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Resumen de la tesis que presenta Yaireb Alejandra Sanchez Bravo como requisito
parcial para la obtencion del grado de Maestra en Ciencias en Ecologia Marina.

Distribucion espacio-temporal del dinoflagelado Dinophysis fortii, productor de

toxinas lipofilicas en la Bahia de Todos Santos, Baja California, México.

Resumen aprobado por:

Dr. Ernesto Garcia Mendoza
Director de Tesis

La presencia de toxinas lipofilicas en moluscos bivalvos es uno de los problemas més
importantes relacionados con intoxicaciones y perdidas econdmicas asociadas a
florecimientos algales nocivos a nivel mundial debido a la amplia distribucion geogréfica
de las especies productoras de estas toxinas, principalmente del género Dinophysis. En
México la presencia de toxinas lipofilicas es un problema emergente y aun cuando ha
afectado a la industria del cultivo de moluscos bivalvos de Baja California, existe poca
informacion sobre la dindmica poblacional de las especies productoras de estas toxinas.
En este trabajo se caracterizd la distribucion espacial y temporal y estado fisiol6gico
(alimentacién) de Dinophysis fortii en la region de la Bahia de Todos Santos asociadas
a las condiciones ambientales de la zona durante el periodo de agosto 2014 a mayo
2015. D. fortii, que para este estudio se incluyé dentro del complejo Dinophysis-
Phalacroma es una de las principales especies productoras de toxinas de tipo lipofilico
en la region. ElI complejo Dinophysis (Dinophysis-Phalacroma) se presenté de
primavera a otofio, coincidiendo con periodos de estratificacién de la columna de agua.
En general durante el periodo de estudio se registraron abundancias fitoplanctonicas, y
en especifico de Dinophysis, muy bajas comparadas con afios anteriores, posiblemente
por el aumento de la temperatura del mar en el invierno de los ultimos 3 afios. Se
registro la presencia de 6 especies de este género potencialmente toxicas, siendo D.
fortii la especie mas abundante con aproximadamente 3000 Cel L™ registradas el 5 de
marzo del 2015. Este florecimiento se localiz6 cerca de los cultivos de moluscos
bivalvos en el area de Rincén de Ballenas, posterior a un periodo de mezcla vertical
durante el invierno y asociado a una leve estratificacion de la columna de agua.
Asimismo, se registré la presencia de Mesodinium rubrum durante todo el periodo de
estudio con una abundancia maxima de 6000 Cel L™ durante el invierno previo al
florecimiento de D. fortii. Se observd una separacion espacial y temporal de las
poblaciones de D. fortii y M. rubrum que sugiere una probable interaccién predador y
presa entre ambas especies.

Palabras clave: Dinophysis, Mesodinium, FAN, BTS



Abstract of the thesis presented by Yaireb Alejandra Sanchez Bravo as a partial
requirement to obtain the Master of Science degree in Marine Ecology.

Spatio-temporal distribution of dinoflagellate Dinophysis fortii, producer of

lipophilic toxins in Todos Santos Bay, Baja California, México.

Abstract approved by:

Dr. Ernesto Garcia Mendoza
Thesis Director

The presence of lipophilic toxins in bivalve molluscs is one of the most important
problems related with intoxications and economical losses associated with harmful algal
blooms. This is related to the worldwide distribution of species that produce lipophilic
toxins, mainly the genus Dinophysis. The presence of lipophilic toxins is an emergent
problem in Mexico. Although it has affected aquaculture activities in Baja California,
there is little information about the population dynamics of toxic species. Here, we
characterized the spatial and temporal distribution together with the physiological state
(feeding) of Dinophysis fortii in the Todos Santos Bay. The environmental conditions of
the area during the period August 2014 to May 2015 associated with the precense of
toxic species was also investigated. The Dinophysis complex (Dinophysis-Phalacroma)
was present from spring to autumm coinciding with periods of stratification of the water
column. During the study period phytoplanktonic and Dinophysis abundances were very
low as compared to previous years. This was probably related to the increase of sea
surface temperature during the winter in the last 3 years. We registered six potentially
toxic species of the Dinophysis. D. fortii was the most abundant species reaching a
maximum abundance of 3000 Cel L™ registered on 5 March 2015. This bloom was
located near cultivation area of bivalve molluscs and was present after a vertical mixing
period during the winter. A moderate stratification of the water column was recorded
during this period. Mesodinium rubrum was present throughout the study period
reaching a maximum abundance of 6000 Cel L™ during winter before to the Dinophysis
fortii’s bloom. The spatial and temporal separation D. fortii and M. rubrum populations
suggests a probable predator and prey interaction between the two species.

Keywords: Dinophysis, Mesodinium rubrum, HABS, BTS.
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Capitulo 1. Introduccion

La acumulacion masiva de una o varias especies del fitoplancton se conoce como
florecimiento algal (FA). Cuando el entorno presenta caracteristicas ambientales
adecuadas se puede favorecer el crecimiento exponencial de las células
fitoplanctonicas, la formacion de parches y/o la produccién de cierto tipo de toxinas
que pueden acumularse en los tejidos de organismos filtradores, proporcionandole
al florecimiento un caracter nocivo o toxico, para asi ser tipicamente llamado
Florecimiento Algal Nocivo (FAN) (Lewis et al., 1995). Se han reconocido
aproximadamente 300 especies fitoplanctonicas formadoras de FA (Sournia, 1995)
pero solo entre 60 y 80 (la mayoria dinoflagelados) son capaces de producir
compuestos bioactivos hidro o liposolubles que pueden causar efectos
hemoliticos, neurotoxicos o enterotoxicos en el humano (Hallegraeff, 2003). De
acuerdo a sus efectos en humanos se han clasificado diversos tipos de sindromes.
El sindrome de intoxicacion diarreica por consumo de mariscos (DSP por las
siglas del inglés Diarrhetic Shellfish Poisoning) uno de los mas importantes a nivel
mundial dada la amplia distribucion geogréfica de las especies fitoplanctdnicas

gue producen las toxinas asociadas a este tipo de intoxicacion.

En la década de los 60’s se reportaron intoxicaciones por consumo de
mariscos con sintomas tipo DSP (diarrea, nausea, vomito y dolor abdominal); sin
embargo, hasta 1978 se caracteriz6 que toxinas con caracter lipofilico estaban
involucradas en el DSP y se implementd el bioensayo en ratén para su deteccién
(Yasumoto et al., 1978; 1979). Posteriormente, Murata et al. (1982) identificaron
qgue el acido okadaico (OA), originalmente descrito para la esponja Halichondria
okadai (Tachibana et al., 1981), es la toxina responsable del DSP. En 1980,
Yasumoto et al. (1980) identificaron que ademas del acido okadaico (OA) también
las dinofisistoxinas (DTX) son causantes del DSP, las cuales estuvieron asociadas

al dinoflagelado Dinophysis fortii.

En la actualidad se ha identificado la presencia de acido okadaico y sus

derivados (OA y DTX) en diez especies de Dinophysis: D. acuminata, D. acuta, D.



caudata, D. fortii, D. infundibula, D. miles, D. norvergica, D. ovum, D. sacculus, D
tripos y 2 especies de Phalacroma: P. mitra, P. rotundatum (Reguera et al., 2012).
Estas especies generalmente se distribuyen en zonas costeras y 6 han sido
relacionadas con cierres a zonas de cultivos debido a la presencia de toxinas
lipofilicas asociadas a DSP (Reguera et al., 2012). El conocimiento sobre los
factores fisicos y biolégicos que controlan el inicio o decaimiento de una poblacion
de Dinophysis spp y su potencial téxico es aun muy limitado (Reguera et al.,
2012). Sin embargo, se conoce mas de la fisiologia de las especies de este

género dado que se han logrado cultivar recientemente (Park et al., 2006).

En México, no existe ningun caso reconocido de DSP, pero se ha reportado
la presencia de toxinas de tipo diarreico en moluscos bivalvos cultivados en la
Bahia de Todos Santos y en lagunas costeras al sur de esta region en analisis de
muestras asociadas al Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos
(PMSMB). En 2010 se implementaron en estas areas las primeras vedas
sanitarias en  México asociadas a toxinas de tipo diarreico
(http://www.cofepris.qgob.mx/AZ/Paginas/Marea%?20roja) y en 2012 la deteccion de

dichas toxinas en moluscos bivalvos se asocié con la presencia de diversas
especies del género Dinophysis (Sanchez, 2013; Garcia-Mendoza et al., 2014).
Sin embargo, hasta el momento no se ha evaluado qué procesos podrian estar
favoreciendo la acumulacion de estos organismos en las zonas de cultivo de
moluscos bivalvos en la Bahia de Todos Santos. Por lo tanto, para entender
algunos de los factores que podrian estar involucrados en la dinamica poblacional
de especies del género Dinophysis en la region, en el presente trabajo se realizé
un monitoreo desde julio del 2014 hasta mayo del 2015 de la comunidad
fitoplanctonica y la temperatura en la BTS. Se caracterizé la variacion espacial y
temporal del dinoflagelado Dinophysis fortii, asi como del ciliado Mesodinium
rubrum y se evalud la posible interaccion entre ambos organismos como un factor

clave para el inicio de un florecimiento.


http://www.cofepris.gob.mx/AZ/Paginas/Marea%20roja

Capitulo 2. Antecedentes

2.1. Ecologia poblacional del género Dinophysis

Las especies del género Dinophysis se distribuyen en aguas tropicales, templadas
y boreales (Pavillard, 1916; Jorgensen, 1923; Kofoid y Skogsberg, 1928; Abé,
1967; Taylor, 1976). La distribucion geografica y la dindmica poblacional de
diferentes especies dependen de factores como la temperatura, la estabilidad de
la columna de agua y la dinamica de la red tréfica (Reguera et al., 2012). Por
ejemplo, Dinophysis acuminata es una especie de amplia distribucion con registros
en diferentes partes del mundo y con un largo periodo de crecimiento, que va
desde primavera hasta otofio bajo condiciones ambientales muy variables
(Reguera et al., 2012). Por otro lado, D. acuta solo se presenta durante verano y
otofio en condiciones de estratificacion de la columna de agua y ha sido reportada
en diversas regiones del noroeste y suroeste del océano atlantico, costa ibérica,
suroeste de Irlanda, Nueva Zelanda y Chile (MacKenzie, 1992; Lembeye et al.,
1993; Reguera et al., 1995; Moita et al., 2006; Raine et al., 2010; Reguera et al.,
2012).

Las poblaciones de Dinophysis aumentan cuando hay un crecimiento y
reproduccion adecuada que se asocia a factores fisicos y biolégicos favorables.
Steidinger (1995) identifico tres etapas en el desarrollo de un florecimiento algal:
inicio, crecimiento y mantenimiento. Estas etapas pueden estar influenciadas por
distintos factores. En el caso de Dinophysis, la formacion de un florecimiento algal
esta asociada al transporte del dinoflagelado a determinada area debido al efecto
de las corrientes o por medio de una poblacién semilla en la zona que persiste afio

con afio mediante un estadio de hibernacion (Reguera et al., 2012).

Se ha identificado que la mezcla y estratificacién estan involucradas en la
formacion de florecimientos de Dinophysis. Maestrini (1998) observé que la
mayoria de las poblaciones de Dinophysis tienen un marcado patrén estacional,
caracterizado por un aumento en su abundancia cuando existe una estabilidad en

la columna de agua. Raine et al. (2010) asocio el inicio de florecimientos de D.



acuminata y D. acuta con el inicio de la estratificacion en la columna de agua.
Ademas, Reguera et al. (2012) y Escalera et al. (2006) sugieren que las especies
de este género suelen distribuirse en capas finas dentro de la columna de agua.
La formacion de capas finas esta asociada a la combinacién de la mezcla vertical
y la capacidad de migracion de algunos organismos fitoplanctonicos (Doubell et
al., 2014). Asimismo, Lips et al. (2011) sugieren que la habilidad de migrar,
aunque a velocidades bajas, confiere una ventaja competitiva al fitoplancton en
sistemas estratificados. Los cambios estacionales en la hidrologia propician las
condiciones que le permiten al dinoflagelado ocupar diferentes profundidades de la
columna de agua. Por ejemplo, el incremento de la abundancia de D. acuminata
se asocia con el calentamiento superficial primaveral del mar en las Rias de Vigo y
su mantenimiento depende de la estratificacién de la columna de agua (Reguera
et al., 2012). Por otro lado, la especie D. acuta se presenta en la misma region
cuando existen gradientes térmicos a mayor profundidad, principalmente durante
el mes de agosto y al presentarse ambas especies, éstas ocupaban diferentes
capas en la columna de agua (Reguera et al., 2012).

