in T. hispida (6.9784 pgChl-a/cell = 109.46 pgC/cell), Pseudo-
nitzschia spp. (0.6968 pgChl-a/cell = 10.9307 pgC/cell) C. closterium (0.9445 pgChl-a/cell
= 14.8157 pgClcell) and S. costatum (1.13815 pgChl-a/cell = 17.8523 pgClcell) is low
compared to other global estimates, suggesting an influence of temperature on Chl-a
concentration. Biovolume measurements indicate that alkaline Lugol’s solution
significantly reduces the cell size of C. closterium and Pseudo-nitzschia spp. but not that of
S. costatum and T. hispida. Therefore, two equations applicable to diatoms of the zone are
presented to quantify the phytoplankton biomass from morphometric measurements of
living cells (pgC/cell = -1.5567 +0.1428 (BV)) and from cells fixed with alkaline Lugol’s
(pgClcell =-5.0126 +0.1644 (BV)). The calculated contribution of individual species to the
total phytoplankton biomass revealed that although they are numerically dominant in the
phytoplankton community of NPSAV (in some cases over 90%) is not dominant in terms of

total biomass (<13 %).

Keywords: red tides, carbon, chlorophyll-a, phytoplankton cultures, biovolume.
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1. INTRODUCCION

Los florecimientos algales nocivos (FANs) se pueden definir como eventos
caracterizados por el incremento subito de la poblacion de fitoplancton, el cudl sin ser
necesariamente toxico, puede ser nocivo para el medio y los organismos que en él habitan
(Ochoa et al., 2003). Estos fendmenos aparentemente se han venido incrementando en
cuanto a su aparicion a nivel global, afectando a la salud humana, al turismo, a las

pesquerias y a los ecosistemas en general (Hallegraeff, 1993; Anderson et al., 2011).

La zona costera juega un papel importante debido al aporte de nutrientes y materia
organica terrestre hacia el medio marino (Gattuso, 1998; Kon-Kee et al., 2010). El
incremento de elementos como nitrégeno, fosforo y silice en estas areas y su relacion con

las condiciones fisicas propicia la formacion de los FANs (Hodgkiss & Ho, 1997).

La mayoria de las investigaciones de FANs estan enfocadas en especies toxicas por
su alta importancia en las pesquerias y los efectos que pueden causar en la salud humana
debido a la produccion de toxinas (Zaccaroni & Scaravelli, 2008). Sin embargo, estos
eventos pueden prescindir de la generacion de sustancias toxicas y de cualquier manera
causar efectos nocivos en el ambiente. El bloqueo de las branquias en peces, la disminucion
de la incidencia luminosa en zonas profundas o las condiciones de hipoxia caracteristicas
en zonas de marea roja son solo algunas consecuencias nocivas para el medio marino y los

organismos que lo habitan (Landsberg et al., 2005).

Desde el punto de vista ecoldgico, las especies formadoras de FANs no sélo ejercen
un papel negativo en cuanto a sus consecuencias sobre otros organismos; también
contribuyen a la biomasa de un sistema de manera significativa tanto en periodos de

florecimientos como en periodos de no florecimiento (Burkholder et al., 2006).

Incluso se ha observado que los FANSs llegan a elevar la biomasa del sistema de dos
a cinco veces mas de su estado normal como consecuencia del agente causal (Vargo et al.,
1987), lo que indica un aporte de carbono significativo al medio. Estos florecimientos
pueden ser causados por distintos grupos de microalgas; sin embargo, debido a su

incidencia los principales son los dinoflagelados, las diatomeas, las cianobacterias y los



cocolitoféridos (Hallegraeff, 1993; Brown, 1995; Iglesias-Rodriguez et al., 2002; Smayda,
2002; Anderson et al., 2011).

La especie dominante durante un FAN es usualmente el mayor contribuyente a la
biomasa del sistema en un momento dado. La biomasa como tal es una medicion de la masa
viva de un area o volumen y puede representarse como el peso seco de los compuestos
orgénicos presentes, expresado en unidades de carbono. Es asi como esta caracteristica
ecoldgica, producto de la fotosintesis, sienta las bases para el inicio de todas las tramas

tréficas en el medio acuatico.

Por medio de sensores remotos, sabemos que en el ambiente marino se lleva a cabo
casi la mitad de la sintesis de materia organica en el planeta debido a la fotosintesis
(Longhurst et al., 1995; Field et al., 1998), lo que se conoce como productividad primaria.
La comunidad fitoplanctdnica es quien contribuye mayormente a la generacion de materia
organica, siendo esta produccion mayor en la zona costera que en mar abierto (Uitz et al.,
2010).

Todo el fitoplancton marino presenta pigmentos fotosintéticos, pero la clorofila-a
(Cl-a) es el unico que se presenta en todas las clases de algas, debido a esto
tradicionalmente se ha utilizado como un indicador de la biomasa de la comunidad
fitoplanctonica. Sin embargo, la contribucion en la biomasa de un sistema se da en distintas
proporciones, debido a una variacion entre los contenidos de clorofila-a de los diferentes
taxa que lo componen (Reynolds, 2006). De este modo, por si sola la cuantificacion de la

Cl-a no nos permite conocer la biomasa de una especie dentro de una comunidad.

La biomasa se cuantifica de manera rutinaria mediante las determinaciones de
biovolumen y su equivalente en unidades de carbono (Menden-Deuer & Lessard, 2000;
LeBlanc et al., 2012). Mediante este método es posible cuantificar la biomasa de diferentes
grupos dentro del fitoplancton, al asumir un valor de conversion para cada uno de ellos
(Verity et al., 1992; Menden-Deuer & Lessard, 2000). A pesar de su uso generalizado, este
método presenta diversos inconvenientes si se quiere conocer a una escala fina la
contribucién de una especie en los flujos de carbono, ya que la concentracion de Cl-a varia

en funcion de la densidad poblacional.



Por ejemplo se sabe que a mayores volimenes, menor es el contenido clorofilico y
viceversa (Menden-Deuer & Lessard, 2000). Aunado a esto, las mediciones se realizan
usualmente en muestras fijadas con Lugol, lo que provoca una disminucion en las
dimensiones celulares de los organismos fitoplancténicos (Hawkins et al., 2005; Zarauz &
Irigoien, 2008). ElI método del biovolumen resulta entonces poco preciso, aunque es el mas
utilizado para andlisis de la biomasa de especies obtenidas del medio natural.

En este sentido, los cultivos celulares de especies fitoplancténicas pueden ayudar a
la cuantificacion de pardmetros de una sola especie, ya que se tienen controlados los
factores (temperatura, salinidad, irradiancia, entre otros) que influyen en los organismos, lo
que permite hacer inferencias en su ecologia (Subba Rao, 2006). La medicion de la biomasa
mediante la cuantificacion de Cl-a de un cultivo monoespecifico resulta entonces
importante, ya que son datos que pueden ser contrastados con los obtenidos en una
comunidad fitoplanctonica regional. Mas aun, si en lugar de estimar la biomasa mediante el
biovolumen se cuantifica la Cl-a, estariamos realizando una aproximacion mas cercana al

valor real al poseer una muestra monoespecifica analoga de un FAN.

Teniendo en cuenta que el Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano
(PNSAYV) historicamente ha sido impactado por FANs (Cortes-Altamirano, 1998; Band-
Schmidt et al., 2011) resulta de interés conocer el aporte de carbono de las especies
causantes de dichos fendmenos para entender los flujos de carbono en el ambiente marino.
Aunado a esto, los valores de Cl-a de la zona son valores puntuales y datan de hace mas de
40 afios; sin embargo, en la actualidad se estan realizando esfuerzos para contar con una

caracterizacién de la biomasa fitoplanctonica de la zona (Aké-Castillo, com. pers).

Debido a la aparicion e incidencia de algunas especies formadoras de FANSs en el
PNSAV que llegan a provocar perturbaciones con el medio y otros organismos, es
necesario conocer la contribucion de estas especies a la biomasa de la zona realizando una
evaluacion mas precisa sobre dicho pardmetro que tradicionalmente se obtiene de valores

de volumen celular sin una relacion apropiada con su equivalencia en carbono.

El presente estudio determind la contribucion en la biomasa de diferentes especies

formadoras de FANs en el PNSAV. Para ello se evalué la clorofila-a de cultivos



monoespecificos de especies formadoras de FANs de la zona, validando estos valores con
las abundancias relativas en el medio natural de las especies aisladas en el laboratorio.
Asimismo, se obtuvo la biomasa mediante la evaluacion de los biovolimenes en los
cultivos celulares para relacionarlos con los obtenidos mediante Cl-a y obtener una

ecuacion de correccion.

2. ANTECEDENTES

Los estudios destinados a determinar el contenido de carbono en células
fitoplanctonicas se han enfocado en cultivos monoalgales. Chan (1978) encontr6 una
variacion entre las especies de acuerdo con la razon de carbono y clorofila-a. Esto indica
que una generalizacion de los valores obtenidos en campo, pueden llevar a hacer

inferencias incorrectas si nos referimos a especies en particular.

Hunter & Laws (1981) estimaron la biomasa en términos de carbono de las especies
Thalassiosira fluviatilis Hustedt, Amphiprora paludosa W. Smith y Dunaliella tertiolecta
Butcher, esta vez incorporando la razén ATP (adenosin-trifosfato): Carbono a la relacion ya
estudiada de clorofila. Sin embargo, Cullen (1982) sugirié que la variabilidad de carbono
con respecto a la clorofila-a en estudios de campo es muy grande, por lo que su uso debe

ser moderado.

Con el isotopo Ci4 como instrumento para evaluar la tasa de crecimiento de
fitoplancton y la biomasa, Redalje & Laws (1981) hicieron uso de las mediciones de
clorofila-a obteniendo valores de produccion primaria en cultivos de fitoplancton. Las
estimaciones se realizaron sobre cultivos de la diatomea Thalassiosira fluviatilis,

obteniendo valores de carbono confiables.

Hansen et al. (2000) realizaron cultivos de los dinoflagelados marinos Fragilidium
subglobosum (von Stosch) Loeblich 111 y Ceratium tripos O.F. Miller. Con base en la Cl-a,
determinaron el contenido de carbono de ambas especies, encontrando que presentan

valores muy parecidos.



Le Floc’h et al. (2002) realizaron estimaciones de clorofila-a en cultivos
fitoplanctonicos, implementaron un sistema automatico de cultivo con el fin de determinar
la absorcion del espectro de adquisicion de las especies en cuestion. Sus resultados indican
que la limitacién de nitrégeno ejerce un efecto sobre la concentracion de la Cl-a.

Las cuantificaciones de la biomasa fitoplanctonica mediante el biovolumen se han
llevado a cabo debido a la relacion existente entre este ultimo y el contenido de carbono
celular. Uno de los primeros trabajos en abordar dicha relacion fue el de Mullin et al.
(1966), en donde ademas de exponer una férmula para transformar valores de volumen a

carbono, también se establece la relacion con el &rea superficial.

Strathman (1967) propuso otra serie de ecuaciones para el contenido de carbono y el
volumen celular, sugiere que el grupo de las diatomeas debido a su baja concentracion de
carbono por volumen celular debe ser tratado como un grupo aparte para los calculos de
biomasa, dado que se separa principalmente de los dinoflagelados. La inclusion de la
vacuola celular como un factor de error en el calculo del biovolumen es mencionado por
Smayda (1978), donde también expone un nimero minimo de individuos a ser medidos
para mejores calculos. Miyai et al. (1988) utilizan las ecuaciones de Strathman (1967) para
convertir el BV a carbono y a su vez, lo correlaciona con el contenido de clorofila-a de

aguas costeras en Japon.

El trabajo de Montagnes et al. (1994) aparte de ofrecer las proporciones del
biovolumen con carbono, también lo hacen con el nitrogeno, proteinas y la clorofila-a.
Estos autores obtienen un valor de conversién de las células fijadas con Lugol al 2%.
Concluyen que las células se encogen 33% en promedio al contacto con esta sustancia en la
comunidad fitoplancténica. La magnitud de esta constriccion fue confirmada por Hawkins
et al. (2005), quienes obtuvieron valores entre 30 y 40%, aunque esta vez para

cianobacterias.

Hasta el afio de 1999, no habia un documento dedicado exclusivamente a la
estandarizacion de formulas geométricas para la obtencion del volumen celular. Aungue ya
se conocian algunas formas basicas, fue el catalogo de Hillebrand et al. (1999) el que se

convirtié en un referente en la mayoria de las investigaciones subsecuentes. Este catalogo



inicial fue extendido por otros investigadores con nuevas férmulas (Sun & Liu, 2003;
Bryantseva et al., 2005; Vadrucci et al., 2007; Idino & Striquer, 2011).

Después de mediciones de carbono sobre dinoflagelados y una extensa revision
bibliogréfica sobre el tema, Menden-Deuer & Lessard (2000) establecieron la relacion de
C:BV y N:BV para distintos grupos componentes del fitoplancton, como diatomeas,
clorofitas y por primera vez, para dinoflagelados, los formadores de FANS mas recurrentes.

