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Resumen de la tesis que presenta José Rigel Castafieda Quezada como requisito parcial para la
obtencién del grado de Doctor en Ciencias en Ecologia Marina.

Identificacion y distribucion de quistes de reposo de Gymnodinium catenatum Graham en
sedimentos superficiales de la parte norte del Golfo de California

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Asuncion Lago Lestdn Dr. Ernesto Garcia Mendoza
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La diversidad, abundancia y distribucion geografica de los quistes de dinoflagelados en sedimentos
recientes sirven como bioindicadores de las condiciones ambientales y la productividad de regiones
especificas. Este estudio describe ensamblajes de quistes de dinoflagelados de 53 muestras de sedimentos
superficiales del norte del golfo de California (nGC) obtenidas en julio de 2016 y febrero de 2017. Se
identificaron 47 especies de los érdenes: Gymnodiniales (6), Gonyaulacales (23) y Peridiniales (18). Diez
de estas especies son potencialmente productoras de toxinas. La concentracidn total de quistes en todas
las muestras fue de 3481 quistes/g en 2016 y 4223 quistes/g en 2017. La mayor abundancia de
Gymnodiniales esta relacionada probablemente a las condiciones de temperatura y salinidad del nGC. El
aumento en el total de quistes registrados en 2017 se relaciond con un florecimiento algal nocivo (FAN)
de Gymnodinium catenatum. Al nGC se han registrado FAN recurrentes de G. catenatum. Sin embargo, no
se habia investigado la presencia de quistes en reposo y el efecto de la hidrodinamica sobre su distribucion
en la regidén. Por esto, se evalud la abundancia y distribucién de quistes en sedimentos superficiales y su
relacion con la circulacién local. Ademas, se implementé un modelo oceanico numérico para caracterizar
el transporte y reubicacion de quistes y sedimentos en la regidén. Los quistes de G. catenatum se
distribuyeron heterogéneamente con algunas areas de alta acumulacion (hasta 158 quistes/gy 27 % del
total de quistes registrados). El transporte de los quistes parece ser en direccidon oeste a este después de
la deposicion. Por lo tanto, existen areas extensas de acumulacién de quistes que representan
probablemente el semillero relacionado con el inicio de los FAN en la regiéon. El nGC es un drea de retencidn
de quistes (y sedimentos) que permiten la formacion de semilleros que podrian ser importantes para el
desarrollo de FAN de G. catenatum. Los resultados proporcionan informacidn clave para comprender la
ecologia de G. catenatum vy, especificamente, para comprender la distribucién geografica y temporal de
los FAN al nGC. Ademads de la identificacidn y cuantificacién por microscopia, se estandarizaron protocolos
de extraccién de acidos nucleicos a partir células vegetativas y quistes de G. catenatum en sedimentos,
identificando molecularmente dos regiones del DNA ribosomal: LSU D1-D2 e ITS1-5.85-ITS mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y su posterior secuenciacién. El protocolo de PCR establecido
permite su deteccidn e identificacién en los sedimentos en apenas unas horas. Ademas de una deteccién
inequivoca de la especie, se incrementa el nimero de muestras que se pueden procesar. Los datos
obtenidos permiten ubicar concentraciones altas de quistes de especies nocivas en sedimentos que
representen posibles dreas semillero para futuros FAN, estableciendo relaciones que permiten acercarse
a una mejor comprension de la dindmica generadora de los FAN al nGC.

Palabras clave: Quistes de dinoflagelados, Semilleros, FAN, Reubicacién de quistes, PSP



Abstract of the thesis presented by José Rigel Castafieda Quezada as a partial requirement to
obtain the Doctor of Science degree in Marine Ecology.

Identification and distribution of resting cysts of Gymnodinium catenatum Graham in surface
sediments of the northern Gulf of California.

Abstract approved by:

Dra. Maria Asuncion Lago Lestdn Dr. Ernesto Garcia Mendoza
Codirectora de tesis Codirector de tesis

The diversity, abundance, and geographic distribution of dinoflagellate cysts in recent sediments serve as
bioindicators of environmental conditions and productivity in specific regions. This study describes
dinoflagellate cyst assemblages from 53 surface sediment samples from the northern Gulf of California
(nGC) obtained in July 2016 and February 2017. Forty-seven species from three orders were identified:
Gymnodinial (6), Gonyaulacal (23), and Peridinial (18). Ten species are potentially toxin-producers. The
total cyst concentration in all samples was 3481 cysts/g in 2016 and 4223 cysts/g in 2017. The higher
abundance of Gymnodiniales is probably related to local sea surface temperature and salinity in the nGC.
The increase in total cysts in 2017 abundance was related to a harmful algal bloom (HAB) of Gymnodinium
catenatum. Recurrent HABs of G. catenatum have been recorded at nGC. However, the presence of resting
cysts and the effect of hydrodynamics on their distribution in the region have not been investigated.
Therefore, the abundance and distribution of cysts and their relationship with local circulation in surface
sediments were evaluated. In addition, a numerical ocean model was implemented to characterize the
transport and relocation of cysts and sediments in the region. G. catenatum cysts were heterogeneously
distributed with some areas of high accumulation (up to 158 cysts/g and 27 % of the total cysts recorded).
Cysts appear to be transported in a west-to-east direction after deposition and accumulated in an
extensive area that is probably the seedbed responsible for the initiation of HAB in the region. The nGC is
an area of cyst (and sediment) retention that allows for the formation of seedbeds that could be important
for the development of HAB of G. catenatum. The results provide key information for understanding the
ecology of G. catenatum and, specifically, for understanding the geographic and temporal distribution of
HABs to the nGC. In addition, to identification and quantification by microscopy, nucleic acid extraction
protocols were standardized from vegetative cells and cysts of G. catenatum in sediments. Two ribosomal
DNA regions were molecularly identified: LSU D1-D2 and ITS1-5.8S-ITS of G. catenatum by polymerase
chain reaction (PCR) and subsequent sequencing. The established PCR protocol allows detection and
identification in sediments in just a few hours. In addition to an unequivocal detection of the species, the
number of samples that can be processed is increased. The data obtained allow locating high
concentrations of cysts of harmful species in sediments that represent possible seedbed for future HABs,
establishing relationships to better understanding of the dynamics generating HABs to the nGC.

Keywords: Dinoflagellate cysts, Seedbeds, HAB, Relocation of cysts, PSP.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Introduccion

Se han descrito aproximadamente 2300 especies de dinoflagelados marinos (Gémez, 2012a; 2012b), y
algunos presentan un ciclo de vida complejo con estadios plancténicos méviles y bentdnicos sésiles. Estas
especies producen quistes temporales delgados y quistes hipnocigéticos gruesos y resistentes (Bravo y
Figueroa, 2014). Aproximadamente 96 especies producen quistes resistentes, que representan
aproximadamente del 6 al 11% de todas las especies de dinoflagelados marinos (Zonneveld y Pospelova,
2015). Los quistes resistentes se depositan en el lecho marino formando parte de los sedimentos, donde
pueden permanecer inactivos y viables hasta 100 afios (Lundholm et al., 2011; Kremp et al., 2018). Una
vez en el sedimento, pueden conservarse durante millones de aflos como fésiles y son de gran importancia
(Evitt, 1985; Fensome et al., 1996) pues permiten inferir climas y condiciones ambientales pasadas (Radiy

de Vernal, 2008; Van Nieuwenhove et al., 2020).

Los quistes también sirven como reservorio genético (Jones y Lennon, 2010), aislando las poblaciones de
dinoflagelados en regiones especificas. Por lo tanto, los quistes en sedimentos marinos superficiales
(recientes) pueden representar el indculo para la proliferacién de algunos dinoflagelados (Anderson y Wall
1978, Heaney et al. 1983, Rengefors y Anderson, 1998). La abundancia de quistes en los sedimentos aporta
informacién crucial para comprender y predecir la proliferacién de algas nocivas (Erdner et al., 2010). Se
han registrado altos valores de produccidn de quistes después de la proliferacidon de células planctdnicas
(Matsuoka y Fukuyo 1994; Pefia-Manjarrez et al., 2001; Morquecho et al., 2012; Liu et al., 2020). Ademas,
en areas donde la productividad primaria es alta, la concentracién de quistes de dinoflagelados también
es alta (Sprangers et al., 2004), por lo que, es razonable asumir que existe una relacion directa entre la
abundancia de células vegetativas en la columna de agua y la concentracién de quistes en el sedimento
(de Vernal et al.,, 2020). La diversidad y abundancia de quistes en sedimentos recientes reflejan la
productividad de regiones especificas, y los ensamblajes de quistes de dinoflagelados en sedimentos
modernos estdn relacionados con factores fisicos, quimicos, bioldgicos, hidrodinamicos locales y
ambientales sedimentarios (Zonneveld et al., 2013). El estudio de estos registros permite caracterizar
eventos regionales y condiciones ambientales locales, asi como afinidades ecoldgicas proporcionando
informacion sobre las posibles causas y los riesgos potenciales del desarrollo de la proliferacién de algas
(Anderson et al., 2012). Por tanto, los quistes modernos sirven como bioindicadores, su distribucién
geografica esta relacionada con las condiciones ambientales de su ubicacidén y ademas sirven para

reconstruir ambientes pasados con base en su registro fésil.
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Ademads de las condiciones ambientales, los factores biolégicos como la depredacidn son importantes para
controlar la abundancia de fitoplancton (entre ellos dinoflagelados). Particularmente, los copépodos
juegan un papel importante en la estructura tréfica del océano. Estos crustdceos muestran un sesgo
selectivo en sus dietas, siendo las diatomeas la principal fuente de lipidos durante las condiciones de
surgencia y los ciliados y dinoflagelados en ambientes mas oligotréficos (Saiz y Calbet, 2011). Los huevos
de copépodos también se encuentran en los sedimentos y su abundancia estd relacionada con la presencia
de estos organismos en la columna de agua, lo que refleja la productividad secundaria de una region. En
el golfo de California, los huevos de copépodos pueden ser los palinomorfos mds abundantes en los
sedimentos superficiales (Martinez-Hernandez y Hernandez-Campos, 1991), y se han reportado como
abundantes en la cuenca Pescadero desde al menos 1483 (Flores-Trujillo, 2009), y en cuenca Magdalena
de 1811 a 1907 (Lépez-Veldzquez et al., 2019). La abundancia de huevos de copépodos en estos dos
lugares muestra una correlacion directa con los ensamblajes de quistes de dinoflagelados (Flores-Trujillo,

2009; Lopez-Veldzquez et al., 2019).

1.1.1 Ensamblajes de quistes de reposo de dinoflagelados en el norte del golfo de California

El golfo de California (GC) es un mar cerrado de alta productividad, subtropical, y con mas de 1200 km de
longitud. Al sur, relieves submarinos con trincheras abisales (> 3 km de profundidad). En contraste, su
parte norte poco profunda presenta diversos ecosistemas. Los quistes de dinoflagelados en muestras de
sedimentos recientes del GC se han caracterizado principalmente en la parte sur del sistema. Martinez-
Hernandez y Hernandez-Campos (1991) informaron que se observaron 31 especies de quistes de
dinoflagelados en muestras recolectadas en 1982 con taxones heterétrofos como los palinomorfos
marinos mds abundantes, asi mismo, los autores también documentaron huevos de copépodos. Ademas,
en el sur del GC, las muestras de superficie de la costa de Mazatlan (CMZ, Fig.1) presentaron 34 especies
registradas, los ensamblajes estuvieron dominados por Brigantedinium spp., Echinidinium spp. vy
Bitectatodinium spongium (Limoges et al.2010). Brigantedinium spp. y Bitectatodinium spongium también
fueron dominantes en muestras de sedimentos superficiales de Bahia de La Paz en la parte suroeste del
GC (BLP, Fig. 1, Limoges, et al. 2010). En el sureste del GC, en la cuenca Pescadero, los ensamblajes
palinoldgicos de dos nucleos (registro estratigrafico de 1483 a 1994) contenia 22 especies de quistes
dinoflagelados, con predominio de Brigantedinium spp. y Bitectatodinium spongium y abundantes huevos
de copépodos (Flores-Trujillo et al., 2009). Los sedimentos laminados de la cuenca Pescadero (CPS, Fig.1)

representan la sedimentacion de 1959 a 2009 y contienen 41 especies de quistes de dinoflagelados,
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dominados por Brigantedinium spp., Bitectatodinium spongium y G. catenatum (Dugue-Herrera et al.,

2020).

30°N

25°N

120°W 115W 110°'W
Figura 1. Mapa de ubicacién del drea de estudio en el norte del golfo de California (nGC). CPS = Cuenca Pescadero;
CMZ = costa de Mazatlan; BLP = Bahia de La Paz; BCN = Bahia Concepcidn; y CDL = Cuenca Delfin.

En el lado occidental del GC, Morquecho y Lechuga-Devéze (2003) reportaron 25 tipos de quistes de
reposo dominados por taxones autdtrofos en Bahia Concepcidén (BCN, Fig. 1). Los quistes calcareos
Thoracosphaerales y Scrippsiella trochoidea (30-70%) y los quistes organicos de Lingulodinium polyedrum
(13-44%) dominaron las asociaciones de esta ubicacion (Morquecho y Lechuga-Devéze. 2003). Mas cerca

de nuestra area de estudio, aunque todavia fuera de ella, en la cuenca Delfin (CDL; Fig. 1), las muestras
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superficiales de la parte norte del GC (Pospelova et al., 2008) contenian 38 especies de quistes de
dinoflagelados. La alta productividad anual en esta area explica la alta proporcion de quistes heterétrofos

en sus ensamblajes.

No existe homogeneidad en los ensamblajes de quistes en sedimentos recientes de la parte sur del GC, y
se reporta la presencia de diferentes taxones. Ademas, no existe informacion sobre ensamblajes en la
parte norte del GC (nGC), siendo esta region de las mas altas en productividad primaria de todo el GC
(Zeitzschel, 1969; Douglas et al., 2007; Rodriguez-lbafiez et al., 2013), con concentraciones medias anuales
de Clorofila-a superiores a 1.7 mg m (Ulate et al., 2016). Mas importante aun, se han documentado
florecimientos de algas nocivas (FAN) recurrentes en la region desde 2015, que se repitieron en 2017 y
causaron mortalidades masivas de mamiferos y aves marinas, intoxicacidn a personas, e impactondo la
pesqueria de la almeja Panopea globosa (Medina-Elizalde et al., 2018). Solo existe un estudio ha
caracterizado quistes en sedimentos recientes de la cuenca Delfin, ubicada en la parte sur de la region,
donde reportaron 38 especies de quistes de dinoflagelados, y una alta proporcién de ensamblajes de
quistes heterotrdéficos que probablemente estuba relacionada con la alta productividad anual en el area

(Pospelova et al., 2008).

1.1.2 Quistes de reposo de Gymnodinium catenatum y su relacion con los florecimientos algales
nocivos al norte del golfo de California

Noventa y cinco (65%) taxones de las aproximadamente 147 especies de microalgas marinas asociadas
con FAN son dinoflagelados y representan aproximadamente el 49% de las casi 80 especies identificadas
como productoras de toxinas (Pefia et al.,, 2016). Entre las diferentes toxinas producidas por los
dinoflagelados, las toxinas paralizantes (PST - Paralytic Shellfish Toxins) son de gran preocupacién, ya que
estos metabolitos pueden causar mortalidad masiva de organismos marinos y se transfieren a través de la

cadena alimentaria a los humanos, lo que representa un riesgo para la salud publica.

Los PST son un grupo de al menos 50 alcaloides neurotdxicos solubles en agua andlogos a la saxitoxina que
son responsables de la intoxicacidn paralizante por consumo de mariscos (PSP - Paralytic Shellfish
Poisoning) en humanos (Wiese et al., 2010). En el océano, los PST son producidos por Gymnodinium
catenatum, Pyrodinium bahamense y diferentes especies del género Alexandrium (Band-Schmidt et al.,
2005; Penna et al., 2015), asociandose algunos eventos de muertes humanas con las PST producidas por

G. catenatum (37 intoxicadas y 3 muertes) y P. bahamense (476 intoxicadas y 18 muertes) (Band-Schmidt
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et al., 2019). Gymnodinium catenatum fue descrita como una nueva especie por Graham (1943) a partir
de muestras recolectadas durante un crucero realizado en el GC en 1939. Esta especie se hizo notoria
después de un importante brote de PSP ocurrido en 1979 en la costa de Sinaloa, México cuando 18
personas fueron intoxicadas y tres murieron después de consumir bivalvos contaminados con PST (Mee et
al., 1986). Después de este evento, se han registrado varias proliferaciones de G. catenatum a lo largo de
la costa del Pacifico mexicano y en el GC pero solo en algunas de ellas se ha documentado un impacto

negativo (Lopez-Cortés et al., 2016; Medina-Elizalde et al., 2018; Band-Schmidt et al., 2019).

Los FAN ocasionados por G. catenatum son un problema recurrente en el nGC. La presencia de PST en esta
regidn afecta la pesca, la vida silvestre y ha impactado la salud publica. En 2010, se implementé la primera
prohibicidn sanitaria en el nGC, cuando las concentraciones de PST en Panopea globosa superaron el limite
reglamentario de 800 ug STXeq kg (COFEPRIS, 2015). En los afios siguientes no se implementaron
prohibiciones, pero en enero de 2015, las concentraciones de PST en P. globosa alcanzaron hasta 16740
ng STXeq kgt y se prohibid la extraccidon de estos organismos por aproximadamente 8 meses (Medina-
Elizalde et al., 2018). La acumulacién de PST en P. globosa se asocié con un FAN de G. catenatum que
también causé mortalidad masiva de mamiferos y aves marinas en la region de San Felipe (Medina-
Elizalde, 2021). Mdas importante aln, cinco personas se intoxicaron en Bahia de Los Angeles después del
consumo de almejas no identificadas y contaminadas con PST (COFEPRIS, 2015). Después de 2015, los FAN
se han producido todos los afios excepto en 2016 y han causado pérdidas econdmicas sustanciales debido

a la prohibicién de la extraccién de bivalvos en la regién (Medina-Elizalde, 2021).

Aln se desconoce lo que ocasiona el aumento de la frecuencia de apariciéon de FAN de G. catenatum en el
nGC. Pero deben existir condiciones ambientales adecuadas para la proliferacion celular, y también se
necesita una poblacidn autdctona para el desarrollo del FAN de G. catenatum. La generacién de quistes
temporales y de resistencia es una estrategia para hacer frente a condiciones adversas y facilita la
dispersion de G. catenatum (Dale, 1983). Los quistes juegan una funcién critica en la reproduccién de esta
especie y de otros dinoflagelados (Figueroa y Bravo, 2005). La formacién de proliferaciones autdctonas y
aléctonas de G. catenatum se asocia con la ubicacion de los lechos de quistes en relacion con el lugar
donde se produce el crecimiento vegetativo (Hallegraeff et al., 2012). En el primer caso, los semilleros con
altas concentraciones de quistes estan presentes en la misma regidn (Tahvanainen et al., 2012) donde
ocurre la proliferacién de dinoflagelados, como en el caso de Tasmania. En las proliferaciones aléctonas,
la abundancia de quistes de G. catenatum en sedimentos superficiales es insuficiente para la generacién
de FAN locales y los semilleros se encuentran en areas cercanas donde ocurre el exquistamiento

(Hallegraeff et al., 2012). Por ejemplo, las células vegetativas proliferan en mar abierto y son transportadas
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hacia la costa. Este tipo de FAN se da en la zona costera de la Peninsula Ibérica, concretamente en las Rias

Bajas de Galicia (Figueroa et al., 2008).

La germinacion de los quistes sirve como indculo para la proliferacion de algunos dinoflagelados, vy la
abundancia de quistes en los sedimentos representa informacién crucial para comprender y posiblemente
predecir los FAN (Erdner et al., 2010). Por ejemplo, los FAN recurrentes de Alexandrium catenella en el
golfo de Maine estdn estrechamente relacionadas con los semilleros de quistes locales, y la resuspension
por corrientes y oleaje juega un papel fundamental en la redistribucién de quistes (Butman et al., 2014).
El estrés fisico y la capacidad de erosidn del sedimento estan relacionados con la liberacién y movilizacién
de quistes. Por tanto, la distribucion de los quistes esta estrechamiente relacionada con las caracteristicas
fisicas de los sedimentos y la hidrodindmica de la regidn (Butman et al., 2014). Ademas, los quistes pueden
comportarse como sedimentos finos ya que hay una gran abundancia de quistes en areas donde domina

este tipo de sedimentos (Anderson et al., 2005; Horner et al., 2011; Triki et al., 2017).

1.1.3 Identificacion molecular de Gymnodinium catenatum en quistes de sedimentos y células
vegetativas al norte del golfo de California

El método tradicional para la deteccidn y conteo de dinoflagelados en fase de quiste de reposo y célula
movil es mediante microscopia de luz. Para la correcta identificacién de las especies es necesario conocer
las caracteristicas morfoldgicas en las diferentes fases fisioldgicas de la especie. Ademads, este proceso de
identificacion de las muestras consume una gran cantidad de tiempo en el diagndstico. Recientemente se
han venidointroducioendo técnicas de identificacion molecular para evaluar aspectos filogenéticos,
taxondmicos y toxicoldgicos, para la deteccidn de especies formadoras de FAN. A través del uso de las
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, se han identificado los genes de la biosintesis de
saxitoxina en varias especies de dinoflagelados, incluyendo representantes de los tres géneros

productores de toxinas de tipo paralizante (Alexandrium, Pyrodinium, Gymnodinium).