A pesar de que diversos trabajos han demostrado que los factores fisicos
favorecen en gran medida la agregacion y/o retencidbn de células téxicas de
Dinophysis, son muy pocas las investigaciones que han considerado factores
bioldgicos tal como la disponibilidad de presas y el parasitismo sobre el desarrollo
de los florecimientos (Stoecker, 1998). Velo-Suarez et al. (2014) asociaron la
presencia del género Dinophysis con procesos fisicos, tales como ciclos de
surgencia-hundimiento y mareas. Asimismo, estos autores describen que la
disponibilidad de presas y parasitismo podrian afectar o favorecer el crecimiento
de la poblacion de estos dinoflagelados. Ellos también presentan un modelo
conceptual para explicar los florecimientos de Dinophysis en las Rias de Vigo, en
el cual las surgencias costeras representan una via importante de introduccion de
las poblaciones de Dinophysis spp. a zonas de cultivo de moluscos. Proponen que
al inicio de un florecimiento las células en reposo se desplazan hacia la superficie
hasta alcanzar la picnoclina y se concentran en las capas superiores (Velo-Suarez

et al., 2014). Esta poblacion superficial puede ser transportada fuera de la costa



por corrientes superficiales durante los pulsos de surgencia y es probable que al
salir se encuentre con parches de su presa Mesodinium rubrum, lo cual es un
factor clave para su florecimiento. Una vez que aumenta la poblacion de
Dinophysis spp. y al existir una disminucion del esfuerzo del viento asociado a
surgencias, las aguas superficiales la transportan nuevamente a la costa y

propician su acumulacion en las zonas de cultivo (Velo-Suarez et al., 2014).

El género Dinophysis presenta especies mixotrofas y heterétrofas (Lucas y
Vesk, 1990). Las especies mixoétrofas de este género utilizan la luz como fuente de
energia pero necesitan adquirir cloroplastos (plastidos) de origen criptofito para
llevar a cabo la fotosintesis y sobrevivir por largos periodos (Hackett et al., 2003;
Kim et al., 2008). Para adquirir los plastidos no consumen directamente a las
criptofitas sino que perforan la pared celular de un ciliado, el cual a su vez roba los
cloroplastos de las criptofitas, mediante un pedunculo con el cual succionan los
cloroplastos y los incorporan al citoplasma (Hansen et al., 2013). La luz es
importante para Dinophysis pero son capaces de sobrevivir aun en condiciones

desfavorables de luz, temperatura y nutrientes por heterotrofia.

La interacciéon predador y presa entre un dinoflagelado y un ciliado no fue
descrita sino hasta el 2006 cuando se descubrié que el ciliado Mesodinium rubrum
(=Myrionecta rubra) era necesario como presa para mantener cultivos del
dinoflagelado D. acuminata (Park et al., 2006). Anteriormente, se habian probado
diversas combinaciones de medios de cultivo, adicion de elementos traza,
nutrientes organicos, vitaminas e incluso una variedad de presas para establecer
cultivos de Dinophysis, pero todos esos intentos fueron infructuosos (Barker, 1935;
Ishimaru et al., 1988; Sampayo, 1993; Maestrini et al., 1995, Nishitani et al., 2003).
A pesar de que se ha identificado que Dinophysis se alimenta de diversos
organismos, solo se ha podido demostrar el secuestro de cloroplastos de
Mesodinium rubrum (Park et al., 2010). Por lo tanto, es probable que la presencia
de este organismo en el medio natural sea un factor esencial en la formacién de
florecimientos algales de Dinophysis spp., ya que la adquisicion de cloroplastos es

fundamental para poder llevar a cabo la fotosintesis y en consecuencia, un



aumento de su tasa de crecimiento e incremento poblacional (Velo-Suérez et al.,
2014). Por otro lado, se ha demostrado que Dinophysis puede sobrevivir hasta 2 a
3 meses en la ausencia de su presa y puede llevar a cabo su reproduccion a partir
de su material de reserva; aunque, con una tasa de crecimiento baja (Park et al.,
2008; Nishitani et al., 2008).

2.2. Intoxicacion diarreica por consumo de mariscos y Dinophysis

spp. en México

La presencia de toxinas de tipo diarreico es el problema mas importante
relacionado con intoxicaciones y pérdidas econdémicas asociados a FAN en varios
paises de Europa, en Japon, Australia, Nueva Zelanda y Chile (Sar et al., 2012).
En México, la informacion sobre este tipo de toxinas, asi como de los organismos
gue las producen, es practicamente nula y no hay un caso de DSP reconocido por

las autoridades sanitarias en el pais.

Ochoa et al. (1997) reportaron resultados positivos para toxinas diarreicas
por bioensayo en ratbn en muestras colectadas en Bahia Concepcién durante
1992 a 1995, en el Golfo de California. Heredia-Tapia et al. (2002) reportaron la
presencia de OA y dinophysistoxina-1 (DTX1) detectadas por medio de
cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas (LC-MS) en cultivos
de Prorocentrum lima aislados de muestras de agua de la costa de isla el Pardito,
Baja California Sur. Durante el 2010 en Bahia de San Quintin, B.C. y Laguna de
Guerrero Negro, B.C.S. la COFEPRIS implementé una veda sanitaria prohibiendo
la extraccion, consumo y comercializacion de moluscos en mayo de 2010, al
obtener resultados positivos por bioensayo en ratén

(http://www.cofepris.gob.mx/AZ/Paginas/Marea%?20roja). En diciembre del mismo

afio, se presentaron resultados positivos por bioensayo en raton en mejillon

cultivado en la Bahia de Todos Santos (BTS), Baja California. Aunque no se


http://www.cofepris.gob.mx/AZ/Paginas/Marea%20roja/EmergenciasSanitariasEstatales.aspx

implementé una veda sanitaria, se suspendio la extraccidbn por una semana

aproximadamente (Ocean. Sergio Guevara, com. per.}).

Durante el 2012, nuevamente se implementaron tres vedas sanitarias en la
BTS debido a la presencia de toxinas de tipo diarreico (DSTx) en moluscos
bivalvos, detectadas a partir de bioensayo en ratdén y confirmadas por primera vez
en México por métodos analiticos (LC-MS/MS) (Garcia-Mendoza et al., 2014). El
cierre de las zonas de cultivo en Rincon de Ballenas duré por mas de tres meses
en ese afio. En ese mismo trabajo, se reportaron altas abundancias de Dinophysis
fortii y Dinophysis acuminata, las cuales coincidieron con las altas concentraciones
de DSTx. Los reportes mas recientes sobre la presencia de toxinas asociadas a
DSP se presentaron durante el 16 de julio del 2013, cuando se implement6 una
veda sanitaria por aproximadamente un mes en el area de Rincon de Ballenas y

Bahia Soledad en Baja California, tras resultados positivos por bioensayo en raton.

La presencia de D. fortii y D. acuminata en la zona de cultivo de moluscos
bivalvos dentro de la BTS se asoci6 con la presencia de una fuerte estratificacion
térmica de la columna de agua después de una intrusion de agua fria de surgencia
(Garcia-Mendoza et al., 2014). Una de las caracteristicas principales de la
hidrografia de la BTS es que presenta pulsos de surgencias poco intensos y de
corta duracion (1-2 dias) todo el afio (Calva, 2014). Asimismo, Calva (2014)
sugiere que la Bahia actia como una trampa de surgencias debido a su
orientacién con respecto a los vientos predominantes, y debido a los patrones de
circulacién caracteristicas que propician la retencion del agua de surgencias
dentro de la Bahia. Esta retencion podria favorecer la acumulacién de células
toxicas dentro de la BTS, influyendo de manera importante en la formacién de
florecimientos algales en la regién. Ademas de estos procesos fisicos, la presencia
de Mesodinium rubrum puede favorecer la acumulacién de Dinophysis en la
region. M. rubrum se acumula en los frentes de surgencias en la region Sur de la

Corriente de California (Almazan, 2007). La alimentacion mixotrofa de Dinophysis

! Ocean. Sergio Guevara Escamilla. Presidente Comité Estatal de Sanidad Acuicola e Inocuidad de
Baja California.



spp. cuando se presenta M. rubrum en los frentes de surgencia al norte de la BTS
puede jugar un papel importante en el crecimiento poblacional del dinoflagelado y
su adveccion hacia las zonas de cultivo dentro de la BTS.

Por lo tanto, los procesos fisicos de la region pueden favorecer la presencia
simultdnea de ambas poblaciones y ocasionar la acumulacion de toxinas DSTx en
el ambiente y aumentar la poblacion de D. fortii 0 de otras especies productoras de
estas toxinas en la BTS. No se conoce qué procesos influyen en la acumulacién
de D. fortii en la zona de cultivo en la BTS y tampoco existen trabajos que
describan la dinamica poblacional de especies del género Dinophysis en costas

mexicanas.



Capitulo 3. Justificaciéon

La presencia de toxinas DSP es un problema emergente en la Bahia de Todos
Santos. Se han implementado varios periodos de veda sanitaria debido a las
concentraciones de toxinas de tipo diarreico por arriba del nivel regulatorio en
moluscos bivalvos, causando pérdidas econdmicas importantes para la industria
acuicola de la region. Dinophysis fortii fue la especie principal responsable de la
acumulacion de toxinas lipofilicas asociadas al sindrome de intoxicacion diarreica
por consumo de moluscos bivalvos en mejillones cultivados en la BTS durante el
2012. No se conocen los factores que podrian influir en la acumulacién de esta
especie en la regioén, por lo que es necesario conocer la dinamica poblacional de
este dinoflagelado.
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Capitulo 4. Hipo6tesis

Los florecimientos de D. fortii se desarrollan fuera de la Bahia de Todos Santos en
la region de los frentes de surgencia que se presentan al noroeste de la region.
En los frentes de surgencias se presenta una nutricion mixétrofa del dinoflagelado
toxico D. fortii que favorece su incremento poblacional. La presencia en el frente
de surgencia del ciliado Mesodinium rubrum como presa potencial, influiria en el
desarrollo y mantenimiento de un florecimiento del dinoflagelado Dinophysis fortii
al noroeste de la Bahia de Todos Santos, el cual podria ser advectado al interior

de la BTS debido a la circulacién caracteristica de la region (Figura 1).

32°N
Mesodinium rubrum como presa
potencial
37.9°N
TRANSPORTE
: ~ AN
: ALIMENTACION
371.8°N : ' Voo S
31.7°N

116.8°W 116.7°W 116.6°W

Figura 1. Modelo conceptual de la ecologia de Dinophysis fortii en la Bahia de Todos Santos,
B.C., México, considerando la interaccién con el ciliado Mesodinium rubrum vy la circulacién
caracteristica de laregion.
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Capitulo 5. Objetivo general

Caracterizar la distribucion espacio-temporal y estado fisiologico (alimentacion) de
Dinophysis fortii en la region de la Bahia de Todos Santos y asociarlos a las
condiciones ambientales de la zona durante el periodo de agosto 2014 a mayo
2015.

5.2. Objetivos particulares

» Caracterizar la presencia y distribucion de Dinophysis fortii durante el

periodo de estudio.

» Evaluar la presencia y distribucion de Mesodinium rubrum como presa

potencial de Dinophysis fortii.

» Evaluar el estado fisiolégico de Dinophysis fortii a partir del contenido de
vacuolas digestivas como indicador de una alimentacion fagotrofica

reciente.