Aunque las bases del BV y su conversion a carbono ya estaban sentadas, las
modificaciones a las técnicas siguieron, como la propuesta de Lyakh (2007) que indica que
la discrepancia entre las formulas estdndar de las formas reales de las células es bastante
marcada, por lo que sugiere el uso de modelos en 3-D en algunos casos. Lopez-Fuerte et al.
(2007) proponen el uso combinado de la abundancia total y el BV para mejorar la

aproximacion al aporte de la biomasa de cada taxdn en una asociacion.,

Debido a la complejidad de las mediciones de BV, el esfuerzo implementado y la
variacion entre las proporciones de BV:C, la tecnica de biovolumen para estimar la biomasa
resulta, aunque util, poco exitosa, debido a la limitacion de la informacidn existente (Rott et
al., 2007).

Es importante mencionar que tanto Cullen (1982) como Menden-Deuer & Lessard
(2000) concluyeron que el relacionar el carbono con otra variable, como el volumen o la
clorofila-a, no es la mejor opcion si se quiere trabajar a gran escala, debido al error
acumulado en los datos. La mayoria de los trabajos anteriores estiman el contenido de
carbono en las células, pero sus resultados no estan enfocados hacia especies formadoras de
FANS.

En el Golfo de México existen trabajos que presentan datos que permiten al menos
tener una idea de la distribucién y abundancia de la biomasa, ya sea como valor puntual, o
como una tasa en funcion del tiempo sin caracterizar los valores por contribucion de las
especies (Steele, 1964; Malone, 1971; Vargo et al., 1987; Signoret et al., 1998, 2006;
Aguirre-Gémez, 2002; Okolodkov, 2003; Hidalgo-Gonzalez et al., 2005; Hidalgo-Gonzéalez
& Alvarez-Borrego, 2008).



En el PNSAV son escasos los registros sobre estudios de la biomasa fitoplanctonica.
Suérez-Caabro (1965) estimo la clorofila-a en la zona adyacente al puerto de Veracruz; sin
embargo, sus datos son puntuales y no siguieron un muestreo sistematico. Okolodkov et al.
(2011) presentaron un ciclo anual en donde se observa que septiembre es el mes con mayor
biomasa planctonica del afio, del cual el fitoplancton es una parte considerable.

Rodriguez-Gomez et al. (2011) evaluaron la tasa de fijacion de carbono en la zona
norte del PNSAV, en donde la zona de playa norte resulté ser la mas productiva con
respecto a sitios alejados de la costa, posiblemente debido a las descargas de origen
antropogénico. Ake-Castillo & Morales-Sanchez (2012) realizaron un estudio similar en la
zona sur del PNSAV, con resultados que indican valores menores comparados con la zona

norte, ademas de observar mayor fijacion de carbono en los meses Iluviosos.

A pesar de contar con datos escasos sobre la biomasa de fitoplancton, se han
reportado diversos eventos con respecto a FANS, siendo el primer reporte de mortandad de
peces en el afio de 1797 con el dinoflagelado Karenia brevis (C.C. Davis) G. Hansen & @
Moestrup como agente causal (Cortés-Altamirano, 1998). Posteriormente Ramirez-
Granados (1963) describié un evento de marea roja en donde nuevamente K. brevis

provoco mortandad de peces en el puerto de Veracruz.

En la zona conocida como “Club de Yates”, adyacente al poligono del PNSAV, se
identificé al dinoflagelado no toxico Peridinium quinquecorne Abé como causante de un
evento de FAN (Baron-Campis et al., 2005), e incluso hoy se sabe que forma mareas rojas
recurrentes en esta zona, sumando mas de 50 entre los afios 2003 a 2009 (Campos-Bautista
et al., 2009).

Durante 2007 y 2008 Aké-Castillo & Okolodkov (2009) registraron la presencia de
Pseudo-nitzschia subcurvata (G.R. Hasle) G.A. Fryxell en el PNSAV, una especie tipica de
mares frios. Aké-Castillo (2011) reporté a la cianobacteria Trichodesmium erythraeum
Ehrenberg en abundancias relativamente altas, lo que indica una abundante entrada de
carbono y nitrégeno al final de la temporada de lluvias; en las muestras analizadas también
encontraron dos complejos de la diatomea toxica Pseudo-nitzschia spp. productora de &cido

domoico. A inicios de 2010, Aké-Castillo et al., (2010) identificaron a Karenia sp.



“Mexican hat” por primera vez en costas mexicanas, este evento de FAN provocoé la muerte

de peces en la zona norte del PNSAV.

Los trabajos realizados hasta ahora caracterizan de manera general la zona con
respecto a la biomasa y la productividad, por lo que son necesarios los estudios mas
particulares para entender las relaciones ecoldgicas entre las especies y sus contribuciones
en los flujos de carbono. Ademas, la instauracién de un cepario con células fitoplancténicas
nativas de la zona ayudard a conocer datos de la autoecologia de las especies (Band-
Schmidt et al., 2011). Aunado a lo anterior, las especies de interés que forman
florecimientos algales nocivos que incluyen a Peridinium quinquecorne, Trichodesmium
spp., Thalassiosira sp., Cylindrotheca closterium, Chaetoceros spp., Skeletonema costatum,
Karenia brevis, Karenia sp. “Mexican hat” y Pseudo-nitzschia spp. han sido identificadas
en el PNSAV y en ocasiones con apariciones recurrentes.

3. HIPOTESIS

Si una especie fitoplanctonica provoca un FAN debido a su alta abundancia celular,
entonces su contribucion a la biomasa del sistema sera mayor que el de las otras especies

presentes.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la contribucién a la biomasa fitoplanctonica total de distintas especies
formadoras de florecimientos algales nocivos del Parque Nacional Sistema Arrecifal

Veracruzano.



4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estimar la biomasa de cada una de las especies fitoplanctonicas aisladas y de las

muestras tomadas en campo.

2. Caracterizar a la comunidad fitoplanctdnica de diferentes muestras del PNSAV para
encontrar aquellas donde las especies en cultivo hayan sido las cuantitativamente
dominantes o hayan formado un FAN.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 AREA DE ESTUDIO

El PNSAYV se encuentra en el suroeste del Golfo de México, en la parte central del
Estado de Veracruz (Fig. 1). Fue declarado Parque Marino Nacional en al afio de 1992 con
23 arrecifes coralinos (D.O.F., 1992) y de acuerdo a la modificacion realizada a dicho
decreto, actualmente tiene una extension de 65 516 ha reconociéndose 28 formaciones
arrecifales frente a las costas de los municipios de Veracruz, Anton Lizardo y Alvarado
(D.O.F., 2012). El conjunto de arrecifes coralinos esta dividido de manera natural por la
desembocadura del Rio Jamapa, limitados al norte por el rio La Antigua y al sur por el rio

Papaloapan (Lara et al., 1992).

El Rio Jamapa es una fuente de sedimentos al sistema, que junto con un par de giros
ciclonicos y anticiclénicos inhiben la formacion de arrecifes coralinos en dicha zona (Salas-
Monreal et al., 2009). La biomasa plancténica anual muestra una tasa homogénea de
distribucién espacial, con picos maximos de produccion entre septiembre y octubre al final
de la temporada de lluvias cuando las corrientes cambian de direccion (Okolodkov et al.,
2011). El promedio anual de la temperatura es de 26°C con un minimo de 18°C entre enero
y febrero (Salas-Pérez & Granados-Barba, 2008). En la parte central del Golfo de México
la media de precipitacion es de 1558 mm al afio (CNA, 2012).
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Figura 1. Sitios de muestreo en el Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano.
Las cifras indican los nimeros de las estaciones (ver Tabla 1). Modificado de Okolodkov et
al. (2007).

5.2 MUESTREO

Se realizaron muestreos mensuales de marzo de 2011 a febrero de 2012 a bordo de
la embarcacion CEPIA en 13 puntos preestablecidos a lo largo del poligono del PNSAV,
donde se recolectaron muestras de agua para el aislamiento celular de fitoplancton. Los

sitios y las coordenadas de los puntos de muestreo se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Coordenadas de ubicacion de los sitios de muestreo en el PNSAV.

Sitio Estacion  Latitud Norte (N) Longitud Oeste (O)
Rio Jamapa 1 19° 05" 58.4” 96° 05" 42.8”
Anton Lizardo oeste 2 19° 04" 21.6” 96° 00" 32.0”
Anton Lizardo este 3 19° 04" 06.7” 95° 58" 52.5”
Cabezo oeste 4 19° 05" 36.8” 95° 53" 02.3”
Cabezo este 5 19° 02" 58.5” 95° 49" 29.4”
Anegadilla 6 19° 07" 47.5” 95° 477 39.5”
Anegada de Afuera 7 19° 08" 52.0” 95° 52 39.8”
Zona central 8 19° 11" 27.27 96° 00" 05.0”
Anegada de Adentro este 9 19°12°41.07 96° 02" 52.8”
Anegada de Adentro oeste 10 19°13°51.6” 96° 04" 20.9”
Playa Norte 11 19° 13" 51.8” 96° 10 03.2”
Ingenieros norte 12 19° 10" 24.2” 96° 06" 53.5”
Ingenieros sur 13 19° 07" 56.8” 96° 05° 52.7”"

En los sitios 11 y 13 cercanos a la costa se recolectaron muestras de agua superficial
en botellas ambar de 125 ml de capacidad con el fin de ser preservadas para su posterior
caracterizacion y conteo. La fijacion de las células se realizé incluyendo 12 gotas de una

solucion de Lugol acido a las muestras (Throndsen, 1978).

El material vivo para ser aislado se obtuvo mediante recipientes de plastico de un
litro de capacidad en diferentes sitios del PNSAV. Para la cuantificacion de la biomasa
fitoplanctonica del sistema, se recolect6 agua en recipientes de un litro de capacidad para su
posterior tratamiento de acuerdo al tratamiento tricromatico descrito por Aminot & Rey
(2000). Adicionalmente al muestreo mensual, se recolectaron muestras de agua en una
botella de un litro de capacidad desde el borde del muelle en la zona conocida como “Club
de Yates” en el puerto de Veracruz en febrero de 2012. Todas las muestras recolectadas
fueron superficiales con un maximo de 20 cm de profundidad. Los valores de temperatura
fueron obtenidos con un termémetro de 0.1°C de precision y la salinidad con un
refractometro de campo de 1 UPS de precision. Estos datos se utilizaron como antecedentes
de las condiciones en las que se encontraban las muestras vivas, para tratar de reproducirlas
en un ambiente controlado, dentro de una cdmara de cultivo con regulador de temperatura y

fotoperiodo.
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5.3 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Se utiliz6 el medio de cultivo f/2 (Guillard & Ryther, 1962) que consiste en agua de
mar enriquecida con distintos compuestos, una solucion de metales traza y una solucion de
vitaminas. Previo a la incursion de compuestos y soluciones, el agua de mar obtenida en el
PNSAV fue filtrada utilizando membranas Millipore tipo HA de 0.45 pum de apertura de
poro. A 980 ml de agua de mar filtrada y esterilizada se le afiadieron 20 ml de una solucion
comercial constituida por diferentes compuestos en cantidades variables (Tablas 2 y 3).

Tabla 2. Composicion general del medio f/2

Cantidad Compuesto Formula Solucion stock

1mil Nitrato de sodio NaNO; 75 g/L de agua destilada
1mil Fosfato monosddico NaH,PO, - H,0O 5 g/L de agua destilada
1mil Solucion de metales traza Ver Tabla 3 Ver Tabla 3

Tabla 3. Composicion de la solucidn de metales traza para el medio f/2

Cantidad Compuesto Formula Solucion stock
3.15¢g Cloruro férrico hexahidratado FeCl; - 6H,0 --
4369 EDTA sal de sodio Na,EDTA - 2H,O0  --
1mil Sulfato de cobre pentahidratado ~ CuSO, - 5H,0 9.8 Q/L de agua
destilada
Molibdato de sodio 6.3 g/L de agua
Lml pentahidratado Na:MoOs - 2H:0 4octilada
1mil Sulfito de zinc heptahidratado ZnSQy - TH,0 22 g_/L de agua
destilada
1ml Cloruro de cobalto hexahidratado CoCl, - 6H,0 10 g_/L de agua
destilada
Cloruro de manganeso 180 g/L de agua
Lml tetrahidratado MNClz - 4H,0 destilada

Posteriormente se afiadieron unas gotas de HCI al 10% hasta que el medio de
cultivo tuviera un pH de 7.5. Al medio utilizado para diatomeas, adicionalmente se le
agregd 1 ml de una solucion stock de metasilicato de sodio (4g/100 ml). EI medio fue
filtrado nuevamente con membranas Millipore tipo HA de 0.45 um de apertura de poro. En

una autoclave se esterilizé a 15 Ib/pulgada® de presién durante 10 min. Después de que el
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medio se encontrd a temperatura ambiente, se le incluyd 1 ml de la solucion stock de

vitaminas por cada litro de medio de cultivo.