El gen sxtA codifica la enzima que inicia la via de biosintesis de saxitoxina en productores de PSTs como,
Alexandrium. fundyense, A. minutum, A. catenella, A. fundyense, A. tameranse y Gymnodinium catenatum
(Stiken et al., 2011; Orr et al.,, 2013). Este gen estd formado por cuatro dominios cataliticos: la
metiltransferasa (sxtA1), el dominio GNAT (sxtA2), un portador de acilo proteina (sxtA3) y una
aminotransferasa de clase Il (sxtA4) (Kellmann et al., 2008; Akbar et al., 2020). El dominio sxtA4 esta

presente en varias especies del género Alexandrium spp., G. catenatum y P. bahamense (Stiiken et al.,
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2011; Murray et al.,, 2015; Wang etal., 2020), incluso se ha reportado de manera exclusiva en los
dinoflagelados productores de saxitoxina (Orr et al., 2013; Murray et al., 2015). A pesar de que se ha
demostrado que esta involucrado en la produccién de toxinas (Savela et al., 2016), actualmente, el papel
del dominio sxtA4 no estd claro, pero algunos resultados sugieren que se encuentra implicado en la
regulacién para la produccidon de toxinas (Wiese et al.,, 2014; Akbar et al.,, 2018), y los procesos
transcripcionales en dinoflagelados (Hackett et al., 2013). Asi mismo, se ha identificado el dominio sxtA1
y dominio sxtA4 en cepas de G. catenatum mexicanas, asi como el nimero de copias de cada gen

(Mendoza-Flores et al., 2018).

La identificacidon a nivel de especie de diferentes dinoflagelados también se ha llevado a cabo por métodos
moleculares (Murray et al., 2011; Cusick y Sayler, 2013; Stiiken et al., 2013; Penna et al., 2015). Para
Gymnodinium catenatum se han empleado aproximaciones moleculares para su clasificacion filogenética
(Adachi et al., 1997; Bolch et al., 1999; Daugbjerg et al., 2000), principalmente recurriendo a fragmentos
de la subunidad menor (SSU — Small subunit), la subunidad mayor (LSU - Large subunit), e ITS (ITS - Internal
transcribed spacer) del acido desoxirribonucleico ribosomal nuclear (rDNA — Nuclear ribosomal
deoxyribonucleic acid). Asi como en el analisis de diversidad de cepas aisladas de las costas de Portugal
(Silva et al., 2015). En este estudio encontraron que en la regién D1-D2 de la subunidad mayor (LSU) del
rDNA no presentd diferencias con cepas de G. catenatum provenientes de Espafa, Argelia, China y
Australia, asi mismo, reportaron diferencias en la regién ITS del rDNA, recomendando el uso de estas
regiones como herramientas eficaces para caracterizar la distribucidn geografica de la especie (Silva et al.,
2015). También se ha reportado la identificaciéon de polimorfismos de un solo nucledtido (SNP- Single
nucleotide polymorphisms) que permitid la separacién de cepas de Australia y Nueva Zelanda (Bolch y
Salas, 2007), y la comparacion del LSU e ITS de diferentes cepas en la regién de Galicia y Andalucia en

Espafia (Ordas et al., 2004).

En México, se caracterizd la LSU del rDNA en cepas de G. catenatum de Bahia Concepcidn, Baja California
Sur, y fue comparada con secuencias de cepas de Singapur, Japén, Portugal, Korea, China, Espafia, entre
otras, reportando un polimorfismo de base Unica en las cepas del golfo de California (Band-Schmidt et al.,
2008). Pese a los esfuerzos para clasificar los linajes de los dinoflagelados por sus caracteristicas
morfoldgicas, su alta diversidad ha limitado el establecimiento de las interrelaciones de algunos linajes
(Hoppenrath et al., 2009). Los estudios que usan técnicas moleculares como PCR y secuenciacion dirigida
nos brindan informacién taxonédmica que no es posible obtener mediante técnicas de analisis morfolégico

y evitan la necesidad de cultivarlos (Hill et al.,, 2000), lo que permite invertir menos tiempo en su
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identificacion. Por ejemplo, en el género Gymnodinium estas técnicas han permitido evaluar su

variabilidad genética.

1.1.4 Caracteristicas del norte del golfo de California (nGC)

El golfo de California se ha dividido en cuatro zonas segln sus condiciones oceanogréficas, fisicas y
bioldgicas (Espinosa-Carreén y Valdez-Holguin, 2007). El presente estudio se realizd en la zona poco
profunda (~ 200 m) del norte del golfo de California (nGC) y la parte mas al norte y menor profundidad (~
30 m) denominada el alto golfo de California (aGC; Fig. 1). El nGC presenta una estacionalidad muy definida
en agosto y septiembre con temperaturas en la superficie del mar que alcanzan los 31-32 °C, mientras que
en enero y febrero las temperaturas bajan hasta los 15-17 °C (Ramirez-Ledn et al., 2015). Especificamente,
el aGC se describe como un estuario inverso (Lavin et al., 1998) con una tasa de evaporacién de 0.8 m a!
(Montes et al., 2016). La salinidad aumenta desde 35.4 en areas abiertas hasta 39 en las partes someras,
debido a las escasas precipitaciones anuales y las condiciones estuarinas inversas (Alvarez-Borrego et al.,
1975; Lavin et al., 1998). Las corrientes registradas alcanzan el 1 m s con rangos de marea de hasta 6 m
(Argote et al., 1995). Los vientos soplan en direccidén noroeste de julio a octubre, y el aire frio y seco sopla
en direccidn sureste entre diciembre y mayo con velocidades de hasta 8 a 12 m s enfriando las aguas

superficiales del golfo (Bray y Robles, 1991).

La amplitud de la marea aumenta en el aGC y el flujo se acumula debido al estrechamiento y el
hundimiento del lecho marino, lo que aumenta el rango maximo de la marea en aproximadamente 10 m
(Stock, 1976 en Brusca et al., 2017). En el nGC la circulacion superficial presenta un giro ciclénico durante
el verano (junio a septiembre) mientras que un giro anticicldnico débil ocurre de noviembre a marzo (Lavin

et al., 1997; Beier y Ripa, 1999; Palacios-Hernandez et al., 2002).

1.2 Justificacion

La abundancia de quistes en los sedimentos parece ser un factor determinante para el desarrollo de los
florecimientos algales (Stock et al., 2005; He et al., 2008). La informacién sobre la distribucion y abundancia
de quistes en los sedimentos es fundamental para conocer la ecologia y la dindmica de dinoflagelados, y
con ello identificar las condiciones oceanograficas y ambientales que influyen en las diferentes fases del

ciclo de vida de los organismos. De esta manera, conociendo la distribucion espacial y concentracion de
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quistes, y relacionando los factores oceanograficos y ecolégicos que pueden intervenir en su resuspension
y germinacién, es posible una mejor comprensién de los factores que establecen la dindamica y mecanismos

de los FAN al norte del golfo de California.

La recurrencia de los FAN en los Ultimos afios al nGC, es un problema emergente de gran impacto en esta
region, por lo que es necesario ubicar las zonas de acumulacién de quistes y relacionarlas con la formacién
de estos fendmenos. Asimismo, diferentes estudios denotan la importancia de los quistes de resistencia
como semilleros poblacionales en los florecimientos de los dinoflagelados Alexandrium spp., y
Gymnodinium catenatum (Anderson, 1984, 1989; Hallegraeff, 1993; Villanoy et al., 1996; McGillicuddy et
al., 2003). A pesar de ello, no esta claro el papel ecolégico de esta fase sobre sobre la presencia de las

células vegetativas en el medio.

Actualmente tampoco se conoce que proporcidon de abundancias celulares detectadas durante un FAN
estan asociadas solamente al crecimiento in situ, la acumulacién fisica o aporte de células vegetativas a
través de los quistes. Por ejemplo, se han reportado variaciones en los florecimientos de P. bahamense
tanto horizontal como verticalmente sin encontrar algin patréon en el mecanismo de inicio y
mantenimiento de los FAN de esta especie (Usup et al., 2012). Por lo tanto, conocer la distribucion espacial
de los quistes en sedimentos apoyaria la generacién de modelos de prediccién en la dindmica de los FAN

(McGillicuddy et al., 2005; Stock et al., 2005).

Por otro lado, la deteccidn y cuantificacién de especies formadoras de FAN se realiza comUnmente
mediante la observacion directa de células, vivas o fijadas, con microscopia de luz. El diagndstico mediante
esta técnica requiere de entrenamiento muy especializado, es tardado y se considera de baja resolucion
debido a la complejidad de la identificacion taxondmica al microscopio, lo que genera controversia al

momento de la identificacidn y la clasificacién de especies téxicas de un mismo género.

La implementacion de técnicas moleculares para la identificacion taxondmica mediante PCR aunado a la
secuenciacién de genes taxondmicamente informativos, como los de regiones gendmicas nucleares (SSU,
LSU) o mitocondriales (COI, COIl, Cytb), posibilita una clasificacion rdpida y precisa de dinoflagelados
formadores de FAN, asi como su anélisis filogenético y/o filogeografico (Daugbjerg et al., 2000; Onda et
al., 2013). Por lo tanto, resulta pertinente el uso de estas técnicas moleculares en muestras ambientales
de sedimentos y células vegetativas. Esto es particularmente importante en quistes, ya que apenas se
pueden diferenciar morfolégicamente aquellos de especies productoras y no productoras de toxinas del

género Gymnodinium. Por lo tanto, las aproximaciones moleculares contribuyen también a mejorar la
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resolucidn entre especies cripticas a nivel de quiste (Daugbjerg et al. 2000; Erdner et al. 2010; Kim et al.,
2016; Johansson et al., 2016), permitiendo caracterizar la distribucion de quistes téxicos en sedimentos

del nGC, que puedan representar areas semillero para futuros FAN.

En el presente trabajo se implementé el uso de herramientas moleculares para la caracterizacién de
quistes de G. catenatum en sedimentos, y evaluar las diferencias en las secuencias obtenidas. Se
secuenciaron dos regiones del DNA ribosomal: LSU D1-D2 e ITS1-5.8S-ITS (Patil et al., 2005; Silva et al.,
2015) y el dominio 4 del gen sxtA (Stiiken et al., 2013), de la especie toxica G. catenatum (Graham)
procedente del nGC. Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias disponibles en las bases de
datos. Se sabe que las regiones LSU e ITS del DNA ribosomal permiten caracterizar la distribucion
geografica de la especie, ya que, en un estudio previo el ITS presenté diferencias entre distintas cepas de

Espafia, Argelia, China y Australia (Silva et al., 2015).

Asi mismo se describe la abundancia, diversidad y distribucién espacial de los quistes de dinoflagelados y
los huevos de copépodos en el nGC, para comprender cémo un entorno dindmico altamente productivo
se refleja en el ensamblaje de quistes que forman especies de dinoflagelados, y especialmente como esto
se vio afectado por un extenso FAN ocurrido en la regién en 2017. Las proliferaciones aparecen en un
periodo bien definido de diciembre/enero a abril/marzo (Ramirez Castillo, 2020) y probablemente estén
asociadas a semilleros de quistes presentes en esta region. Sin embargo, no hay informacion sobre la
presencia de quistes en reposo de G. catenatum y el efecto de la hidrodinamica (circulacién) sobre su
distribucion en el nGC. Por lo tanto, evaluamos la abundancia de quistes en los sedimentos superficiales
durante dos periodos que coincidieron con una condicién anual sin proliferacion (julio de 2016) y
posteriormente un FAN registrado en el nGC que ocurrié en enero de 2017. La distribucién de los quistes
se relaciond con con la circulacidn local, se caracterizé el transporte y reubicacidn de quistes junto a los

sedimentos finos en la region.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Describir la abundancia, diversidad y distribucion geografica de los quistes de dinoflagelados en el nGC,
evaluando como el entorno hidrodinamico altamente productivo se refleja en el ensamblaje de quistes
gue forman especies de dinoflagelados, y especialmente cémo la distribucidn y abundancia de quistes de

Gymnodinium catenatum es determinante para el inicio y manteniendo de los FAN en esta regién.

Objetivos especificos:

e Identificar y caracterizar la distribucion geografica de los quistes de dinoflagelados en muestras

de sedimentos superficiales del norte del golfo de California.

e I|dentificar, caracterizar la distribucién geografica y representacion de quistes de Gymnodinium
catenatum en los ensamblajes en un afo sin proliferacion (julio de 2016), y después de un FAN

registrado en el nGC en enero de 2017.

e Relacionar la distribucidn de los quistes de Gymnodinium catenatum con la circulacién del nGC.

e Establecerlarelacién quiste-célula vegetativa de quistes de Gymnodinium catenatum encontrados

en sedimentos del nGC.

e |dentificacién molecular de Gymnodinium catenatum en fase de quiste y célula vegetativa, para

establecer un morfotipo molecularmente identificado.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1 Colecta de muestras

Se recolectaron muestras de sedimentos superficiales (n = 53) durante dos campafias oceanograficas
(2016, 2017) a bordo del Buque de Investigacion Tecolutla de la Armada de México. En 2016, se colectd
un conjunto de 25 muestras del 19 al 27 de julio. En la segunda campania realizada del 23 al 28 de febrero
de 2017, se recolectaron un total de 28 muestras. Este segundo periodo de muestreo tuvo lugar después
de uno de los FAN mas importantes de esta regién. Las estaciones de muestreo se ubicaron entre los 30 -
32°Ny112-115°0, a profundidades de entre los 3 a 168 m (Fig. 2). Las muestras de sedimento se tomaron
usando un Mini Multi-Corer MC-200-4 de Ocean Instruments, Inc., que contiene cuatro tubos para
muestras de 6.25 cm x 32.5 cm con penetracidon efectiva de 20 cm. Cada muestra de sedimento se

almacené en recipientes herméticos en oscuridad a 4 °C hasta su analisis en laboratorio.

32°N

Profundidad

(m)

-5
—J -10
- =20
- =30

31.5'N

31°N

30.5'N

30N

115°'W 114.5'W 114°W 113.5°'W
Figura 2. Norte (nGC) y alto golfo de California (aGC), y recoleccién de muestras durante julio de 2016 (puntos rojos;
n = 25) y febrero de 2017 (puntos negros; n = 28). La linea roja discontinua indica el drea de extraccidn de Panopea
globosa.
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2.2 Ensamblajes de quistes de reposo de dinoflagelados en el norte del Golfo de
California

2.2.1 Andlisis palinolégico

Submuestras de sedimentos se liofilizaron y procesaron mediante la técnica de extraccion de palinomorfos
modificada de Wood et al. (1996). Esta técnica consiste en lavar 10 g de muestra de sedimento liofilizado
con detergente y agregar una tableta de Lycopodium clavatum (Lote: 124961 = 12542 + 931 esporas por
tableta; Universidad de Lund, Suecia) para estimar la concentracion de quistes recuperados por gramo de
sedimento (quiste/g) (Maher, 1981; Mertens et al., 2009; 2012). Los elementos de carbonato y silicatos se
eliminaron con 4cido clorhidrico y acido fluorhidrico, respectivamente. Después de este tratamiento, se
afiadié politungstato de sodio (densidad = 2) para separar la materia orgdnica e inorganica y se tamizd
para aislar la fraccién de 120 — 15 um. Finalmente, se recogieron 7-10 gotas del residuo y se montaron en
un cubreobjetos de 25 x 50 mm con grenetina glicerinada. Las concentraciones de quiste para las 53
muestras se calcularon utilizando la férmula de Benninghoff (1962). La media y la desviacidn estandar se

calcularon para el marcador exético (L. clavatum) recuperado de todas las muestras (Maher, 1981).

Considerando la baja recuperacion de quistes dinoflagelados de paredes organicas, se calculé un tamafio
minimo de muestra (n0) basado en valores de esporas de L. clavatum (N = 12542) como una poblacién
finita. Se aplicé la férmula de Cochran (n0 = Z2 p q/e2) (Cochran 1963; Singh y Masuku, 2013) con una
confianza del 95% (Z=1,96) y un margen de error del 5% (e = 0,05). Como resultado, se obtuvo un nimero
minimo esperado de L. clavatum de 412 esporas por tableta con 12542 esporas y una desviacion estandar
en la recuperacion de L. clavatum de 804 esporas en las 53 muestras. Por tanto, este estudio considero la
presencia de al menos 800 esporas en la recuperacidn por lamina palinolégica. Las placas se analizaron
(por duplicado) con un microscopio éptico Olympus (CX31) con un aumento de 400X, y se realizaron
barridos de un lado a otro de las placas, cubriendo completamente la superficie con ~ 24 barridos. Para un
analisis mds detallado de los quistes presentes en las muestras se utilizaron amplificaciones 600X y 1000X.

Las fotografias se tomaron con una camara Olympus integrada al microscopio.

Los quistes de dinoflagelados se identificaron hasta el nivel de especie por comparacidén con las
descripciones originales de los holotipos (Bradford, 1975; Zonneveld, 1997; Rochon et al., 1999; Head et
al., 2001; Matsuoka et al., 2009; Verleye et al., 2011; Ribeiro et al., 2012; Mertens et al., 2012; 2013; Radi
et al., 2013; Limoges et al., 2018; Gurdebeke et al., 2020; Gu et al., 2021) y con la base de datos en linea
de Zonneveld y Pospelova (2015) (Marum, https://www.marum.de/Karin-Zonneveld/dinocystkey.htm). La

taxonomia de los quistes dinoflagelados se ajusta a Fensome et al. (2019). Los huevos diapausicos de
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copépodos se clasificaron y contabilizaron en un solo grupo como huevos de copépodos por gramo de
sedimento (huevos/g). Los estudios paleoecoldgicos con quistes de dinoflagelados actualmente utilizan
algun indice de dominancia de taxones heterdtrofos como proxy de la productividad (Mudie y Harland
1996; Prauss, 2002; Vasquez-Bedoya et al.,, 2008). Por lo tanto, los quistes de dinoflagelados son
presentados como autotrofos y heterdtrofos por separado para ayudar a compararlos con ensamblajes

mas antiguos.

Los quistes de G. catenatum se identificaron segln su tamafio, forma y reticulacion como describen
Anderson et al., (1988), Rees y Hallegraeff (1991) y Bolch et al., (1999). Se cuantificé la abundancia de
quistes de G. catenatum encontrados en las muestras para determinar su contribucion a la afinidad trdéfica

de los ensamblajes de quistes de dinoflagelados de otras especies encontradas en las muestras.

2.2.2 Analisis estadistico

Se aplicé un ANOSIM analisis de similitudes unidireccional (Clarke 1993) basado en la distancia de medida
de disimilitud de Bray-Curtis (Anderson, 2001) para evaluar las diferencias en los ensamblajes de taxones
en las 25 muestras de julio de 2016 y 28 muestras de febrero de 2017. Ademas, un analisis SIMPER (andlisis
de porcentaje de similitud, disimilitud de Bray-Curtis) se utiliz6 para estimar el porcentaje de disimilitud
entre las concentraciones de julio de 2016 y febrero de 2017, y se calculé la contribucion porcentual de
cada taxdn (Clarke, 1993). Todos los analisis estadisticos se realizaron en el software PAST v4.03 (Hammer

et al., 2001).

2.2.3 Mapeo de concentraciones de quistes al nGC

Los datos sobre las abundancias absolutas (concentraciones) de quistes de dinoflagelados y huevos de
copépodos encontrados en julio de 2016 y febrero de 2017 se interpolaron utilizando la herramienta de
analisis variacional de interpolacion de datos (DIVA) integrada en el software Ocean Data View v5.5.1
(Schlitzer, 2021). La visualizacién jerdrquica de abundancias taxondmicas se muestra con graficos

circulares de Krona (Ondov et al., 2011).
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2.2.4 Diversidad de los ensamblajes de quistes de dinoflagelados en el GC

Para comparar la diversidad de especies de los ensamblajes de quistes de dinoflagelados en varias areas
del GC, usamos el indice de Diversidad de Margalef (IDM; Margalef, 1958), calculado con la siguiente
formula: IDM = (S -1) / In N, siendo S el nimero de especies contadas y N es la concentracion total de
quistes de dinoflagelados en el conjunto de datos. El IDM se correlaciona directamente con la riqueza de
especies y es un buen indicador de este parametro cuando se trata de parametros equivalentes (Gamito,
2010). Se compararon los valores de IDM y su riqueza de especies en funcion de las concentraciones de
quistes de dinoflagelados de seis estudios diferentes en el GC. Comparando datos del nGC (este estudio),
cuenca Delfin (Pospelova et al., 2008), Bahia Concepcién (Morquecho y Lechuga-Devéze, 2003), Bahia de

La Paz (Kielt, 2006), cuenca Pescadero (Duque-Herrera et al., 2020) y costa de Mazatlan (Kielt, 2006).

2.3 Quistes de reposo de Gymnodinium catenatum y su relacion con los
florecimientos algales nocivos al norte del golfo de California

2.3.1 Analisis palinoldgico

El andlisis palinoldgico para los quistes de reposo de G. catenatum se realizé como se describe en el

apartado 3.2.1 para el total de los ensamblajes al nGC.