» Caracterizar las condiciones hidrograficas del area durante el periodo de

estudio.
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Capitulo 6. Metodologia

6.1. Descripcion del area de estudio

La BTS se localiza en la costa noroeste de Baja California entre los 31.7° y 31.9°
N y 116.6° a 116.8° W (Figura 2), con un area aproximada de 250 km? (Torres,
2006). La BTS se caracteriza por tener una fuerte influencia oceanica. Se
encuentra limitada al norte por Punta San Miguel, al oeste por las Islas de Todos
Santos y al Sur por Punta Banda. La mayor parte de la BTS tiene una profundidad
entre los 10 y 50 m y so6lo una pequefia porcion llega a tener hasta 300 m de
profundidad debido al cafibn submarino presente entre las Islas y Punta Banda
(Argote et al., 1991). La regidén posee un clima tipo mediterrdneo caracterizado por
veranos secos Yy calidos, e inviernos humedos y frios (Carlucci et al., 1986).
Debido a surgencias costeras en el area adyacente, la BTS se ve enriquecida por
aguas ricas en nutrientes, mientras que la corriente de California aporta agua con
bajo contenido de nutrientes (Pérez-Brunius et al., 2006). De acuerdo con Calva
(2014) se presentan pulsos de surgencias poco intensos y de corta duracion todo
el afo, pero aumentan su intensidad durante primavera y verano. Las surgencias
mas intensas se presentan al sur de Punta Banda y menos intensas en Punta
Salsipuedes. Ademas, esta autora sugiere que debido a la morfologia
caracteristica de la BTS ésta actua como una “trampa” de surgencia; es decir, en
la entrada norte se presenta un frente térmico con agua fria y rica en nutrientes
debido a la ocurrencia de surgencias en el area adyacente, el flujo predominante
de norte a sur permite que el agua de surgencia sea advectada hacia el interior de
la Bahia, donde se calienta debido a un tiempo de residencia prolongado.
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Figura 2. Area de estudio y estaciones de muestreo localizadas dentro y fuera de la Bahia de
Todos Santos. La posicidon de anclaje de sensores de temperatura (HOBOs) en Rincén de
Ballenas, zona de cultivo de moluscos bivalvos, se marca con un circulo rojo.

6.2. Colecta de muestras

Se disefiaron dos estrategias de muestreo para evaluar el cambio espacio-
temporal de la poblacion de Dinophysis en la region. El primero de ellos se disefio
para caracterizar la distribucién espacial Dinophysis de la zona cercana a la costa
hacia la zona del frente de surgencia. Este muestreo se planedé con una
periodicidad mensual y para cubrir 17 estaciones hidrograficas divididas en dos
transectos (Figura 2) con el objetivo de muestrear tanto el interior de la bahia
como la zona norte adyacente (frente de surgencia). La segunda estrategia se
disefid para evaluar principalmente los cambios temporales de las poblaciones de
Dinophysis en la regién de Rincén de Ballenas, dentro de los poligonos de cultivo
de moluscos bivalvos propiedad de Acuacultura Oceanica S.A. de C.V. Este

muestreo se realizé quincenalmente.
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En ambas estrategias de muestreo se realizo la medicion de variables
hidrograficas y se colectaron muestras de agua para el andlisis de la comunidad
fitoplancténica y de pigmentos fotosintéticos. Asimismo, se realizaron arrastres
verticales con una red para fitoplancton con una luz de malla de 40 um. Se
realizaron 10 campafas oceanograficas abarcando las 17 estaciones en la BTS y

18 muestreos en la zona de Rincén de Ballenas.
6.3. Variables ambientales

En los muestreos en la region de la BTS se obtuvieron perfiles de salinidad,
temperatura y presién mediante el uso de un perfilador hidrografico (CTD) modelo
Seabird-19Plus. La profundidad de los lances fue de aproximadamente 50 m de
profundidad. Para los muestreos en la region de Rincén de Ballenas se realizaron
lances a profundidades menores de 20 m utilizando un perfilador hidrogréfico
(CTD) modelo YSI CastAway.

Asimismo, se utilizaron datos del Advanced Very High Resolution
Radiometer High Resolution Picture Transmission (AVHRR-HRPT), generados por
el Coast Watch West Coast Regional Node de la NOAA con una resolucion de 1.4

km (http://coastwatch.pfeg.noaa.gov/). Se manejaron compuestos semanales y

mensuales a partir de los cuales se calcularon promedios mensuales y
estacionales para la Bahia de Todos Santos y el area adyacente (Dominio: 116.5°-
117.2° W, 31.6°-32.2° N) para identificar la localizacion del frente de surgencia

durante las fechas de muestreo.

Para caracterizar la variabilidad temporal de la temperatura se colocé un
arreglo de 5 sensores de temperatura Onset HOBO Water Temperature Data
Logger en las colocados a una profundidad del fondo de aproximadamente 23 m,
con los sensores distribuidos a lo largo de la columna de agua; desde septiembre
de 2014 hasta agosto de 2015, en las coordenadas 31° 44.744°N, 116° 40.957°'W.


http://coastwatch.pfeg.noaa.gov/
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6.4. Caracterizacion de la comunidad fitoplanctonica

Mediante el uso de una botella muestreadora tipo Niskin se colectaron
aproximadamente 2 litros de agua a diferentes profundidades para el analisis de la
comunidad fitoplanctonica y de pigmentos fotosintéticos. Para el analisis de la
comunidad se colocd una fraccion de la muestra en botellas de plastico oscuro
(Nalgene) y fue fijada con solucion concentrada de lugol-acetato (Throndsen,
1978). El analisis se realiz6 con un microscopio invertido LEICA modelo
DMI3000B con objetivos de 10x, 20x, 40x y 63x. Se utilizaron camaras de
sedimentacion de 10, 25 y 55 mL siguiendo el método de Utermohl (Sournia,
1978), considerando un tiempo de sedimentacion de 3 horas por cada centimetro
de altura de la camara (Margalef, 1969). Para la identificacion y cuantificacion de
los organismos se analiz6 el fondo de la camara hasta contar un minimo de 400
células o en el caso de tener abundancias muy bajas se examind la cadmara
completa. Aplicando la sistemética taxondmica (Cupp, 1943; Taylor, 1976; Balech,
1988, Tomas, 1997; Omura et al., 2012) se identificaron las células de
dinoflagelados, diatomeas y otros grupos a nivel de género. Cuando fue posible,

los organismos se identificaron al nivel de especie.

Se analiz6 un total de 365 muestras. Las abundancias celulares de las
muestras discretas se expresan como numero de células por litro (Cel L™),
mientras que los andlisis de muestras de red se expresan como abundancias

relativas en porcentajes (%).

6.5. Cuantificacidon de pigmentos fotosintéticos

Se filtr6 alrededor de un litro de agua de mar de cada profundidad por medio de
filtros de fibra de vidrio de 25mm de diametro tipo GF/F (Whatman Co.). Los filtros
fueron envueltos en papel aluminio e inmediatamente almacenados en nitrégeno

liquido hasta su analisis por cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC).
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Para la extraccion de pigmentos se colocaron los filtros en microtubos de
centrifuga de 2mL con tapa, se adicionaron perlas de silice-zirconia de 0.5mm de
diametro y 1 mL de acetona fria al 100 %. Se realiz6 la disrupcién mecénica por
medio de un “Mini Bead Beater” (Biospec Products Inc), agitando por 10 s a 500
rom (x2) con un periodo de enfriamiento entre cada agitacion. Finalmente, para la
limpieza del extracto se implementaron dos periodos de centrifugacion a 13000
rpm (por 2 min y por 5min).

La separacion de los pigmentos se realizé mediante HPLC de acuerdo al
protocolo de Van-Heukelem y Thomas (2001) con la modificacion descrita por
Almazéan-Becerril y Garcia-Mendoza (2008). Previo a la inyeccion de las muestras,
en el HPLC se adicioné acetato de tetrabutil amonio (TBAA) 28mM a todas las
muestras, considerando una proporcion de 30uL por cada 100uL de muestra. Se
utilizé un equipo modelo Agilent-1200 controlado mediante el software Agilent-
ChemStation, con una columna de fase reversa Eclipse XDBC-8 monomeérica (4.6
x 150mm didmetro interno, 3.5um de tamafio de poro). El detector de arreglo de
diodos (DAD) se program0 para detectar a 5 longitudes de onda (436, 450, 475,
665y 780 nm). El tiempo de analisis fue de 30 minutos con un flujo constante de 1
mL min™ y manteniendo la columna a 60 °C. Se emple6 un gradiente binario para
bombear la fase moévil con metanol: TBAA 28 mM a una proporcion de 70:30 como
solucion A 'y metanol al 100 % como solucién B. El bombeo de dicha fase fue (Min,
%B): 0 min, 5 %; 22 min, 95 %; 27 min, 95 %; 30 min, 5 %. Para la calibracion del
método se utilizaron 15 estandares comerciales de pigmentos (DHI, Inc. Suecia)
de acuerdo a Wright y Montoura (1997).
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Tabla 1. Concentracion de la solucion de trabajo y tiempos de retenciéon para los estandares
de pigmentos utilizados.

ID STD Pigmento (s) [ Tmg Lt TIEMPO RETENCION [min]
STD 1 Clorofila c3 0.949 5.505
STD 2 Clorofila c2 0.986 7.736
STD 3 Peridinina 0.777 10.374
STD 4 19-but-fucoxantina 0.83 13.243
STD5 Fucoxatina 1.361 13.53
STD 6 Prasinoxantina 1.066 14.592
STD7 Violaxantina 0.911 14.882
STD 8 19-hexa-fucoxantina 1.138 14.971
STD 9 Diadinoxantina 1.098 16.087
STD 10 Aloxantina 1.16 17.262
STD 11 Diatoxantina 0.77 17.824
STD 12 Zeaxantina 1.023 18.401
STD 13 Clorofila b 1.405 22.143
STD 14 Divinil clorofila a 1.229 24.113
STD 15 Clorofila a 1.0 24.25

6.6. Estado fisiologico de Dinophysis fortii.

Se filtr6 alrededor de 1 L de agua de mar de cada profundidad y se concentré en
un volumen aproximado de 5 a 10 mL mediante filtracion al vacio. Una vez
concentradas las células fitoplanctonicas se agreg6 paraformaldehido obteniendo
una concentracion final de 1 % y se mantuvieron a baja temperatura (< 5° C) hasta
su andlisis por microscopia Optica. Para describir el estado fisiologico de las
células de Dinophysis se evaluo el porcentaje de células con vacuolas digestivas

en su interior para cada fecha de muestreo. De acuerdo al trabajo realizado por
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Reguera (2012) se evalué la presencia/ausencia de dichas vacuolas como
indicador de una alimentacién fagotréfica reciente. Asimismo, se colectaron
muestras de agua de mar de distintas profundidades y se fijaron con solucion
concentrada de Lugol-acetato, en ellas se evalud la presencia de granulos de
almidon como indicador de un periodo de inanicion prolongado. El nimero de
células contabilizadas vario de acuerdo a la abundancia de Dinophysis para cada
fecha de muestreo, siendo un minimo de 50 células y un maximo de 300 cuando la
abundancia lo permitiera. Debido a las bajas abundancias del género Dinophysis
registradas durante el periodo de estudio se utilizaron soélo los datos
correspondientes a la especie D. fortii, la cual registr6 abundancias mayores a
1000 Cel L™
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Capitulo 7. Resultados

7.1. Comunidad fitoplancténica

Los resultados corresponden al monitoreo de la comunidad fitoplancténica del 23
de julio del 2014 al 21 de mayo del 2015. Se analiz6é un total de 96 muestras de
agua colectadas en superficie, 5 y 10 m, asi como de arrastres verticales de red
para la zona de Rincon de Ballenas. Se identificaron 81 especies de diversos
grupos algales. De estas especies 43 pertenecieron al grupo de los dinoflagelados
(Tabla 2), 34 al de las diatomeas (Tabla 3) y se identificaron 3 ciliados y 2
silicoflagelados (Tabla 4). En las muestras de red el grupo de las diatomeas
domind, representando mas del 80% de los organismos colectados durante la
mayor parte del periodo de estudio. Los dinoflagelados dominaron sdlo en febrero

del 2015, representando més del 70 % de los organismos colectados (Figura 3).

La dominancia de las diatomeas se observa también en las muestras
discretas (abundancias absolutas) a diferentes profundidades. El 2 de octubre del
2014 se registro la mayor abundancia de células fitoplancténicas, con mas de 800
x 10° Cel L™ (Fig. 4) en superficie. La muestra estuvo compuesta casi en su
totalidad por diatomeas pennadas (Anexo 1). Posterior al 2 de octubre, la
abundancia fitoplancténica  disminuyé considerablemente, registrandose
abundancias menores a las 100 x 10° Cel L™. Esta condicién permanecié hasta el
inicio de la primavera. El 10 de abril se presenté un aumento en la abundancia de
dinoflagelados, principalmente a 10 m de profundidad alcanzando las 250 x 10°
Cel L™ (Figura 4). El resto de los grupos algales (silicoflagelados y ciliados) se
presentd durante todo el periodo de muestreo, con abundancias mayores durante

los meses de invierno con aproximadamente 7000 Cel L™.
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Tabla 2. Especies de dinoflagelados identificados en muestras colectadas en la Bahia de
Todos Santos, durante el periodo agosto 2014 a mayo 2015.

GONYAULACALES

PERIDINALES

PROROCENTRALES

DINOPHYSIALES

GYMNODIMIALES

Ceratium furca

Protoperidinium sp.