En cuanto a la solucion de vitaminas, se utilizaron 950 ml de agua destilada y se
agregd una ampolleta de una solucién comercial con diferentes sustancias (Tabla 4). La

solucion stock se almaceno en refrigeracion en botellas &mbar.

Tabla 4. Composicién de la solucién de vitaminas para el medio de cultivo.

Cantidad Compuesto

100 mg Vitamina B (Clorhidrato de tiamina)

50 mg Vitamina Bs (Clorhidrato de piridoxina)

10 447 mg Vitamina B, (Acetato de hidroxicobalamina)

5.4 AISLAMIENTO CELULAR E IDENTIFICACION TAXONOMICA

Una vez en el laboratorio las muestras vivas fueron observadas mediante un
microscopio invertido Carl Zeiss-AXIO para identificar las especies presentes. Se
determinaron las especies de interés para ser aisladas por su capacidad para formar FANs y
se procedid a su cultivo. Para el aislamiento de las células fitoplanctonicas se utilizaron
diferentes técnicas de acuerdo con el organismo de interés. A continuacion se describe el

proceso de aislamiento para cada taxon.

Pseudo-nitzschia H. Peragallo spp.: la muestra fue recolectada del sitio 5, al oeste
del arrecife Cabezo el 12 de enero de 2012. En una camara de pozos con medio f/2 con
silicatos se colocaron unas gotas de la muestra. Mediante el método de la pipeta adelgazada
se eliminaron los organismos depredadores, como copépodos y otros zooplanctontes
(Andersen & Kawachi, 2005). Con otra pipeta adelgazada se retiraron las diatomeas del
género Pseudo-nitzschia y se inocularon en otra cdmara de pozos. Diariamente se realizé

este proceso hasta que se logro depurar este cultivo.
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Thalassiosira hispida Syvertsen: la especie procede del sitio “Club de Yates” del
dia 13 de febrero de 2012. Se concentrd la biomasa en un matraz con medio de cultivo /2
con silicatos, y expuesta a aireacion y luz constante las 24 horas del dia. Cuando se alcanz6
una alta densidad expresada por el cambio de color en el agua y después de una revision al
microscopio, se realizd un inéculo en una camara de pozos. Con ayuda de una pipeta
Pasteur adelgazada (Andersen & Kawachi, 2005) se manipul6 a la especie de interés para
ser aislada en otro pozo de la cdmara. Posteriormente se realiz una resiembra en un matraz
con medio f/2 con silicatos donde se defini6 su aislamiento. Esta especie fue aislada en las
instalaciones del Laboratorio de Hidrobiologia Experimental de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas (ENCB). Para la identificacion de esta especie se realizd una limpieza
de diatomeas siguiendo la metodologia de Hasle (1978) con el fin de apreciar a detalle su

estructura, tanto en microscopia de luz, como en microscopia electronica de barrido.

Cylindrotheca closterium Ehrenberg (=Ceratoneis closterium): esta muestra fue
tomada en el sitio 9, al este del arrecife Anegada de Adentro el dia 13 de febrero de 2012.
En un matraz de 125 ml se incluyeron 75 ml de medio de cultivo f/2 con silicatos. Se
realizé un inoculo de la muestra original tomada del mar, después se coloco en aireacion y
luz constante por 24 horas, durante ocho dias seguidos. Posteriormente se le retird la
aireacion y la exposicion a la luz y se introdujo en un refrigerador a 4°C para disminuir su
crecimiento, ya que presentaba una coloracion café, tipica de la fase exponencial. Dos dias
después se tomaron unas gotas de esta muestra y se realiz6 un indculo en un pozo de una
camara de pozos, a la que previamente se le habia incluido 2 ml de medio f/2 con silicatos.
Después se realiz6 una dilucion con 0.5 ml del primer pozo y se inocul6 en otro pozo con 2
ml de medio de cultivo. Hasta este punto, el trabajo se realiz6 en la ENCB. Posteriormente
en el laboratorio de ecologia experimental del Instituto de Ciencias Marinas y Pesquerias y
después de transcurridos 10 dias se tomd una muestra del ultimo pozo y se inocul6 en un
matraz con medio de cultivo f/2 con silicatos, esta vez expuesto a un periodo de luz-

oscuridad de 14:10 horas y a 25°C dentro de una caAmara de cultivo.

Skeletonema costatum (Greville) Cleve: la muestra original es del sitio de muestreo
namero 11, en Playa Norte del dia 13 de febrero de 2012. Se concentro la biomasa en un

matraz con medio de cultivo f/2 con silicatos expuesto a luz y aireacién constante. Cuando
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se alcanzd una alta densidad y después de una revision al microscopio, se realizd un inéculo
en una camara de pozos. Con ayuda de una pipeta Pasteur adelgazada se manipul6 a la
especie de interés para ser aislada en otro pozo de la cdmara. Posteriormente se realizé una

resiembra en un matraz donde también se mantuvo en crecimiento.

La identificacion taxonémica de los organismos aislados se realiz6 al observar su
forma, la presencia y ubicacion de cloroplastos y la ornamentacion de las frustulas;
asimismo, se midieron las dimensiones celulares tales como el eje apical y transapical. Para
dicho fin se observaron por lo menos 40 especimenes de cada cultivo, mismos que fueron
fotografiados y registrados. La terminologia utilizada para la morfologia de diatomeas esta
basada en Round et al. (1990) y Navarro (2009). Para cotejar las especies se utilizd
literatura especializada (Cupp, 1943; Syvertsen, 1986; Moreno et al., 1995; Hasle &
Syvertsen, 1997; Parsons et al., 2012).

5.5 MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS

En el caso de T. hispida, C. closterium y S. costatum las cepas aisladas se colocaron
en matraces de 125 ml de capacidad con 100 ml de medio f/2 con silicatos. Se colocaron
dentro de una camara ambiental Scorpion Scientific a 25°C y con un fotoperiodo de luz:
oscuridad de 14:10 horas. Adicionalmente, se les proporciond aireacion constante. Con
Pseudo-nitzschia spp. el procedimiento fue muy parecido, sélo que aqui se elimind la
aireacion y se le aplicé una agitacion manual diaria para resuspender las células y los
nutrientes. Las pruebas previas con Pseudo-nitzschia spp. indicaron que la aireacion no

permiten un éptimo crecimiento.

Con todos los taxones en cultivo se realizé una resiembra, colocandolos nuevamente
en matraces de 125 ml con nuevo medio /2 con silicatos y con las condiciones particulares
de mantenimiento de cada organismo. La resiembra se realizd cada diez dias. Aungue los
cultivos se mantuvieron en las instalaciones del Laboratorio de Ecologia Experimental del
Instituto de Ciencias Marinas y Pesquerias hasta noviembre de 2012, por cuestiones de

logistica se enviaron réplicas para su mantenimiento al laboratorio de alimento vivo del
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Acuario de Veracruz A.C. y al Laboratorio de Hidrobiologia Experimental de la ENCB del
Instituto Politécnico Nacional, donde actualmente se resguardan.

5.6 DETERMINACION DE BIOMASA MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA

De los cultivos obtenidos se obtuvo una muestra que fue fijada con Lugol &cido y
utilizada para el conteo de células del cultivo unialgal, del cual, 1 ml se incluyé en una
camara Sedgwick-Rafter para contar todas las células de cada organismo identificado
siguiendo el método descrito por la A.P.H.A. (1998). Se estimd el nimero de células por
mililitro de cada taxon mediante un microscopio invertido Carl Zeiss-AXIO y un contador

de laboratorio Clay Adams; estos resultados se incluyeron en una base de datos.

Al mismo tiempo se obtuvieron dos réplicas de 50 ml cada una, previa
homogeneizacion de la muestra, que se utilizaron para la extraccion y determinacion de
clorofila-a mediante métodos espectrofotométricos (Contreras-Espinosa, 1994; Aminot &
Rey, 2000). Este valor se utilizo6 como un indicador de la biomasa en términos de carbono
por unidad de volumen. Para lograr esto, las replicas fueron filtradas con membranas
Millipore de 0.45 um de abertura de poro. Posteriormente se retird la membrana con ayuda

de pinzas de punta delgada cuidando de no tocar la zona de concentracion de pigmentos.

La membrana se incluyo en un tubo de ensayo con 10 ml de acetona al 90% para la
extraccion de clorofilas. La muestra fue homogenizada con un Vortex Mixer type 16700
para desintegrar la membrana. Posteriormente la muestra se guardd en refrigeracion a 4°C
durante 24 h. La muestra extraida se coloco en tubos de centrifuga y se colocaron en una
centrifuga SOLBAT durante 15 min a 4000 rpm. El sobrenadante fue retirado con ayuda de
una pipeta Pasteur y se colocé en una celda de cuarzo para ser leida en un

espectrofotometro Genesys 10 UV.

Las lecturas fueron realizadas a 750 nm de longitud de onda para correcciones por
errores de turbidez y a 664, 647 y 630 nm que son las maximas absorbancias de las

clorofilas a, b y c, respectivamente. Adicionalmente se realiz6 la lectura a 430 nm para
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cuantificar los carotenoides y poder obtener el Indice de pigmentos de Margalef (430
nm/664 nm).

Para obtener el valor de clorofila-a, se utilizé la formula descrita por Aminot & Rey
(2000), basada en el trabajo de Jeffrey & Humphrey (1975) como parte del método

tricromatico. La formula es la siguiente:
Clorofila-a= ((11.85*(E664—E750) —1.54*(E647— E750) — 0.08 (E630-E750))*Ve)/(L*Vf)

Donde E es la absorbancia a la longitud de onda indicada (750, 664, 647 y 630 nm),
Ve es el volumen de extraccion, expresado en ml; L es la longitud de la celda de cuarzo en
centimetros y VT es el volumen filtrado expresado en litros. El valor resultante de clorofila-

a se expres6 en mg/m°,

La transformacion de clorofila-a a carbono se realizé mediante la ecuacion C:Cl-a =
43.4-1.14T+1.851e%T generalizada para todos los grupos de fitoplancton, donde C es
carbono, Cl-a es clorofila-a, T es temperatura en grados centigrados, | es la irradiancia en
fotones pmol/m?/s y e es la base del logaritmo natural, igual a 2.718 (Thompson, 2006). La
irradiancia fue medida con un sensor LI-COR siendo igual a 9.923 pmol/m?/s dentro de la
camara de cultivo a una temperatura de 25°C, de modo tal que la razon C:Cl-a fue igual a
15.686.

5.7 DETERMINACION DE BIOMASA MEDIANTE BIOVOLUMEN

Para obtener la biomasa mediante biovolumen, se tomaron dos muestras de cada
cultivo, previa homogenizacion por agitacion. Estas muestras se tomaron del mismo
recipiente y al mismo tiempo que las muestras para la obtencion de los datos

espectrofotométricos.

La primera de ellas fue observada de inmediato para realizar las mediciones en un
microscopio éptico Motic BA-300 con contraste de fases y con reglilla graduada en uno de
los oculares. EI microscopio contd con una camara fotogréafica digital Leica D-Lux 3 para

capturar las imagenes de la mayoria de las células analizadas. Se midieron al menos 40
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celulas, ya que Smayda (1978) menciona un minimo de 25 para tener una muestra

representativa.

Para estimar el biovolumen real de las células vivas se utilizaron ecuaciones para
cuerpos geométricos conocidos; en el caso de Thalassiosira hispida y Skeletonema
costatum, la formula utilizada fue la de un cilindro, y para Pseudo-nitzschia spp. la de un
prisma sobre un paralelogramo (Hillebrand et al., 1999). Con Cylindrotheca closterium se
ocupd la forma geométrica combinada de un esferoide mas dos cilindros (Vadrucci et al.,
2007).

A la segunda muestra se le agregd una solucion fijadora de Lugol &cido,
posteriormente se realizaron las mediciones como en la primera muestra y se obtuvo el
biovolumen de las células fijadas. La transformacion de los valores de biovolumen a
carbono por célula (pgCcel) se realizé con la formula pgC/cel.= 0.288 [BV (um?®)] %8
propuesta por Menden-Deuer & Lessard (2000), donde el BV utilizado fue el promedio de
todas las mediciones para cada uno de los tratamientos. La ecuacion de Menden-Deuer &
Lessard (2000) fue elegida entre otras formulas disponibles debido a que es el producto de

la compilacion de la literatura de biovolumen en diatomeas.