2.3.2 Anadlisis granulométrico

El sedimento en el area de estudio es predominantemente limo, arcillay arena fina (Carriquiry et al., 2001).
Para caracterizar el tipo de sedimentos presentes en el drea de estudio se tamizé una submuestra en
himedo (350-500 um). La porcién fina que paso a través de los tamices se calibré con agua destilada y se
afiadié oxalato de sodio como dispersante y la mezcla se agitd. Se diluyd una submuestra con agua
destilada y oxalato de sodio, se agitd y se afiadié a la cdmara de andlisis del transmisor y difusor laser in
situ LISST modelo 100X-C (LISST-100X - Sequoia Scientific). El rango angular programado en el
transmisémetro corresponde a un rango de tamafio de particula esférica de 2.5 a 500 um de didmetro. La

distribucion del tamafio de grano se estimé con el software GRADISTAT v8.0 (Blott y Pye, 2001). Se utilizd
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la escala granulométrica de Udden-Wentworth para clasificar el tipo de sedimento presente en las

muestras (Wentworth, 1922) (Tabla 18, Anexo).

2.3.3 Analisis de Clorofila-a satelital

Las imagenes satelitales de Clorofila-a (Chlst) se obtuvieron del Sentinel-3 OLCI Nivel 2 de resolucién
completa (300 m). Se extrajeron valores de concentracion de Chls,: para 28 estaciones (Tabla 19, Anexo),
con una resolucién espacial de 300 m por pixel para diferentes fechas de 2017 cuando las imagenes
estuvieron disponibles (6, 18, 19, 30 de enero, 10, 21 de febrero, 25 y 1 de marzo). Los productos se
obtuvieron directamente de Copernicus Online Data Access (CODA) de la Agencia Espacial Europea (ESA)

y procesados con SNAP-ESA Sentinel Application Platform v7.0.0 (http://step.esa.int).

El laboratorio FICOTOX (CICESE) ha llevado a cabo un programa de monitoreo de G. catenatum desde 2011
en las areas de extraccidn de almeja P. globosa ubicadas al sur de San Felipe (Fig. 2). Se consultd la base
de datos para conocer la abundancia de células en superficie reportada en células L, por lo que la

informacidn de abundancia se limita a esta area.

2.3.4 Analisis estadistico

Se evalué la normalidad de la distribucién de las concentraciones de quistes de las 53 estaciones de
muestreo con una prueba Shapiro-Wilk. La distribucion de los datos no pasé la prueba de normalidad, y
las diferencias en las concentraciones de quiste de G. catenatum por afios se evalud con una prueba de
Wilcoxon, comparando muestras pareadas y considerando aumentos o disminuciones en las
concentraciones, también se analizé el numero de diferencias tanto negativas como positivas (Siegel y

Castellan, 1988).

Se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) para evaluar la relacién entre Chlg,: derivado de
satélite y la abundancia de quistes en el nGC. Se aplicé el PCA para simplificar la complejidad en la relacién
entre la distribucidn y abundancia de quistes de G. catenatum y los valores de Chls, en las 28 estaciones
muestreadas en febrero de 2017. El nivel de significancia de todas las pruebas estadisticas fue o = 0.05.

Los analisis se realizaron con el software Statistica v12.5 (StatSoft, 2014).
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La asociacién entre el tamafio del grano del sedimento y las concentraciones de quistes de G. catenatum
también se verificd en ambos afios de muestreo con un andlisis de clasificacion (cluster). Para explorar la
asociacién entre las variables se utilizdo el método de grupos de pares no ponderados con aritmética
(UPGMA) que utiliza la matriz de correlacién de distancia del componente sedimentario (en %) y la
concentracién de quistes en el nGC por afio. Estos analisis se realizaron en el software PAST v4.02 (Hammer

et al., 2001).

2.3.5 Andlisis de la distribucion geografica de los quistes

La interpolacion de las concentraciones de quistes de G. catenatum entre estaciones se realizd con la
herramienta de andlisis variacional de interpolacién de datos (DIVA) del software Ocean Data View (ODV
v5.5.1) (Schlitzer, 2021). La distribucién del quiste se compard con el campo de velocidad de las corrientes
superficiales promedio y a 5 m sobre el fondo para julio de 2016 y febrero de 2017. Estos campos de

velocidad se generaron con un modelo numérico del océano implementado en la regién.

2.3.6 Modelo numérico del océano y experimentos de seguimiento de particulas

Los resultados numéricos del modelo ocednico se incluyeron en el analisis para dilucidar el posible origen
y distribucién de los quistes en el nGC. Este modelo numérico se basa en el Regional Ocean Modelling
System (ROMS, p. ej., Rivas y Samelson, 2011) y fue implementado por el Dr. Rivas para la presente
investigacion. El andlisis se extiende desde el nGC hasta aproximadamente 500 km mas alld de la boca del
golfo (ver Fig. 23, Anexo). El modelo tiene una resolucion horizontal de aproximadamente 3 kmy 22 niveles
sigma en vertical (con resolucion mejorada cerca de la parte inferior y la superficie). Los esquemas de
configuracidn, mezcla/adveccion y el tratamiento de limites se basan en el modelo regional utilizado por
Cruz-Rico y Rivas (2018). Se utilizaron datos mensuales del Sistema Global de Asimilacion de Datos
Oceanicos (GODAS; p. ej., Ravichandran et al., 2013) en los limites laterales abiertos del modelo,
agregando la altura diaria de la superficie del mar y la velocidad geostrofica tomadas de un altimetro
cuadriculado producto de la topografia dindmica absoluta (Rio et al., 2014). En la superficie, el flujo de
calor neto, el flujo de agua dulce (evaporacién menos precipitacidn) y el estrés del viento se calcularon
internamente en el modelo, utilizando férmulas de volumen (Fairall et al., 1996), a partir de campos de

superficie meteorolégicos del Reanalisis Regional de América del Norte (NARR; Mesinger et al., 2006).
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En particular para el nGC, una comparacién entre la temperatura de la superficie del mar mensual del
modelo y el producto satelital correspondiente muestra correlaciones altas (r > 0,94) para el periodo 2013-
2017, y correlaciones moderadas (r < 0,40y r <0,79) después de eliminar la media del ciclo estacional (Fig.
23, Anexo). Las correlaciones mas bajas se encuentran en un drea pequefia al norte, muy probablemente
asociada con una entrada de agua de origen continental, que estd ausente en el modelo. Si bien es
necesaria una comparacion con otras variables como la velocidad del agua para determinar si el modelo
reproduce adecuadamente la circulacién del agua, como se mostrara a continuacion, el modelo muestra
patrones de circulacién consistentes con los reportados en la literatura, lo que refuerza la confianza en los

campos de velocidad de este modelo numérico.

El origen geografico de los quistes encontrados en el nGC se exploré mediante un método de seguimiento
de particulas lagrangiano basado en el trabajo de Rivas y Samelson (2011). Este enfoque consiste en
calcular trayectorias de particulas que son advectadas pasivamente por el campo de velocidad
tridimensional del modelo. Se inicializaron grupos de particulas en las posiciones de los puntos de
observacion y se advectaron hacia atras en el tiempo durante 30 dias (analizando puntos intermedios a 6,
14, 22 y 30 dias), para determinar las posibles ubicaciones de las fuentes de quistes asumiendo que eran
generadas por células vegetativas durante el FAN. Asi, en ambos analisis (julio y febrero) se seleccioné la
imagen de las trayectorias lagrangianas durante los 22 dias previos a la liberacién de particulas, ya que las
particulas logran separarse completamente de su punto inicial sin dejar el dominio determinado en el

analisis (Fig. 24, Anexo).

Para el andlisis del periodo de muestreo de julio de 2016, las particulas se liberaron el 22 de julio a5 m de
profundidad del fondo para los 20 puntos de observacidon con una concentracion de quistes distinta de
cero. De manera similar, para el analisis de febrero de 2017, las particulas se liberaron el 25 de febrero en
la superficie de los 23 puntos de observacién con concentracion de quiste diferente de cero. El objetivo
de estos experimentos fue explicar el posible origen de los quistes de G. catenatum observados en julio

de 2016 y febrero de 2017 tomando como destino la ubicaciéon en el momento del muestreo.
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2.4 Identificacion molecular de quistes y células vegetativas de Gymnodinium
catenatum en el norte del golfo de California

2.4.1 Aislamiento de células vegetativas y quistes

Células vegetativas de G. catenatum en cadenas de 13 a 30 células fueron aisladas del norte de la bahia de
San Felipe, Baja California. Se analizaron un total de 6 muestras para las regiones del rDNA y para el
dominio 4 del gen de sxtA. Las cadenas se transfirieron con una micropipeta a un portaobjetos de vidrio
con una gota de agua de mar esterilizada por filtro y luego enjuagada por transferencias sucesivas en gotas
de agua Milli-Q esterilizadas. Posteriormente, las cadenas se transfirieron a un microtubo estéril de 1.5 ml

y se ultracongelaron a -70 °C.

Los sedimentos superficiales que se utilizaron para los analisis moleculares se colectaron de las mismas
zonas donde se obtuvieron las muestras para conteo y que presentaron concentraciones elevadas de
quistes de G. catenatum. Se analizaron un total de cuatro muestras de sedimento para todas las regiones
analizadas. Las muestras fueron pesadas a <100 mg de peso humedo y €20 mg de sedimento liofilizado y

preservadas en microtubos de 1.5 ml a -70 °C.

Asi mismo, células vegetativas aisladas fueron depositadas para su aclimatacidn en placas de cultivo en
condiciones controladas a 20 °C, con un ciclo de luz a oscuridad (12:12), a una irradiancia de 190 quanta

m~2 st con medio GSe y salinidad de 35.

2.4.2 Extraccion de los acidos desoxirribonucleicos (DNA)

La homogenizacion y lisis tanto de células vegetativas como de sedimento se realizd con nitrégeno liquido
por 1 min, luego se descongelaron a 37 °C por 5 min, y posteriormente se incubaron con el buffer AE
(DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN) a 65 °C por 10 min. Finalmente, para lisar completamente las muestras
se agitaron con microperlas en vortex durante 2 min para las células vegetativas y 5 min para las muestras

de sedimento.

Para la extraccion del DNA de células vegetativas se utilizé utilizando el kit DNeasy® Plant Mini Kit
(QIAGEN), mientras que la extraccion del DNA de los sedimentos se utiliz6 Dneasy PowerSoil® DNA
Isolation Kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo recomendado por los fabricantes. La cuantificacion del ADN

se realizé en NanoDrop™ 2000 de Thermo Fisher Scientific.



2.4.3 Amplificacion del DNA

Las reacciones de PCR fueron preparadas usando el kit My Taq® Red Mix (Bioline®) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante. Ademas, se adiciono albimina de suero bovino (Bovine Serum Albumin-BSA,

Thermo Scientific™) y dimetilsulféxido (DMSO, Thermo Scientific™), ajustando las reacciones a un

volumen de 20 y 25 pl. Las concentraciones de los primers/cebadores utilizados para cada uno de los

cuatro segmentos del rDNA y del dominio 4 del gen sxtA se describen en la Tabla 1. Los primers empleados

para cada regidén se muestran en la tabla 2.

Tabla 1. Mezcla de reaccion para PCR.

D1-D2 LSU LSU especifico  ITS1-5.85-ITS2 sxtA4

Buffer 4 L 5puL 4 pL 4 puL

MyTag™ (Bioline) 0.2 pL 0.156 pL 0.2 pL 0.2 uL

Primers c/u 0.4 uL 1uL 0.8 uL 1uL

Templado (~3 ng/ulL) 10 pL 15 L 10 L 10 uL

BSA N/A 0.5 uL N/A 0.5 uL

DMSO N/A 0.75 puL N/A 0.1 puL

H,O 5puL 1.594 pL 4.2 uL 3.2 uL

Total 20 uL 25 uL 20 uL 20 uL

N/A: No se aplicé.
Tabla 2. Primers utilizados en este estudio.
Primer Secuencia (5’-3’) Direccion de la Referencia
sintesis
D1-D2 LSU
LSU210 CGAGACCGATAGCAAACAAGTA forward Patil et al., 2005
LSU836 GTCAGTATCGCTACGAGCCTCC reverse Patil et al., 2005
LSU especifico
CGCS484 CGGGACCCACCAACAAACAGTTCAACC forward Patil et al., 2005
CGCS721 ATTGGTCGGCCGCTGATGCTAAGG reverse Patil et al., 2005
ITS1-5.8S-ITS2
ITSA TCGTAACAAGGHTCCGTAGGT forward Silva et al., 2015
ITSB AKATGCTTAARTTCAGCRGG reverse Silva et al., 2015
sxtA4

sxtA 1 ATGCTCAACATGGGAGTCATCC forward Stiken et al., 2013
SxtA 2 GGGTCCAGTAGATGTTGACGATG reverse Stiiken et al., 2013

Wobbles: R=A+G; H=A+C+T; K=G+T.
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Todas las reacciones se realizaron en un termociclador T100™ BIO-RAD®. Dependiendo de la regién del
gen de G. catenatum que se pretendia amplificar se utilizaron diferentes condiciones de amplificacién.
Para la amplificacion de los dominios D1-D2 del LSU se utilizaron las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 94 °C durante 9 min y luego 35 ciclos de 94 °C por 30's, 54 °C por 30's, 72 °C por 60 s y
una extension final de 72 °C por 5 minutos. Para el fragmento especifico del LSU de G. catenatum el ciclo
de amplificacién fue: 94 °C durante 9 min, seguido de 40 ciclos a 94 °C por 30 s, 61 °C por 30's, 72 °C por
15 s y una extension final a 72 °C durante 5 min. Los primers usados en estas dos amplificaciones fueron
descritos por Patil et al., (2005). La regidn ITS (ITS 1-5.85-ITS2) se amplificd a: 94 °C durante 3 min y luego
35 ciclos de 94 °C por 30 s, 54 °C por 60 s, 72 °C por 90 s y extensién final a 72 °C durante 5 min, usando
los primers descritos en Silva et al., (2015). Finalmente, la amplificacidon del dominio sxtA4 se realizé a: 95
°C durante 10 min y luego 14 ciclos de (94 °C por 45 s, 68 °C por 45 s, disminuyendo 1 °C por ciclo, 72 °C
por 75 s) mas 30 ciclos de 95 °C por 45 s, 58 °C por 45 s, 72 °C por 30 s y una extension final de 72 °C por

10 min, utilizando los primers descritos por Stiiken et al., (2013) (Tabla 2).

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 1%, en buffer TBE, junto con 1 uL de
HyperLadder™ como escalera de DNA. El gel fue visualizado en ChemicDoc™ de BIO-RAD®. Los productos
de PCR fueron purificados y enviados a secuenciar mediante tecnologia Sanger a la compafiia Macrogen,

Inc. (Corea del Sur).

2.4.4 Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas se editaron en el software Unipro UGENE v40.0 (Okonechnikov et al., 2012) y se
obtuvieron las secuencias consenso mediante la unidn de las secuencias forwardy reverse de los diferentes
productos de PCR. Los alineamientos se realizaron con ClustalW (Larkin et al., 2007). Adicionalmente en el
programa Mesquite v3.70 (Maddison y Maddison, 2021), fue realizado un resumen con el patrén de

cambios en los alineamientos del dominio sxtA4 de G. catenatum, Alexandrium, y Pyrodinium.

Las secuencias de G. catenatum obtenidas, se correspondieron con secuencias publicadas del rDNA de G.
catenatum. La secuencia DQ779989 se empled como referencia para la comparacion de la identidad de
las regiones LSU e ITS del presente trabajo. Para el andlisis del gen sxtA, al no contar con el gen completo
de G. catenatum, se usé como referencia la secuencia publicada de Alexandrium fundyense (JF343239), en

la que se ubico el dominio de la sxtA4 obtenido en el presente trabajo. Se realizaron tres ejercicios para
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comparar el porcentaje de identidad, los cambios (mismatches) y los espacios (gaps) entre las secuencias
de G. catenatum disponibles: 1) usando la secuencia sxtA4 G. catenatum del norte del GC (V85X) como
referencia, 2) usando la secuencia sxtA4 G. catenatum del norte del GC (V6SX) como referencia y 3) la

secuencia de Alexandrium fundyense (JF343239) como referencia.

La identidad, y la posicién de las regiones se realizé en el visualizador de secuencias y datos genémicos del
NCBI (Sequence Viewer v3.43.1, Rangwala et al., 2021), junto a las secuencias recuperadas de GenBank

mediante Blastn (NCBI Resource Coordinators, 2018).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Ensamblajes de quistes de reposo de dinoflagelados en el norte del golfo de
California

3.1.1 Ensamblaje de quistes de dinoflagelados

Se encontraron quistes de dinoflagelados en 50 de las 53 muestras analizadas Se identificaron a nivel de
especie 47 quistes de los siguientes tres drdenes: Gonyaulacales, Peridiniales y Gymnodiniales (Tabla 3).
De las 47 especies de quistes, 27 especies se consideran autétrofas y 20 especies se consideran
heterdtrofas. La afinidad en fase movil o vegetativa del quiste estuvo representada por los géneros
Gymnodinium, Polykrikos, Gonyaulax, Protoceratium, Sourniaea, Protoperidinium y Preperidinium. La
nomenclatura del quiste y su nombre equivalente en etapa vegetativa se basaron en los trabajos de Head

(1996), Zonneveld y Pospelova (2015), Gurdebeke et al. (2020) y Gu et al. (2021).

Tabla 3. Las especies de quistes y su afinidad movil, identificadas en las muestras del norte del golfo de California, se
recolectaron en julio de 2016 y febrero de 2017.

GONYAULACALES
Quiste

Afinidad movil

Ataxiodinium choane
Bitectatodinium spongium
Bitectatodinium tepikiense
Impagidinium aculeatum
Impagidinium caspiense
Impagidinium paradoxum
Impagidinium sphaericum
Nematosphaeropsis labyrinthus
Operculodinium centrocarpum
Operculodinium israelianum
Polysphaeridium zoharyi
Pyxidinopsis psilata
Pyxidinopsis reticulata
Spiniferites belerius
Spiniferites bentorii
Spiniferites bulloideus
Spiniferites cf. cruciformis
Spiniferites delicatus

Spiniferites elongatus

Spiniferites membranaceus

Sourniaea diacantha

desconocido

Gonyaulax cf. digitale

desconocido

Gonyaulax baltica

Probable Gonyaulax spp.

Probable Gonyaulax spp.

Gonyaulax spinifera complex
Protoceratium reticulatum

Probable Protoceratium reticulatum

Pyrodinium bahamense
Probable Gonyaulax spinifera

desconocido

Gonyaulax scrippsae
Gonyaulax nezaniae
Gonyaulax baltica

Probable Gonyaulacoid linaje
Probable a Gonyaulax sp.
Gonyaulax elongata
Gonyaulax membranacea



Spiniferites mirabilis
Spiniferites pachydermus
Spiniferites ramosus

PERIDINIALES

Gonyaulax spinifera
Especies pequefias Gonyaulax ellegaardiae
Gonyaulax spinifera

Quiste

Afinidad movil

Brigantedinium cariacoense
Dubridinium caperatum
Echinidinium aculeatum

Echinidinium zonneveldiae
Islandinium minutum
Lejeunecysta c.f. globosa
Lejeunecysta c.f. rotunda
Lejeunecysta oliva
Lejeunecysta sabrina
Pentapharsodinium dalei
Polykrikos kofoidii

Polykrikos schwartzii
Protoperidinium americanum
Quinquecuspis concreta
Selenopemphix nephroides
Stelladinium robustum
Stelladinium stellatum
Trinovantedinium applanatum
Votadinium calvum
Votadinium spinosum

GYMNODINIALES

Protoperidinium avellana

Preperidinium meunieri

desconocido

desconocido

Probable Protoperidinium sp
Presumiblemente (Fdsil) Protoperidinium sp.
Presumiblemente (Fosil) Protoperidinium sp.
Probable Protoperidinium sp.
Protoperidinium leonis

Pentapharsodinium dalei

Polykrikos kofoidii

Polykrikos schwartzii

Protoperidinium americanum
Protoperidinium leonis

Protoperidinium subinerme

Probable Protoperidinium sp
Protoperidinium compressum or P. stellatum
Protoperidinium shanghaiense or P. pentagonum
Protoperidinium oblongum

Protoperidinium claudicans

Quiste

Afinidad movil

Gymnodinium catenatum
Gymnodinium microreticulatum
Gymnodinium nolerii
Gymnodinium trapeziforme
Polykrikos kofoidii

Polykrikos schwartzii

Gymnodinium catenatum
Gymnodinium microreticulatum
Gymnodinium nolerii
Gymnodinium trapeziforme
Polykrikos kofoidii

Polykrikos schwartzii
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Gymnodinium catenatum (Fig. 3), el complejo Gonyaulax spinifera (nombre en fase de quiste de diferentes
Spiniferites spp., Fig 4) y Protoceratium reticulatum (nombre del quiste Operculodinium spp., Fig. 4) se han
descrito como especies mixotréficas (Jeong et al., 2005a, b; Sala-Peréz et al., 2016). Sin embargo, en
cuanto al objetivo de nuestro estudio, son descritos como autétrofos de acuerdo con su afinidad tréfica

convencional (Head, 1996; Zonneveld y Pospelova, 2015; Gurdebeke et al., 2020).
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Figura 3. 1,2 Gymnodinium catenatum; 3,4 Gymnodinium nolleri; 5, 6 Gymnodinium microreticulatum; 7, 8
Gymnodinium trapeziforme; 9, 10 Polykrikos kofoidii; 11, 12 Polykrikos schwartzii; 13, 14 Impagidinium aculeatum;
15, 16 Impagidinium sphaericum; 17 Impagidinium caspiense; 18, 19 Spiniferites bentorii; 20, 21 Spiniferites ramosus;
22, 23 Spiniferites belerius; 24, 25 Spiniferites delicatus. Barra de escala 20 um.
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Figura 4. 1, 2 Spiniferites bulloideus; 3, 4 Spiniferites membranaceus; 5, 6 Spiniferites elongatus; 7, 8 Spiniferites
mirabilis; 9, 10 Ataxiodinium choane; 11, 12 Operculodinium israelianum; 13, 14 Operculodinium centrocarpum; 15
Pyxidinopsis psilata; 16 Pyxidinopsis reticulata; 17, 18 Bitectatodinium spongium; 19, 20 Nematosphaeropsis
labyrinthus; 21, 22 Pentapharsodinium dalei; 23, 24 Polysphaeridium zoharyi. Barra de escala 20 um.
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Figura 5. 1, 2 Selenopemphix nephroides; 3, 4 Quinquecuspis concreta; 5, 6 Votadinium calvum; 7, 8 Votadinium
spinosum; 9 Lejeunecysta sp.; 10 Lejeunecysta sabrina; 11 Stelladinium robustum; 12 Stelladinium stellatum; 13, 14
Echinidinium zonneveldiae; 15 Echinidinium cf. transparantum; 16 Echinidinium aculeatum; 17 Islandinium minutum;
18 Trinovantedinium applanatum; 19 Brigantedinium cariacoense; 20 Dubridinium caperatum. Barra de escala 20

pum.
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3.1.2 Quistes de especies potencialmente generadoras de toxinas (PTxS)

Varios de los quistes que se encuentran en el nGC son de especies reconocidas como productoras de
toxinas. Por ejemplo, G. catenatum produce toxinas paralizantes (saxitoxina y analogos) (Vale, 2008; Vale
et al., 2008). Protoceratium reticulatum (en fase quiste O. centrocarpum) produce yesotoxinas (YTX)
(Guerrini et al., 2007; Balkis et al., 2016). Los quistes de S. ramosus, S. membranaceus, S. bulloideus, S.
elongatus, N. labyrinthus y Bitectatodinium tepikiense estan relacionados con el complejo Gonyaulax

spinifera que también ha sido reconocido como una especie productora de YTX (Rochon et al., 2009).