Prorocentrum micans

Dinophysis acuminata

Karenia sp

Ceratium P. conicum Prorocentrum gracile D. caudata Karlodinium sp
pentagonum

Ceratium euarcuatum | P. oblongum D. fortii Katodinium sp
Ceratium divaricatum | P. divergens D. odiosa Polykrikos sp
Ceratium fusus P.elegans D. tripos Gyrodinium sp
Ceratium P. bipes D. rapa Akashiwo sp
candelabrum

Ceratium macroceros | Diplopsalis sp Phalacroma mitra Cochlodinium sp

Fragilidium sp

Podolampas sp

Phalacroma rotundata

Gymnodinium gracile

Ceratocorys sp

Scripsiella sp

Dinophysis sp.1-5

Gonyaulax sp

Heterocapsa sp.

Oxyphysis sp

Lingulodinium
polyedrum

Ornithocercus sp

Oxytoxum sp

Amphisolenia bidentata

Pyrocystis ltnula

Tabla 3. Especies de diatomeas identificadas en muestras colectadas en la Bahia de Todos

Santos, durante el periodo agosto 2014 a mayo 2015.

CENTRALES

PENNALES

Thalassiosira sp

Asteromphalus sp

Asterionellopsis sp

Skeletonema costatum

Proboscia alata

Lioloma pacificum

Stephanophxis sp

Triceratium sp.

Thalassionema nitzsschioides

Corethron histrix

Chaeroceros curvisetus

Pleurosigma sp

Leptocylindrus sp

Chaetoceros lorenzianus

Pseudo-nitschia subcurvata

Coscinodiscus sp

Chaetoceros radicans

Pseudo.nitzschia australis

Actinoptychus sp

Chaetoceros affinis

Pseudo-nitzschia delicatissima

Guinardia delicatula

Chaetoceros peruvianus

Amphiprora sp

Guinardia flaccida

Bacteriastrum

Haslea wawrikae

Guinardia striata

Odontella sp

Striatella sp

Eucampia sp

Rhizosoleia sp

Licmphora abbreviata

Hemiaulus sp
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Tabla 4. Especies de ciliados y silicoflagelados identificados en muestras colectadas en la
Bahia de Todos Santos, durante el periodo agosto 2014 a mayo 2015.

CILIADOS DICTHYOCHOPHYCEAE
Mesodinium rubrum Dicthyoca fibula
Leegardiela sol Octactis octonaria
Strombilidium sp
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Figura 3. Variacion temporal de la abundancia relativa en muestras de red del grupo de las
diatomeas y dinoflagelados (A) y abundancia del fitoplancton (microplancton) a diferentes
profundidades (B) en muestras colectadas en la region de Rincén de Ballenas de julio 2014 a
mayo 2015.
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7.2. Complejo Dinophysis-Phalacroma
Distribucion espacio-temporal

Se analizé la distribucion espacial de Dinophysis para comprobar si los
florecimientos de estos organismos, y en especifico de D. fortii, se desarrollan
fuera de la BTS en la region de los frentes de surgencia que se presentan al
noroeste de la Bahia y si estos son advectados dentro de la BTS debido a la
circulacion de la region. Se espera que D. fortii sea mas abundante fuera de la
Bahia cuando se presenten eventos de surgencia y posteriormente la poblacion se
incremente hacia dentro del sistema. Para ello se analiz6 la distribucion espacial
considerando 365 muestras de agua colectadas en tres profundidades discretas y
arrastres verticales de red en 10 campafias oceanogréficas realizadas en la region

de la Bahia de Todos Santos (Figura 2).

Se describe la distribucion espacial en las diferentes fechas de muestreo
del complejo Dinophysis-Phalacroma considerando 7 especies. De las cuales 5
pertenecen al género Dinophysis (Dinophysis acuminata, Dinophysis caudata,
Dinophysis fortii, Dinophysis odiosa y Dinophysis tripos) y 2 especies al género
Phalacroma (Phalacroma rotundata y Phalacroma mitra) (ver Anexo 3). Estas dos
Ultimas especies estaban consideradas anteriormente como Dynophysiales
(Reguera et al., 2014) y han sido asociadas a la produccion de toxinas de tipo

diarreico.

Contrario a lo esperado, la distribucion del complejo Dinophysis-Phalacroma
fue mayormente costero (Figura 6-7). En todas las fechas de muestreo se detecto
una mayor abundancia celular de las especies de Dinophysis cerca el area de
Rincén de Ballenas al sur de la regiéon de estudio (Figura 6-7) y mantuvo
abundancias alrededor de las 200 Cel L™ cerca de Punta Salsipuedes al norte de
la region (Anexo 1). En general, durante el periodo de estudio se presentaron
abundancias bajas de Dinophysis y especialmente durante los meses de invierno
del 2014 las abundancias fueron menores a 100 Cel L™. La mayor abundancia

registrada fue durante la campafia del 5 de marzo de 2015 detectandose mas de
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2000 Cel L™, Posterior a esta fecha la presencia de Dinophysis disminuye
abruptamente y se mantuvo una abundancia a 10 m de profundidad de

aproximadamente 300 Cel L™

32°N

31.9°N

31.8°N

31.7°N

Ocean Data View

117.1°W 117°W 116.9°W  116.8°W  116.7°W  116.6°W  116.5°W

Figura 5. Ubicacidn de las estaciones en dos transectos realizados durante las campafias de
muestreo en la regidon de Bahia de Todos Santos, Baja California, México durante octubre
2014 a mayo 2015.
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Figura 6. Variacion espacial de la abundancia del género Dinophysis en el transecto interno
de la BTS para diferentes fechas de muestreo.
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Figura 7. Variacion espacial de la abundancia del género Dinophysis en el transecto interno
de laBTS para diferentes fechas de muestreo.
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Variacion temporal

Para el andlisis de los cambios temporales del género Dinophysis-Phalacroma se
utilizaron datos de abundancias celulares de las muestras discretas (Cel L) y
analisis de muestras de red expresados como abundancias relativas en
porcentajes (%). Se presentan los resultados de muestras de Rincon de Ballenas
durante el periodo de estudio (Figura 8). En general, Dinophysis presento
abundancias menores a 300 Cel L™ durante el otofio del 2014 y el invierno 2014-
2015 y es hasta marzo del 2015 que alcanza una abundancia mayor a 2000 Cel L
! tanto en superficie como en 10 m de profundidad. Posteriormente su abundancia
disminuye considerablemente en las semanas siguientes. En cuanto a los datos
de arrastres de red analizados se aprecia que el porcentaje que aporté este
complejo de especies a la comunidad fitoplancténica durante todo el periodo de

estudio no superé el 4% del total de organismos fitoplancténicos.
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Figura 8. Cambios de la abundancia celular de Dinophysis en muestras colectadas en el area
de Rincén de Ballenas.
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La mayor abundancia del género Dinophysis registrada durante el 5 de
marzo del 2015 fue conformada casi en su totalidad por la especie D. fortii (Figura
9). Previo al florecimiento, esta especie se presenté con abundancias menores a
100 Cel L™. La semana mantuvo una abundancia de 1500 Cel L™ a 10 m de
profundidad. A partir de la segunda mitad del mes de marzo no se registré la
presencia de D. fortii en muestras superficiales y a 5 m, pero se presentaron
abundancias de aproximadamente 500 Cel L™ a 10 metros de profundidad durante

las primeras semanas de abril.
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Figura 9. Variacion anual de Dinophysis fortii en muestras de agua colectadas a diferentes
profundidades en Rincén de Ballenas.

7.3. Distribucion de D. fortii con relacion a la presencia de

Mesodinium rubrum.

El analisis de la presencia del género Dinophysis demostré que este grupo estuvo
poco representado en la comunidad fitoplancténica durante el periodo de muestreo
(bajas abundancias) y solamente se presentd un florecimiento de D. fortii de poca
duracion en marzo. La presencia de M. rubrum es necesaria para el crecimiento
poblacional de D. fortii, por lo que se analiza la variacion espacial y temporal de

ambas especies para comprobar este planteamiento.
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Distribucion espacial

Se analizé la distribucion espacial de Mesodinium rubrum de los resultados del
analisis por microscopia Optica de muestras de diferentes campafias de muestreo
realizadas en la Bahia de Todos Santos y se compararon con la distribucién de
Dinophysis fortii. En la Figura 10 se presenta la distribucion de la abundancia del
dinoflagelado y en la figura 11 la del ciliado. Se presenta solamente la distribucién
espacial para la fecha en la cual se detecto el florecimiento de D. fortii y una fecha
anterior y otra posterior a este evento (16 de febrero, 5 y 19 de marzo). Se
presentan solo los datos del transecto interior (Figura 4) de las 3 campafas, ya
que no se detectaron abundancias importantes del dinoflagelado y del ciliado en el
transecto exterior que va de la costa hacia el frente de surgencia.

Mesodinium rubrum se distribuyé subsuperficialmente. En general, la
abundancia de este ciliado fue baja en superficie y aument6 por debajo de los 5
metros, presentandose un maximo a los 10 m de profundidad. La abundancia
maxima de Mesodinium rubrum (6000 Cel L) se presenté durante la segunda
semana de febrero en el area de Rincon de Ballenas y las estaciones cercanas
(Figura 11).

La comparacién de la distribucion de D. fortii y M. rubrum indica que existio
una separacion espacial de estas especies. Durante la fecha del florecimiento, en
las zonas con mayor abundancia de D. fortii no se detectd al ciliado y la
abundancia de este organismo fue significativamente mayor (por arriba de las
1000 Cel L™ en las zonas donde no se presenté el dinoflagelado. En las fechas
antes y después del florecimiento la abundancia de Dinophysis fortii es baja y
Mesodinium rubrum se presenta en el area de muestreo con concentraciones

mayores cerca del area de Rincon de Ballenas.
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Figura 10. Distribucién espacial de Dinophysis fortii correspondientes al transecto interno
durante las campafias realizadas los dias 16 de febrero, 5y 19 de marzo del 2015 en la Bahia
de Todos Santos. Debido a la diferencia en la abundancia celular, se manejé una escala
independiente en cada grafica.
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Figura 11. Distribucion espacial de Mesodinium rubrum correspondientes al transecto
interno durante las campafias realizadas los dias 16 de febrero, 5y 19 de marzo del 2015 en
la Bahia de Todos Santos. Debido a la diferencia en la abundancia celular, se manejé una
escalaindependiente en cada gréfica.
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Variacion temporal

Para describir la variacion temporal de Mesodinium rubrum se consideraron sélo
los datos obtenidos de los analisis cuantitativos de muestras colectadas en la
region de Rincon de Ballenas durante el periodo de muestreo. El analisis del
cambio de la abundancia de M. rubrum y D. fortii durante el periodo de muestreo
indica que existio, al igual que en su distribucion espacial, una separacién
temporal de estas dos especies. Como se muestra en la Figura 12, M. rubrum
estuvo presente todo el afo, principalmente en muestras de 5 y 10 m de
profundidad. Se presentaron abundancias relativamente altas en octubre del 2014.
Durante este mes las abundancias superaron las 1500 Cel L™, posteriormente
disminuyen en noviembre y en enero se registro la abundancia maxima de més de
3000 Cel L™. Durante los meses subsecuentes la abundancia de M. rubrum
disminuye abruptamente. Por otro lado, la abundancia de D. fortii es baja durante
casi todo el periodo de muestreo y cuando se presenta el florecimiento no se

detecté a M. rubrum en la zona de Rincén de Ballenas.



33

3000 H . . -
—&— Superficie Dinophysis fortii
— 2500 H —&— 5 Metros
L —8— 10 Metros
© 2000 -
O
S 1500 |
c
@
2 1000
=}
Q0
< 500 |
0 4
jul. ago. sep. oct. nov. dic. ene. feb. mar. abr. may.
Tiempo
3000 H
—&— Superficie Mesodini o
o 2500 1 —— 5 Metros esodinium rubrum
0 —— 10 Metros
@ 2000 H
O
2 1500
c
IS
2 1000
>
Qo
< 500 |
jul. ago. sep. oct. nov. dic. ene. feb.  mar. abr. may.

Tiempo

Figura 12. Variacion temporal de Dinophysis fortii y Mesodinium rubrum en muestras de
agua colectadas en Rincén de Ballenas de julio del 2014 a mayo del 2015.