5.8 OBTENCION DE ABUNDANCIAS RELATIVAS EN CAMPO Y
APLICACION DE BIOMASA OBTENIDA EN CULTIVO

En todos los lugares donde se obtuvieron muestras vivas para su posterior
aislamiento también se recolectaron muestras para conteo. Se utilizaron botellas &mbar de
125 ml de capacidad que fueron fijadas con una solucion de Lugol &cido. Estas muestras
fueron observadas al microscopio invertido y contadas con una cdmara de sedimentacién de
20 ml de acuerdo con las indicaciones de Edler & Elbrachter (2010) para obtener la
abundancia relativa en el medio de cada una de las especies en cultivo y de los demas
integrantes de la comunidad fitoplanctonica. La identificacion de los organismos de la

comunidad fitoplancténica se realizd utilizando literatura especializada para diatomeas
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(Cupp, 1943; Moreno et al., 1995; Hasle & Syvertsen, 1997; Parsons et al., 2012) y
dinoflagelados (Licea et al., 1995; Okolodkov, 2008, 2010).

Los valores calculados de la concentracion de Cl-a por célula en las especies
aisladas fueron multiplicados por las abundancias relativas en el medio natural de cada una
de las especies mantenidas en cultivo. Esto permitié conocer la contribucion de dichas
especies a la biomasa y abundancia fitoplanctonica total del sistema.

5.9 ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizaron pruebas de t para observar si existian diferencias significativas entre
los estados de las células de las diferentes especies, es decir, entre las células vivas o
fijadas. Para probar la homocedasticidad de varianzas en los datos de BV, se aplico la
prueba de Levene (Zar, 2010). Se obtuvo el promedio de los datos de BV tanto en el estado
de las células vivas como fijadas y se estimé el coeficiente de variacion (C.V.) para cada

una de las especies.

Con el fin de obtener una serie de ecuaciones para estimar la biomasa a partir de
mediciones de biovolumen con las especies de la zona, se realizd una correlacion y
regresion lineal simple entre el promedio de BV y el valor de pgC/cel de las células vivas y
fijadas. Se utilizé al contenido de carbono como variable independiente. La significancia de
las regresiones se comprobo utilizando el estadistico F. Dichas ecuaciones presentan la
correccion para las especies de la zona de estudio. Todos los analisis estadisticos se

realizaron con el software Statistica 7.1 (StatSoft, 2005).
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6. RESULTADOS

6.1 TAXONOMIA'Y ESTADO DE LAS ESPECIES FITOPLANCTONICAS EN
CULTIVO.

Se aislaron cuatro diatomeas planctonicas formadoras de FANSs: Thalassiosira
hispida, Cylindrotheca closterium, Pseudo-nitzschia spp. y Skeletonema costatum.

Thalassiosira hispida: se observo tanto en células solitarias como en cadena, con
alto contenido clorofilico en ambos casos (Fig. 2). Los cloroplastos parecen adherirse en el
interior de la célula en el area del cingulo, dejando libre la parte central. En algunos casos
fue posible visualizar la union de las cadenas debido al mucilago secretado por la

fultopdrtula central de cada una de las células (Fig. 2B).

Figura 2. Thalassiosira hispida en microscopia de luz. A, vista valvar de una célula
libre; B, vista cingular de una cadena de dos células, la flecha indica la unién de las
rimoportulas centrales; C, muestra del cultivo celular. Escala: A,B — 10 um; C — 20 pm.
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En microscopia de luz se observan células rectangulares a cuadradas en vista
cingular, en ocasiones presenta una ligera apariencia octagonal. En vista valvar exhibe una
sutil concavidad en la parte central. Se observaron tanto células solitarias como en cadena
de hasta cuatro organismos; en éstas Ultimas la distancia entre unas y otras es la equivalente
de 2 a 3 células. Su eje apical varia de 6.65 a 15.2 um y su eje pervalvar esta entre los 6.65
y 14.25 um. En microscopia electronica de barrido se observo que el arreglo de sus areolas
sigue un patron de radial a fasciculado. Son aparentemente circulares, en cara valvar se
observan 30 en 10 um, mientras que en su margen presenta 40 en 10 um, al igual que en el
manto (Fig. 3A). Entre la cara valvar y el manto presenta un anillo de procesos reforzados o
fultopdrtulas, a razén de 7-8 en 10 um, separados por 4-5 areolas marginales (Fig. 3B). Las
fultoportulas presentan de dos a tres estructuras de soporte pegadas a la base sobre la valva,
tienen la apariencia de costillas diagonales con respecto a la valva y solo se desarrollan
hacia el manto (Fig. 3C). La parte apical de las fultopértulas puede tener forma tubular y
cilindrica o bien, con un anillo con pequefias elevaciones puntiagudas. Posee un proceso
labiado o rimoportula ubicado en la periferia del anillo marginal de furtopértulas. Puede
estar justo entre dos o ligeramente méas cercano a una de ellas, pero siempre un poco mas
hacia el centro de la valva, por lo que no ocupa el lugar de un proceso reforzado. Tiene una
fultoportula central que puede estar ligeramente fuera del centro de la valva. Como rasgo
caracteristico esta cubierto por pequefias estructuras siliceas, como si fueran “pelos” sobre
toda la valva, incluso sobre la parte basal de las fultoportulas y rimoportula, que en las
areolas suelen ordenarse hacia el centro, y con una longitud aproximada de 0.1 pum (Fig. 3D

y 3E). El manto tiene una altura equivalente a cuatro areolas (Fig. 3F).
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Figura 3. Thalassiosira hispida en microscopio electronico de barrido. A, vista
valvar; B, vista cingular; C, estructuras en la base de las fultoportulas; D, detalle de
pequefias estructuras siliceas (pelos); E, detalle de las areolas; F, detalle del manto. Escala:
A B,C E F-1pm;D-100 nm.
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Cylindrotheca closterium: de manera invariable se presenté como células solitarias
sin formar cadenas, presentando una clara diferenciacion de sus cloroplastos. La zona méas
estrecha de su valva fue variable, presentando algunos individuos con forma recta, y otros

con ligeras curvaturas. (Fig. 4).

Figura 4. Cylindrotheca closterium. A, dos células libres en vista valvar; B, vista
valvar de una célula donde se aprecia la separacion de los dos cloroplastos; C, muestra del
cultivo celular. Escala: 10 pum.

En microscopia de luz se observaron como células lanceoladas, mas anchas en el
centro y con sus extremos mas estrechos, mismos que son mdviles y dificultan su medicion.
El eje apical de la células se situd entre 56.05 y 62.7 um, mientras que el eje transapical en
su parte central esta entre 2.85 y 3.8 um. Los apices de la célula varian en longitud,
ubicandose entre 17.1 y 20.95 um, mientras que su grosor de 0.95 um es invariable. Se
puede dividir longitudinalmente a la célula en tres partes casi iguales, su centro mas ancho
y sus dos apices. Se observo también la presencia de dos cloroplastos separados, cada uno

en los extremos de la porcién central de la valva.
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Pseudo-nitzschia spp.: el cultivo esta constituido por diferentes especies del género,
pertenecientes a complejos distintos. Las formas libres fueron las dominantes, aunque
también se identificaron algunas cadenas. En vista cingular, la mayoria de las células tienen
forma rectangular, mientras que en vista valvar tiene forma de un rombo estrecho y
alargado. Es en esta Gltima vista, en la que se observan los cloroplastos parietales. Como
rasgo caracteristico de este género, la unién de las células consiste en un traslape en su

parte apical que puede ser en distintas proporciones (Fig. 5).

Figura 5. Pseudo-nitzschia sp. A, muestra del cultivo celular; B, dos células libres, a
la izquierda en vista cingular y la derecha en vista valvar; C, cadena formada por tres
celulas; D, Pseudo-nitzschia cf. subcurvata. Escala: 10 pm.

El eje apical de los individuos observados se ubico entre 24.7 y 34.2 um, mientras

que su eje transapical se estimo entre 1.9 y 4.75 um. El eje pervalvar o alto de la célula se
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situo entre 1.9 y 2.85 um. Dentro del cultivo, también se encontraron organismos en cadena
con formacion circular. La forma del apice en las distintas células fue variable, teniendo
desde formas redondeadas, hasta cuadradas. El cultivo de Pseudo-nitzschia spp. incluye a
diferentes especies, sin que se pueda hablar incluso de un solo complejo del género.

Skeletonema costatum se organizé en cadenas celulares, aunque las células solitarias
fueron las méas abundantes. Su pequefio tamafio dificulté la toma de las fotografias; sin
embargo, en algunos casos fue posible ver la unién de las células. La posicion cingular fue
la forma en que se pudo observar a esta especie (Fig. 6).

Figura 6. Skeletonema costatum. A, muestra del cultivo celular; B, cadena de dos
células; C, cadena de dos organismos en vista cingular donde se aprecia la unién celular.
Escala: 10 pm.

Las células tenian forma cilindrica con &pices ligeramente redondeados. El eje
apical se observo entre 2.85 y 8.55 um, mientras que el eje pervalvar se ubicé entre 2.85 y

5.7 um. En microscopia de luz se observo un anillo de fultopdrtulas cerca del manto que
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unia a células adyacentes, formando asi cadenas. En muchas de las ocasiones, el espacio
entre células en cadena fue mayor que la longitud de las células individuales.

6.2 BIOMASA DE CELULAS FITOPLANCTONICAS.

El contenido celular de clorofila-a en las distintas especies vari6 entre 0.6436 pgCl-
a/cel hasta 6.9808 pgCl-a/cel, mientras que el contenido celular de carbono oscilé entre
10.096 y 109.5 pgCl/cel. La especie con mayor biomasa estimada fue Thalassiosira hispida,
seguida de Skeletonema costatum, Cylindrotheca closterium y Pseudo-nitzschia spp. Con
respecto al indice de pigmentos (430/664), los valores se situaron entre 2.065 y 2.79,
relacionados a Skeletonema costatum y Pseudo-nitzschia spp., respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Clorofila-a, indice de pigmentos (430/664) y carbono en las especies
aisladas. Los numeros indican el promedio de las dos réplicas de cada cultivo, dentro del
paréntesis se expresa el intervalo. Razén C:Cl-a=15.686 (Ver Material y Métodos).

pgCl-a/cel pgClcel indice (430/664)
Thalassiosira hispida 6.9784 (£0.024) 109.46 (+0.04) 2.66 (x£0.015)
Pseudo-nitzschia spp. 0.6968 (+0.05) 10.9307 (£0.80)  2.79 (+0.01)
Cylindrotheca closterium 0.9445 (+0.08) 14.8157 (£1.25)  2.675 (x0.45)
Skeletonema costatum 1.13815 (+0.05) 17.8523 (£0.80)  2.065 (+0.025)

6.3 BIOVOLUMEN

Los valores de BV variaron entre 24.24 pm® y 1551.11 pm® entre todos los
individuos analizados. Los promedios de BV por especie, se ubicaron entre 83.73 y 775.81
um? para S. costatum y T. hispida, respectivamente. En T. hispida y C. closterium las
muestras vivas resultaron ser mas grandes que las células fijadas con Lugol acido, no
siendo asi con Pseudo-nitzschia spp. y S. costatum, donde el promedio de BV fue mayor en

las células fijadas. La tabla 6 muestra los datos minimos, maximos y promedios de BV de
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las cuatro especies en cultivo, tanto en células vivas como fijadas, asi como sus

equivalencias en carbono.

Los coeficientes de variacion (C.V.) del BV entre las especies fueron considerables,
desde 16.8 hasta 46.96 pm>. Sin embargo, dentro de cada especie, en las células vivas y
fijadas la diferencia no fue tan pronunciada, con un méaximo entre los tratamientos de 5.37
um®. La especie con menor C.V. fue C. closterium, seguida de Pseudo-nitzschia sp., T.
hispida y S. costatum.

Tabla 6. Valores de biovolumen (BV, pm®) y biomasa (pgC/cel) de las especies aisladas.
V=células vivas, F= células fijadas con Lugol acido

Especie Trat. 1 BV minimo BV maximo BV promedio C.V. Biomasa
Thalassiosira hispida vV 45 301.67 1515.11 775.81 40.05 63.53
Thalassiosira hispida F 45 230.97 1551.47 690.37 45.42 57.79
Pseudo-nitzschia sp. vV 40 51.44 135.03 93.46 23.09 1141
Pseudo-nitzschia sp. F 40 89.16 231.49 150.28 20.08 16.78
Cylindrotheca closterium v 45 109.08 200.66 169.98 16.8 18.54
Cylindrotheca closterium  F 45 103.7 205.15 126.66 2194 146
Skeletonema costatum \V; 40 24.24 193.93 83.73 46.76  10.44
Skeletonema costatum F 40 24.24 193.93 85.88 46.96 10.66

La prueba de t entre el BV de las celulas fijadas y vivas no mostré diferencia
significativa en T. hispida (t=1.298, p>0.05, g.l.= 88) y S. costatum (t=-0.113, p>0.05,
g.1.=78). A pesar de esto, en T. hispida se observé que de acuerdo con los promedios de
BV, la inclusién de Lugol acido sobre las células vivas, disminuye un 11% su volumen
celular. Con S. costatum ocurrio lo contrario, ya que la fijacién provocé un aumento de
2.56%. En C. closterium (t=7.288, p=0, ¢.1.=88) y Pseudo-nitzschia sp. (t=-9.721, p=0,
g.1.=79) la diferencia encontrada entre las células vivas y fijadas si fue significativa. En el
primer caso, la fijacion celular disminuye su BV un 25.49%, y en el segundo caso el BV

aumenta 60.79%.