3.1.3 Taxones diversos

Ademas de los dinoflagelados mencionados, se registraron huevos de copépodos y quistes inusuales en el
norte del golfo de California como Cryodinium meridianum, Hexasterias problematica y Halodinium
verrucatum (Fig. 6). Los dos primeros se han reportado en sedimentos del GC sin identificar y se describen

en detalle a continuacion.

3.1.3.1 Cryodinium meridianum Esper y Zonneveld, 2002.

Se desconoce la afinidad mévil del quiste. Sin embargo, C. meridianum se ha descrito principalmente en la
Corriente Circumpolar Antartica al sur del Frente Polar Antartico (Zonneveld et al., 2013). El didmetro del
quiste es de 30 - (39) - 49 um. Septa: 1- 1,5 um. Son quistes marrones esféricos con tabulacion peridinioide
reflejada por septos marrones bajos. La pared del quiste esta escabrada. Patrén de tabulacién: 4°',3a,7 ",
3c, 5" ", 2" ". A menudo se produce el plegado. La pared escabrada puede verse como si las placas
estuvieran subdivididas. El arqueopilo consta de dos placas intercalares (Fig. 6, 1-4). Estas formas estan
presentes en la descripcién de Martinez-Herndndez y Hernandez-Campos, 1991, donde se denominan

quiste aff., Tipo ")" en la Ldmina 4, Fig. 5.
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3.1.3.2 Hexasterias problematica Cleve 1900.

El taxdn Hexasterias problematica (sin. Polyasterias problematica) se ha descrito principalmente en aguas
costeras templadas a articas (Gurdebeke et al., 2018). Esta especie tiene un endofragma que forma un
cuerpo central aplanado subcircular con un piloma central circular. Un perifragma forma seis o siete
procesos coplanares radiales huecos. Los procesos presentan estrias longitudinales y extremos distales
denticulados abiertos (Fig. 6, 5-7). Este quiste ha sido reportado en el GC por Martinez-Hernandez y
Hernandez-Campos (1991) como quiste aff., Tipo "B"; Lamina 4, Fig. 3 y 4). Estos quistes se han asociado
con quistes ciliados segln la filogenia molecular y la composicién de la pared del quiste (Gurdebeke et al.,

2018).

3.1.3.3 Halodinium verrucatum Gurdebeke et al., 2018.

Halodinium verrucatum es un quiste con un extenso registro fosil global en sedimentos nedgenos a
recientes. Los datos moleculares sugieren la afinidad bioldgica de estos quistes con ciliados, reportados
en ambientes estuarinos templados en el hemisferio norte (Gurdebeke et al., 2018). Son quistes con dos
capas, compresién polar, con una forma circular a subcircular en vista polar y un reborde membranoso
irregular. El cuerpo central tiene un piloma central subcircular y, junto con el reborde, presenta verrugas

bajas (<1 um) (Fig. 6, 8-10).

3.1.4 Abundancia y ensamblajes de quistes y huevos de copépodos

En general, los quistes mas abundantes encontrados en el nGC presentan el tipo de tabulacién
Gymnodinioide, Gonyaulacoide y Peridinioide (Tabla 2). La suma de quistes de dinoflagelados recuperados
de todas las muestras fue de 3481 quistes/g en 2016 y 4223 quistes/g en 2017. Los taxones autétrofos
fueron 2058 en 2016 y 2241 quistes/g en 2017, y los taxones heterétrofos fueron 1423 y 1982 quistes/g
respectivamente (Tabla 4). Las concentraciones por estacidn alcanzaron un maximo de 800 quistes/g, con
un promedio de 139 quistes/g en 2016 y 150 quistes/g en 2017. La concentracion de PTxS fue de 1273
quistes/g en 2016, lo que representa el 37% del total de quistes, y 1483 quistes/g en 2017, representando
el 35% del total de quistes. Los quistes de G. catenatum representaron la mayor proporcién de PTxS (1146

quistes/g = 27%), seguidos de Spiniferites spp. (714 quistes/g = 21% en 2016). Los huevos de copépodos
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fueron mas abundantes que los quistes dinoflagelados totales; con un maximo de 7137 huevos/g en 2016

y 6555 huevos/g en 2017 (Fig. 6, 11-13).

o]« Tm— ;
Figura 6. 1-4 Cryodinium meridianum, 1_Foco bajo, 2,3 Foco medio, 4 Foco alto; 5-7, Hexasterias problematica; 8-10,
Halodinium verrucatum; barra de escala 20 um. 11-13 Huevos diapausicos de copepodos; barra de escala 50 um.

»
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Tabla 4. Concentraciones (Conc) de quistes de dinoflagelados y huevos de copépodos (Cope) por conjunto de
muestras. Se presenta la media, la suma total en cada grupo (Total), el valor maximo (Max) y la abundancia relativa
(%) por grupo. Gymn = Gymnodiniales, Gony = Gonyaulacales, Peri = Peridiniales, AUT = Autétrofos, HET =
Heterotrofos, PTxS = Especies potencialmente generadoras de toxinas y nimero total de especies (TOTAL).

Julio 2016 |

Conc Gymn Gony Peri Auto Hete PTxS TOTAL Cope

Media | 36.87 47.61 54.77 82.81 56.44 52.96 139.25 285.48
Total | 921.64 1,190.31 1,369.27 2,058.14 1,423.08 1,273.84 3,481.22 7,137.08

Max | 143.55 565 230 693 249 124.41 800 984
% 26 34 39 59 41 37 100 NA
Febrero 2017 |
Conc Gymn Gony Peri Auto Hete PTxS TOTAL Cope

Media | 52.13 33.86 64.83 80.04 70.79 50.94 150.82 234.13
Total | 1,459.76 94798 1,815.31 2,241.00 1,982.06 1,483.15 4,223.06 6,555.66
Max | 195.34 271.2 412.39 322.05 466.65 157.86 716.26 813.93

% 35 22 43 53 47 35 100 NA

Los ensamblajes de dinoflagelados fueron diferentes entre ambos periodos de muestreo. Las especies con
baja representacién se agruparon por género para reducir el sesgo en el andlisis estadistico. El andlisis de
similitud unidireccional (ANOSIM) indica la disimilitud moderada pero significativa entre ambos conjuntos
de datos (R = 0.39) (Tabla 13, Anexo), y el analisis SIMPER mostrd una disimilitud promedio general del
73%, lo que confirma el andlisis ANOSIM e identifica los taxones que mds contribuyeron a esta disimilitud
(Tabla 44, Anexo): Gymnodinium spp. (18.71 = 25.63%), Spiniferites spp. (10.48 = 14.35%) y
Operculodinium spp. (3.34 = 4.57%), junto con las especies heterdtrofas P. americanum (9.06 = 12.42%),
Q. concreta (7.74 = 10.61%), S. nephroides (5.98 = 8.19%), Brigantedinium spp. (4.43 = 6.07%), y
Echinidinium spp. (4.23 = 5.79%). Todos estos taxones acumulan el 87.65% del porcentaje de disimilitud.

Los 9 taxones restantes (12.35%) contribuyen con <3% cada uno.

3.1.5 Distribucidn de quistes al norte del golfo de California
3.1.5.1 Distribucion de especies autétrofas

En julio de 2016, habia altas concentraciones de quistes autétrofos frente a la costa de San Felipe y al
noroeste y sureste de la Isla Montague. La estacion RC1 presenta las concentraciones mas altas (2058
quistes/g; 59% del total de quistes), mientras que no se registraron quistes en la estacion D3 (Fig. 7Ay

Tabla 11, Anexo).
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Gymnodinium catenatum estuvo presente en 20 estaciones con 805 quistes/g del total (39%). Se detectd
un maximo de 124 quistes/g en la estacion RD2 y 116 quistes/g en la estacion RC1, y concentraciones
minimas en la estacion D2 con 6 quistes/g. El siguiente taxdn mas comun fue Spiniferites spp. con una
abundancia de 713 quistes/g, representando el 35% de todas las especies autdtrofas. S Spiniferites
ramosus tuvo un total de 215 quistes/g (10%), principalmente en la estacion RC1 con 124 quistes/g (Fig.

7A y Tabla 11, Anexo).

700 Autétrofos Julio 2016
Total quistes: 3481

350 Autétrofos Febrero 2017
z Total quistes: 4223
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Figura 7. Distribucion y porcentajes de quistes autétrofos en relacidn con el total de quistes dinoflagelados en el
norte del golfo de California. (A) julio de 2016; (B) febrero de 2017.



33
En febrero de 2017, la distribucién de los quistes autdétrofos cambid ligeramente hacia el sur y el este. Las
concentraciones mas altas se ubicaron al sureste de San Felipe y al sur de Bahia Adair en el lado
continental. Un area de concentracién media se ubico al sur de la Isla Montague. La muestra de 23 sitios
contenia quistes con la concentracidon mayor de 158 quistes/g, observado en la estacion RA1 y el minimo
de 8 quistes/g) en la estacion A3 (Fig. 7By Tabla 12, Anexo). Una vez mas, G. catenatum fue la especie con
mayores concentraciones 1145 quiste/g en total = 51% del total de autdtrofos. Luego, Spiniferites spp.

alcanzé 606 quistes/g, S. ramosus estuvo presente en 10 estaciones, con un total de 171 quistes/g (8%).

3.1.5.2 Quistes de especies heterétrofas

En julio de 2016, los taxones heterdtrofos alcanzaron un total de 1423 quistes/g (41%). Las
concentraciones mas altas (Fig. 8A y Tabla 11, Anexo) se distribuyeron al noreste de San Felipe,
representadas por tres especies. El mas abundante fue Q. concreta, que estuvo presente en 14 estaciones,
alcanzando un total de 346 quistes/g (25%), con un maximo de 115 quistes/g en la estacion RD2, y un
minimo de 4 quistes/g en la estacidn C4. Le siguid P. americanum en 13 estaciones, y 311 quistes/g (22%),
un maximo de 73 quistes/g en la estacidon B1 y un minimo de 7 quistes/g en Al. S. nephroides alcanzé los
301 quistes/g en 12 estaciones (21%), con maximo 67 quistes/g en la estacion RD2 y minimo 5 quistes/g

en la estacién RD3.

En febrero de 2017, las mayores concentraciones de quistes se ubicaron al sureste de San Felipe y al sur
de Bahia Adair. En este conjunto de muestras, los quistes heterotréficos aumentaron a 1982 quistes/g
(47% del total). Cinco especies fueron las mas abundantes, Q. concreta con 417 quistes/g (21%), estaba
presente en 22 estaciones, con un maximo de 54 quistes/g en la estacién C1 y un minimo de 6 en la
estacién RD3. P. americanum estuvo presente en 15 estaciones, con 387 quistes/g (20%), maximo 76
quistes/g en la estacion B3 y minimo 6 quistes en la estacion RD3. La especie S. nephroides se encontré en
11 estaciones, con 349 quistes/g (18%), con un maximo de 109 quistes/g en C1y un minimo de 4 quistes/g

en RC1 vy RE1. E. zonneveldii alcanzé 197 quistes/g y E. aculeatum 75 quistes/g en total (Fig. 8B).
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Figura 8. Distribucion y porcentajes de quistes heterotréficos en relacién con el total de quistes dinoflagelados en el

norte del golfo de California. (A) julio de 2016; (B) febrero de 2017.

3.1.5.3 Quistes PTxS

Los quistes de especies potencialmente generadoras de toxinas sumaron 1274 quistes/g, lo que
representd el 37% del total de quistes en julio de 2016. Los quistes de G. catenatum presentaron la
concentracion mas alta con 805 quistes/g (39% del total de quistes autdtrofos), seguido del complejo
Spiniferites con 349 quistes/g, donde S. ramosus fue el mas abundante 215 quistes/g (10%), seguido de S.

membranaceus (3%), N. labyrinthus y O. centrocarpum con 42 quistes/g (2%), y S. elongatus (2%), S.
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bulloideus (1%), Polysphaeridium zoharyi (1%). Finalmente, B. tepikiense estuvo por debajo del 1% del total

de los quistes autotrofos.

En febrero de 2017, G. catenatum alcanzé el 51% del total de quistes autétrofos, con 1145 quistes/g, los
quistes de Spiniferites disminuyeron a 231 quistes/g, S. ramosus tuvo 171 quistes/g (8%), N. labyrinthus
64 quistes/g. (3%), S. membranaceus 33 quistes/g (2%), asi como O. centrocarpum con 32 quistes/g (1%).
Con valores por debajo del 1%, estuvieron los quistes de S. bulloideus, S. elongatus y B. tepikiense. En este
conjunto de muestras, no se encontrd a P. zoharyi. El total de quistes potencialmente generadores de

toxinas en 2017 fue de 1483, representando el 35% del total de quistes.

3.1.6 Distribucion local de huevos de copépodos

En julio de 2016, los huevos de copépodos estaban presentes en 24 de 25 estaciones y alcanzaron una
concentracién total de 7137 huevos/g, lo que representa el 67% del total de taxas contabilizadas,
incluyendo todos los quistes de dinoflagelados (Tabla 4; Fig. 9A). Las mayores concentraciones de huevos
se encontraron al oeste del nGC, distribuidas a lo largo de la costa de San Felipe. La concentracion maxima

por estacién fue de 958 huevos/g y la minima fue de 24 huevos/g.

En febrero de 2017, la concentracién de huevos de copépodos disminuyd a un total de 6555 huevos/g, lo
que representa el 61% del total de quistes y huevos recuperados (Tabla 4; Fig. 9B). La distribucion
geografica en este intervalo cambié considerablemente, ya que las mayores concentraciones se
extendieron al sur de San Felipe en direccion a Puertecitos, y del lado continental frente a Bahia Adair en
direccion oeste (Fig. 9B). El maximo de huevos para este mes fue de 813 huevos/g, con un minimo de 34
huevos/g. La presencia de huevos de copépodos cubrid las 28 estaciones muestreadas. La concentracion
de huevos de copépodos disminuyd, mientras que la concentracién de quistes autétrofos fue similar en

julio de 2016 y febrero de 2017 (2058 y 2241 quistes/g, respectivamente).
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Figura 9. Distribucién y porcentaje de huevos de copépodos y quistes de dinoflagelados totales + huevos de
copépodos en el norte del golfo de California. (A) julio de 2016 y (B) febrero de 2017.

3.1.7 Comparacion con otras regiones del golfo de California

Los valores del IDM se basan en las concentraciones de quistes de dinoflagelados de seis estudios
diferentes en el GC: del nGC (este estudio), cuenca Delfin (Pospelova et al., 2008), Bahia Concepcion
(Morquecho y Lechuga-Devéze, 2003), Bahia de La Paz (Kielt, 2006), cuenca Pescadero (Duque-Herrera et
al., 2020), y la costa de Mazatlan (Kielt, 2006). En la Tabla 3, el IDM mas alto (5.14) se obtuvo en el nGC,

seguido por la cuenca Pescadero (CPS, 3.56) y cuenca Delfin (CDL, 3.39).
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Tabla 5. Estadisticas basicas de ensamblajes de quistes de dinoflagelados descritos en localidades del GC. # Muestras
= Ndmero de muestras; # SPP = Nimero de especies; Con total = Concentracidn total de quistes/g de sedimento seco,
(w) indica quistes/g de sedimento htimedo; IDM = indice de diversidad de Margalef.

Localidad  1(nGC) 2(CPS) 3(BCN) 4(BLP) 5(cPs) 6(cm2) |

# Muestras 53 6 12 12 6 3

# Spp a7 38 23 28 41 23
Contotal | 7704 55034 24247 (w) 80831 76005 4732
IDM 5.14 3.39 2.18 2.39 3.56 2.60

Nota a pie de pagina: Datos de las localidades incluidas tomados de 1.- norte del golfo de California (nGC) - Este estudio; 2.- Cuenca Delfin (CDL) -
Pospelova et al. (2008); 3.- Bahia Concepcidén (BCN) - Morquecho y Lechuga-Devéze (2003; w = quistes / g sed hiumedo); 4.- Bahia de La Paz (BLP)
- Kielt (2006). 5.- Cuenca Pescadero (CPS) - Duque-Herrera et al. (2020); 6.- costa de Mazatlan (CMZ) - Kielt (2006). Comparamos solo quistes de
paredes organicas de la Bahia de Concepcion (3) y las dltimas seis muestras (afios calendario 2006-2009) de la Cuenca Pescadero (5).

3.2 Quistes de reposo de Gymnodinium catenatum y su relacion con los
florecimientos algales nocivos al norte del golfo de California

Los quistes de G. catenatum eran de color marrén palido, esféricos y microrreticulados (cinco a seis lados),
con crestas redondeadas bajas (<2 um) que cubrian toda la superficie del quiste (Fig. 10). El diametro de
los quistes recogidos en el nGC oscild entre los 38 y 60 um. El cingulo estaba bordeado por dos bandas
cingulares y el surco presentaba una linea longitudinal de paravesiculas que comienza en el margen
inferior de la region del poro flagelar, mostrando un patrén en espiral de paravesiculas. Los quistes a

menudo se dividian a lo largo del borde del cingulo (aproximadamente a la mitad) como lo descrito por

Anderson et al. (1988) (Fig. 10).

N
Figura 10. Quistes de G. catenatum encontrados en sedimentos recolectados en el norte del Golfo de California. El
reticulado delimita paravesiculas de cinco a seis lados (detalles en la esquina inferior izquierda de las fotografias,
barra de escala de 2 um). Los quistes vacios se dividen aproximadamente por la mitad. Barra de escala 20 um.
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Se identificaron quistes de G. catenatum en 43 de las 53 estaciones de muestreo (n = 20 en 2016, n = 23
en 2017). En julio de 2016, G. catenatum representaba el 23% (805 quistes/g) del conjunto de 3481
quistes/g y el 39% de los quistes de especies autdtrofas. En febrero de 2017, la abundancia relativa de G.
catenatum aumentd ligeramente al 27% (1146 quistes/g) del conjunto total de quistes (4223),

representando el 51% de las especies autotrofas.

Las concentraciones de quistes en sedimentos observadas en 2016 (805 quistes/g) fueron
significativamente diferentes a las detectadas en 2017 (1146 quistes/g, p = 0.021). En 2016, las
concentraciones variaron entre 6 a 124 quistes/g con un promedio de 32 quistes/g y en 2017, las
concentraciones variaron de 8 a 158 quiste/g (41 quistes/g; Tabla 17, Anexo). En general, durante ambos
afios de muestreo se observd la misma abundancia relativa de quistes vacios (~ 50 - 60%), excepto en
aquellas estaciones ubicadas cerca de Bahia Adair donde todos los quistes se encontraron abiertos en el

2017.

3.2.1 Distribucion geografica del quiste

Se analizd la distribucidn geografica de los quistes y su relacion con la batimetria para caracterizar las areas

que presentaban un cambio en la acumulacidn de quistes entre periodos de muestreo.