Estado fisiolégico de Dinophysis: alimentacion

El que exista una separacion tanto espacial como temporal de las poblaciones del
dinoflagelado y del ciliado implica que puede existir una sucesion de estas
especies, segregacion de las mismas o que Dinophysis limita el crecimiento de M.
rubrum al predar sobre este ciliado. Por lo tanto, se analizo el estado fisiologico de
D. fortii para comprobar esto ultimo de acuerdo a la hipotesis planteada en el
trabajo. Se utilizé el porcentaje de células vegetativas con y sin vacuolas como
indicador de una alimentacion fagotrofica reciente. El tamafio de las vacuolas vario

en las distintas épocas del afio e incluso entre especies (Figura 13).
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Figura 13. Células de Dinophysis fortii con vacuolas digestivas en su interior. Células con
vacuolas menores a 6 pm (A yB). Células con vacuolas mayores a 6 um (C y D).
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Figura 14. Células vegetativas de Dinophysis fortii sin fijador (A y B). Células con gréanulos
de almidén dispuestas ordenadamente en la periferia celular (C-D).

Durante el mes de octubre no se observaron células vegetativas con
vacuolas digestivas; sin embargo, se observaron células con material de reserva
en forma de granulos de almiddn en su interior (Figura 14). Durante noviembre del
2014 se observaron muy pocas células de Dinophysis (<100 Cel L) por lo que
para este andlisis se contabilizaron al menos 50 células. Mas del 90% de ellas

contenian pequefias vacuolas digestivas menores a 6 um. Para el periodo de
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febrero a marzo del 2015 se pudieron analizar mas de 200 células, ya que la
abundancia celular de Dinophysis superé las 2000 Cel L™ en algunas fechas de
muestreo. En este periodo se detecté que mas del 80% de las células contenian
vacuolas digestivas de gran tamafio mayores a 6 um (Figura 15). Esto indicaria
que D. fortii realizd actividad fagotrofica reciente en la fecha en la cual se present6

el florecimiento de esta especie.
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Figura 15. Porcentaje de células de Dinophysis fortii con vacuolas digestivas mayores a 6
pm. La linea sombreada horizontal indica el periodo sin colecta de muestras.

7.4. Cuantificacion de pigmentos como marcadores de grupos
algales.

Por su tamafio, la evaluacién de la concentracion de criptofitas es dificil por
microscopia de luz, por lo que se analizé la concentracion del pigmento aloxantina

como indicador de la presencia de estos organismos. EIl carotenoide aloxantina
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solo lo sintetizan las criptofitas pero pueden estar también en Dinophysis sp. y
Mesodinium rubrum  (Rial et al.,, 2012). Por lo tanto, se utilizaron las
concentraciones de aloxantina como indicador de la presencia de estos tres

grupos algales.

Las Figuras 16 y 17 muestran la variacion temporal en la concentracion de
clorofila a y aloxantina en un total de 265 muestras de agua colectadas en Rincén
de Ballenas medidas por medio de cromatografia liquida de alto desempefio
(HPLC).
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Figura 16. Variacién temporal de la concentracién de Clorofila a [ug L'l] en muestras
colectadas en Rincén de Ballenas de septiembre del 2014 a mayo del 2015.

Se observa que durante los meses de septiembre del 2014 a febrero del
2015 las concentraciones de clorofila a fueron muy bajas, menores a 1 pug L™*. A
partir de la segunda mitad de febrero la concentracibn aument6, detectandose
concentraciones de aproximadamente 1.5 pg L™ a 10 metros de profundidad. A
finales de marzo se registran concentraciones de 4 pug L™, las mas altas de todo el
afio. Estas concentraciones se presentaron nuevamente en muestras mas

profundas.
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La concentracion de la aloxantina presentd un patron de variacion similar a
las de la clorofila a. Durante los primeros meses de muestreo no se presentaron
concentraciones altas y solo se detectd una concentracion de aproximadamente
0.5 pg L™ en un par de muestras a 5 metros colectadas a principios del mes de
octubre. La concentracién fue menor a 0.5 pg L™ en el resto de las muestras
colectadas durante los primeros meses del periodo de muestreo. Es hasta el mes
de febrero que la concentracion de aloxantina aumento y las concentraciones mas
altas (0.7 ug L™) de este pigmento se presentaron durante el mes de marzo en
muestras superficiales. Después de la tercera semana de abril la concentracion de

aloxantina comienza a aumentar en las diferentes profundidades muestreadas.
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Figura 17. Variaciéon temporal de la concentracién de aloxantina [ug L] en muestras
colectadas en Rincén de Ballenas de septiembre del 2014 a mayo del 2015.

A pesar de que ambos pigmentos muestran una variacion temporal similar,
al analizar la proporcién entre ambos pigmentos durante el periodo de muestreo
(Figura 18) se detectan dos periodos muy marcados donde la relacion de
aloxantina a clorofila a es alta. El primero ocurri6 durante la transicion otofio-

invierno del 2014, donde se presenté una proporcion Alo/chla-a mayor a 1 y con
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un maximo de 1.5. El segundo, aunque con una proporcién menor (0.5), se

presentd durante el mes de febrero del 2015.
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Figura 18. Variacion temporal de la razon Aloxantina/Chla a (mol-mol) en muestras
colectadas en Rincén de Ballenas de septiembre del 2014 a mayo del 2015. .

7.5. Variables ambientales: temperatura
Variacion estacional

Con el objetivo de caracterizar la presencia de surgencias en el area adyacente a
la Bahia de Todos Santos durante el periodo de estudio se realizé un analisis de la
variacion estacional de la temperatura superficial del mar (SST) del verano del
2014 a la primavera del 2015. Se utilizaron datos derivados del AVHRR-HRPT y
se manejaron compuestos estacionales de junio a agosto para verano, de
septiembre a noviembre para otofio, de diciembre a febrero para invierno y de
marzo a mayo para primavera. Debido a la alta variabilidad en la temperatura
durante el afio y para una mejor apreciacion de la distribucion espacial de esta
variable la escala utilizada se expresa como una anomalia de temperatura del
promedio de cada compuesto estacional (Figura 19).
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Figura 19. Anomalias de temperatura respecto al promedio espacial en la BTS y la region
adyacente para diferentes épocas del afio durante 2014 a 2015. Las imégenes fueron
generadas utilizando promedios estacionales de la temperatura superficial de compuestos
mensuales de AVHRR indicado en la parte superior de cada recuadro.

Durante el verano del 2014 se presentaron valores de temperatura mas
bajos que el promedio de la regién entre el area de Punta Salsipuedes hacia la Isla
Todos Santos, formandose un gradiente de temperatura entre el interior y el

exterior de la Bahia (Figura 19). Durante el verano la temperatura promedio de la
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region fue de 20.11 °C vy al interior de la Bahia se presentaron temperaturas 2.5 °C
por arriba de este promedio. En el caso del otofio el gradiente es menos intenso (<
1 °C) pero sigue presente. La franja de agua relativamente fria podria asociarse a
surgencias costeras que se presentaron durante el verano y en menor grado
durante el otofio. En invierno no se presentdé un gradiente de temperatura. En
primavera, la temperatura presentd una variacion de 1 a -1 grados del promedio
(16.76 °C) y por lo tanto no se presentd un gradiente de temperatura entre el
interior y el exterior de la Bahia. Este analisis indica que durante el periodo de
estudio no se presentaron surgencias intensas que ocasionaran un frente intenso

como el descrito por Calva (2014).

Variacion espacial

El analisis de la variacion estacional indicO que existieron surgencias durante el
verano; sin embargo, en un analisis de la temperatura de la columna de agua
durante las diferentes campafias oceanogréficas realizadas durante el 2014 al
2015 no se detectaron estos procesos. Para este analisis se utilizaron los datos
obtenidos mediante mediciones con el CTD promediados cada metro y para una

mejor apreciacion se separaron en dos transectos, interior y exterior (Figura 20).
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Figura 20. Variacion espacio-temporal de la temperatura en la Bahia de Todos Santos generada con datos medidos mediante CTD. B:
Ubicacion de estaciones hidrograficas muestreadas. Separacion de datos en transectos interior (paneles de la derecha) y exterior
(paneles de la izquierda). A: 11-sep-2014. C-D: 02-oct-2014. E-F: 25-nov-2014. G-H: 16-feb-2015. I-J: 19-mar-2015. K-L: 20-abr-2015.
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Durante la campafia del 11 de septiembre (Figura 20A) se observa una
fuerte estratificacion en la columna de agua con una capa de mezcla de
aproximadamente 10 metros de espesor. Durante este mes se registraron 23 °C
en superficie que fue la temperatura maxima superficial de todo el periodo de
muestreo. Para el mes de octubre la temperatura superficial disminuyé 2 °C vy
comenzo a disminuir la estratificacion en la columna de agua (Figura 20 C, D). En
el interior de la Bahia la capa de mezcla es menos profunda que en el exterior. En
las estaciones cercanas a Punta Salsipuedes (E11 y E12) se presentd una ligera
disminucién de la temperatura, lo que podria sugerir la presencia de surgencias.
Esto es mas evidente en la campafia del 2 de octubre, cuando se presenté agua

con temperaturas menores a los 17 °C en superficie.

A partir del mes de noviembre existi6 una columna mucho mas mezclada,
con temperaturas menores a los 18 °C tanto en el interior como en la zona
adyacente a la Bahia de Todos Santos (Figura 20 E, F). Durante los meses de
febrero, marzo y abril se registraron temperaturas superficiales entre 15 °Cy 17 °C
y nuevamente se presentd agua mas fria en superficie en la zona cercana a Punta
Salsipuedes (Figura 20 G-L). Durante las campafias de febrero y marzo se
observa una columna de agua con una leve estratificacion, pero ésta es mucho
mas marcada durante el mes de abril. En esta ultima campafia se registré6 una
capa de mezcla mas profunda, de aproximadamente 30 m en la zona adyacente a
la Bahia, en comparacion con la capa de mezcla en el interior menor a los 10 m de

profundidad.

Variacién temporal

Debido a que las mayores abundancias del dinoflagelado Dinophysis fortii se
registraron en la region de Rincon de Ballenas, se realiz6 un analisis de la
temperatura en dicha regién para determinar si existié alguna relacién entre

ambas variables. Se presenta la serie de tiempo generada con datos obtenidos
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mediante el arreglo de sensores Onset-HOBO Data-logger descrito en la seccion
VLI

Se observa una columna de agua estratificada durante el otofio del 2014,
con temperaturas mayores a 20°C desde septiembre hasta principios de
noviembre (Figura 21). A finales del mes de septiembre se observa una diferencia
de temperatura entre la capa de mezcla y el fondo de mas de 6 °C. Durante el mes
de octubre la capa de mezcla es mucho méas profunda, ya que se presenté una
diferencia de temperatura de 2 °C entre la superficie y el fondo. La estratificacion
se pierde al inicio del invierno mientras la temperatura disminuye
considerablemente. De febrero a junio del 2015 la temperatura superficial oscila
entre los 15 a 18 °C.

16
14
12

2014 2015

Figura 21. Serie de tiempo de temperatura a lo largo de la columna de agua en Rincon de
Ballenas (coordenadas 31° 44.744’N, 116° 40.957°W). Linea punteada indica la fecha con
mayor abundancia de Dinophysis fortii en la region.

A partir de febrero se observan pequefos pulsos de entrada de agua fria
por el fondo a la zona de Rincon de Ballenas. El agua fria no alcanza la superficie
(o el nivel maximo de los sensores) por lo que durante estos pulsos la
estratificaciéon de la columna de agua se incrementa. Estos pulsos de surgencia

aumentan su intensidad en abril y se mantienen hasta el mes de junio. Durante



47

estos meses la diferencia de temperatura entre la superficie y el fondo fue de
aproximadamente 6 °C. A partir de julio la temperatura superficial aumenta
considerablemente alcanzando hasta 22 °C. En otoiio de 2014, las temperaturas
relativamente altas (20 °C) se detectaron por debajo de los 15 m de profundidad
durante los meses de julio y agosto. Sin embargo, en las primeras semanas del
mes de agosto se observan nuevamente pequefios pulsos de agua fria en la

superficie.

7.6. Variacion temporal de la comunidad fitoplanctonica y la
temperatura 2010-2015

Comparando con lo reportado para el 2012 (Sanchez, 2013; Garcia-Mendoza et
al., 2014), las abundancias de Dinophysis, asi como de la comunidad
fitoplanctonica registradas en este trabajo son bajas para la regién. Para evaluar si
para el periodo de muestreo que comprendido este estudio se presentaron
condiciones anGmalas en la regidon, se realiz6 un andlisis de la temperatura
superficial del mar y clorofila desde el 2002 al 2015 (Figura 22), tomando
promedios mensuales obtenidos a partir de los datos del AVHRR-HRPT.