Las transformaciones de BV a carbono al depender de la misma férmula, presentan

la misma proporcién de cambio que los calculos de BV.
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6.4 RELACION DE BIOMASA Y BIOVOLUMEN

La Figura 7 muestra una comparacion de los dos métodos utilizados para la
estimacion de biomasa en unidades carbono, es decir el calculo de BV de células vivas y la
cuantificacion de clorofila-a. Se observa que en Pseudo-nitzschia spp. existe poca
diferencia entre la biomasa obtenida por los dos métodos, por lo que son muy cercanos. Sin
embargo en T. hispida, Cylindrotheca closterium y Skeletonema costatum sucede lo
contrario, ya que aqui los valores entre las dos técnicas resultan claramente diferentes. Con
T. hispida y S. costatum el BV subestima el valor de la biomasa de los organismos,
mientras que en C. closterium el contenido de carbono se sobreestima.
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Figura 7. Comparacion entre los métodos de estimacion de biomasa. EI BV se
obtuvo midiendo células vivas y transformando a unidades de carbono de acuerdo con
Menden-Deuer & Lessard (2000), la clorofila-a se cuantifico de acuerdo al método
tricromatico. Los bigotes indican el error.

Al realizar una correlacion simple entre el promedio de BV de células vivas y el
valor de pgClcel obtenido por clorofila-a, se obtuvo un coeficiente de correlacién de
R=0.9913 (p<0.05). Con las células fijadas, el valor de R=0.9884 (p<0.05). En ambos
casos, se observa una buena correlacion entre estas dos variables.
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Una regresion lineal simple utilizando al BV como variable dependiente arrojo la
ecuacion pgC/cel=-1.5567+0.1428(BV) para células vivas, y pgC/cel=-5.0126+0.1644(BV)
para células fijadas. Ambas regresiones fueron significativas con un valor de R=0.9913
(Fo.05 1,2=112.8073, p<0.05) y R=0.98849 (Fo.05 (1,,=85.39162, p<0.05), respectivamente.

6.5 ABUNDANCIA RELATIVA DE MUESTRAS DEL MEDIO NATURAL

Muestra 1

El 9 de agosto de 2011 en el sitio de muestreo 11 se detecté un FAN causado por la
diatomea Pseudo-nitzschia spp. La densidad de Pseudo-nitzschia spp. fue de 765 745 cel/L,
equivalente al 91% de la comunidad fitoplanctonica. La biomasa estimada de esta especie
fue de 0.5335 mg/m® de clorofila-a, igual al 12.69% de la concentracién de clorofila-a
obtenida en campo para toda la comunidad fitoplancténica, estimada en 4.204 mg/m® (Fig.
8).

A B
Pseudo-nitzschia sp. 91% Pseudo-nitzschia sp. 12.69%
Otras especies Otras especies

Figura 8. Dominancia de la muestra 1 (9 de agosto de 2011) en términos de

abundancia (A) y de biomasa (B).
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Muestra 2

El 27 de octubre de 2011 en el sitio 9, Playa Norte, se observd dominancia en
términos de abundancia de dos especies de interés: Skeletonema costatum y Cylindrotheca
closterium; la primera de ellas con 28 086 cel/lL y la segunda con 16 049 cel/L,
equivalentes al 45 y 26%, respectivamente.

En términos de biomasa Skeletonema costatum aporté 0.03196 mg/m® vy
Cylindrotheca closterium 0.01515 mg/m? de Cl-a. Si el total de la biomasa en el sistema fue
de 11.45 mg/m® de Cl-a, significa que Skeletonema costatum aporté el 0.27% vy
Cylindrotheca closterium el 0.13% (Fig. 9).

A B

™

- |

— Skeletonema costatum 45% — Skeletonema costatum 0.27 %

|| Cylindrotheca closterium 26% || Cylindrotheca closterium 0.13 %

Figura 9. Dominancia de la muestra 2 (27 de octubre de 2011) en términos de

abundancia (A) y de biomasa (B).

Muestra 3

En febrero de 2012 en el mismo sitio 9, Playa Norte, se detectaron tres especies
dominantes de las aisladas en cultivo: Thalassiosira hispida, Pseudo-nitzschia spp. y

Skeletonema costatum. Estas fueron las que presentaron mayor abundancia con 30 401
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cel/lL (21%), 24 701 cel/L (17%) y 22 801 cel/L (16%), respectivamente. Aplicando el

costatum con 0.02595 mg/m®.

valor obtenido en laboratorio, se estima que Thalassiosira hispida aporté 0.21215033 mg/
m® de clorofila-a. Pseudo-nitzschia spp. contribuyé con 0.01721 mg/m® y Skeletonema

El total de Cl-a estimado para la biocenosis fitoplancténica fue de 3.16 mg/m®, por
lo que Thalassiosira hispida contribuy6 con 6.7136% a la biomasa del sistema, Pseudo-
nitzschia spp. aporté el 0.5446% y Skeletonema costatum el 0.8212 % (Fig. 10).
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Figura 10. Dominancia de la muestra 3 (febrero de 2012) en términos de abundancia
(A) y de biomasa (B).

En cuanto a la comunidad fitoplancténica que se encontrd en las muestras revisadas,
se identificaron 26 taxones (pertenecientes a 21 géneros) entre los cuales se incluyen a las

cuatro especies en cultivo. De estas, 18 fueron diatomeas y ocho dinoflagelados (Tabla 7).

La muestra 1 presentd un total de nueve especies con una clara dominancia de
Pseudo-nitzschia sp. sobre los demas taxones. Sin embargo; aparte de Coscinodiscus sp.,

todos los demas organismos fueron dinoflagelados. En la muestra 2 se identificaron 12

especies con dominancia de diatomeas, solo dos fueron dinoflagelados: Gyrodinium sp. y
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Prorocentrum gracile. En la muestra 3 se cuantificaron 16 especies, por lo que fue la
muestra con mayor diversidad, de estas 13 fueron diatomeas Yy tres dinoflagelados: Karenia
brevis, Ceratium furca y Prorocentrum gracile. Esta ultima especie, fue la Gnica presente

en las tres muestras.

Tabla 7. Abundancia (cel/L) de especies fitoplanctonicas registradas en tres
muestras del PNSAV. En negrita se resaltan las especies aisladas y de las cuales se conoce
su biomasa). El asterisco indica los organismos pertenecientes a los dinoflagelados, los
restantes son diatomeas. Los nimeros entre paréntesis indican la biomasa expresada en mg/

m?® de Cl-a.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Especie (4.204) (11.450) (3.160)
Asterionellopsis glacialis 8024 20901
Chaetoceros spp. 2006
Cocconeis sp. 2006 1900
Coscinodiscus sp.1 (113 pm diam.) 355 58
Coscinodiscus sp.2 (68 um diam.) 1871 350
Cylindrotheca closterium 16049 (0.015)
Dinophysis caudata* 9473
Gyrodinium sp.* 234 118
Karenia brevis* 5700
Lithodesmium undulatum 7600
Navicula sp.1 (30 pum) 4012 13300
Navicula sp.2 (46 pum) 1900
Ceratium furca* 701 58
Odontella sinensis 118
Peridinium quinquecorne* 58903
Pyrophacus sp.* 117
Prorocentrum gracile* 117 59 1900
Protoperidinium sp.* 117
Pseudo-nitzschia spp. 765745 (0.5335) 24701 (0.017)
Rhizosolenia sp.1 (260 um long.) 58
Rhizosolenia sp. 2 (450 um long.) 350
Rhizosolenia clevei 59
Rhizosolenia setigera 2006
Skeletonema costatum 28086 (0.031) 22801 (0.025)
Thalassionema nistzschioides 13300
Thalassiosira hispida 30401 (0.212)
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir de las especies mantenidas en laboratorio indican
que aunque en el medio natural existe una dominancia numérica en cuestion de abundancia
celular, ésta no se refleja en una dominancia en la biomasa fitoplancténica total. Los
motivos pueden ser varios, y se abordan en el desarrollo de esta discusion; sin embargo, es
importante dejar claro el proceder para llegar a tal conjetura a partir de la extrapolacion de
datos de laboratorio.

Los resultados para cumplir con el objetivo general de este trabajo estan basados en
la utilizacion de los resultados de laboratorio, mismos que fueron aplicados a los datos de
las muestras del medio natural (Tabla 7). Esto histéricamente ha sido un punto de discusion
para confiar en todas las inferencias que de ello se derivan. Las posturas en cuanto a este
proceder son variadas; por un lado esté la afirmacion de Redfield (1960) quien menciona
que las extrapolaciones ecologicas de los resultados de laboratorio llevadas a las
poblaciones naturales son inadecuadas. En contraparte, Braarud (1961) resalta la
importancia de la experimentacion y el estudio de la autoecologia de las especies para

explicar diversos procesos de las poblaciones en la naturaleza.

Aunque el debate Redfield-Braarud existe debido a que cada idea es extrema en
cuanto a su posicion, es posible encontrar puntos de conciliacién entre ambas corrientes.
Smayda (2006) sostiene que estas posturas no deben ser abordadas por separado, y que la
ecologia marina debe ser respondida atendiendo a ambas ideas, es decir, tomando
mediciones in situ para conocer las condiciones del medio natural y a su vez, establecer los

experimentos en laboratorio que ayuden a validar dichas observaciones.

Esto es precisamente lo que esta tesis expone, primeramente se obtuvieron las
mediciones de la biomasa en el medio natural, y posteriormente, esta variable fue medida
en las especies aisladas de estos sitios (Tabla 5). El método para dichas estimaciones fue
incluso el mismo, la cuantificacion de Cl-a por medio de espectrofotometria. Este proceso

es el que otorga validez y confiabilidad a los resultados aqui expuestos. Los cultivos

33



celulares obtenidos se convierten entonces en una herramienta para explicar el inicio de los

flujos troficos en el sistema estudiado, al ser andlogos del medio natural.

El cultivo celular de las especies fitoplancténicas presentadas en este trabajo
(Thalassiosira hispida, Cylindrotheca closterium, Skeletonema costatum y Pseudo-
nitzschia spp.) constituyen los primeros de los que se tengan registro en la zona de estudio.
Aunque Lundholm et al. (2003) mencionan la existencia de una cepa aislada cerca de
Tuxpam correspondiente a Pseudo-nitzschia pungens, los cultivos realizados en este trabajo
son los Unicos con especies nativas del PNSAV mantenidos de forma continua.

El medio en el que se embebieron las células para su cultivo fue el medio f/2,
comprobando asi su amplio espectro para soportar las condiciones idoneas de diversos
organismos, como las diatomeas de la region. Prueba de ello es el propio aislamiento de las
cuatro especies trabajadas. Se puede entonces sugerir el utilizar al medio f/2 para futuras
investigaciones que pretendan aislar diatomeas marinas nativas de la region. Sin embargo;
en el caso de dinoflagelados como Peridinium quinquecorne (el principal formador de
FANSs en la zona), los intentos para su aislamiento con este medio fueron poco fructiferos
por lo que seria deseable utilizar otros medios como el L1 o el L1SE (Rodriguez-Palacio,
2006). En este sentido, la literatura describe por lo menos una docena de medios de cultivo
de amplio uso alrededor del mundo (Harrison & Berges, 2005), por lo que los ensayos de
viabilidad deben ser una prioridad en materia de cultivos celulares, siendo algo que ya se

inicié como parte de este trabajo.

Se observo que tres de los cultivos contenian individuos de una sola especie, por lo
tanto eran monoespecificos o unialgales; sin embargo, en el caso de Pseudo-nitzschia spp.
los especimenes pertenecian a diferentes especies e incluso a varios complejos. El género
Pseudo-nitzschia tiene la particularidad de ser virtualmente no distinguible a nivel de
especie en microscopia de luz, por lo que se han agrupado en complejos con caracteristicas
de facil observacidon. De acuerdo con el ancho de las valvas, si poseen menos de 3 pm
pertenecen al complejo delicatissima, en caso de ser mayor a esta medida se enmarcan
dentro del complejo seriata (Hasle & Syvertsen, 1997). Las células en los cultivos estan en
un rango en donde se pueden incluir en cualquiera de estos dos complejos. En estudios mas

recientes se  han instaurado  dos  nuevos  complejos, el  complejo
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pseudodelicatissima/cuspidata y el complejo americana; este ultimo con é&pices
redondeados y una longitud menor a 65 um, de manera tal que las mediciones en el eje
apical de las células en cultivo también encajan dentro de esta descripcion.