El esfuerzo de muestreo se concentré en estaciones relativamente poco profundas. Solo unas pocas
estaciones de muestreo se encontraban en profundidades inferiores a 50 m. La mayoria de los quistes de
G. catenatum encontrados en julio de 2016 (92%) se distribuyeron en un rango de 3 a 32 m de profundidad
(Fig. 11A). El 8% restante de los quistes estaba presente en sedimentos por debajo de los 42 m de
profundidad (Fig. 11A). En febrero de 2017, el 85% de los quistes se acumularon en el rangode3a32m
de profundidad. En este periodo (Fig. 11B), algunas muestras se recolectaron en profundidades por debajo
de los 50 m. Se registraron 61 quistes/g a 67 m en la estacion B3, y se detectaron 7 quistes/g en una
muestra recolectada de la cuenca Consag a una profundidad de 168 m (Fig. 11B). Por lo tanto, la mayor
proporcién de quistes de G. catenatum se encontré por encima de los 30 m de profundidad en la zona
poco profunda del nGC, distribuyéndose de forma heterogénea en esta zona. En 2016, los quistes estaban
presentes en las zonas norte y noreste, y principalmente restringidos al aGC (Fig. 11C). Un area de
acumulacion clara con concentraciones de quistes de 110 a 120 quistes/g se ubico frente a la costa entre

San Felipe y Bahia Ometepec extendiéndose al noreste hacia la costa de Sonora (Fig. 11C).
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Figura 11. Distribucién de quistes en el norte del golfo de California, la imagen muestra la batimetria y la
concentracion de quistes durante (A) las campafias de muestreo de julio de 2016 y (B) de febrero de 2017.
Distribucién geografica de las concentraciones de quistes de G. catenatum observadas durante (C) julio de 2016 y (D)
febrero de 2017. La escala derecha muestra concentraciones de 0 a 175 quistes/g. (E) Distribucion de limos finos (en
%) en julio de 2016 y (F) arenas finas (en %) en febrero de 2017 en el norte del golfo de California.
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En 2017 se observd un patréon de distribucion diferente. Se identificaron tres dreas de acumulacion con
altas concentraciones de quistes: (1) la costa oeste al sur del nGC entre San Felipe y Puertecitos con
concentraciones superiores a 150 quistes/g; (2) Bahia Adair al noroeste de Puerto Pefiasco con 112
quiste/g; y (3) al sur de Isla Montague en el centro del aGC en la Reserva de la Biosfera del Delta del Rio

Colorado con concentraciones de alrededor de 90 quistes/g (Fig. 11D).

3.2.2 Caracteristicas granulométricas del sedimento

El analisis del tipo de sedimento presente en el nGC durante las campafias de muestreo de 2016 y 2017 se
realizd para evaluar si los quistes estaban asociados con tipos de sedimentos especificos y si presentaban
un patrén de distribucion espacial similar. La composicion del grano del sedimento fue similar en ambos
periodos de muestreo (Tabla 6). Los limos (= 2-63 um) representaron el 79.3% y el 74.6% de todos los
componentes granulares para julio de 2016 y febrero de 2017, respectivamente. Las arenas representaron
el 20.6% de todas las fracciones de granos para julio de 2016 y el 25.3% en febrero de 2017. En julio de
2016, la arcilla representd el 1.4% de todos los componentes y estuvo ausente en febrero de 2017. La
representacion de las subfracciones de arena también fue similar en ambos periodos de muestreo, con la
excepcién de la arena media que fue solo el 0.3% de todos los componentes sedimentarios en julio de
2017 y 6.3% en febrero de 2017. En relacién con las subfracciones de lodo, los limos finos y muy finos
representaron (20.4% y 12.5%) en julio de 2016 mientras que en las muestras de febrero de 2017 solo el

9.9% y 1.2% respectivamente (Tabla 6, y 18, Anexo).

Tabla 6. Composicién granulométrica (en porcentaje) de muestras de sedimentos recolectadas en julio de 2016 y
febrero de 2017 en el norte del golfo de California. Se presenta el rango de tamafio en micras.

ARENA LODO Arena Arena Arena Limo Limo Limo Limo Limo Arcilla
media fina muy fina muy grueso medio fino muy
grueso fino
Julio 2016 206 793 0.3 6 10.3 13.8 17.5 189 204 125 1.4
Febrero 2017 | 253 74.6 6.3 8.2 10.7 17.9 18.1 20 9.9 1.2 0
Rango (um) 500-250 250-125 125-63 63-32 32-16 16-8 8-4 4-2 2-0.25

Se analizd larelacidn entre el tipo de sedimento y la presencia de quistes de G. catenatum en cada estacién
de ambas campafias de muestreo. Los quistes de G. catenatum se asociaron con diferentes componentes
del sedimento en los dos periodos de muestreo. En febrero de 2017, G. catenatum y la fraccidn de arena

fina formaron un grupo que se separé del resto de componentes granulométricos con un valor de similitud
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de 0.2. En contraste, en julio de 2016 los quistes se asociaron con limo fino (r = 0.3), un componente de
faccién de tamafio mucho mds pequeno. La asociacién de limo fino y arena fina con la presencia de quistes
de G. catenatum fue evidente cuando se analizé la distribucion espacial de estas fracciones de sedimento.
En julio de 2016, la mayor acumulacion de limo fino se encontré frente a la costa de San Felipe y Bahia
Ometepec (Fig. 11E). Este tipo de grano representé ~ 20% de los sedimentos, y como se describid
anteriormente, también se encontrd una alta concentracidon de quistes de G. catenatum en estas areas
(Fig. 11C). En febrero de 2017, de manera similar a la distribucion del quiste de G. catenatum, se
acumularon arenas finas en dos areas bien definidas del nGC. La arena fina representé aproximadamente
el 8% de los componentes sedimentarios cerca de la costa sur de San Felipe a Puertecitos, y frente a Bahia

Adair, en la costa este de la region (Fig. 11F).

La deposicion de los quistes producidos por G. catenatum, el transporte y la reubicacién definen las dreas
de acumulacién de este material. Los sedimentos también estdn expuestos a procesos de transporte y
reubicacion. En febrero de 2017 la distribucién geografica de los quistes podria estar relacionada con el

FAN de G. catenatum ocurrido un mes antes.

3.2.3 FAN de G. catenatum en 2017

Gymnodinium catenatum estd cominmente presente en las dreas de extraccién de P. globosa desde
noviembre/diciembre hasta abril/mayo (Medina-Elizalde et al., 2018). En el FAN de 2015, la abundancia
maxima de células superficiales de G. catenatum fue de 152 x 103 células L y representd hasta el 55% de
todas las especies recolectadas en muestras de redes de fitoplancton (Medina-Elizalde et al., 2018). En
2016, la abundancia maxima de células superficiales en enero fue de 320 células L; por lo tanto, la
abundancia de quistes detectada en julio de este afio se asocid con un afio sin proliferacion. Por el
contrario, los quistes en febrero de 2017 se asociaron con una proliferacién que ocurrié antes del periodo
de muestreo. Células de G. catenatum se detectaron desde enero (no se obtuvieron muestras en
diciembre) hasta mayo de 2017 en las areas de extraccion de P. globosa. La mayor abundancia detectada
en superficie fue de 311 x 103 células L™ y ocurrié el 17 de enero, siendo G. catenatum la especie que
representd el 92% del total de la comunidad de fitoplancton en esta fecha (Fig. 12). La abundancia de
células disminuyd a 283 x 10% células L™ el 23 de enero y a 28.5 x 10° células L' en febrero. En estas fechas,
G. catenatum todavia estaba altamente representado (mas del 60%) en las muestras de fitoplacton y se

detectd en varias muestras recolectadas en abril, pero no asi en mayo (Fig. 12).
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Figura 12. Abundancia superficial de Gymnodinium catenatum y abundancia relativa en muestras de redes de
fitoplacton recolectadas por Ficotox en el area de extraccidon de almeja P. globosa al sur de San Felipe, B.C., en 2017.

La informacion del FAN se limitd al drea de extraccién de P. globosa. Por lo tanto, para evaluar la probable
extensién y evolucidn del FAN en la region, se estimd la distribucion de la concentracion de Clorofila-a a
partir de datos satelitales (Chlsat). EI 6 de enero, la acumulacién de Chlg,: se hizo evidente como filamentos
en la costa oeste al sur de la costa de San Felipe. El 18 y 19 de enero, aumentd la Chls: en la costa oeste
del nGC. Especificamente, se detectaron concentraciones superiores a 15 mg m= en un drea de
aproximadamente 600 km™ ubicada de manera paralela a la costa entre San Felipe y Puertecitos. Las
concentraciones bajas de Chls.: estaban presentes al norte y al este de esta area. Se detectd otra area de
acumulacidn de Chls: en la costa continental del nGC cerca de Bahia Adair y Puerto Pefiasco. La mayor
concentracién de Chlg: (23 mg m3) y mayor extensidon de la proliferacién fueron detectadas el 10 de
febrero (Fig. 13). Durante el periodo de la campafia de muestreo la Chls,: disminuyd como se observa en
las imagenes del 21, 25 de febrero y 01 de marzo (Fig. 13). Despues de esta ultima fecha, la Chls,t disminuyo
a5 mgm3en laregion. La Chlg indica que la proliferacion se inicié en el lado oeste del golfo al sur de San
Felipe (aunque también hay una pequefia area de alta concentracion de Chls,: en el lado continental del
golfo), y se movid y dispersé hacia el norte, pero principalmente hacia el oeste. El resultado del andlisis de
seguimiento de particulas, interpolado en los mapas de Chls, indica también este patrén de evolucion de
la proliferaciéon. Por ejemplo, las particulas del 19 de enero que se originaron en la costa oeste del golfo
mostraron trayectorias hacia el oeste y el norte y permanecieron en el nGC, principalmente en la regién
superior (Fig. 13). Por lo tanto, las areas de acumulacion de quistes en febrero de 2017 probablemente

estuvieron relacionadas con la aparicion y dispersion del FAN.
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Figura 13. Distribucidn de la concentraciéon de Clorofila-a obtenida por satélite (Chlsst) en enero y febrero de 2017 en
el norte del golfo de California. La Chls: presenta a una concentraciéon maxima de 15 mg m= en las figuras. También
se presentan las trayectorias lagrangianas estimadas a partir del analisis de seguimiento de particulas del 19 de enero
al 25 de febrero de 2017. Los puntos negros representan la posicidn final de las particulas advectadas el 25 de febrero.
Los puntos blancos representan la posicién de la particula el dia indicado en la imagen de Chlg, (10, 21, 25 de febrero
y 19y 30 de enero). Las lineas representan la trayectoria entre estas fechas.
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Para probar esta suposicidn, se analizd la relacion entre Chlg,: y la abundancia de quistes en el sedimento

con un analisis de componentes principales (PCA).
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Figura 14. Resultados del PCA entre la concentracién de Chlg,: de diferentes dias entre el 19 de enero, el 10 de febrero
y el 21 de febrero con la concentracién de quistes.

Los tres primeros factores del PCA explicaron el 73.1% de la varianza total de la relacién entre Chlgy
durante diferentes fechas y la abundancia de quistes de G. catenatum (Tabla 20, Anexo). El PCA mostrd la
formacion de dos grupos. El 6, 18, 30 y 25 de febrero y el 1 de marzo de 2017, formaron un grupo con
menor concentracion de Chls. en comparacion con el segundo grupo integrado por el 19 de enero, 10 y
21 defebrero, que se correlacioné positivamente con la abundancia de quistes (Fig. 14). Este andlisis apoya
la suposicién de que los semilleros de febrero de 2017 se originaron a partir del FAN presente en la regién

aproximadamente un mes antes del periodo de muestreo.
3.2.4 Dinamica de los quistes en el norte del golfo de California

La distribucidn del quiste de G. catenatum en febrero coincidié con la distribucién de sedimentos de tipo

grano relativamente grande (arenas finas) y de Chls,t. Por lo tanto, la ubicacion de los semilleros en febrero
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probablemente estuvo asociada con la proliferacion del dinoflagelado y su dispersion (evolucion del FAN
de 2017). Para comprobar esto, evaluamos la dispersiéon de células vegetativas relacionadas con la
circulacion del agua utilizando un modelo de circulacion numérico, asi como experimentos de adveccion
de particulas. Los patrones de circulacion en la superficie y a 5 m sobre el fondo se caracterizaron durante

febrero de 2017 en el nGC (Fig. 15A).

La circulacién superficial en este mes estuvo dominada por un fuerte remolino anticiclénico ubicado al sur
del area de muestreo, aproximadamente a los 30.5°N. Las velocidades mas altas tanto en la superficie
como cerca del fondo estuvieron presentes en este remolino con una media maxima de 0.42 m sty 0.12

m s, respectivamente.

La intensidad de las corrientes superficiales disminuyd hacia el norte desde el remolino donde una
direccion de flujo de oeste a este era claramente evidente alrededor de los 31°N. A medida que la
intensidad de las corrientes superficiales disminuyd hacia la parte mas septentrional del aGC, la circulacién

mostro diferentes direcciones.

Especialmente al sur de la Isla Montague y al sur de San Felipe la circulacién no presento una direccién
definida. En la superficie de esta regidn, las velocidades de la corriente eran <0.10 m s, En contraste con
la circulacidn superficial, habia un patrén de circulacién poco claro en la parte inferior del aGC vy, en

general, las velocidades de la corriente son mas lentas que las de la superficie.

Los lechos de quistes se encontraron en lugares con un flujo superficial y de fondo débil, como fue evidente
en el oeste y norte dentro del nGC. Ademas, se ubico un area de alta acumulacion de quistes donde la
direcciéon de la superficie del flujo era hacia la costa, como en Bahia Adair (Fig. 15A). La ubicacion de los
quistes para este periodo parecia no estar relacionada con la circulacion cercana al fondo. Esto fue

confirmado por los resultados de seguimiento de particulas del modelo lagrangiano (Fig. 15B).
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Figura 15. (A) Vectores de velocidad media mensual en la superficie (vectores blancos) y a 5 metros sobre el fondo
(vectores negros), y distribucién de G. catenatum (escala de colores) en febrero de 2017; la velocidad maxima en
superficie es de 0,42 m s, (B) Trayectorias lagrangianas de 22 dias, del 3 al 25 de febrero de 2017; los puntos grandes
y el contorno negro representan las posiciones finales de las particulas advectadas el 25 de febrero; estas posiciones
finales corresponden a los puntos de observacion con una concentracién de quiste distinta de cero indicada por la
paleta de colores del arco iris. Las trayectorias se separaron de acuerdo con su concentracién de quistes en cuatro
rangos para mayor claridad en las graficas, y se trazan en la imagen de Chls,: del 10 de febrero de 2017 como mapa
base.
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Seguimos el movimiento de las particulas liberadas en la superficie asumiendo que los quistes encontrados
en el sedimento se originaron en el FAN registrado durante este periodo. El origen de los quistes ubicados
en las dreas de bajas concentraciones (<80 quistes/g) en los sedimentos fueron heterogéneas (Fig. 15B1).
Por el contrario, los quistes en areas de alta acumulacidn se originaron en lugares cercanos. Los quistes en
semilleros detectados entre San Felipe y Puertecitos probablemente tuvieron su origen en ubicaciones del

norte y luego fueron transportados en direccion sur (Figs. 1582-4).

Los quistes en el lado continental del nGC (Bahia Adair) parecian originarse a partir de particulas (células
vegetativas) ubicadas al noroeste y al sur de esta ubicacidn y, probablemente, se transportan desde el aGC
hacia Bahia Adair. Los quistes ubicados cerca de Isla Montague estdn relacionados con particulas presentes
al sur de esta ubicacion y parecian atrapados en esta area (Figs. 15B1 y B3). Los analisis de circulacién y
seguimiento de particulas indican que el FAN presenta un comportamiento local ya que los quistes se
depositan durante la proliferaciéon vegetativa y quedan atrapados en la parte norte de la regidén. En
contraste el analisis de circulacidén y seguimiento de particulas durante el giro ciclénico en julio de 2016.
En este periodo, la circulacidn se caracteriza por un fuerte remolino ciclénico centrado alrededor de 30.5°N
y fuertes corrientes superficiales en el lado este orientadas hacia el aGC (vectores blancos en la Fig. 16A).
Las corrientes superficiales fueron mas intensas que las presentes en febrero de 2017, ya que alcanzaron
velocidades de hasta 0.54 m s™. Las corrientes en el fondo fueron mas débiles (0.15 m s) que las corrientes
superficiales. Las corrientes mas fuertes se presentaron en la parte alta del golfo y en la costa oeste
relacionadas con el remolino ubicado a los 30.5°N. En ambas dreas, la circulacidon de fondo presentd una
direcciéon hacia el sur. Es muy probable que la alta concentracién de quistes de G. catenatum en el lado
peninsular del aGC esté relacionada con el patrén de circulacién del fondo. El semillero estaba ubicado en
un area donde la velocidad y la direccion del fondo eran diferentes del patrén predominante circundante.
Hay una fuerte corriente de este a oeste en la parte mas al norte del aGC que gira hacia el sur y fluye cerca
de la costa (Fig. 16A). Los quistes del oeste se retienen ya que la velocidad del fondo es minima en esta

areay corre hacia el noreste (Figs. 16A y B).
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Figura 16. (A) Vectores de velocidad media mensual en la superficie (vectores blancos) y a 5 metros sobre el fondo
(vectores negros), y distribucidn de G. catenatum (color) en julio de 2016; la velocidad maxima en superficie 0.54 m
s1. (B) Trayectorias lagrangianas de 22 dias, durante el 1 al 22 de julio de 2016; los puntos grandes y el contorno
negro representan las posiciones finales de las particulas advectadas el 22 de julio; estas posiciones finales
corresponden a los puntos de observacidn con una concentracion de quiste distinta de cero indicada por la paleta de
colores del arco iris.
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El andlisis de seguimiento de particulas indica también que cerca del fondo, la hidrodinamica influyé en la
localizacién de sedimentos y quistes después de haber sido depositados por un evento de FAN
(probablemente el de 2015) en el nGC. Al menos, estd relacionado con la localizacion del semillero durante
julio de 2016. En este periodo, el movimiento de la superficie de las particulas estuvo fuertemente
influenciado por la circulacién ciclénica (Fig. 16A). El origen de la mayoria de los 20 puntos de liberacion
de particulas en julio de 2016 fue muy al sury fuera del drea circundante del aGC (Fig. 16B). Las trayectorias
siguen claramente la circulacidn superficial y no se correlacionan con la ubicacién del semillero. Los
experimentos de adveccion de particulas para ambos periodos (julio de 2016 y febrero de 2017) confirman

el efecto de la circulacion en la distribucion de quistes de G. catenatum en el nGC.

3.3 Identificacion molecular de quistes y células vegetativas de Gymnodinium
catenatum en el norte del golfo de California

3.3.1 Amplificacion y secuenciacion del DNA
3.3.1.1 Analisis de las secuencias del DNA ribosomal

Fueron amplificados con éxito los fragmentos esperados del total de muestras de células vegetativas
aisladas. Para fines del andlisis se presentan las secuencias obtenidas con cada region LSU e ITS, asi como
del dominio sxtA4 en dos muestras de células vegetativas. Asi mismo, se presenta una secuencia de 212
pb del LSU especifico obtenida de quistes en sedimento localizadas entre las 3653 — 3864 pb, que presentd
un 100 % de identidad a las secuencias de células vegetativas. La secuencia del dominio D1-D2 del LSU
presentd un fragmento parcial de 613 pb localizado entre los 3370 a 3982 pb en el gen rDNA de referencia
de Gymnodinium catenatum (DQ779989). La regién ITS presentd un total de 698 pb localizadas entre los

2420 - 3057 del gen de referencia DQ779989 (Tabla 7 y Fig. 17).

Tabla 7. Resultados del analisis de las secuencias de Gymnodinium catenatum del norte del golfo de California,
mostrando el tamafio, localizacidn, identidad, Mismatches, Gap.

Quistes Células Tamaiio Localizacién gen'  Identidad® Mismatches* Gap!
vegetativas secuencia® %
D1-D2 LSU + 613 pb 3370..3982 100 0 0
LSU especifico + + 212 pb  3653..3864 100 0 0
ITS1-5.8S-ITS2 + 638 pb 2420..3057 100 1 0
sxtA4 + 698 pb 3200..38882 N/A N/A N/A

Secuencia referencia Gymnodinium catenatum (DQ779989).
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Las secuencias del dominio D1-D2 LSU y del LSU especifico mostraron una identidad del 100 % en los
alineamientos, tanto en las secuencias del nGC (este trabajo), como de las secuencias recuperadas del

GenBanK (Tabla 23, Anexo).
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Figura 17. Representacion esquematica de la localizacion de las regiones ampllflcadas ITS1-5.85-ITS2-LSU en el gen
del rDNA.

De igual manera, las regiones del ITS secuenciadas en el nGC presentan una identidad del 100 %. Sin
embargo, al compararlas con las secuencias del GenBanK (Tabla 23, Anexo ), se encontré una mutacion en
el sitio 2632 (transversion en las piridiminas C-T) dentro del rRNA 5.8S, entre secuencias de Japon
(FJ823540), China (MT659396), y en México: Mazatlan (JQ638941) y Bahia Concepcion, Baja California Sur
(JQ616825) y en los aislados de G. catenatum del presente estudio, presentando la variante citosina,
mientras que las secuencias de Australia (F1823542, FJ823537, FI823551) presentaron la variante timina
(Fig. 18). Fuera de esta mutacion, tampoco presentaron huecos u otros cambios con el resto de las

secuencias comparadas.

rRNA-5.8S ribosomal RNA
rRNA 5.85 rlbosnmal Y. > > - "~ . > > ]

I Japén (J823540), China (MT659396), MexlcosMazatlan (JQ638941), Bahia Concepcion (JQ616825), norte del golfo de California

o Australia (FJ823542, FJ823537, FJ823551)
>

Figura 18. Representacion esquematica de la localizacion de la region ITS1-5.85-ITS2 sefialando la posicion de la
mutacion.