La variacion anual de la temperatura esta representada por un aumento de
esta variable en primavera, alcanzando su maximo en verano y otofio. En invierno
se presentan las temperaturas mas bajas. Las temperaturas maximas registradas
fueron de 20 a 22 °C, a excepcion de los afios 2002, 2010 y 2011 cuando se
presentaron temperaturas menores a 19 °C. La temperatura maxima para el
verano de 2014 (21.2) fue ligeramente mayor o similar a la temperatura maxima
registrada para otros afios (Figura 22). Sin embargo, al comparar las temperaturas
minimas de los diferentes afos, es claro que existi6 un aumento en los inviernos
de 2014 y 2015. La temperatura de esta época antes del 2014 fue de entre 12y 15
°C. Los 15 °C se presentaron en el invierno de 2011 (Figura 22). En invierno de

2014 la temperatura fue 1 °C mas alta que la temperatura registrada en 2010;
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mientras que durante el 2015 se registr0 un maximo histérico para invierno de 16
°C (Figura 22).

La temperatura y procesos fisicos y biolégicos asociados a esta variable
determinan la abundancia y comunidad fitoplanctonica (Pennington y Chéavez,
2000). La concentracion de clorofila estimada con la informacion de satélite
presenta, al igual que la temperatura una variacion anual muy marcada. Se
observa que existen en general, dos maximos de clorofila por cada afio que
coinciden con las épocas de primavera y verano (Figura 22). La concentracion
mas alta de clorofila se presentd durante la transicién de invierno-primavera del
2008 con valores de hasta 16 mg m™ de clorofila a, mientras que para otros afios
la concentracién no fue mayor a los 12 mg m>. A partir del afio 2009 las
concentraciones registradas no son mayores a 10 mg m=, pero es hasta el 2012
cuando se observa una clara disminucion de las concentraciones de clorofila, con
valores menores a 5 mg m™. La disminucién en la concentracién de clorofila
durante el maximo anual para 2014 y 2015 coincide con el aumento en la

temperatura para los inviernos de estos afios (Figura 22).
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Figura 22. Variabilidad anual de la temperatura superficial del mar de la Bahia de Todos
Santos (A) y estimacion de la concentracion de clorofila de enero del 2002 a mayo del 2015
obtenida a partir de compuestos mensuales de datos obtenidos con el AVHRR-HRPT.

Durante el periodo de estudio (2014-2015), Dinophysis sélo se presentd en
abundancias importantes (>1000 Cel L") en una sola fecha de muestreo, 5 de
marzo del 2015. Ya que la informacion de la dinamica poblacional de las especies
de este género es minima, se desconoce si la abundancia baja de este organismo
durante el periodo de muestreo es normal o estuvo relacionado con la reduccion
de la biomasa fitoplancténica debido al calentamiento anormal que se presento en
la region. Por lo tanto, se realizé un analisis de la variaciéon temporal del complejo
Dinophysis para la Bahia de Todos Santos utilizando datos cuantitativos (Cel L™) y
cualitativos (%) de la comunidad fitoplanctonica en el area de Rincon de Ballenas
desde el aflo 2010 hasta el 2015. La abundancia del fitoplancton fue analizada

mediante el método de Utermdhl. Los datos fueron proporcionados por el area de
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microscopia del Laboratorio de andlisis e investigacion de ficotoxinas marinas de
CICESE (FICOTOX) que ha monitoreado la evolucibn de la comunidad
fitoplanctonica desde enero del 2010 a la fecha.

Dinophysis esta presente en abundancias bajas (<100 Cel L™) la mayor
parte del afio (Figura 23) y su abundancia aumenta generalmente al inicio del
verano. Especificamente en junio y octubre del 2010 la abundancia de este género
superd las 1000 Cel L. Para el 2011 sélo se cuenta con un dato puntual de
octubre cuando este organismo alcanzé las 2500 Cel L™ tanto en superficie como
en 10 m de profundidad. En el 2012 y 2013 Dinophysis presenté abundancias
mayores a las 1000 Cel L™ en al menos 5 ocasiones durante el afio, entre los
meses de marzo-octubre. Incluso presenté abundancias alrededor de 6000 Cel L™
tanto en superficie como en 10 m de profundidad en mayo y junio del 2013 (Figura
23).
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Figura 23. Abundancia en Cel L del género Dinophysis en superficie (A) y 10 m (B) del 2010
a 2015 en el area de Rincén de Ballenas de la Bahia de Todos Santos.
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En contraste con afos anteriores, en el 2014 las abundancias de este grupo
fueron muy bajas y sélo se registraron 300 Cel L™ durante los meses de febrero y
junio. El resto del afio la abundancia fue menor a las 100 Cel L. Como se ha
descrito anteriormente solo en marzo del 2015 la abundancia fue mayor a las 2000
Cel L?, tanto en superficie como en 10 metros, pero disminuye considerablemente

en las semanas posteriores.

En el caso de la especie objetivo de este estudio, Dinophysis fortii (Figura
24) presentd abundancias superiores a las 5000 Cel L™ hasta el verano del 2012 y
estuvo hasta el otofio del 2013 con abundancias superiores a las 1000 Cel L™ en
mas de una ocasion. Sin embargo, desde finales del 2013 y hasta principios del
2015 no se registraron abundancias mayores a las 100 Cel L™. D. fortii fue mas
abundante en muestras de 10 metros de profundidad (Figura 24). Esta especie no
suele representar porcentajes altos de la comunidad fitoplanctonica en muestras
de red, generalmente representa menos del 15 % de los organismos colectados
en red. En el 2014 y 2015 el porcentaje maximo registrado fue menor al 5 %.
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Figura 24. Variacién anual de Dinophysis fortii en muestras de agua de profundidades
discretas (A) y red (B) colectadas en Rincon de Ballenas de enero de 2010 a mayo de 2015.

D. fortii no fue la especie mas abundante del complejo Dinophysis. En el
2010 la especie mas representativa de este grupo fue D. caudata y a partir del
mes de abril hasta principios del 2012 la especie mas abundante del género fue D.
acuminata (Anexo 2). D. fortii estuvo presente desde 2010, aunque con
abundancias bajas y comienza a representar una proporcién importante hasta el
mes de julio del 2012. Incluso durante septiembre es la especie dominante de la
comunidad fitoplancténica (Anexo 2). Para el afio 2013 D. fortii es importante
dentro del complejo Dinophysis pero P. rotundata y D. acuminata también
presentaron abundancias importantes este afio. Durante el 2014, aunque en
abundancias bajas, la especie representativa del grupo fue D. caudata, la cual
estuvo presente hasta el 2015 cuando junto con D. fortii son las especies mas

abundantes del género (Anexo 2).
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Dinophysis vs Temperatura

Como se menciond anteriormente, en los Ultimos afios se registré6 un aumento de
la temperatura superficial del mar en la region, que aparentemente influyd de
manera negativa sobre la presencia de una o varias especies de Dinophysis. Al
graficar la variacion de Dinophysis y la variacion en la temperatura superficial del
mar se observa que la abundancia de estos dinoflagelados aumenta cuando la
temperatura del mar empieza a incrementarse después de la época de invierno y
primavera, y durante los meses mas calidos del afio la abundancia es menor
(Figura 25). La relacion entre la temperatura y la abundancia del género se
presenta en la Figura 26. Dinophysis esta presente cuando existen temperaturas
entre los 13 °C y 21 °C; sin embargo, las mayores abundancias coinciden con
temperaturas superficiales entre los 16 °C y 18 °C (Figura 26). Aunado a esto, las
abundancias altas de este género parecen estar asociadas con inviernos frios en
periodos anteriores al incremento de la temperatura superficial del mar en abril y
junio (Figura 25). Por lo tanto, en el 2014 Dinophysis fue poco abundante y en
2015 en solo una fecha se registraron abundancias mayores a las 2000 Cel L™.
Esto podria estar asociado a las altas temperaturas superficiales registradas en el
invierno del 2014 y 2015.
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Figura 26. Relacion de la abundancia de las distintas especies del género Dinophysis con la
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Capitulo 8. Discusién

8.1. Comunidad fitoplancténica y variables ambientales

La concentracion de clorofila a superficial estimada de datos satelitales disminuy6
a partir del 2013. Asimismo, desde el 2013 no se presentaron los dos maximos de
clorofila a (uno en primavera y otro en verano) que se presentan en otros afos.
Esta reduccion en la clorofila a coincide con la disminucion en la abundancia del
fitoplancton detectada durante el periodo de muestreo de este trabajo. Esta
disminucion estuvo probablemente relacionada a la presencia de inviernos

relativamente mas calidos en los ultimos dos afios.

La temperatura del mar en la region de la Bahia de Todos Santos presenta
una variacion anual marcada con temperaturas superficiales promedio de
aproximadamente 20 °C en primavera y verano y mas bajas durante el invierno, de
aproximadamente 13 °C. En el 2010, aparentemente un afio andémalo, se
registraron temperaturas de 15 °C en invierno y el verano fue relativamente frio
con 17 °C. En los afios posteriores y hasta el 2014 se presentaron veranos mucho
mas calidos (18 a 20 °C) con una diferencia de temperatura superficial de hasta 8
°C con respecto al invierno. En los dltimos 2 afios se presentd un incremento de
hasta 3 °C por arriba del promedio durante el invierno. Las condiciones anémalas
de temperatura también estan reflejadas en la variacion espacial de esta variable
en la region. Se observé que el interior de la BTS es més caliente que la region
circundante, principalmente durante el verano del 2014 y la primavera del 2015.
Asimismo, al norte se detecta una franja estrecha de agua fria que va de Punta
Salsipuedes hacia la Isla Todos Santos. Esta franja fue mas evidente durante el
verano. La formacion de esta franja fue reportada anteriormente por Calva (2014)
y la asocia a la presencia de surgencias costeras. Sin embargo, en este trabajo la
formacion del frente de surgencia no fue tan intenso como en lo reportado por
Calva (2014). El analisis de la distribucién vertical de la temperatura permitié
observar en subsuperficie agua mas fria durante primavera y verano que durante

el invierno posiblemente asociado a la presencia de surgencias aunque de poca
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intensidad. Las condiciones andmalas registradas en este trabajo probablemente
estuvieron asociadas a la presencia de la “alberca” de agua caliente en la bahia,
condicién que fue reportada para la corriente de california desde el otofio del 2014
por Leising et al. (2015). Estos autores describieron un aumento en la temperatura
superficial del mar durante la segunda mitad del 2014 debido a la intrusion de una

“alberca” de agua caliente (blob) a la costa.

La Bahia de Todos Santos actia como una trampa de surgencia cuando
estos eventos son mas intensos en la region (Calva, 2014). El agua fria y rica en
nutrientes proveniente de la boca norte entra y es retenida dentro de la Bahia por
un tiempo prolongado, ya que la peninsula de Punta Banda actia como frontera
ocasionado una circulacion interna y formacion de remolinos (Miranda, 2012;
Larrafiaga, 2013; Pifiones et al., 2007). La retencion y calentamiento del agua de
surgencia en superficie asi como los pulsos de agua fria en capas subsuperficiales
deben de influir en el desarrollo de la comunidad fitoplancténica dentro de la
Bahia. El aporte de nutrientes asociado a surgencias permitiria la acumulacion de
células fitoplancténicas dentro de la Bahia, por lo que es probable que el aporte de
nutrientes haya sido menor debido a las condiciones andmalas registradas durante

el periodo de muestreo.

Las condiciones anOmalas de temperatura se vieron reflejadas en
abundancias fitoplancténicas extremadamente bajas durante el periodo de
muestreo (julio de 2014 a mayo de 2015) de este trabajo. La abundancia maxima
de diatomeas fue de 800 x 10°Cel L™, detectada en octubre del 2014 en la region
de Rincon de Ballenas y su acumulacion estuvo asociada a una capa de mezcla
de aproximadamente 10 metros con temperaturas alrededor de los 21 °C en
superficie. La abundancia de este grupo disminuyé de manera considerable en
fechas posteriores y es hasta marzo y abril que su abundancia aumenta de nuevo,
pero no superd las 80 x 10° Cel L. Esto contrasta con lo reportado por Sanchez
(2013) que observd una abundancia de 1200 x 10° Cel L™ durante el mes de abril
con temperaturas entre los 12 a 15 °C en superficie y una columna de agua

mezclada. Paredes (2014) reporta para el 2013 una abundancia maxima de este
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grupo de apenas 286 x 10° Cel L™ que se presentd en el mes de mayo y
nuevamente asociadas a temperaturas bajas (14 °C) pero con una columna
estratificada. Por otro lado, los dinoflagelados presentaron abundancias muy bajas
en comparacion con registros anteriores y no se identific6 un patron de
estacionalidad marcado. Se identificaron dos periodos en los que su abundancia
fue mayor a las 20 x 10° Cel L™. El primero de ellos se presenté en octubre en la
zona cercana a Punta Salsipuedes y el segundo durante abril en la zona de
Rincon de Ballenas. Paredes (2014) reportdé abundancias similares para esta zona
durante el mes de noviembre del 2013. Sin embargo, otros autores han reportado
abundancias mayores para la misma region. Sanchez (2013) registr6 abundancias
de hasta 180 x 10% Cel L™ en diciembre del 2012, pero se han documentado
abundancias mayores de las 1000 x 10° Cel L™ en la BTS (Pefia-Manjarrez et al.,
2009).