A pesar de que en el cultivo se puede observar la presencia de tres de los cuatro
complejos del género, en el area de estudio se han identificado siete especies, de las cuéles
cinco son potencialmente tdxicas por su capacidad para producir &cido domoico (Parsons et
al., 2012). Si se compara la longitud, grosor y forma de las células en cultivo con el trabajo
anteriormente citado, podemos llegar a la conclusion de que en el cultivo estan presentes
por lo menos Pseudo-nitzschia brasiliana y Pseudo-nitzschia cf. subcurvata, ninguna de
ellas toxica. Sin embargo, el ancho de las células permite pensar que hay mas especies en el
cultivo, por lo tanto, existirian mas especies de las que reportan Parsons et al. (2012) para
el PNSAV. Lundholm et al. (2003) indican la presencia de Pseudo-nitzschia caciantha y
Pseudo-nitzschia galaxiae en Tuxpam, un sitio cercano al area de estudio, lo que puede
significar que aunque estas especies no han sido reportadas en el PNSAV, si puedan estar
presentes en esta zona y por lo tanto en el cultivo obtenido. Cabe destacar que Pseudo-

nitzschia galaxiae es toxica.

Con respecto a las estimaciones de biomasa de las especies trabajadas, en el
ambiente natural sus valores siempre se mantuvieron por debajo del 13% de la biomasa
fitoplanctonica total. Con referencia a esta variable, las estimaciones usualmente estan en
funcion del total de la comunidad dejando de lado el aporte relativo de cada especie a esa
biomasa, aun cuando estas especies puedan ser las dominantes durante eventos de FANSs.
Es por ello que el aislamiento celular de fitoplancton marino y su consecuente cultivo es
una actividad que aunque compleja, permitié estimar variables que en el ambiente natural
resultarian de dificil obtencion, principalmente por las relaciones que hay con otros

organismos de la comunidad (Subba-Rao, 2006).

Los valores de biomasa de los cuatro diferentes cultivos presentaron diferencias a
pesar de tener tamafios relativamente similares, un comportamiento que era esperable. Estas
diferencias se explican por diversos motivos, teniendo como base que la biomasa del
fitoplancton marino es el producto del proceso de fotosintesis. Al existir diferentes tasas de

eficiencia fotosintética entre los diferentes taxones, los contenidos de clorofila-a también

35



varian y no necesariamente estan relacionados de manera directa y lineal con el tamafio de
los organismos (Menden-Deuer & Lessard, 2000). La concentracion de carbono, como
estimador de la biomasa, esta entonces determinada por los mecanismos que cada grupo
algal ha desarrollado y en el caso de las diatomeas es una combinacion del mecanismo de
las plantas CAM (Metabolismo Acido de las Crasulaceas) y las plantas Cs, lo que implica
la fijacion simultanea de HCOj3 en el citoplasma celular, y de CO; en los cloroplastos, para
formar azlcares usando &cido 3-fosfoglicérico (Riebesell, 2000; Reinfelder, 2011). Es por
ello que la estimacion de la biomasa es derivada usualmente de la cuantificacion del
pigmento fotosintético presente en todas las algas, la Cl-a. En el caso de los cultivos
obtenidos, el estudio a futuro de nuevas variables, como la productividad primaria, podrian

ayudar a comprender la ecologia tréfica de estas especies.

En este trabajo se utilizd la espectrofotometria para la estimacion de la clorofila-a,
en particular el método tricromatico descrito originalmente por Jeffrey & Humprey (1975)
el cual excluye la cuantificacion de los feopigmentos, los cuales son producto de la
degradacion de la Cl-a al perder el ion magnesio ubicado en el anillo de porfirina de la
molécula. EI método monocromatico descrito por Lorenzen (1967) también determina la
concentracion de la Cl-a y esta basado en la acidificacion de las muestras, por lo que toma
en cuenta la presencia de feopigmentos. EI maximo de absorcion de luz de este tipo de
pigmentos se ubica en los mismos intervalos de longitud de onda que la Cl-a, cercanos a los
664 nm por lo que su cuantificacion es importante ya que puede sobreestimar los valores de
Cl-a.

Los feopigmentos en los cultivos analizados son virtualmente escasos con base en el
indice de pigmentos (430/664) utilizado. El indice de pigmentos (430/664) o también
llamado indice de Margalef es una relacion entre pigmentos amarillos y verdes que se ubica
entre valores de 2 y 7; mientras mayor sea su valor implicara una mayor madurez de una
asociacion algal (Margalef, 2005), es decir que nos permite conocer la fase en que se
encuentra un cultivo celular. En el caso de los cultivos utilizados para la cuantificacion de
Cl-a, este indice nunca rebaso un valor de 2.79, lo que indica que en el momento en que se
tomaron las muestras de los cultivos, estos se encontraban como asociaciones jovenes con

una alta tasa de regeneracion, caracteristicos de la fase exponencial de crecimiento y por lo
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tanto con una dominancia pigmentaria de Cl-a. Esto permiti6 homogenizar las
cuantificaciones y hacerlas confiables, ya que si se hubieran tomado de una asociacion
madura, los feopigmentos hubieran sido los mas abundantes y la estimacién de la clorofila-
a hubiera presentado un error significativo. El uso potencial de este indice de pigmentos
con base en las estimaciones de clorofila-a probablemente esté subaprovechado, ya que ha
sido poco utilizado en trabajos anteriores.

Aunque existen distintos indicadores de la biomasa algal (Hambrook & Canova,
2007), la evaluacién de la concentracion de Cl-a mediante espectrofotometria resulta
suficiente, ya que es un método recomendado para muestras con concentraciones altas de
Cl-a. Considerando que el valor real de la biomasa de las especies fitoplanctonicas es el
obtenido mediante la espectrofotometria, tenemos que la biomasa de T. hispida reportada
en el presente estudio mostro un promedio de 109.46 pgC/cel. El tnico trabajo con el cuél
este dato puede ser comparado es el de Stevens et al. (2004), el cual registra un promedio
de 174.3 pgClcel, por lo que tiene 59% mas carbono que nuestra cepa. Esto resulta hasta
cierto punto congruente, ya que el diametro de su organismo oscilé entre 15 y 25 um,

mientras que el presentado en este estudio presentd dimensiones de entre 5y 15 um.

La diatomea T. hispida a la que se refiere Stevens et al. (2004) fue mantenida a una
temperatura de 4°C y un fotoperiodo de 18:6 hrs de luz:oscuridad, por lo que estuvo
sometida a una temperatura fria comparado con lo reportado en este estudio pero con una
mayor exposicion a la luz. En el caso de la especie tipo del género Thalassiosira, T.
nordenskioeldii, las observaciones en su medio natural indican que a una menor
temperatura ambiental la especie presentard un menor tamafo (Durbin, 1977). De acuerdo
con esto, la especie de Stevens et al. (2004) tendria que ser mas pequefia, pero no ocurre
asi. Es probable que la razén de esto radique en la identificacién taxondmica de ese
organismo, ya que es una labor complicada debido a las sutiles diferencias con los otros
integrantes del mismo género. En microscopia de luz T. hispida puede ser confundida con
T. allenii, T. decipiens y T. nosdenskioldii (Syvertsen, 1986). El trabajo de Stevens et al.

(2004) no presenta imagenes con las cuales se pueda confirmar la identidad de la especie.

Thalassiosira hispida ha sido registrada en mares frios y templados, sin embargo,

no se ha observado en abundancias altas como para ser considerado como un florecimiento.
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Las observaciones realizadas en el PNSAV en afios recientes permiten clasificar a T.
hispida como formadora de FANs debido a su alta abundancia (Aké-Castillo, com. pers.)
por lo que su estudio es prioritario. EI género como tal es uno de los mas abundantes en las
aguas del Atlantico mexicano (Hernandez-Becerril et al., 2008), y el presente estudio es el
primer registro de la presencia de esta especie en el Golfo de México, por consiguiente en
el PNSAV. Por su pequefio tamafio se desconoce si esta especie ha sido un integrante de la
comunidad del PNSAV que ha pasado desapercibida o si constituye una especie invasora.

En el caso de Pseudo-nitzschia spp. el promedio estimado del contenido de carbono
fue mayor que 10pgC/cel, mientras que en términos de Cl-a fue de 0.6968 pgCl-a/cel.
Debido a que estas cuantificaciones son producto de la lectura de diferentes especies en

asociacion es posible comparar estos valores con otras especies comunes en los mares.

P. multiseries se ha observado con concentraciones celulares de Cl-a entre 94.99 y
139.06 pgCl-a/cel; mientras que, en cuestion de carbono el intervalo se sitta entre 0.66 y
1.75 pgClcel (Pan et al., 1996a; 1996b). Bargu et al. (2003) mencionan que P. pungens
posee una biomasa de 256 pgC/cel, mientras que P. multiseries tiene 285 pgClcel. Fehling
et al. (2004) indican que la biomasa de P. pungens oscila entre 150 y 600 pgC/cel (=0.15y
0.6 ngC/cel ) mientras que el contenido de Cl-a esta en el intervalo de 1.2 y 3.8 pgCl-a/cel.
Estos ultimos resultados son referidos a la limitacion de fosforo o silice en cultivos batch.
En territorio nacional las estimaciones recientes de Santiago-Morales & Garcia-Mendoza
(2011) sobre P. australis muestran una variacion en el contenido de Cl-a. Esta cepa fue
mantenida a una irradiancia de 30 pmol fotones/m?/s y una relacién alta de Si:NO; de 2.5,
lo que llevo a lecturas elevadas de clorofila-a de 2.71 pgCl-a/cel. En otras condiciones
relacionadas con la concentracion de silice y nitratos, los valores de Cl-a pueden ser
comparados con los presentados en este estudio ya que los intervalos se situaron entre 0.4 y
2 pgCl-a/cel.

Aunque nuestras estimaciones son menores a las encontradas en otras partes del
mundo, es sabido que dentro de las especies integrantes de este género la biomasa es
particularmente variable (LeBlanc et al., 2012). Incluso los bajos valores de biomasa de
Pseudo-nitzschia spp. pueden ser un reflejo de su alta silificacion, ya que el silice es el

principal elemento constituyente en su morfologia (Amato et al., 2005). Otro punto a
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considerar es la produccién de 4cido domoico que propicia una limitacién de carbono en las
celulas (Bates & Léger, 2006), en el caso del cultivo aqui expuesto se desconoce si la
especie es capaz de producir esta toxina en condiciones de laboratorio.

El género Pseudo-nitzschia tiene presencia a nivel mundial, incluso P. pungens
tiene una amplia distribucion geogréfica (Casteleyn et al., 2008). Es de los pocos géneros
del grupo de las diatomeas que puede ser toxico, debido a la produccion de &cido domoico
con efectos sobre la fauna marina y la salud humana (Lefebvre et al., 2012). En futuras
investigaciones, una de las prioridades dentro de este género con especies de la zona debe
ser el estudio relacionado a su toxicidad y su correspondencia con la biomasa, ya que

influyen directamente en la salud humana por la contaminacion de los recursos marinos.

Con respecto a Cylindrotheca closterium aislada en el PNSAV, los resultados
muestran una baja biomasa, menor que 15 pgCl/cel. Cylindrotheca closterium, ademés de
poseer habitos bentonicos (De Brouwer & Stal, 2002; Morris & Kromkamp, 2003) tiene la
capacidad para formar FANSs. En el Golfo de Meéxico, en la linea costera de Yucatan, formo
mareas rojas durante 2003 (Rodriguez-Gil et al., 2003) y en el Pacifico mexicano también
ha generado florecimientos en la bahia de La Paz del Golfo de California (Garate-Lizarraga
et al., 2009). Su identificacién se complica al constituir un complejo de especies como lo

evidencio su contenido celular (Haitao et al., 2007).

Alcoverro et al. (2000) al realizar cultivos con células obtenidas del Mar Adriatico
bajo medios limitados de nitrégeno y fosforo encontraron que C. closterium tiene un
contenido de carbono entre 78.98 y 127.13 pgC/cel. Esto situa a nuestra estimacion por lo
menos cinco veces menor comparado con una célula de la misma especie del Mar
Adriatico. Lo mas probable es que esta diferencia esté explicada justamente por el sitio de
colecta de los organismos aislados ya que el PNSAV presenta un ambiente tropical, ademas
que el cultivo de esta especie en el presente estudio no tenia limitantes de compuestos
nitrogenados ni fosfatados. Esto sugiere que C. closterium eleva su biomasa ante la

limitacion de nutrientes y viceversa.

En el caso de Skeletonema costatum la concentracion de Cl-a estimada fue superior

a 1 pgCl-a/cel, mientras que en términos de carbono fue cercana a los 18pgC/cel. Owens et
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al. (1980) mencionan que en Skeletonema costatum existe una periodicidad en el contenido
celular de Cl-a bajo ciertas condiciones de cultivo en el ambiente natural, lo que sugiere la
regulacién por los fotoperiodos de luz y oscuridad.