3.3.1.2 Analisis de secuencia del dominio sxtA4 en G. catenatum

Las secuencias de G. catenatum V8SX y V6SX del nGC mostraron un tamafio de secuencia de 698 pb y 692
pb respectivamente, y se localizaron entre las 3200 a 3888 pb del gen de Alexandrium fundyense
(JF343239), que se utilizé como secuencia de referencia pues cuenta con una mayor cobertura de este gen
(sxtA). Ademds, para G. catenatum solo se encuentran disponibles secuencias del dominio sxtA4

provenientes de Mazatlan (Sinaloa) (KY575970), Manzanillo (Colima) (KY575969), y Lazaro Cardenas
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(Michoacan) (KY575968). En el resto del mundo solo hay depositada una secuencia procedente de
Australia (JF343266). Para comparar estas secuencias publicadas en el Genbank, con las secuencias de G.
catenatum V8SX y V6SX del nGC se usé la secuencia G. catenatum V85X como referencia. De esta manera
se encontrd una identidad del 96.7%, y 23 cambios (mismatches) y ningin hueco (gap) con la secuencia
de G. catenatum V6SX de la misma zona. Asi mismo, la secuencia de G. catenatum de Australia (JF343266)
mostré 9 cambios y una identidad del 98.7 %. Las secuencias de G. catenatum de Lazaro Cardenas
(KY575968) y Mazatlan (KY575970), mostraron 25 y 27 cambios, asi como una identidad del 95.7 y 95.3 %
respectivamente. La secuencia de G. catenatum de Manzanillo (KY575969) no presenta cambios con

respecto a la secuencia V8SX, presentando una identidad del 100 %, sin cambios (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados del andlisis de secuenciacién del dominio sxtA4 en Gymnodinium catenatum, mostrando tamafio,
posicién, identidad, Mismatches, Gap, usando la secuencia G. cat norte del GC (V85X) como referencia.

sxtA4 G. catenatum?! Tamafo Posicién en gen? Identidad Mismatches Gap
secuencia %

G. cat norte del GC (V8SX) 698 pb 3200..3888 100 0 0

G. cat norte del GC (V6SX) 692 pb 3201..3888 96.7 23 0

G. cat Australia (JF343266) 671 pb 3200..3866 98.7 9 0

G. cat Manzanillo Colima 579 pb 3253..3829 100 0

(KY575969)

G. cat Mazatlan, Sinaloa 579 pb 3253..3829 95.3 27 0

(KY575970)

G. cat Lazaro Cardenas, 579 pb 3253..3829 95.7 25 0

Michoacan (KY575968)

Secuencia de referencia Gymnodinium catenatum V8SX norte del Golfo de California.
Gen referencia Alexandrium fundyense Noruega (JF343239).

Estos cambios difieren cuando se utiliza la secuencia G. catenatum V6SX del nGC como referencia. La
secuencia de G. catenatum de Australia (JF343266) mostré 16 cambios y una identidad del 97.6 %. La
secuencia de Manzanillo, Colima (KY575969) presento 19 cambios y un 96.7 % de identidad. Las secuencias
de G. catenatum de Lazaro Cardenas, Michoacan (KY575968) y Mazatlan, Sinaloa (KY575970), mostraron
12 y 8 cambios, asi como una identidad del 97.9 y 98.6 % respectivamente, por lo tanto, la secuencia de
Mazatlan resulto ser la secuencia con mayor similitud con la secuencia G. catenatum V6SX del nGC. De

igual manera los alineamientos no presentaron huecos (gaps) (Tabla 9).
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Tabla 9. Resultados del andlisis de secuenciacion del dominio sxtA4 en Gymnodinium catenatum, mostrando tamafio,
posicion, identidad, Mismatches, Gap, usando la secuencia G. cat norte del GC (V65X) como referencia.

sxtA4 G. catenatum?! Tamanio Posicidn en gen? Identidad Mismatches Gap
secuencia %

G. cat norte del GC (V6SX) 692 pb 3201..3888 100 0 0
G. cat norte del GC (V8SX) 698 pb 3200..3888 96.7 23 0
G. cat Australia (JF343266) 671 pb 3200..3866 97.6 16 0
G. cat Manzanillo, Colima 579 pb 3253..3829 96.7 19 0
(KY575969)

G. cat Mazatlan, Sinaloa 579 pb 3253..3829 98.6 8 0
(KY575970)

G. cat Lazaro Cardenas, 579 pb 3253..3829 97.9 12 0

Michoacan (KY575968)

Secuencia de referencia Gymnodinium catenatum V6SX norte del Golfo de California.
2Gen referencia Alexandrium fundyense Noruega (JF343239).

La cobertura de estas secuencias con respecto al gen de referencia de A. fundyense (JF343239) cubre un

rango variable, pues las secuencias fluctian de los 579 pb las mas cortas, hasta los 698 pb la mas larga. En

esta cobertura es posible ubicar mutaciones puntuales, las cuales muestran cambios entre las secuencias

de G. catenatum, e incluso en las mismas posiciones con el género Alexandrium (Fig. 19). En el cotejo entre

la secuencia de G. catenatum V8SX del nGC y Alexandrium fundyense (JF343239) se contabilizaron hasta

72 puntos de mutacién presentes, de los cuales 15 estaban presentes de manera exclusiva en las

secuencias de G. catenatum V8SX, V6SX del nGC, G. catenatum de Lazaro Cardenas (KY575968), Mazatlan

(KY575970), G. catenatum de Manzanillo (KY575969) y G. catenatum de Australia (JF343266) (Fig. 19).
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Figura 19. Representacion esquematica del dominio sxtA4 que resume la posicidn en las mutaciones detectadas.
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Al ampliar el rango de andlisis del dominio sxtA4 entre los géneros Gymnodinium, Alexandrium vy

Pyrodinium, conocidos por tener especies productoras de toxinas paralizantes (PSTs), y tomando como

gen de referencia el de A. fundyense (JF343239), fue posible apreciar como la cantidad de cambios se
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duplicaron (60, 68, 65, etc.) entre G. catenatum y las especies del género Alexandrium (24, 28, 35, 35),
incluida P. bahamense var. compressum (MN431957) que presentd 29 cambios. Como era de esperarse,
la identidad intra-especie aumenta de manera gradual, mientras que esta disminuye entre los géneros

comparados (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de los andlisis del dominio sxtA4 en Gymnodinium, Alexandrium, y Pyrodinium mostrando
tamafio, posicion, identidad, Mismatches, Gap.

sxtA4* Tamano Posicion en gen Identidad Mismatche Gap
Gymnodinium/Alexandrium [Pyrodinium | secuencia SXtA % s

G. cat norte del GC (V8SX) 698 pb 3200..3888 91.3 60 0
G. cat norte del GC (V65X) 692 pb 3201..3888 90.1 68 0
G. cat Australia (JF343266) 671 pb 3200..3866 90.3 65 0
G. cat Colima (KY575969) 579 pb 3253..3829 91.5 49 0
G. cat Sinaloa (KY575970) 579 pb 3253..3829 91.2 51 0
G. cat Michoacan (KY575968) 579 pb 3253..3829 89.9 58 0
A. fundyense Australia (KJ879205) 688 pb 3177..3888 98.9 8 0
A. catenella China? (KM100452) 693 pb 3196..3888 96.5 24 0
A. affine China? (KM100454) 693 pb 3196..3888 96.0 28 0
A. minutum Francia (MW546902) 682 pb 3206..3887 94.9 35 0
A. tamarense Jap6n (LC549066) 698 pb 3196..3893 99.7 2 0
P. bahamense var. compressum Malasia 630 pb 3247..3877 95.4 29 0
(MN431957)

'Gen referencia Alexandrium fundyense Noruega (JF343239).

El alineamiento del dominio sxtA4 realizado entre las secuencias de los taxones analizados de G.
catenatum V8SX y V6SX del nGCy G. catenatum de Mazatlan (KY575970), G. catenatum de Manzanillo, G.
catenatum de Lazaro Cardenas (KY575968) y la secuencia de G. catenatum de Australia (JF343266), junto
a las secuencias de A. fundyense de Australia (KJ879205), A. catenella (sin dato de origen) (KM100452), A.
affine (sin dato de origen) (KM100454), A. minutum de Francia (MW546902), A. tamarense de Japon
(LC549066), y P. bahamense var. compressum de Malaysia (MN431957) (Tabla 10), se observaron varias
mutaciones en los tres géneros aqui analizados (Gymnodinium, Alexandrium y Pyrodinium). Estos cambios
pueden observarse en el alineamiento presentado en las figuras 15 y 16 donde se aprecia claramente las
diferentes mutaciones, con respecto a la secuencia consenso. Estas mutaciones se localizan tanto de

manera intraespecifica, como interespecifica.



G.catenatum nGC VESX
G.catenatum Australia JF343266
G.catenatum Colima KY575969
G.catenatum Sinaloa KY575970
G_catenatum Michoacan KY575968
fundyense Noruega JF343239
fundyense Australia KJ879205
catenella China® KM100452
affine China* KM100454
minutum Francia MW546902
tamarense Japén LC549066

P. bahamense Malasia MN431957

>>rn>n

G.catenatum nGC VBSX
G.catenatum Australia JF343266
G.catenatum Colima KY575969
G.catenatum Sinaloa KY575970
G.catenatum Michoacan KY575968
A. fundyense Noruega JF343239
A. fundyense Australia KJ879205
A. catenella China* KM100452

A. affine China* KM100454

A. minutum Francia MW546902

A. tamarense Japon LC549066

P. bahamense Malasia MN431957

G.catenatum nGC V6SX
G.catenatum Australia JF343266
G.catenatum Colima KY575969
G.catenatum Sinaloa KY575970
G.catenatum Michoacan KY575968
A. fundyense Noruega JF343239
A. fundyense Australia KJ879205
A. catenella China* KM100452

A. affine China® KM100454

A. minutum Francia MW546902
A. tamarense Japén LC549066

P. bahamense Malasia MN431957

G.catenatum nGC V6SX
G.catenatum Australia JF343266
G.catenatum Colima KY575969
G.catenatum Sinaloa KY575970
G.catenatum Michoacan KY575968
fundyense Noruega JF343239
fundyense Australia KJ879205
catenella China™ KM100452
affine China* KM100454
minutum Francia MW546902
tamarense Japon LC549066

P. bahamense Malasia MN431957

EEBDnmE

G.catenatum nGC V6SX
G.catenatum Australia JF343266
G.catenatum Colima KY575969
G.catenatum Sinaloa KY575970
G.catenatum Michoacan KY575968
fundyense Noruega JF343239
fundyense Australia KJ879205
catenella China* KM100452
affine China* KM100454
minutum Francia MW546902
tamarense Japon LC549066

P. bahamense Malasia MN431957

PN PPN

2 I

cgeagecteocgtltoggogegagageggogogtlttecelecctcoctoggacaltansacgeccacgaclgegTGCAGAGCSEGGC
2 5 1 2

®O0F 0000 >R >

CAGGGTc¢TGGCAAGAaAgGGCgcCAGCCOg! oGl gCGBCcTGAagCACAAGGAGCGgGGgpgAGgCAGCtGoGAGCgCgYgTTag

moow & s oW w o e we v 6 oms om0 @ o1 o at

A
A
A
A
A
A
G
G
a

(2]
BRI - - - - o

|[6ePpodod>>>>» > »

DO PO OD > > > > > >
| >

TR TP

CGTGCGATCCGC+gAGGGGGCCGAaCATCACCTACGT gTGCGACGGCcGTIgTAGTCCAGCGGAGG g aGAGgHE C

|lep@eeaooe>>>>> >
Jooo0o0000000o0a-:

AAGATACTCGTaGACGAGCTOCGgGCA

© 000000 - -
> > >0 > > >0 0000

Figura 20. Alineacion de secuencias del dominio sxtA4 de Gymnodinium catenatum, Alexandrium, y Pyrodinium de
varios paises, son enfatizados los sitios donde se presentan las diferentes mutaciones.
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Figura 21. Alineacidn de secuencias del dominio sxtA4 de Gymnodinium catenatum, Alexandrium, y Pyrodinium de
varios paises, son enfatizados los sitios donde se presentan las diferentes mutaciones.
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Finalmente, el analisis de la Figura 17 muestra en resumen un patron de 125 cambios en las secuencias
alineadas del dominio sxtA4. El cdlculo incluyé las secuencias de G. catenatum V8SX y V6SX del presente
estudio (nGC), la secuencia de G. catenatum de Mazatlan, Sinaloa (KY575970), de G. catenatum de

Manzanillo, Colima, de G. catenatum de Lazaro Cardenas, Michoacan (KY575968) y la secuencia de G.
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catenatum de Australia (JF343266), asi como las secuencias de A. fundyense de Australia (KJ879205), A.
catenella (sin dato de origen) (KM100452), A. affine (sin dato de origen) (KM100454), A. minutum de
Francia (MW546902), A. tamarense de Japon (LC549066), y P. bahamense var. compressum, de Malasia
(MN431957).
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Figura 22. Resumen del patréon de cambios en el alineamiento de secuencias del dominio sxtA4 de Gymnodinium
catenatum, Alexandrium, y Pyrodinium que presentan diferentes mutaciones.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Ensamblajes de quistes de reposo de dinoflagelados en el norte del Golfo de
California

4.1.1 Ensamblaje de quistes de dinoflagelados y su afinidad ambiental

Las especies en los ensamblajes de quistes de dinoflagelados en el nGC son comunes en areas tropicales y
subtropicales altamente productivas. Las especies G. catenatum, S. ramosus, S. bentorii, S. delicatus, S.
membranaceus, Q. concreta, S. nephroides y P. americanum representan el 71.21% de la variacién entre

ambos conjuntos de datos.

En general, las muestras de sedimentos del GC contienen ensamblajes de palinomorfos marinos
dominados por los quistes de dinoflagelados Brigantedinium spp., Bitectatodinium spongium, Spiniferites
spp. y G. catenatum, junto con una gran abundancia de huevos de copépodos. La distribucién local de
quistes a lo largo del GC se ha relacionado con la granulometria de sedimentos (Martinez-Herndndez y
Hernandez-Campos, 1991), encontrandose concentraciones mas altas en sedimentos limosos-arcillosos y
concentraciones mas bajas recuperadas de sedimentos arenosos. La distribucién también se ha
relacionado con la productividad primaria anual en cuenca Delfin (CDL; Fig. 1; Pospelova et al., 2008),
cuenca Pescadero (CPS, Fig. 1; Flores-Trujillo et al., 2009; Duque-Herrera et al., 2020) y en la costa de
Mazatlan (CMZ, Fig. 1; Kielt, 2006), y en Bahia de La Paz (BLP, Fig. 1; Kielt, 2006). En el nGC, la distribucion
refleja la influencia combinada de los factores sedimentarios y la productividad anual integrados con la

salinidad y la temperatura.

En el nGC, G. catenatum fue la especie mas abundante en ambos ensamblajes de muestras. Este
predominio de G. catenatum parece reflejar los FAN ocurridos en los inviernos de 2015 y 2017 en el lado
occidental del nGC, cerca de San Felipe (Medina-Elizalde et al., 2018; Medina-Elizalde, 2021). Las
proliferaciones de G. catenatum aparecen solo cuando la temperatura oscila entre 12 y 16 °C, no se han
registrado durante el verano y otofio cuando la temperatura oscila entre los 19 y 34 °C (Ramirez Castillo,

2020).

La mayor concentracion de especies autdtrofas en julio de 2016 en comparacién con febrero de 2017
refleja un aumento en la temperatura y la salinidad, particularmente ventajoso para S. mirabilis, P. dalei,
P. zoharyi y P. reticulata, cuyas abundancias superiores ocurren en temperaturas que alcanzan hasta los

29.8 °C y salinidades de hasta 39.4 (Zonneveld et al., 2013). Las especies potencialmente generadoras de
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yesotoxina S. elongatus, S. ramosus, S. bulloideus, S. mebranaceus, N. labyrinthus, O. centrocarpum y B.

tepikiense también comparten amplios rangos de temperatura (-2.0 - 29.8 °C) y salinidad (17.4 — 39.4;

Zonneveld et al., 2013).

En el nGC, los valores medidos de temperatura y salinidad en verano oscilan entre los 19.7 — 25.6 °C, y los
35.5 - 37.1, y en invierno varian entre los 15.8 - 19 °C y los 35.5 — 36.6 (Rodriguez-Pérez, 2013), lo que
facilita la proliferacion de algunas especies. Los cambios de concentracidn y ubicacion en el gradiente de
salinidad podrian explicar la proliferacidon de especies en verano, como quistes del complejo Gonyaulax
spinifera (S. ramosus y N. labyrinthus), que se han reportado en salinidades de 25 a 30 (Rochon et al.,
2009). Los datos moleculares de los quistes Impagidinium caspienense y Gonyaulax baltica indican que la
salinidad es el factor principal para la proliferacion de estos dos tipos de géneros, "spiniferate" e
"impagidinioid" (Mertens et al., 2017), como lo indica el aumento de estos taxones en salinidades

superiores a 30 (Dale, 1996; Ellegaard, 2000).

En el Mar Baltico, las areas con mayor salinidad (30.57) tienen bajas concentraciones de las especies
heterotroficas Brigantedinium spp. y Dubridinium caperatum (Sildever et al., 2015). Por el contrario, a
medida que la salinidad disminuyd (4.73), las concentraciones de estos taxones heterdtrofos aumentaron
(Sildever et al., 2015). En nuestro estudio, encontramos un efecto similar, con las bajas concentraciones
de taxones heterétrofos probablemente causadas por los altos niveles de salinidad reportados para el nGC
(35.5-37.0, Tabla 16, Anexo), que pueden llegar hasta 39 en las partes someras del aGC (Alvarez-Borrego

et al., 1975; Lavin et al., 1998).

La distribucion de quistes en el area de estudio mostré cambios sustanciales en cada periodo. En julio de
2016, las mayores concentraciones de quistes se encontraron en el lado oeste, cerca de San Felipe. Por el
contrario, en febrero de 2017, las zonas de acumulaciéon de quistes se extendieron mas hacia el este, frente
a Bahia Adair. Este cambio en la distribucién y la baja concentracién de quistes en los sedimentos en
comparacion con los otros estudios en el GC sugiere que muchos quistes permanecen flotando o que la
presencia de quistes en el sedimento representa una fraccién de los que se estan produciendo en el ciclo
de vida de cada especie y finalmente son alterados por factores sedimentarios. Las condiciones
ambientales dindmicas al nGC estdn marcadas por fuertes corrientes de marea y representan un entorno
de depodsito desafiante para particulas mas pequenas que el limo. Entonces, incluso cuando el area
presenta alta productividad, la concentracién de quistes en el sedimento es baja. La granulometria de los
sitios muestreados (Tabla 15, Anexo) indica el predominio de granos de tamafio medio limo a arena (81.2%

en julio de 2016 y 67.1% en febrero de 2017), con un contenido muy bajo de arcillas (16.6% en julio de
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2016 y 25.2% en febrero de 2017). La flotacidn de los quistes puede estar relacionada con los efectos de
las fuertes corrientes de marea y vientos que sustentan un enérgico ambiente sedimentario, como lo
demuestra el intenso retrabajo y dispersién de sedimentos registrados en las zonas someras (Alvarez-
Borrego y Lara-Lara, 1991; Bray y Robles, 1991). Estos ambientes sedimentarios activos explican
condiciones importantes en el ecosistema del aGC (Brusca et al., 2017), e interpretamos los factores

sedimentarios dindmicos como la principal causa de la baja concentracion de quistes en el area.

Ademas, la dominancia autétrofa difiere de otras areas altamente productivas en el GC, donde los taxones
heterdtrofos, particularmente Brigantedinium spp., dominan los ensamblajes. Esta dominancia autétrofa
podria estar relacionada con las condiciones sedimentarias dinamicas en el nGC y las caracteristicas de las
masas de agua. Particularmente porque los quistes de Brigantedinium spp., tienen formas esféricas y
tamafios pequefios (29-53 um) que facilitan su transporte a sitios mds profundos, como cuenca Delfin

adyacente al sur (Pospelova et al., 2008).

Con respecto a la distribucion local de huevos de copépodos, las muestras de julio de 2016 al este de San
Felipe y el sur de Puertecitos contenian las concentraciones mds altas. En comparacién, las muestras de
febrero de 2017 mostraron las concentraciones mas altas cerca de Bahia Adair y al sur de San Felipe, con
concentraciones mas altas en estaciones de muestreo mas profundas. Este ultimo denota la capacidad de
desplazamiento y la autonomia de nado de los copépodos, en contraste con la dependencia del

fitoplancton de las corrientes.

La concentracién de copépodos fue ligeramente mayor en 2016 (7137 huevos/g) que en 2017 (6555
huevos/g). Estudios del GC reportan una correlacion directa de la abundancia de quistes dinoflagelados
con huevos de copépodos (Flores-Trujillo, 2009; Lopez-Veldzquez et al., 2019). Los copépodos suelen estar
presentes en dreas con alta biomasa de fitoplancton (Conover, 1988; Atkinson, 1998; Kobari e Ikeda, 2001).
Los copépodos grandes se benefician de las proliferaciones de fitoplancton en las costas del Pacifico de
América del Norte, América del Sur y el Golfo de México (Suarez-Morales, 1997; Herndndez-Trujillo, 1999;
Jiménez-Pérez y Lavaniegos 2004; Giraldo et al., 2009). En particular, se ha documentado que los
copépodos calanoides alteraron significativamente una proliferacion moderada frente a Punta San
Hipdlito, Baja California Sur, en 1972 (Blasco, 1977). Durante este evento, el dinoflagelado autdtrofo
Gonyaulax polyedra alcanzé las 17 x 10* células L, lo que representd el ~ 90% del total de dinoflagelados
y ~ 31% del total de células de fitoplancton. Con base en la proporcién de copépodos por células de G.
polyedra, estimaron una tasa de ingestion media de ~ 90 células cada hora por copépodo, que

probablemente controld la proliferacidn del fitoplancton en ese evento (Blasco, 1977). Se calculd una tasa
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similar de 92 células cada hora por organismo durante el desarrollo del copépodo Calanus helgolandicus,

gue se alimentaba del dinoflagelado autétrofo Gymnodinium splendens, con un rango de tamafio similar

al de G. polyedra (Paffenhofer, 1971).