Las condiciones ambientales asociadas a una alta biomasa fitoplancténica
de distintos grupos fitoplanctdnicos se ha descrito ampliamente para el sistema de
la Corriente de California e incluso para otras regiones donde las surgencias
juegan un papel importante en la dinAmica costera (Pennington y Chavez, 2000;
Trainer et al., 2010). Pennington y Chavez (2000) identificaron que aguas frias con
concentraciones altas de nutrientes promueven el crecimiento de las diatomeas,
mientras que los dinoflagelados proliferan en condiciones de estratificacion de la
columna de agua. Estos autores también observaron que la comunidad
fitoplanctonica suele estar dominada por diatomeas de gran tamafio cuando se
presentan surgencias Yy posteriormente la estructura de la comunidad
fitoplanctonica cambia debido a una disminucion de nutrientes inorganicos. La
ausencia de surgencias intensas no permitid observar este patrén durante el

periodo de estudio.

La formacion de la termoclina estacional se detect6 durante la primavera del
2015, asociada a un incremento de la temperatura superficial del mar. Las
temperaturas superficiales maximas registradas durante el periodo de muestreo

fueron de 24 °C durante el mes de septiembre del 2014 y 22 °C en agosto del
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2015. Estas temperaturas son de las mas altas registradas recientemente. En el
2013 se reportd una temperatura superficial maxima de 22 °C en septiembre
(Paredes, 2014) mientras que Garcia-Mendoza et al. (2014) registraron la misma
temperatura a 5 metros durante agosto del 2012. Durante otofio del 2014 y la
primavera y verano del 2015 se observo una columna estratificada con una
diferencia de temperatura de 6 a 8 °C entre la superficie y el fondo, similar a lo
reportado en 2012 por Garcia-Mendoza et al. (2014). La estratificacion se pierde
en la transicion de otofio a invierno cuando la temperatura superficial comienza a
disminuir y la capa de mezcla es mucho mas profunda. Durante este periodo la
diferencia de temperatura entre la superficie y el fondo fue menor a 2 °C.
Asimismo, se presentaron pequefios pulsos de entrada de agua fria durante
invierno y primavera del 2015, previos a periodos cortos de estratificacion de la
columna de agua. Estos pulsos fueron mucho mas intensos durante los meses de
abril a julio. Posteriormente, la temperatura superficial aumenté mas de 4°C pero
la estratificacion se mantiene y los pulsos de agua fria continian presentandose
pero con menor intensidad. Estos pulsos de agua fria pueden estar relacionados a
eventos de surgencia que ocurren fuera de la Bahia, los cuales no fueron
detectados durante las campafas de muestreo pero si fueron claros durante el
verano en el andlisis de la distribucion superficial de la temperatura de los datos
de satélite. Esta entrada de agua fria y nutrientes asociados son importantes para
el crecimiento de diversas poblaciones de fitoplancton, entre ellas Dinophysis
durante el 2012 (Sanchez, 2013; Garcia-Mendoza et al., 2014).

8.2. Dinophysis

Dinophysis es un género cosmopolita con aproximadamente 100 especies
registradas (Gomez, 2005). Okolodkov y Garate-Lizarraga (2006) sefialan a
México como un pais con una alta rigueza de especies de este género, ya que
reportaron 35 especies en las costas del Pacifico mexicano. Hernandez-Becerril

(1992) describio 7 especies del género Dinophysis (D. acuminata, D. caudata, D.
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diegensis, D. porodictyum, D. schuettii, D. taylorii y D. tripos) en muestras
provenientes del Golfo de California. Asimismo, se han reportado abundancias de
hasta 90 x 10° Cel L™ en esa misma regi6n en el area de Bahia Concepcion
(Lechuga et al., 1998). En la regién de la Bahia de Todos Santos hay muy pocos
registros de especies de Dinophysis. Pefia-Manjarrez (2008) registré a D.
acuminata, D. acuta, D. caudata, D. fortii, P. rotundata, D. tripos y una especie no
identificada. Sanchez (2013) registrd 7 especies durante un muestreo anual en el
2012, de las cuales D. sp. cf. odiosa y P. mitra son nuevos registros para la zona.
En el presente trabajo se registraron 8 especies de Dinophysis, 2 de Phalacroma y
4 especies mas identificadas solo a nivel de género (Anexo 5), 6 de ellas han sido
asociadas a la produccién de toxinas -D. acuminata, D. caudata, D. fortii, D. tripos,

P. rotundata y P. mitra (Reguera et al., 2014).

Durante el 2012 D. acuminata y D. fortii fueron las especies mas
abundantes superando las 6000 Cel L™ (Sanchez, 2013). Las concentraciones
altas de toxinas de tipo diarreico (acido okadaico y dinophysistoxinas) que se
detectaron en moluscos cultivados de la region se asociaron a la presencia de
estas dos especies (Garcia-Mendoza et al., 2014). En el presente trabajo D. fortii
se presentd en abundancias altas solamente en una fecha de muestreo del 5
marzo del 2015. La abundancia registrada durante esta fecha fue mayor a 2000
Cel L. De acuerdo con Escalera et al. (2012), abundancias mayores a 10° Cel L™
pueden ser consideradas un florecimiento algal y es suficiente para acumular
toxinas en moluscos por arriba del nivel regulatorio (Yasumoto et al., 1980). Sin
embargo, esto depende del potencial toxico de cada especie y puede variar de
region a region. Es por ello que se intentd evaluar la concentracion de toxinas en
células de D. fortii y D.caudata de la BTS. Se detectdé una concentracion de 14.4
pg Cel™* de pectenotoxinas (PTX2) en muestras de D. fortii pero sélo se detectaron
trazas de acido okadaico (AO) y dinofisistoxinas 1y 2 (DTX1 y DTX2) en ambas
especies. En muestras de campo en Japon se reportan concentraciones de 23 pg
Cel™® de AO, 51 a 64 pg Cel™ de PTX2y 8 a 11 pg Cel™ de DTX1 en D. fortii (Lee
et al., 1989; Susuki et al., 2009). En cultivos, cepas de esta especie pueden

contener altos niveles de PTX2 (180 pg Cel™), niveles moderados de AO (<10 pg
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Cel™) y trazas de DTX1 (<0.6 pg Cel™) (Nagai et al., 2011). Los valores registrados
en este trabajo son bajos comparados con registros existentes. Esto se asocia a
un problema metodolégico ya que existio interferencia de las sales presentes en la

muestra que no permitio la ionizacion de las toxinas e impidio su deteccion.

A diferencia del 2012 cuando se registraron las abundancias altas en
verano y otofio (Sanchez, 2013; Garcia-Mendoza et al., 2014) la abundancia mas
alta de D. fortii para el periodo de muestreo de este trabajo se presentd a
principios de primavera. En las Rias de Vigo se han presentado florecimientos de
D. acuminata en primavera (Reguera et al.,, 2012) y se han asociado con un
probable aumento de la temperatura superficial durante esta época. Asimismo, en
la costa portuguesa se ha reportado la presencia de D. acuta y D. caudata en
abundancias altas desde finales de primavera hasta principios de otofio (Moita et
al., 2006).

El florecimiento de D. fortii detectado en el presente trabajo ocurrié después
de un periodo de mezcla vertical presente en el invierno y coincidié con una leve
estratificacion de la columna de agua precedida por pequefios pulsos
subsuperficiales de agua fria. Los florecimientos reportados durante el 2012 en la
Bahia se presentaron cuando existia estratificacion en la columna de agua
posterior a eventos de surgencia (Garcia-Mendoza et al., 2014). Este patréon del
incremento poblacional de Dinophysis relacionado con pulsos de surgencia,
estratificacion y viento ha sido reportado por varios autores para diferentes
regiones (Maestrini, 1998; Reguera et al., 2003; Moita et al., 2006; Trainer et al.,
2010; Reguera et al., 2012; Velo-Suarez et al., 2014). Asimismo, la relacién de la
presencia de altas abundancias de Dinophysis con condiciones de estratificacion
de la columna de agua se ha documentado desde hace méas de 20 afios (Delmas
et al.,, 1992; Reguera et al., 1995; Peperzak et al., 1996). Incluso Delmas et al.
(1992) sugirié que una estratificacion fuerte con un gradiente de temperatura de al
menos 5 °C entre la capa de mezcla y aguas profundas y una duracién de por lo
menos 2 semanas de esta condicion son factores necesarios para un incremento

en la abundancia de Dinophysis. En este trabajo, el florecimiento de D. fortii se
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presentd cuando existio una estratificacion leve con un gradiente de temperatura
mayor a 3 °C. Esta condicion no se mantuvo por mas de una semana y
probablemente este fue un factor importante para la desaparicion tan abrupta del
florecimiento de Dinophysis.

El andlisis de la presencia de este dinoflagelado en los ultimos 5 afios en la
Bahia de Todos Santos demostr6 que existe un patron muy marcado donde las
abundancias maximas se presentan principalmente durante la transicion primavera
a verano, cuando hay un incremento en la temperatura superficial del agua
después de la época de invierno. Las abundancias mas altas de este género se
encontraron frecuentemente en muestras a 10 metros lo que coincide con
Carpenter et al. (1995) y Moita et al. (2006), que reportan que Dinophysis se
acumula en abundancias altas en capas subsuperficiales de la columna de agua.
Durante 2012 y 2013 se registraron abundancias mayores de las 5000 Cel L™, que
estuvieron asociadas a las vedas sanitarias impuestas por la deteccién de toxinas
DSP por arriba del limite permitido en moluscos cultivados de la region
(http://www.cofepris.gob.mx/AZ/Paginas/Marea%?20roja).  Dinophysis no se

presentd en abundancias altas practicamente desde el otofio del 2013 y hasta
principios de primavera de 2015. Esto probablemente estuvo relacionado con las
condiciones ambientales asociadas a las temperaturas altas registradas durante

el periodo de estudio.

Escalera et al. (2006) registraron que la especie dominante de Dinophysis
en las Rias de Vigo cambiaba dependiendo de las condiciones ambientales. D.
acuminata estuvo presente desde abril hasta octubre del 2002, coincidiendo con
una temperatura superficial del mar de alrededor de 17 °C y desaparece una vez
que la temperatura aumenta. En la misma region, D. acuta se present6 de
septiembre a noviembre del 2003 (Escalera et al., 2006). Este retraso en la
aparicion de Dinophysis acuta estuvo relacionado a las temperaturas elevadas
registradas en las Rias de Vigo durante primavera y verano para ese afio y es
hasta septiembre donde la temperatura bajo a 17 °C (Escalera et al., 2006). El

analisis de la variacion anual de Dinophysis en la BTS indica que la especie mas
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abundante ha variado en los ultimos 5 afios. D. fortii no fue siempre la especie
mas abundante. El intervalo de temperatura que esta especie puede soportar es
muy amplio y varia de region a region. Por ejemplo, en la bahia de Mutsu en
Japoén se ha reportado la presencia de D. fortii a una temperatura de entre los 2 a
4 °C (Fukuyo, 1984), mientras la misma especie se presenta entre los 7y 22 °C en
la bahia de Okkirai (Koike et al., 2001). En cambio, en la Bahia de Todos Santos
las abundancias mas altas de D. fortii se han registrado entre los 16 y 18 °C.
Probablemente el cambio de especies mas abundantes de este género, y la
presencia de D. fortii, esta relacionado con procesos fisicos (ciclos de surgencias y
estatificacion de la columna de agua) y presencia de presas potenciales (ver
siguiente seccion) y no con la preferencia térmica de cada especie.