Deason (1980) encontré un intervalo entre 33.6 y 68.5 pgC/cel para una cepa aislada
de S. costatum de la bahia Narraganssett en E.U.A. Por su parte, Hitchcock (1980) observo
una variacion entre el contenido clorofilico en relacion con diferentes condiciones de luz,
temperatura y duracién de los experimentos. Los intervalos registrados estan entre los 0.4 y
1.4 pgCl-a/cel. Los experimentos anteriores forzaron a S. costatum a adecuarse a diferentes
condiciones fisicas sin modificar la quimica del agua en donde se cultivaron. En este
sentido, Granum et al. (2002) al probar la limitacion de la concentracion de NO3 sobre un
cultivo de Skeletonema costatum encontraron que no existe diferencia significativa en el
contenido de carbono orgénico particulado, estimado entre 10° y 10° pg/L. Esto tiene
diferentes implicaciones, que aplicadas a nuestros resultados, dan certeza a que la especie
dentro de un cultivo no varia significativamente en su biomasa. Nuestras estimaciones
nuevamente se situan por debajo de la mayoria de los valores mencionados anteriormente;
sin embargo, si estan dentro del intervalo reportado por Hitchcock (1980). Las
cuantificaciones de biomasa para especies en zonas tropicales resultan necesarias para
realizar comparaciones entre diferentes regiones, mas aun si esta especie, S. costatum, tiene

una amplia distribucion geogréfica.

Skeletonema costatum se encuentra distribuida por toda la zona costera mundial,
excepto en la Antartida. En China, la nacién con mayor produccién pesquera del mundo
(FAO, 2010), en particular en su Mar Oriental, constituye una de las principales especies
que aparecen formando densos florecimientos con repercusiones monetarias (Shen et al.,
2012), lo que nos habla de su importancia tanto en el &mbito ecolégico como econémico.
Sekeletonema costatum sensu lato es una especie de interés debido al reto que su taxonomia
representa (Smayda, 2011). Actualmente se considera como una especie criptica, ya que su
morfologia no refleja su taxonomia, quedando entonces la biologia molecular como

herramienta de identificacion (Ellegaard et al., 2008).

Aungue en las cuatro especies aisladas la biomasa estimada fue menor que la de los

estudios previos consultados (Tabla 8), es muy probable que esté explicado por la
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temperatura en que se mantuvieron las células. En nuestro caso, la temperatura elegida fue
de 25°C semejando el promedio de la temperatura del &rea de estudio, mientras que en
otros trabajos la temperatura fue menor. De acuerdo con la revision de Atkinson (1994), el
aumento en la temperatura repercutird en una disminucién del tamafio de los organismos y
viceversa, por lo que un individuo en un lugar célido, serd mas pequefio que otro en un sitio
templado o frio. Aungue esto constituye un paradigma en estudios ecoldgicos, se adecla a
los resultados expresados en este trabajo, mas aln si son escasas este tipo de estimaciones
en zonas tropicales y subtropicales.

Tabla 8. Cuadro comparativo de las estimaciones de la biomasa de las cuatro
especies mantenidas en cultivo (Cylindrotheca closterium, Pseudo-nitzschia spp.,
Skeletonema costatum y Thalassiosira hispida) y los valores publicados en la literatura. En
negritas se resaltan los resultados del presente trabajo.

Especie pgC cel pgCl-a cel Referencia
C. closterium 78-127 Alcoverro et al., 2000
C. closterium 14.8157 0.9445 Este trabajo

Pseudo-nitzschia multiseries 94.99-139.06 0.77-1.75 Pan et al., 1996b

Pseudo-nitzschia multiseries 0.66-0.82 Pan et al., 1996a
Santiago-Morales & Garcia-Mendoza,
Pseudo-nitzschia australis 0.4-2.71 2011
Pseudo-nitzschia seriata 1.2-3.8 Fehling et al., 2004
Pseudo-nitzschia multiseries 285 Bargu et al., 2003
Pseudo-nitzschia pungens 256 Bargu et al., 2003
Pseudo-nitzschia spp. 10.9307 0.6968 Este trabajo
S. costatum 33.6-68.5 Deason (1980)
S. costatum 0.4-1.4 Hitchcock (1980)
S. costatum 17.8523 1.13815 Este trabajo
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T. hispida 1743+ 3.3 Stevens et al., 2004

T hispida 69.2 6.9784 Este trabajo

Las observaciones al microscopio para las mediciones de BV de células vivas
evidenciaron la diferencia de los contenidos de clorofila-a. Thalassiosira hispida, a pesar de
ser pequefia (<15 pm), en su interior estd mayormente integrada por pigmentos
fotosintéticos, mientras que en Pseudo-nitzschia spp. y Cylindrotheca closterium estas
concentraciones son menores con respecto al tamafio total del organismo. En el caso de

Skeletonema costatum no se observd mucho contenido de clorofila-a en su interior.

Las estimaciones de BV de las cuatro especies referidas en este estudio han sido
abordadas en distintas partes del mundo con resultados muy variables. Para estas
cuantificaciones las férmulas han sido elegidas de acuerdo con el criterio de cada
investigador, lo que hace ain mas complicado realizar una comparacion de la biomasa con
un mismo método pero bajo diversos enfoques. Sin embargo, en fechas recientes se ha
logrado establecer una base de datos global de diatomeas, en las que se resumen ciertas
variables entre las que se encuentran el BV y el contenido de carbono (LeBlanc et al.,
2012).

De acuerdo con el trabajo de LeBlanc et al. (2012), y con base en 64 observaciones
de diferentes especies del género Pseudo-nitzschia, el promedio de la biomasa varia entre
11 y 485 pgCl/cel, aungue dentro de este rango se incluyen valores de auxosporas que tienen
un mayor peso que las células vegetativas. Cylindrotheca closterium y cuatro de sus cepas
se ubicaron en el intervalo de 57 a 303 pgC/cel, mientras que tres cepas de Skeletonema
costatum estan entre los 2 y 193 pgCl/cel. Thalassiosira hispida esta ausente en dicho
estudio, y de acuerdo con la revision bibliografica realizada, el presente trabajo constituye
la primera estimacion de BV de dicha especie. De esta comparacion se puede establecer
que las especies aisladas en el PNSAV son méas pequefias que el rango encontrado en otras

partes del mundo.
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Aunque los valores de BV mencionados anteriormente fueron sobre células vivas, y
por lo tanto son tomados en cuenta como los més confiables, también se estimé el BV de
celulas fijadas con acetoLugol, ya que es la sustancia mas utilizada para preservar las

células e incluso las estimaciones rutinarias se hacen con células en este estado.

El volumen de las células fijadas no fue significativamente diferente del de las
células vivas en el caso de Thalassiosira hispida y Skeletonema costatum. En cambio, esta
diferencia si fue significativa en Cylindrotheca closterium y Pseudo-nitzschia spp. En este
altimo cultivo, la adicién de acetoLugol a las células incrementa su BV un 60%. Si bien
pudiera parecer un cambio muy grande en Pseudo-nitzschia spp., los valores del C.V. de las
estimaciones de BV confirman los datos, ya que aunque fueron altos (entre 20 y 23), no son

diferentes entre las células vivas y fijadas de una misma especie.

De acuerdo con Hawkins et al. (2005), la adicion de Lugol sobre las cianobacterias
disminuye entre un 30 y 40% su volumen celular. Incluso en muestras naturales, el Lugol
en distintas concentraciones ejerce un cambio en el BV tanto en el nano como en el
microfitoplancton (Zarauz & Irigoien, 2008). Los resultados aqui mencionados también
muestran variacion entre el BV real y el estimado en células fijadas, por lo menos en dos de
los cultivos, lo que coloca al BV como un método poco confiable para la estimacion de la
biomasa, aunado al hecho de que las estimaciones rutinarias se realizan con muestras

fijadas, lo que acarrea una acumulacion de errores.

De manera general se ha aceptado que el tamafio de los organismos decrece cuando
aumenta la temperatura; que el contenido de carbono relacionado al BV disminuye con el
aumento de tamafio y que la razon de C:Cl-a es igual entre los diferentes grupos que
integran el fitoplancton. Sin embargo, investigaciones recientes han contradicho estas
posturas si nos referimos a todos los organismos fitoplanctonicos (Menden-Deuer &
Lessard, 2000; Montagnes & Franklin, 2001). Aunque estos paradigmas han sido
desarrollados para zonas templadas, los resultados aqui expuestos parecen concordar

debido a las diferencias con otras estimaciones, como los valores mostrados en la Tabla 8.

Si se compara la biomasa evaluada mediante la concentracion de clorofila-a con la

estimada mediante el BV de células vivas, solamente en el caso de Pseudo-nitzschia spp. el
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BV resulta confiable, ya que la biomasa es muy similar. Sin embargo, en el caso de las
otras tres especies, la biomasa mediante BV es diferente. En el caso de Cylindrotheca
closterium el BV sobreestima su biomasa, mientras que en Skeletonema costatum y
Thalassiosira hispida lo subestima. En esta ultima especie la biomasa es subestimada casi
por la mitad del valor real. Todos los argumentos anteriores permiten decir que el BV no es

un buen método para la estimacion de la biomasa si a especies particulares nos referimos.

Por lo tanto, el valor de biomasa que puede ser validado en muestras naturales es el
obtenido mediante la medicion de la Cl-a. Sin embargo, si los datos de los que disponemos
estan en funcién de BV, este estudio proporciona dos ecuaciones que estiman la
concentracion de carbono celular, para celulas vivas y fijadas. Aungue existen formulas
preestablecidas como las desarrolladas por Menden-Deuer & Lessard (2000), las aqui
expuestas son el resultado de calculos con especies nativas de la zona, por lo que se
considera que deben ser tomadas en cuenta por encima de las primeras al menos en estudios
en la region. En cambio, si las muestras que tenemos son cuantitativamente representativas
de la comunidad fitoplancténica, como es el caso de muestras para conteo, la abundancia
relativa de las cuatro especies en cultivo deben ser multiplicada por la cuota de carbono o
clorofila-a para conocer su contribucion en la biomasa del ecosistema. Esta validacion fue
realizada en tres muestras obtenidas del PNSAV con dominancia cuantitativa de las

especies cultivadas.

En la muestra 1 extraida en agosto de 2011 cercano al Playa Tumbao, Pseudo-
nitzschia spp. domind cuantitativamente la comunidad fitoplanctonica sin tener el mismo
comportamiento en términos de biomasa. Este evento constituyd por si mismo un FAN
debido a la alta densidad celular, mayor a 750 cel/ml sin presentar cambio en la coloracion
del agua y a su vez es el primer reporte de un FAN provocado por una especie de este

género en las aguas del PNSAV.

Desde el punto de vista ecologico hay varias cuestiones a considerar. En primera
instancia, se evidencia que el término de FAN es mas bien una expresion operacional y no
técnica (Glibert et al., 2005). La alta densidad celular de Pseudo-nitzschia no fue suficiente
para causar una decoloracion del agua en la zona, lo que sugiere la existencia de eventos de

FANS sin que estos hayan sido registrados, ya que no hay efectos a simple vista. Bajo este
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enfoque y teniendo en cuenta que el &rea de estudio esta bajo una constante presion hacia la
eutroficacion, es muy probable que los FANs de Pseudo-nitzschia spp. en el PNSAV se
incrementen de acuerdo con lo expuesto por Parsons et al. (2002). Estos autores
encontraron en nucleos de sedimento del norte del Golfo de México un aumento de Pseudo-
nitzschia spp. relacionado con una elevacion de los niveles de nitratos en las ultimas
décadas. Aunque sus resultados se refieren a una de las zonas muertas méas grandes del
mundo, las aguas del PNSAV también reciben la descarga de compuestos nitrogenados
debido a una intensa actividad antropogénica (Ortiz-Lozano et al., 2005).

Es de particular interés que aunque exista una dominancia en la abundancia celular,
ésta no se vea reflejada en una dominancia en la biomasa durante un evento de FAN. Por lo
menos en el caso de las diatomeas estudiadas en el PNSAV, esto implica que una
proliferacion algal no es necesariamente una fuente cuantitativa importante en la biomasa
de un sistema (Zingone & Enevoldsen, 2000), lo que podriamos entender entonces como un
FAN de baja biomasa. De acuerdo con la revision de Anderson et al. (2011), los
florecimientos algales en aguas costeras contaminadas usualmente se relacionan con una
elevada acumulacion de biomasa, algo que en este caso no ocurre. La razon probablemente
esté en funcion del agente causal, ya que si hubiera sido un dinoflagelado, el FAN muy

probablemente hubiera sido de alta biomasa (Zingone & Enevoldsen, 2000).