En las partes central y norte del GC, los copépodos calanoides representan hasta el 85% de los conjuntos
de copépodos (Palomares-Garcia et al., 2013). Ademds, como se mencioné anteriormente, Martinez-
Hernandez y Hernandez-Campos (1991) informaron que los huevos de copépodos son los palinomorfos
mas abundantes en los sedimentos superficiales en la mayor parte del GC. Creemos que los huevos de
copépodos juegan un papel importante en la estructura tréfica. Por lo tanto, la importancia de la ligera
disminucién de huevos de copépodos en las muestras de 2017 en comparacion con las de 2016 es incierta,
pero podria estar relacionada con la toxina paralizante (PST) generada por G. catenatum durante el FAN
del invierno de 2017. Se ha informado que las PST afectan el metabolismo, la fisiologia, el rendimiento y
la supervivencia de los copépodos (Calbet et al., 2002; Colin y Dam, 2002; Barreiro et al., 2006). La dilucidn
de toxinas (PSTs como las de G. catenatum) redujo la produccién de huevos en el copépodo Acartia clausi
cuando se alimentd con cadenas de Alexandrium minutum (Barreiro et al., 2006). También se informé una
reduccién en la fertilizacién de huevos de copépodos en la especie Temora stylifera después de 6 a 12 dias
de alimentacion con una dieta de Prorocentrum micans, Gymnodinium sanguinium y Gonyaulax polyedra

(lanora et al., 1999).

Finalmente, la diversidad en los ensamblajes de quistes en el nGC es la mas alta (5.14) entre las localidades
comparadas dentro del GC. El nUmero de especies encontradas en este estudio es alto (47), lo que expresa
la alta productividad casi continua en la zona, donde se ha reportado un méaximo de 363.90 mg m
(Mercado-Santana et al., 2017). Los altos valores de IDM (> 3.39) en las cuencas Pescadero y Delfin ilustran
los valores altos de productividad mostrados en el GC (Mercado-Santana et al., 2017), particularmente en
invierno-primavera, cuando el nGCy el lado este del GC presentan altos valores de Clorofila-a (3-4 mg m"
%). En contraste, las bases de datos de Bahia de La Paz y Bahia Concepcién presentan valores del IDM
menores que reflejan la menor productividad (0.4 - 3 mg m?3) en estas areas (Mercado-Santana et al.,

2017).



61

4.2 Quistes de reposo de Gymnodinium catenatum y su relacion con los
florecimientos algales nocivos al norte del golfo de California

Los quistes de G. catenatum estaban presentes en sedimentos recientes de la parte nGC. Los quistes se
distribuyeron heterogéneamente y se detectaron en dreas de alta acumulacion. Los semilleros fueron
dindmicos ya que la variacion en la abundancia de quistes y la distribucidn geografica fue evidente durante
las diferentes estaciones. Los quistes de G. catenatum estaban altamente representados en los sedimentos

(hasta un 27% del total de quistes) y presentaban amplia distribucién geografica.

La representacién de G. catenatum parece inusualmente alta ya que en Pospelova et al. (2008), reportaron
una abundancia relativa de 0.3% de este género en sedimentos recolectados cerca del nGC. Ademas, el
porcentaje encontrado en el nGC parece atipico en comparacion con otras regiones (Tabla 21, Anexo). En
Bahia Concepcion G. catenatum representé el 3.1% del conjunto de quistes (Morquecho y Lechuga-
Devéze, 2003), y el 5.6% en cuenca Pescadero (Duque-Herrera et al., 2020) ambos dentro del GC. La
representacion de quistes en el nGC es mucho mayor que en las costas de Corea (0.3% a 3%; Pospelova y
Kim, 2010; Shin et al., 2011), costas de China (0.3% a 2.6%; Liu et al., 2012; Hwang et al., 2011; Wang et
al., 2004), en los fiordos suecos (0.3%; Harland et al., 2004), el Mar Baltico (0.6%; Nehring, 1994), en
Tasmania (3.4%,; Bolch y Hallegraeff, 1990) y la bahia de Lisboa (5%, Ribeiro y Amorim, 2008). Sin embargo,
el porcentaje de quistes de G. catenatum en el nGC es similar o menor que en otras regiones donde
ocurren FAN recurrentes. Los quistes de G. catenatum a lo largo de la costa portuguesa podrian
representar aproximadamente el 24% de los quistes encontrados en los sedimentos y pueden alcanzar
una representacion tan alta como el 71% (Amorim y Dale, 1998; Amorim et al., 2001). Se han registrado
altas concentraciones luego de eventos FAN recurrentes en diferentes puntos de la costa portuguesa,
siendo depositados de noviembre a enero y a mediados de julio (Amorim et al., 2001). En la costa de
Galicia, concretamente en la Ria de Arousa también se han reportado altas concentraciones de quistes de
G. catenatum (Blanco, 1995) (Tabla 21, Anexo). La alta variabilidad en las concentraciones relativas de
quistes probablemente esté relacionada con el tipo de muestreo, los enfoques metodolégicos, pero lo mas
importante es la distribucion heterogénea y la presencia de areas de alta acumulacion de quistes de G.

catenatum.

Los semilleros detectados en febrero de 2017 estaban relacionados con el FAN de G. catenatum que se
produjo durante el invierno en el nGC. La presencia de quistes de G. catenatum relacionados con FAN
recurrentes se ha documentado en otras regiones del mundo, pero no existe un patrén claro entre la

concentracién de quistes encontrada en el sedimento y la abundancia de células vegetativas en la columna
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de agua (Tabla 22, Anexo). Por ejemplo, la mayor abundancia de quistes se ha reportado en la costa oeste
de laIsla Norte de Nueva Zelanda después de los FAN de 2000 y 2001 (MacKenzie, 2014). La concentracion
maxima de quistes fue de 10,200 quistes cm? que se relaciond con una abundancia celular maxima de 27
x 10° células L detectadas en la zona de marea (MacKenzie, 2014). En contraste, solo se reportaron 40
quistes/g en sedimentos del estrecho de Taiwan cuando estaban presentes 1,200 x 103 células L™ en la
columna de agua (Liu et al.,, 2020). Una correlacién similar a la encontrada en nGC entre las
concentraciones de quistes y abundancia de células vegetativas, es la documentada en las Rias de Galicia,
con una concentracién maxima de 263 quistes/cm? de sedimentos peso himedo se relaciond con un FAN
que ocurrié en 2005 con abundancias de células que alcanzaron los 634 x 10% células L (Figueroa et al.,

2008).

La relacién entre la abundancia de quistes y las células vegetativas depende de las condiciones
ambientales, la fisiologia de la cepa local, la circulacién y los procesos hidrodindmicos que afectan la
dindmica de los sedimentos. El analisis del desarrollo y evolucidn de la proliferacion de 2017 y la dindmica
de los quistes entre un ano sin FAN y un FAN posterior nos permite identificar probables condiciones
criticas para la aparicion de proliferaciones en la regién. En 2017, las abundancias maximas de células se
registraron en enero y disminuyeron gradualmente hasta finales de febrero. Los FAN en el nGC tienen una
clara estacionalidad de aparicidn, G. catenatum se detecta a partir de noviembre/diciembre y desaparece
en abril/mayo (Ramirez Castillo, 2020). Se han detectado abundancias relativamente bajas (inferiores a 20
x 103 células L) antes del afio 2015. A partir de esta fecha, se han registrado FAN todos los afios excepto

en 2016 (Medina-Elizalde, 2021).

Las temperaturas favorables para el crecimiento celular vegetativo parecen esenciales para el desarrollo
de los FAN en el nGC. Gymnodnium catenatum del golfo de California se considera un ecotipo célido (Band-
Schmidt et al., 2004). Las cepas aisladas en localidades del sur (Bahia Concepcién, Bahia de La Paz, costas
de Mazatlan) crecen en un amplio intervalo de temperatura de 15 a 29 °C, pero presentan tasas maximas
de crecimiento entre los 21 a 29 °C (Band-Schmidt et al., 2004). Ademas, se han presentado en la costa
noreste del GC y en la costa del Pacifico tropical de México en verano, después de eventos de surgencia
(Morquecho y Lechuga, 2004; Garate-Lizarraga et al., 2007; Band-Schmidt et al., 2004; 2010). Las
proliferaciones de G. catenatum en el nGC ocurren en invierno cuando la temperatura desciende por
debajo de 18-17 °C y no se registran en los meses mas calidos (Medina-Elizalde et al., 2018; Ramirez
Castillo, 2020; Medina-Elizalde, 2021). Esta especie proliferé a temperaturas tan bajas como 13 a 14 °C

(Ramirez Castillo, 2020). Por lo tanto, G. catenatum de esta region se puede caracterizar como un ecotipo
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frio ya que presenta preferencias de temperatura similares a las reportadas en Tasmania (Hallegraeff et

al., 1995; Blackburn et al., 1989).

La proliferacion de esta especie probablemente no depende de un aporte pulsado de nutrientes asociado
con surgencias. En este trabajo no se determinaron las concentraciones de nutrientes, pero como se
menciond en el apartado anterior, se ha documentado que las concentraciones de nutrientes son altas en
el nGC (Tabla 16, Anexo), producto de la fuerte mezcla por corrientes de marea y vientos, resuspension de
sedimentos, y remineralizacién en los humedales del Delta del Rio Colorado que mantienen una alta
concentracién constante de macronutrientes en esta regidn (Millan-Nufiez et al., 1999; Orozco et al., 2015;

Ramirez-Ledn et al., 2015).

Otra observacion clave de que los FAN no dependen de las entradas pulsadas de nutrientes, es que la alta
acumulacién de biomasa de fitoplancton se inicié en la costa este y se dispersa hacia el oeste y el norte
cubriendo casi toda la regidn, aproximadamente un mes después de su inicio. Este patrén de evolucidn
parece consistente todos los afos ya que al momento de implementacion de las prohibiciones sanitarias
(cierre de areas de extraccidn de bivalvos) sigue el mismo patron (Medina-Elizalde, 2021). Por lo general,
las dreas de extraccién de P. globosa al sur de San Felipe son las primeras en cerrarse durante el invierno
(Medina-Elizalde, 2021) y no existen fuentes puntuales de materia organica y nutrientes terrigenos (no
hay descargas de rios) en esta area. La surgencia ocurre del lado continental del golfo de California cuando

los vientos tienen direccion hacia el sur (Brusca et al., 2017).

Por lo tanto, se plantea que la resuspension de quistes, particularmente en la costa oeste, debe ser otro
proceso critico para el desarrollo de los FAN en el nGC. Suponiendo que la deposicién de semilleros en
2015 fue similar a la de febrero de 2017, la localizacion de semilleros en julio de 2016 representa el
resultado de procesos hidrodindmicos a largo plazo que mantienen los quistes en el nGC durante un
periodo de al menos dos afios. Los quistes parecen ser transportados hacia el este después de la deposicién
y acumulados en un area extensa al norte de San Felipe que probablemente sea el semillero responsable

del inicio de los FAN en la region.

La distribucion de quistes en el nGC parece ser una combinacién de adveccion vertical y horizontal que
también afecta el transporte de sedimentos. El efecto de las fuertes corrientes de marea semidiurnas
provoca una resuspensién que esta presente continuamente en la region, las velocidades medias
mensuales y su diferencia entre la superficie y cerca del fondo probablemente sean responsables de la

redistribucion del quiste. La localizacién de los semilleros durante febrero de 2017 refleja los procesos a
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corto plazo entre la deposicién y la redistribucién del quiste en los sedimentos. La deposicidn de quistes
se relaciond con la evolucidn del FAN después de su inicio en la costa oeste del area de acumulacién y las
condiciones de corriente leve provocan la deposicién de los quistes producidos durante el FAN. Esto fue
confirmado por el analisis de adveccidn de particulas, donde la circulacion predominante asociada al giro
anticiclonico parece dispersar las células vegetativas desde el oeste hacia la costa este del nGC,
coincidiendo con areas con predominio de arenas finas. Los quistes presentes frente a San Felipe (costa
oeste) se originaron cerca del centro del aGC y el semillero detectado en Bahia Adair es probablemente el
resultado del transporte de células y la deposicién de quistes relacionada con la convergencia de corrientes
superficiales presentes durante el invierno en la zona. Después de la deposicién, la circulacién vy los
procesos de marea podrian reducir la concentracion de quistes en las areas de deposicién originales y

podrian reubicarse en otras zonas.

Un origen autéctono de los FAN parece ser el escenario que prevalece al nGC. Se demostré que el nGC es
un area de retencién de quistes (y sedimentos) que permiten la formacion de semilleros que podrian ser
importantes para el desarrollo de FAN de G. catenatum. Particularmente, el aGC es un area de alta
retencién de particulas y baja recepcion de particulas de otras areas (Marinone, 2012) y se ha calculado
que las particulas pueden viajar unos 400 km antes de abandonar el drea después de 30 dias (Marinone et

al., 2011).

El origen autéctono de los FAN se comparte con Tasmania (Hallegraeff et al., 2012) y Bahia Concepcidn,
Baja California Sur (Morquecho y Lechuga-Devéze, 2003; 2004). Sin embargo, como se menciond
anteriormente, la concentracién de quistes no se puede relacionar con la magnitud de los FAN de G.
catenatum, incluso en estas condiciones. Por el contrario, se ha reconocido que la concentracién de
quistes de A. catenella en los semilleros parece determinar la intensidad de las proliferaciones en el Golfo
de Maine (Anderson et al., 2014). La distribucion de quistes, el transporte de sedimentos y la dinamica de
proliferacidon de A. catenella se han estudiado ampliamente y se reconoce que la resuspension es la
principal causa de la redistribucion de quistes en el Golfo de Maine. Aproximadamente 1 mm de sedimento
se resuspende y podria ser transportado lateralmente, modificando la distribucion espacial de los quistes,
manteniendo mejor acceso a la luz, lo que favorece su germinacion y el crecimiento vegetativo (Anderson
et al., 2014; Butman et al., 2014; Aretxabaleta et al., 2014). Esto debe ocurrir cerca de la costa donde se
intensifican las mareas semidiurnas y las corrientes costeras (Butman et al., 2014). El mismo proceso
puede estar presente en el nGC donde los quistes suspendidos forman conglomerados biogénicos en la
columna de agua junto con particulas terrigenas del mismo rango de tamano que se transportan a areas

relativamente poco profundas. Alli, los quistes permanecen hasta que son resuspendidos por cambios en



65
la direccién e intensidad de las corrientes. Esto ocurre durante la transiciéon de las corrientes durante

otofio-invierno (Montes et al., 2016).

Sin embargo, deben tenerse en cuenta las diferencias fisioldgicas al comparar el proceso de desarrollo de
FAN entre G. catenatum y A. catenella. La tasa de produccién de quistes de reposo de G. catenatum esta
entre el 10-40% del total de células vegetativas, y los quistes tienen un periodo de latencia de 1-2 semanas
(Blackburn et al., 1989). En contraste, la generacién de quistes para A. catenella podria llegar al 100% de
las células vegetativas y presentan un periodo de latencia de 1 a 6 meses (Figueroa et al., 2005). Por lo
tanto, las concentraciones de quistes de A. catenella en el sedimento son mucho mas altas que las
reportadas para G. catenatum. Los FAN de A. catenella probablemente dependen de un gran inéculo de
células vegetativas asociadas con la germinacidn del quiste, mientras que la proliferacién de G. catenatum

probablemente dependa mds del crecimiento vegetativo después de la germinacidn del quiste.

El papel de los semilleros en los FAN de G. catenatum y su importancia en el desarrollo y evolucién de las
proliferaciones todavia es un campo de investigacion abierto. La mayoria de los estudios informan
concentraciones de puntos de muestreo limitados. Este es el unico trabajo que describe la presencia de
extensas areas definidas de alta acumulacién de quistes de esta especie. Tener la oportunidad de
comparar la concentracion y distribucién espacial de los quistes entre un afo sin FAN y un afio con FAN
nos permitiod investigar la naturaleza, dinamica de los semilleros y el comportamiento de los quistes como
particulas sedimentarias en el nGC. La redistribucidn y retencidén de estas particulas en la zona debe ser

crucial para la formacidn de FAN en el nGC.

4.3 Identificacion molecular de quistes y células vegetativas de Gymnodinium
catenatum en el norte del golfo de California

La identificacion molecular de G. catenatum en México ya se habia realizado previamente con cepas de la
bahia de Mazatlan (Sinaloa) y Bahia Concepcion (Baja California Sur) (Band-Schmidt et al., 2008; Herrera-
Sepulveda et al., 2013) utilizando la regién del rDNA ITS1-5.85-1TS2-LSU. Las secuencias de los dominios
D1-D2 del LSU-rDNA del nGC no presentaron diferencias con las secuencias depositadas en el GenBank.
Un resultado similar también se reportd en estrecho de Taiwdn, mar de China Oriental (Liu et al., 2020).
La mutacidn Citosina/Timina previamente reportada en cepas europeas en el 5.8S (Silva et al., 2015) y que

presenta la variante Timina en cepas de Australia (Bolch y de Salas, 2007; Hallegraeff et al., 2012), también
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fue detectada en los aislados del nGC, presentando la variante Citosina. Sin embargo, esta variacién no
representa informacion suficiente para evaluar la diferencia entre poblaciones, mucho menos detectar
diferencias en las poblaciones globales de G. catenatum de zonas templadas o tropicales, sin embargo, si

concuerda con la teoria de una reciente dispersion global de la especie (Hallegraeff et al., 2012).

El dominio sxtA4 secuenciado previamente en cepas de Mazatlan (Sinaloa), Manzanillo (Colima), y Lazaro
Cardenas (Michoacan) (Mendoza-Flores et al., 2018), asi como en cepas de Australia (Stiken et al., 2013),
mostraban un mayor nimero de cambios en el dominio sxtA4 en comparacion con el dominio sxtAl
analizado en esas cepas (Mendoza-Flores et al., 2018). Al comparar estos resultados con las secuencias
del nGC, se pudo confirmar esto Ultimo, ya que existe una mayor diferencia entre las secuencias V8SX y
V6SX del nGC, presentando 23 cambios, en comparacidn con la secuencia de Australia (JF343266) con
apenas 9 cambios, o con la secuencia de Manzanillo, Colima (KY575969), donde no se presentd ningun
cambio. Asi mismo, la secuencia V6SX del nGC se encuentra mas cercana a la secuencia de Mazatlan, (8
cambios y 98.6 % de identidad) y difiere en mayor grado con la propia secuencia V8SX del nGC. Estos
cambios se encuentran presentes en los mismos sitios de los taxa Alexandrium y P. bahamense var.
compressum analizados aqui. Estas diferencias presentes en las secuencias se habian reportado para el
género Alexandrium spp., donde incluso se encontraron en clones de la misma cepa, y pueden ser
producto de la presencia de multiples copias del mismo gen (Stiken et al., 2011; Wiese et al., 2014; Murray
et al.,, 2015). Asi mismo, las diferencias en el dominio sxtA4 en las secuencias mexicanas de G. catenatum,
son atribuidas a las multiples copias en el genomay, por lo tanto, los cambios no pueden ser atribuidos a

su origen geografico (Mendoza-Flores et al., 2018).

Debido a esto ultimo, y pese a que las mutaciones en el dominio sxtA4 coinciden en los sitios de aparicién
(Fig. 19) en la mayoria de las secuencias comparadas, estos cambios no podrian considerarse para
delimitar geograficamente las secuencias de G. catenatum. Lo que si representa un hallazgo y fue
confirmado cuando se realizé un anlisis incluyendo el resto de los dinoflagelados relacionados con la
generacion de PSTs, es que estos cambios son compartidos por diferentes géneros de dinoflagelados y es
posible detectar la presencia de mutaciones de uno, dos e incluso tres nucledtidos (Fig. 20 y 21). Estos
cambios podrian repercutir directamente en la traduccién de los tripletes, y se ha informado de la
presencia de multiples copias gendmicas de sxtA4 con diferencias suficientes capaces de proveer
plasticidad en las cepas, y que dan pie a la adaptacién y diversidad fenotipica de los perfiles de saxitoxina

(Murray et al., 2015).
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Recientemente se ha obtenido evidencia de la existencia de varias isoformas del gen sxtA4 y de como el
numero de copias es determinante para la generacién de cepas toxicas de Alexandrium pacificum y A.
minutum, asi como, los mecanismos transcripcionales intervienen en la variabilidad de produccion de
toxicidad en A. minutum (Geffroy et al., 2021). Sin embargo, no ha sido posible la identificacién funcional
completa del grupo de genes que intervienen en la biosintesis de saxitoxina en dinoflagelados, de igual
manera no se ha sido posible explicar la presencia del dominio sxtA4 en cepas no toxicas, por lo que es
imprescindible un trabajo sistemdtico y de mayor cobertura de secuenciacidn para indagar en este tipo de
temas (Akbar et al., 2020). Resulta indispensable la secuenciacion del gen sxtA completo para realizar
anadlisis mas rigurosos y especificos para G. catenatum, puesto que las secuencias de referencia
actualmente disponibles corresponden al género Alexandrium spp. Por lo que los resultados presentados

aqui, representan una aproximacién a la evaluacion del gen sxtA4 en G. catenatum.
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Capitulo 5. Conclusiones

La diversidad en el ensamblaje de quistes de dinoflagelados refleja una alta productividad en el drea con
47 especiesy un IDM = 5.14. Por el contrario, las concentraciones de quistes oscilaron entre 3481 quistes/g
en julio de 2016 y 4223 quistes/g en febrero de 2017. La parte alta del Golfo de California es menos
profunda que otras areas dentro del Golfo de California y refleja los factores sedimentarios dindmicos

locales como la principal causa de la baja concentracidn de quistes en nuestras muestras.