La importancia del florecimiento se centra entonces en su posible toxicidad, misma
que esta ligada solo a algunas especies del género Pseudo-nitzschia. Estos organismos han
cobrado mayor importancia en los Gltimos 20 afios debido a la capacidad de producir acido
domoico con efectos dafiinos en peces, mamiferos marinos y en la salud humana (Trainer et
al., 2011; Lefebvre et al., 2012; Lelong et al., 2012). Su funcién en la ecologia tréfica ha
sido un tanto relegada, a pesar de que tiene una amplia distribucion en los mares del
mundo. De acuerdo con Parsons et al. (2012), en el PNSAV se tienen registradas siete
especies, de las cuales cinco son potencialmente toxicas de acuerdo con reportes de otros
sitios del planeta: P. calliantha, P. cuspidata, P. delicatissima, P. pseudodelicatissima y P.
pungens. Actualmente se desconoce si las especies de éste género presentes en el PNSAV
son capaces de producir acido domoico, lo que significa que independientemente de su

contribucién en la biomasa del sistema, es importante su sola presencia.
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Aungue sblo se cuenta con una muestra del florecimiento de Pseudo-nitzschia en el
area de estudio, su dominancia cuantitativa ha sido observada en otras partes del mundo
como en Juan de Fuca, E.U.A. donde Trainer et al. (2009) describen a Pseudo-nitzschia
spp. como un componente pequefio dentro de la comunidad de fitoplancton, pero con una
aparicion recurrente como formador de FANSs. La reincidencia de Pseudo-nitzschia spp.
siempre representd menos del 17% de la biomasa total aun en eventos de marea roja, algo
que coincide con el comportamiento de la biomasa en el PNSAV vy presta certidumbre a los
resultados aqui mostrados.

El sitio Playa Tumbao, donde se presentd el FAN, ha sido escenario en ultimas
fechas de florecimientos algales con evidente decoloracion del mar, aunque causados
principalmente por P. quinquecorne (obs. pers.). En la muestra revisada, ademas del
dominio de Pseudo-nitzschia spp., la composicion de especies estuvo representada en su
mayoria por dinoflagelados como P. quinquecorne con una densidad celular mayor a 58
000 cel/L. Lo méas probable es que la mayoria de la biomasa total del sistema esté
influenciada por los dinoflagelados, ya que éstos presentan mayor contenido celular de
carbono que otros grupos del fitoplancton y tienen generalmente mayor tamafio (Menden-
Deuer & Lessard, 2000), aunque en los conteos celulares no esté representada esta

contribucién mayoritaria en la biomasa.

En la muestra 2 obtenida en Playa Norte en octubre de 2011 dominaron
Skeletonema costatum y Cylindrotheca closterium. En términos de biomasa si unimos a las
dos especies, apenas contribuyeron con 0.4% del total. La composicion de especies estuvo
mayormente dominada por las diatomeas; sin embargo, hay dos especies de dinoflagelados
encontrados en la muestra: Gyrodinium sp. y Prorocentrum gracile. En este punto de

muestreo se encontrd un valor elevado de la biomasa (>11 mgCl-a/m°).

Este alto valor en la biomasa se puede deber a diversos factores, como la presencia
de feopigmentos. Longhurst et al. (1995) mencionan que existe incertidumbre sobre la
concentracion de feopigmentos en la zona costera, por lo que al cuantificarse solo a la Cl-a
es probable que se esté sobreestimando este valor y se subestime el de los feopigmentos en
los muestreos de campo. Como parte del trabajo de laboratorio de esta tesis, se realizaron

algunas pruebas de acuerdo con la metodologia descrita por Lorenzen (1967) para estimar
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los feopigmentos de las muestras de campo; sin embargo, las lecturas al espectrofotometro
después de acidificar las muestras resultan poco estables, por lo que se debe abordar una
adecuacion del método en futuras investigaciones, mas aun si esta variable, como se ha

visto, es tan importante.

El comportamiento temporal del sistema puede ser otra de las causas de que se
encontrara un valor elevado de Cl-a. De acuerdo con Okolodkov et al. (2011), en octubre se
presentan los mayores valores de biomasa planctonica en el PNSAV; ademas, la riqueza de
especies fitoplanctdnicas también es mayor comparada con otros meses. En el trabajo
citado, la biomasa estimada incluye al zooplancton, por lo que se infiere que debe existir
suficiente produccion primaria que sustente a los consumidores. En este sentido, es
esperado que durante esta época, es decir el inicio de los “nortes”, los valores de biomasa

fitoplanctonica también sean elevados.

De cualquier manera, la contribucion a la biomasa de la especies en cultivo resulto
ser muy pobre con respecto a la biomasa fitoplanctonica total. La razon de esto puede estar
en el tamario de los organismos. Si se contrastan las dimensiones de las especies presentes,
tendriamos que los dinoflagelados en las muestras son mas grandes en volumen que las
diatomeas de interés. De acuerdo con el listado de Olenina et al. (2006), Gyrodinium sp.
tiene un volumen celular de entre 8 000 y 177 000 pm°®, que comparado con el BV de
Skeletonema costatum (83.73 um®) y Cylindrotheca closterium (169.98 pm®) en este
estudio resultan claramente superiores. En este sentido, dentro de los dinoflagelados, un
mayor tamafio estd relacionado a una mayor biomasa, salvo algunas excepciones de

dinoflagelados heterotréficos (Menden-Deuer & Lessard, 2000).

En el caso de la muestra 3, tomada en febrero de 2012 en Playa Norte, Thalassiosira
hispida, Pseudo-nitzschia spp. y Skeletonema costatum fueron las mas abundantes con 21,
17 y 16% del total de la comunidad fitoplanctonica, con una equivalencia en la biomasa
total de 6.7, 0.54 y 0.82 % respectivamente. Aqui nuevamente la composicion general de
especies estuvo definida por las diatomeas; sin embargo, estuvo presente Prorocentrum

gracile y se identificé a Ceratium furca y a Karenia brevis.
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Resulta evidente que en la muestra 3 las especies en cultivo son casi despreciables
desde el punto de vista trofico; sin embargo, la importancia de las diatomeas en las redes
alimenticias reside en la riqueza de especies que sumadas constituyen una biomasa
considerable con respecto al total del sistema (LeBlanc et al., 2012). Los dinoflagelados
presentes son relativamente grandes, principalmente Prorocentrum gracile y Ceratium
furca por lo que es probable que estos organismos sean significativos en la produccion
primaria. En el caso de Karenia brevis, es conocido que su presencia dominante en un
posible evento de marea roja, elevaria la produccion entre dos a cinco veces de lo normal
(Vargo et al., 1987). Ademas, en el PNSAV vya se han registrado FANs causados por
Karenia “Mexican hat” en enero de 2010 (Aké-Castillo et al., 2010); mientras que fue en
febrero cuando se tomo esta muestra (ambos meses pertenecientes a la temporada de
“nortes”), por lo que los dos primeros meses del afio, son de interés en el caso de un

probable florecimiento de este dinoflagelado.

En el sitio de recolecta de las muestras 2 y 3 hay un punto importante a considerar:
la descarga directa de una planta de tratamiento de aguas residuales. De acuerdo con
Burford et al. (2012) en las zonas costeras la concentracion de clorofila-a incrementa en
respuesta al aporte de nitrégeno y fosforo proveniente de este tipo de descargas. Este sitio
es importante para todo el sistema, ya que las aguas que ahi se encuentran se dispersan por
todo el litoral de la zona conurbada Veracruz-Boca del Rio dependiendo de la temporada

del afio (De Buen-Kalman, 2007), por lo que nutren las aguas alejadas de la fuente original.

Es importante mencionar que menos de 50 especies de diatomeas son las
responsables de mas del 90% de la biomasa fitoplanctonica a nivel global, siendo en su
mayoria diatomeas centrales (LeBlanc et al., 2012). Licea et al. (2011) expresan que
Cylindrotheca closterium, Skeletonema costatum, Pseudo-nitzschia pungens vy
Thalassiosira eccentrica forman parte de un grupo de 33 diatomeas que en conjunto
constituyen mas del 40% de las especies mas frecuentes en el sur del Golfo de México.
Esto significa que es comun encontrarlas como abundantes en las muestras en esta region,
por lo que, ademas de ser potencialmente nocivas por su capacidad para generar

florecimientos, el riesgo de que estos se presenten es alto.
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Si las especies que se mantuvieron en cultivo, aparecieran en el medio natural con
una abundancia de por lo menos 1 000 cel/ml, es decir formando un FAN, Skeletonema
costatum estarfa aportando 1.13815 mgCl-a/m®, Cylindrotheca closterium 0.9445 mgCl-
a/m® y Pseudo-nitzschia 0.6968 mgCl-a/m®. Teniendo en cuenta que el promedio de la
concentracion de clorofila-a en el PNSAV oscila entre 1.5 y 5.5 mgCl-a/m® (Jasso-
Montoya, 2012), la contribucién a la biomasa fitoplanctonica de estas tres especies es muy
baja. Independientemente de su importancia con respecto a su capacidad para formar FANSs,
estas tres especies como parte de un grupo de pequefias diatomeas con poca biomasa, son
las que en situaciones normales proveen de la produccion primaria para sostener otros
organismos, en lo que a flujos de materia se refiere. Como se ha mencionado, estas especies
son comunes, por lo que son constituyentes normales dentro de la comunidad

fitoplanctonica durante gran parte del afio.

En el caso de Thalassiosira hispida, su aporte a la biomasa seria de 6.9784 mgCl-
a/m® (considerando 1 000 cel/ml), un valor que claramente es superior a las otras tres
diatomeas, y en general, para la concentracion normal en el PNSAV. Esto significa que T.
hispida es capaz de elevar la biomasa como para ser considerada por si sola como un
componente importante en el inicio de las redes alimenticias, ya que su presencia en

abundancias altas se reflejaria en un aporte de carbono para otros niveles tréficos.

Sin tomar en cuenta estos escenarios tedricos, los argumentos antes desarrollados
permiten establecer que ninguna de las cuatro especies aisladas son las de mayor
contribucién en términos del total de la biomasa fitoplanctonica, independiente de que se
encuentren como las mas abundantes en las muestras. Esto abre nuevas incognitas, ya que
entonces se desconoce quién contribuye en mayor cantidad con la produccion primaria. Lo
mas probable, es que los dinoflagelados sean los responsables, aunque tampoco se puede
dejar de lado a algunas diatomeas con alto contenido celular, una tarea que sera resuelta
hasta completar el catdlogo con estimaciones de la biomasa de la comunidad

fitoplanctonica.
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CONCLUSIONES

La diferencia de los contenidos celulares de clorofila-a (pgCl-a/cel) entre las
especies estudiadas (Thalassiosira hispida 6.9784, Pseudo-nitzschia spp.
0.6968, Cylindrotheca closterium 0.9445 y Skeletonema costatum 1.13815)
indica que, aunque dichas especies sean cuantitativamente dominantes dentro de

la comunidad fitoplanctonica, no son las dominantes en términos de biomasa.

La presencia de FANs de baja biomasa provocado por Pseudo-nitzschia spp. en
el PNSAV sugiere que en un futuro, los florecimientos pueden ser mas
constantes y con mayor cantidad de materia organica, como se ha observado en

otras partes del mundo que también soportan una alta influencia antropogeénica.

La baja biomasa de las especies aisladas en el PNSAV indica una posible
relacion con la temperatura ambiental, ya que las mismas especies en sitios

templados o frios tienen una mayor biomasa.

Se comprueba que la medicion del biovolumen es un método inexacto para
estimar la biomasa de especies fitoplanctonicas, ya que obtiene valores por
arriba y por debajo de los valores reales del contenido de carbono, este rango se

ubica entre 2 y 60% en las especies estudiadas.

Para estudios donde se requiera conocer las dimensiones celulares, es preferible
trabajar con las células vivas, ya que el Lugol modifica significativamente el
tamafo de las diatomeas por lo menos en el caso de Cylindrotheca closterium

(disminuye 25%) y Pseudo-nitzschia spp. (aumenta 60%).

El presente estudio ofrece dos ecuaciones con las correcciones para las especies
de la zona, por lo que si se cuenta con valores de biovolumen de células vivas,
se sugiere utilizar la formula pgCl/cel=-1.5567+0.1428(BV), y si los datos
proceden de células fijadas con Lugol, utilizar la formula pgClcel=-
5.0126+0.1644(BV); el biovolumen como indicador de la biomasa debe ser

utilizado con cautela.
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7. Las caracteristicas de los organismos en el cultivo de Pseudo-nitzschia spp.
extraido del PNSAV sugieren que en la zona de estudio podrian existir mas
especies que las registradas a la fecha, en particular la diatomea toxica Pseudo-

nitzschia galaxiae.

8. El nuevo registro de Thalassiosira hispida para el Golfo de México indica que la

especie tolera el ambiente tropical.

9. Thalassiosira hispida por su contribucion calculada en la produccion primaria
en un FAN provocaria un evento de alta biomasa; una abundancia de 1 000
cel/ml equivale a 6.9784 mgCl-a/m®.
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