Los taxones de quistes autoétrofos (~ 59%) son mas abundantes que los heterdétrofos (~ 41%) en ambos
ensamblajes de muestras, debido a que las condiciones como la temperatura y la salinidad benefician a
los taxones autotrofos. El predominio de G. catenatum y S. ramosus probablemente esté relacionado con
la temperatura superficial del mar y salinidades en el area. Al parecer la demarcada estacionalidad
climatica en el aGC beneficia diferentes especies en distintas épocas del afo. La temperatura invernal (14.5
- 19 °C) promueve la proliferacién de G. catenatum, mientras que las condiciones de verano benefician a
S. ramosus. Hay diez especies de quistes potencialmente generadoras de toxinas, incluidos en los taxones

mas abundantes.

La concentracién de copépodos es mas alta que la de los quistes dinoflagelados totales en ambos
conjuntos de muestras, lo que refleja la gran cantidad de huevos producidos por los copépodos calanoides
y la alta concentracién de biomasa fototrofica que proporciona alimento para los copépodos. La ligera
disminucién de los huevos de copépodos en febrero de 2017 probablemente se deba al incremento de las

PST originadas por G. catenatum.

La representacion de G. catenatum parece inusualmente alta (27%) con respecto a su proporcion en los
ensamblajes de quistes al nGC. Un origen autéctono de los FAN parece ser el escenario que prevalece en
las costas en el nGC. Se demostrd que el nGC es un area de retencidén de quistes (y sedimentos) que
permiten la formacion de semilleros que podrian ser importantes para el desarrollo de FAN de G.

catenatum.

El proceso de resuspension de quistes es critico para el desarrollo de los FAN en el nGC. Ya que la
localizacién de semilleros en julio de 2016 representa el resultado de procesos hidrodinamicos a largo
plazo que mantienen los quistes en el nGC. Los quistes junto a sedimentos aparentemente son
transportados hacia el este después de la deposicidn, y acumulados en un area extensa al norte de San

Felipe que probablemente sea el semillero responsable del inicio de los FAN en la region.
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Fueron localizados semilleros que reflejan los procesos a corto plazo entre la deposicion y la redistribucién
del quiste en los sedimentos. La deposicidon de quistes se relaciond con la evolucion del FAN después de
su inicio en la costa oeste del area de acumulacion y las condiciones de corriente leve provocan la

deposicién de los quistes producidos durante el FAN de 2017.

Las secuencias de la region del rDNA ITS1-5.85-ITS2-LSU del nGC no presentaron diferencias con las
secuencias reportadas en el GenBank. Unicamente la mutacién Citosina/Timina del 5.85 fue detectada en
los aislados del nGC, presentando la variante Citosina. Sin embargo, esta Unica variacién no representa
informacidn suficiente para evaluar diferencias entre poblaciones, o revelar diferencias en las poblaciones
globales de G. catenatum de zonas templadas o tropicales. Sin embargo, si concuerda con la teoria de una

reciente dispersion global de la especie.

Las mutaciones en el dominio sxtA4 coinciden en los sitios de aparicién en la mayoria de las secuencias
comparadas, estos cambios no podrian considerarse para delimitar geograficamente las secuencias de G.
catenatum. Pero estos cambios son compartidos por diferentes géneros de dinoflagelados productores de

PSTs y es posible detectar la presencia de mutaciones de uno, dos e incluso tres nucledtidos.
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Anexo

Tabla 11. Concentracion de quistes de dinoflagelados (quistes/g) y huevos de copépodos (huevos/g) en julio de

2016.
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Tabla 12. Concentracién de quistes de dinoflagelados (quistes/g) y huevos de copépodos (huevos/g) en febrero de

2017.
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Tabla 13. ANOSIM entre julio de 2016 y febrero de 2017 (N = 53). Las diferencias significativas se muestran en negrita.
ANOSIM

Permutation N: 9999

R: 0.3976

p (same): 0.0001

Tabla 14. Andlisis SIMPER de una via muestra la disimilitud promedio general, la disimilitud promedio (Av. Dissim.),
La contribucién porcentual (Contrib.%), la contribucidon porcentual acumulada (Acumul.%) por taxa, y la media de
julio de 2016 (Mean de julio) y febrero de 2017 (Mean de febrero). Los taxones que contribuyen con mas del 5% de
disimilitud se muestran en negrita.

Overall average dissimilarity: 73|

Taxa Av. Dissim. Contrib. % Cumul. % Jul Mean Feb Mean

Gymnodinium spp. 18.71 25.63 25.63 35.2 46.2

Spiniferites spp. 10.48 14.35 39.98 28.6 21.7

P. americanum 9.067 12.42 52.4 125 13.9

Q. concreta 7.749 10.61 63.01 13.8 14.9

S. nephroides 5.98 8.192 71.21 12.1 12.5

Brigantedinium spp. 4.434 6.074 77.28 4.27 5.97

Echinidinium spp. 4.232 5.797 83.08 7.07 11.2

Operculodinium spp. 3.337 4.571 87.65 7.58 4.35

Votadinium spp. 1.874 2.567 90.21 3.43 3.33

Polysphaeridium spp. 1.607 2.202 92.42 1.67 5.96

Impagidinium spp. 1.605 2.199 94.61 4.55 2.81
Bitectatodinium spp.| 0.9531 1.306 95.92 1.66 0

Pyxidinopsis spp.| 0.7909 1.083 97 1.52 1.07

N. labyrinthus| 0.7441 1.019 98.02 1.7 2.31

Stelladinium spp.| 0.6211 0.8508 98.87 0.257 1.71

Lejeunecysta spp.| 0.4872 0.6674 99.54 0.799 1.01

A. choane| 0.3351 0.459 100 0.6 0.464

Tabla 15. Abundancia relativa del tamafio de grano en muestras de sedimentos analizadas.

2016 2017 |
Grain Size pm % %
Very fine - Medium Sand | 62.5 - 500 16.6 25.2
Silt 3.9-62.5 86.7 67.1
Clay 0.98-3.9 1.4 0
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Tabla 16. Condiciones ambientales en el nGC y rangos de especies importantes. SST (Ramirez Castillo, 2020), SSS,
Chl-a, O, (Rodriguez Pérez, 2013), y [P], [N] (Alvarez-Borrego et al., 1978). Rangos ambientales informados a nivel
mundial para cada especie (Zonneveld et al., 2013).

SST (°C) SSS P (umol/L) N (umol/L) Chl-a (pg/L) Oz(mI/L)I

Conditions nGC 12-34 35.5-37.1 1.0 4.0 0.02-7.5 3.5-6.7
G. catenatum | 3.4-29.0 31.0-36.7 0.08-0.8 0.18-6.94 <9.31 1.1-6.1
S. ramosus 0-29.8 17.5-39.4 0.06-1.73 0.04-24.0 0.06-20.9 0.01-8.0

S. bentorii | 0.02-29.8 27.5-39.4 0.06-1.06 0.1-9.3 0.1-14.7 0.0-6.3

S. delicatus | -0.1-29.8 25.6-39.4 0.06-0.62  0.04-8.99 0.1-8.8 0.4-6.9

S. membranaceus | -0.9-29.8 17.5-39.1 0.06-1.06 0.1-12.0 0.05-20.0 0.05-7.3
Q. concreta | 0.2-29.7 17.8-38.6  0.06-1.7 0.04-18.5 0.08-19.9 0-7.1
S. nephroides | -0.8-29.8 27.6-39.4  0.06-1.7 0.4-17.9 0.07-17.4 0-7.2
P. americanum | -2.9-29.4  25-38.2 0.08-1.7 0.09-18.6 0.08-20.0 0-7.9

Tabla 17. Concentracion de quistes de Gymnodinium catenatum (G. cat), julio 2016/febrero 2017.

S = S
_ §| :
S| E|lg=~| 3 z 2| &
§8|g| 8> & 88| g |Tm &L
538|888 |82 &8|888
RA1 | 37 28| 64| RA1| 34| 158 61
RA2 | 30 43| 18| RA2| 25 50 | 19
RA3 | 32 8|100| RA3| 30 42| 10
RB1 | 20 10| 40| RB1| 16 46 | 36
RB2 | 19 36| 25| RB2| 21 99 | 23
RB3 | 32 26| 38| RB3| 40 20| 30
RC1| 17| 116| 13| RC1| 17 13| 25
RC2 | 20 46| 15| Rc2| 18 ol o
RC3 | 38 26| 17
RD1 | 16 ol o
RD2 | 26 | 124 30| RD2| 22 50 | 58
RD3 | 25 25| 56| RD3| 26 ol o
RE1 | 12 68| 54| REL| 12 42| 44
RE2 | 20 ol o] RE2] 18 95 | 58
RE3 | 30 95| 32| RE3| 26 49 | 40
Al 35 7| 33 Al | 35 ol o
A2 | 75 16 | 18
A3 | 168 8| 14
A4 | 56 23 | 100
A5 | 20 ol o A5 | 22 10| 17
Bl | 42 10| 11 Bl | 41 ol o
B3| 67 61| 36
B4| 25| 112 30
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Tabla 18. Porcentajes por tamafio de particula para julio 2016 y febrero 2017.

Percentage Particle Size for July 2016
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Percentage Particle Size for February 2017

RA1 | 284 | 716 | 7.5 10.8 | 10.1 | 15 17 203 | 17.2 | 2.1
RA2 | 29.7 | 70.3 | 10.2 | 9.8 9.6 155 | 17 192 | 16.7 | 2
RA3 | 25.2 | 748 | 10.5 | 8.4 6.3 135 | 17.9 | 225 | 186 | 2.3
RB1 | 20.3 | 79.7 | 4.3 8.1 7.9 135 | 17.7 | 255 | 20.5 | 2.5
RB2 | 283 | 71.7 | 10.3 | 95 8.5 144 | 16.1 | 20.5 | 184 | 2.3
RB3 | 24 76 8.9 8.1 7 154 | 185 | 21.1 | 188 | 2.2
RC1 | 293 | 70.7 | 12.5 | 8.8 8 148 | 159 | 204 | 173 | 2.2
RC2 | 23.7 | 76.3 | 6.2 8.9 8.5 13.4 | 159 | 23.2 | 21.2 | 25
RD2 | 285 | 715 | 7 125 |9 11.8 | 144 | 223 | 205 | 2.5
RD3 | 26.6 | 73.4 | 151 | 6.5 5.1 133 | 17 21.1 | 195 | 2.4
RE1 | 216 | 784 | 74 6.8 7.5 14 16.8 | 249 | 20 2.6
RE2 | 13 87 13 4.8 6.9 139 | 186 | 28.2 | 233 | 29
RE3 | 31.2 | 68.8 | 159 | 83 7 149 | 165 | 187 | 16.7 | 2
Al 26.7 | 73.3 | 2.1 7.7 169 | 254 | 183 | 16 0 0
A2 304 | 69.6 | 2.8 8.4 19.3 | 25.7 | 18 143 | 0 0
A3 134 | 86.6 | 2.6 4.8 6.1 128 | 20.2 | 272 | O 0
A4 27.2 | 728 | 44 8.1 146 | 236 | 21 152 | 0 0
B1 263 | 73.7 | 1.5 7.4 174 | 247 | 185 | 16.2 | O 0
B3 19.3 | 80.7 | 3.2 6 10.1 | 22.8 | 245 | 184 | O 0
B4 231 | 769 | 24 7.8 129 | 214 | 21 191 |0 0
C1 28.1 | 719 | 2.2 7.8 181 | 276 | 196 | 135 | O 0
D3 33.1 | 669 | 2.8 9.7 207 | 256 | 174 | 126 | O 0
E3 308 | 69.2 | 5.1 10 15.7 | 23.8 | 194 | 143 | O 0
F2 23 77 5.2 8.3 9.4 187 | 19.7 | 20.7 | O 0
G2 218 | 782 | 7.2 7.8 6.8 123 | 161 | 246 | O 0

%4



Tabla 19. Valores de Clorofila-a satelital y quistes para febrero 2017.

Satellite chlorophyll-a Chlsa: (mg m?)

Jan 06, | Jan 18, | Jan 19, | Jan 30, | Feb 10, | Feb 21, | Feb 25, | Mar 01,
Station 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017
RA1l 6.3555| 3.6892 | 8.1919| 49308 | 3.8766| 4.7552| 3.9667 | 3.5578
RA2 0.8342 | 1.6022| 3.1911| 3.5578| 6.7887|10.9489 | 3.0774 | 3.8254
RA3 0.8342 | 1.7227| 3.3089 | 1.9916 |16.2374| 1.3365| 1.6614 | 2.7602
RB1 2.3025 | 4.4225| 4.9308 | 5.3016 | 3.8028| 4.5858 | 4.5858 | 5.3016
RB2 2.3025| 2.9678| 5.9109 | 5.4974| 4.2308| 5.3016 | 5.4974 | 4.7552
RB3 0.8969 | 2.2205| 2.6619 | 1.6022 | 2.9971| 2.4757| 2.0652| 3.6892
RC1 2.3876 | 3.5578|10.9489 | 5.1128 | 4.0210| 3.4311| 4.7552| 5.1128
RC2 2.1415| 4.4225| 5.7004 | 6.1292 | 5.9555| 4.1131| 4.4225| 4.5858
RD2 2.3876 | 3.0774| 3.1911| 5.4974| 5.2587| 5.3016 | 4.5858 | 6.3555
RD3 2.8622 | 2.9678 | 4.1131| 45858 | 5.2757| 7.0859| 2.6619| 4.5858
RE1 3.1911| 2.9678| 3.0774| 5.4974| 6.9873| 2.5671| 5.4974| 7.0859
RE2 3.1911| 3.6892| 2.9678| 5.4974| 4.6348| 3.9667 | 5.4974 | 6.8335
RE3 2.6619 | 2.6619| 3.4311| 4.4225| 4.0506| 2.5671| 4.2650 | 5.4974
Al 0.9300| 2.0652 | 3.3089 | 1.7227 | 3.5792| 4.9308 | 9.1333| 3.5578
A2 0.8045| 0.8650| 2.5671| 0.9300| 8.5572| 6.3555| 1.5452| 1.1988
A3 0.5598 | 0.7482| 0.7216| 1.1149| 1.4269| 1.7227| 1.0752| 1.4901
A4 0.8045| 0.8969 | 1.6022 | 1.0752| 3.3597| 1.2890| 1.9916| 1.4371
A5 1.2890 | 4.7552| 7.6189 | 3.4311| 4.2342| 4.1131| 2.7602 | 2.8622
Bl 2.1415| 1.4371| 2.3876| 1.9916 | 4.8177| 5.1128| 1.4371| 1.9916
B3 0.9300 | 1.1561| 1.2430| 0.8342| 4.2173| 1.6614| 1.2890| 1.3859
B4 1.6614 | 3.0774| 3.5578| 2.2205| 9.6775| 5.7004 | 2.8622 | 3.5578
Cl 0.8969 | 1.9207 | 9.8203| 2.7602 | 7.7876|13.1253 | 2.7602 | 3.4311
C3 0.6241| 0.8045| 1.6022 | 1.1149| 5.1918| 1.5452| 1.1988| 1.3859
D2 1.2430| 3.0774| 1.8523| 1.9207| 2.7208 | 3.6892| 2.0652| 4.2650
D3 0.9300 | 1.2430| 1.6022| 1.7227|10.1374| 1.9207 | 1.7864 | 1.4371
E3 1.9207 | 1.9207| 3.0774 | 2.9678 | 3.8570| 2.3876| 3.0774| 4.2650
F2 2.8622 | 3.1911| 3.5578| 5.4974| 4.5901| 4.4225| 5.4974| 6.3555
G2 3.5578 | 5.7004 | 5.4974 | 7.9002 | 9.4428 | 3.9667 | 6.3555 | 23.4465
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Tabla 20. Autovalores de la matriz de correlacion y estadisticas relacionadas (quistes Gcat + Chlg,). Solo variables

activas.

Eigenvalues of correlation matrix, and related statistics
(gcat + chlo st) active variables only

&
o
IS
>
[
g
g Eigenvalue % Total Cumulative | Cumulative
1 4.020385 44.67094 4.020385 44.6709
2 1.490467 16.56075 5.510852 61.2317
3 1.068538 11.87265 6.579391 73.1043
4 0.862235 9.58039 7.441626 82.6847
5 0.576657 6.40730 8.018283 89.0920
6 0.409676 4.55196 8.427959 93.6440
7 0.279749 3.10832 8.707708 96.7523
8 0.182194 2.02438 8.889902 98.7767
9 0.110098 1.22331 9.000000 100.0000
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Tabla 21. Ensamblajes de quistes de dinoflagelados y representacion de G. catenatum reportados en diferentes
regiones del mundo. # Sta/Sam = nimero de estaciones o muestra; # Taxones de quistes = nimero de taxones de
quistes; Tot [] = concentracion total de quistes en el ensamblaje (solo se consideraron quistes de pared organica);
Gcat [] = concentracidn de quistes de G. catenatum/g de sedimento seco, (w) indica quistes/g de sedimento hiumedo;
% = porcentaje de quistes de G. catenatum en el ensamblaje; n/d = sin datos.

Locality # Sta/Sam # Cyst taxa Tot[] Geat [ ] %
1.- nGC (this study) 53 47 7704 1950 25
2.- Delfin Basin 6 38 55034 n/d 0.3
3.- Concepcion Bay 12 23 24247 (w) 765 (w) 3.1
4.- Pescadero Basin 6 41 76005 4328 5.6
5.- South Korean 23 47 7547 n/d >3
6.- Coast of Korea 11 35 6928 22.00 0.3
7.- Sishili Bay, Yellow Sea 22 35 8757 31 0.3
8.- Yellow Sea 33 24 169023 1381 0.8
9.- Chinese coastal 10 41 8684 228 2.6
10.- Koljo Fjord, Sweden 6 21 1656 6 0.3
11.- Kiel Bight, Baltic Sea 9 30 6083 40 0.6
12.- Tasmania, Australia 11 33 1898 65 3.4
13.- Lisbon Bay, Portugal 23 55 6700 335 5.0

Los datos de las localidades se obtuvieron de 1.- Norte del Golfo de California (nGC) - Este estudio; 2.- (Pospelova et
al., 2008); 3.- (Morquecho y Lechuga-Devéze, 2003); 4.- (Duque-Herrera et al., 2020); 5.- (Pospelova y Kim, 2010); 6.-
(Shin et al., 2011); 7.- (Liu et al., 2012); 8.- (Hwang et al., 2011); 9.- (Wang et al., 2004); 10.- (Harland et al., 2004);
11.- (Nehring, 1994); 12.- (Bolch y Hallegraeff, 1990); 13.- (Ribeiro y Amorim, 2008).

Tabla 22. Abundancias de quiste dinoflagelado y G. catenatum en diferentes regiones del mundo. Células L™ = células
vegetativas por litro; Quistes = concentracién de quistes/g de sedimento seco en la base de datos, (w) indica quistes/g
de sedimento himedo; °C = rango de temperatura; Profundidad = profundidad (m); n/ d = sin datos.

Locality cells L cysts °C depth
northern Gulf of California 311x10° 158 13-16 >30
Concepcion Bay 40 x 103 129 (w) 16-28 >30
Rias Galicia 634 x 103 263 (w) 13.5-17.5 >50
Taiwan Strait 1200 x 10° 40 15-30 >47
New Zealand 27 x 103 10200 n/d >45

Datos: northern Gulf of California — este estudio (cyst g1); Concepcion Bay — (Morquecho and Lechuga-Devéze, 2003;
2004) (w = cysts/g wet sed); Ria Galicia — (Figueroa et al., 2008); Taiwan Strait — (Liu et al. 2020) (cysts cm3); New
Zealand — (MacKenzie, 2014) (cysts cm?).



Tabla 23. Numero de acceso del GenBank de las secuencias analizadas en el presente estudio.

Accesos GenBank
| LSU-rDNA

ITS-rDNA

DQ779990
MT659395
F1823537
FJ823539
F1823540
F1823541
F1823542
F1823543
F1823544
F1823545
F1823546
F1823549
F1823550
F1823551
10616825
10638941
MT659389
MT659390
MT659391
MT659392
MT659393
MT659394
MT659395
MT659396
MT659398
MT659399
MT659400
MT659401

MT659402

1Q616825
JQ638941
AB196486
AB265966
AF200672
AF375854
AF375855
AF375856
AF375857
AF375858
AY036071
AY036072
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Figura 23. Dominio y batimetria del modelo numérico (en m). El mapa integrado en la esquina inferior izquierda
muestra un alejamiento regional del dominio del modelo. Los paneles integrados en la esquina superior derecha
muestran la correlacién entre la SST media mensual del modelo y la del producto satélite, antes (r; izquierda) y

después (corr; derecha) de eliminar el ciclo estacional medio, calculado para el periodo 2013-2017; Los valores de
correlacién minimo y maximo se muestran debajo de los paneles.
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Figura 24. Grupos de particulas en las posiciones de los puntos de observacidn y advectadas hacia atras en el tiempo
durante 6, 14, 22 y 30 dias en el norte del golfo de California.
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