8.3. Interaccion predador-presa

La presencia de plastidos polimérficos en Dinophysis indica que es capaz de
alimentarse de diversos organismos de los cuales puede obtener estos organelos
(Reguera et al., 2012). D. caudata posee en cultivo dichos plastidos polimorficos
qgue provienen del ciliado Mesodinium rubrum, Unica presa identificada para esta
especie (Park et al., 2010), D. cuadata absorbe los cloroplastos de M. rubrum
mediante el uso de un pedunculo (Park et al., 2006). Este ciliado es cosmopolita,
comun en ambientes costeros y se han registrado florecimientos de esta especie
en el Pacifico Mexicano (Cortez-Altamirano et al., 1996). Mesodinium rubrum
presenta un comportamiento de cleptoplastia ya que secuestra los cloroplastos de
diversas especies de criptofitas (Gustafson et al., 2000; Johnson y Stoecker,
2005). La presencia de las criptofitas y M. rubrum en el medio natural favorece el

crecimiento poblacional de Dinophysis (Kim et al., 2008).

M. rubrum estuvo presente en Rincon de Ballenas practicamente todo el
afio con abundancias de entre las 500 a 1500 Cel L™. De igual manera las
criptofitas debieron estar presentes practicamente todo el afio considerando que

se detect6 aloxantina en la mayoria de las muestras con una relacion alo/chla-a de
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0.5 a 1.5. Hasta el momento no se ha identificado con certeza cual es el rol que
juega la aloxantina dentro de estos tres grupos algales. Henriksen et al. (2002)
identificaron que en criptofitas la concentracion de aloxantina puede ser hasta 4
veces mayor que la concentracion de clorofila a en condiciones de deficiencia de
nitrégeno o alta irradiancia, incluso Schliter et al. (2000) reportaron que la alta
irradiancia promueve el aumento de la proporcién aloxantina/clorofila-a como una
funcion de fotoproteccién. El rol de este pigmento, la funcionalidad de los
cloroplastos, asi como la importancia de estos organelos en el metabolismo de

Dinophysis no se ha estudiado.

Durante el septiembre de 2014 M. rubrum alcanz6 abundancias mayores a
600 Cel L™ pero no fue el grupo dominante de la columna de agua. Sin embargo,
en esta época se detectd una razon aloxantina/clorofila-a alta, con valores de
hasta 2 en superficie. Es probable que para esta época la abundancia relativa de
criptofitas fuera alta, ya que Dinophysis y Mesodinium rubrum se presentaron en
muy bajas abundancias. El evaluar la abundancia de criptofitas por microscopia es
dificil debido a su tamafo celular. La concentracién de clorofila y de aloxantina
aumenta a partir de la segunda semana de enero y las concentraciones mas altas
de este Ultimo pigmento se registraron en abril, coincidiendo con las abundancias
mas altas registradas de Mesodinium rubrum y Dinophysis durante el periodo de
muestreo. Sin embargo, la razones bajas de la aloxantina/clorofila a para estas
épocas indican que la biomasa relativa de estos grupos en la comunidad (clorofila
a) fue baja debido al incremento poblacional de otros grupos fitoplancténicos
carentes de pigmento huella aloxantina.

M. rubrum se distribuyé en toda la zona de estudio durante el periodo de
muestreo pero las abundancias mas altas se localizaron en el area de Rincon de
Ballenas. Las altas abundancias registradas durante el mes de febrero (6000 Cel
L™, pudieron ser un factor clave en el aumento de Dinophysis en las semanas

posteriores.

Los resultados demostraron que existi6 una segregacion espacial y

temporal entre D. fortii y M. rubrum. Durante la campafa del 5 de marzo del 2015,
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fecha en la que se presentd el florecimiento de Dinophysis fortii en Rincon de
Ballenas, M. rubrum no se detectd en esta area y fue mas abundante en
estaciones alejadas (hacia Punta Salsipuedes y la Isla Todos Santos). Es probable
que la distribucion esté relacionada con la predacion de Dinophysis sobre M.
rubrum o de un probable comportamiento de evasion de esta Ultima especie.
Sjoqvist y Lindholm (2011) sugieren que M. rubrum migra a capas mas profundas
cuando D. acuminata migra a capas con abundancias altas de M. rubrum, lo que
sugiere un comportamiento de evasion por una interaccién predador-presa entre
ambas especies. El patron de distribucion que se encontré en el presente trabajo
es similar al reportado para M. rubrum y D. acuminata por Sjéqvist y Lindholm
(2011).

La interaccion predador a presa entre D. fortii y M. rubrum sugerida por la
distribucion temporal y espacial de estas especies se vio reflejada también en el
porcentaje de células de D. fortii con vacuolas digestivas en su interior. La
presencia de estas vacuolas es utilizada como indicador de una alimentacion
fagotrofica reciente (Nagai et al., 2013). Reguera (2012) reporté que las células
vegetativas de diversas especies de Dinophysis presentan cambios morfologicos
tras alimentarse fagotréficamente. El volumen de las células aumenta de manera
considerable y adquieren una pigmentacion intensa, ademas de contener un gran
namero de vacuolas en el citoplasma (Reguera, 2012). En este trabajo el tamafio y
namero de vacuolas contenidas en Dinophysis varié en las diferentes campafas
de muestreo. Sin embargo, los porcentajes mas altos de células con vacuolas de
mayor tamafio se detectaron después de presentarse una abundancia alta de
Mesodinium rubrum en el medio. Durante el otofio de 2014 las células
presentaban vacuolas menores de 6 um, mientras que las células colectadas en
los meses de marzo a abril contenian un mayor nimero de vacuolas con tamafos
mayores de 6 um. En condiciones de cultivo, la desaparicion de cloroplastos de
gran tamafio (> 6 um) en D. fortii ocurre aproximadamente 4 semanas después de
eliminarle el alimento (Nagai et al., 2008). Asimismo, D. tripos pierde sus
cloroplastos después de 5 semanas de inanicién y puede adquirirlos nuevamente

al ser alimentados fagotréficamente (Nagai et al., 2013).
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En este trabajo ademéas de detectarse células con vacuolas digestivas o
cloroplastos también se observaron células con granulos de almidén solamente.
Las células con estas caracteristicas se presentaron en octubre del 2014. Esto
sugiere que estas células habian pasado por un periodo de inanicion prolongado y
se acumularon sustancias de reserva. Probablemente las condiciones ambientales
no fueron favorables durante los meses previos con una abundancia baja de la

presa de este dinoflagelado.

Un factor que también pudo influir en la desaparicion del florecimiento de
Dinophysis registrado en marzo del 2015 es la presencia del dinoflagelado
Fragilidium sp. Estos dinoflagelados son mixétrofos facultativos que se alimentan
de otros dinoflagelados, y presentan cierta selectividad por un grupo especifico
(Park y Kim, 2010; Rodriguez et al., 2014; Park et al., 2015). Rodriguez et al.
(2014) reportaron que F. duplocampanaeforme tiene preferencia por las especies
de Dinophysis, mientras que F. subglobosum y F. mexicanum prefieren
alimentarse de otros géneros como Ceratium y Alexandrium. Asimismo, Park et al.
(2015) observaron que a pesar de que F. duplocampanaeforme no ingeria todas
las especies de Dinophysis, si mostraba efectos alelopaticos en todas ellas,

afectando principalmente su movilidad.

No se cuantifico la abundancia de Fragilidium sp debido a la dificultad en la
identificacion de esta especie mediante técnicas de microscopia tradicionales,
pero estuvo presente principalmente en muestras de los meses de noviembre de
2014 y marzo de 2015. Se necesita investigar si esta especie es un factor
importante para la desaparicion de los florecimientos de Dinophysis fortii en la
region y por lo tanto, es necesario evaluar la presencia y abundancia de

Fragilidium y su impacto sobre otras especies de dinoflagelados en la zona.

La hipdtesis planteada en este trabajo sugiere que los florecimientos de
Dinophysis fortii se desarrollan fuera de la Bahia, en la zona de los frentes de
surgencia que se presentan al noroeste de la regién. EI modelo conceptual
derivado de esta hipoétesis indica que en los frentes es donde se presenta la

interaccion con el ciliado Mesodinium rubrum. La informacion derivada de los
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diferentes muestreos no sustenta este modelo conceptual. Durante el periodo de
muestreo no existio un frente de surgencia intenso como en otros afios y
probablemente debido a esto no se detecté una poblacion importante de M.
rubrum o D. fortii en estas zonas que sugiera que esta Ultima especie fuera
transportada hacia la Bahia. Sin embargo, si se detectd un florecimiento al interior
de la Bahia y la presencia del ciliado M. rubrum influyé en el desarrollo de este
florecimiento de D. fortii. Probablemente este dinoflagelado esta presente en
abundancias bajas al interior de la Bahia y especificamente cerca de la zona de
cultivo de moluscos bivalvos, hasta que las condiciones ambientales o de

alimentacion favorecen su incremento poblacional.

A pesar de que se observé la formacion de un florecimiento de D. fortii
asociado a la presencia de M. rubrum en las fechas previas, éste desaparecid
rapidamente. No se conocen los factores que influyen en el mantenimiento de un
florecimiento de este tipo en la region. Es fundamental conocer la ecologia, pero
también por sus implicaciones sanitarias, de las poblaciones con potencial téxico y

nocivo en la region de la BTS.



68

Capitulo 9. Conclusiones

>

Se registraron 8 especies del género Dinophysis y 2 del género Phalacroma
en la Bahia de Todos Santos: D. acuminata, D caudata, D, diegensis, D.
fortii, D. odiosa, D. tripos, P. mitra, P. rotundata y 2 especies mas sin

identificar.

D. fortii fue la especie mas abundante, presentandose un florecimiento de

esta especie con aproximadamente 3000 Cel L™ el 5 de marzo del 2015.

Dinophysis se presenté de primavera a otofio, coincidiendo con periodos de
estratificacion de la columna de agua después de una intrusién de agua fria
en la zona de Rincon de Ballenas. El florecimiento de D. fortii se localiz6 en
el area de Rincén de Ballenas posterior a un periodo de mezcla vertical
durante invierno y asociado a una leve estratificacion de la columna de

agua precedida por un pulso de entrada de agua fria a la zona.

Mesodinium rubrum se presenté durante todo el afio. Se registré6 una
abundancia méxima de 6000 Cel L™ durante el invierno en el area de
Rincén de Ballenas. Existi6 una separacion espacial y temporal de las
poblaciones de D. fortii y M. rubrum lo que refleja una probable interaccion

predador y presa entre ambas especies.

Se registré6 un incremento en el nidmero y tamafio de las vacuolas
digestivas de D. fortti durante el florecimiento de esta especie, lo que indica

que existié una alimentacion fagotréfica reciente.

Durante el periodo de muestreo se presentaron condiciones ambientales
anOmalas caracterizadas por la formacién de un frente de surgencia no tan
intenso y un invierno calido en comparacién con afios anteriores. Estas
condiciones ocasionaron probablemente la reduccidn importante de la

abundancia fitoplanctoénica y en especifico de Dinophysis.
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Anexos

Anexo 1

Las figuras 19-28 representan la variacion espacio-temporal de los distintos
grupos algales en la Bahia de Todos Santos. En cada una de las imagenes se
muestra en el panel izquierdo los valores correspondientes al transecto interior
(estaciones 17-11) y en el panel derecho las correspondientes al transecto exterior

(estaciones 11-1), de las camparfias oceanograficas realizadas en la BTS.

Los datos presentados corresponden a las campafas realizadas los dias 02
de octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de febrero (E-F), 05 de
marzo (G-H) y 20 de abril de 2015 (I-J).

Para una mejor apreciacion se separaron los datos por grupos algales, como se

muestra a continuacion:

e Diatomeas: centrales y pennales

e Dinoflagelados: Gonyaulacales, Gymnodimiales, Prorocentrales,
Peridiniales y Dinophysiales.

e Ciliados

e Oftros: Este incluye a todos los grupos encontrados que no entran en
ninguna de las categorias anteriores; tales como silicoflagelados, criptofitas

y euglendfitas.
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Figura 27. Ubicacion de transectos monitoreados en la Bahia de Todos Santos, Baja
California, México durante octubre 2014-abril 2015.
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Figura 28. Variacion espacio-temporal de diatomeas colectadas en la BTS los dias 02 de
octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de febrero (E-F), 05 de marzo (G-H) y 20
de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al transecto externo y el derecho al

transecto interno.
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Figura 29. Variacion espacio-temporal de dinoflagelados colectados en la BTS los dias 02 de
octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de febrero (E-F), 05 de marzo (G-H) y 20
de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al transecto externo y el derecho al
transecto interno.
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Figura 30. Variacion espacio-temporal de diatomeas centrales colectadas en la BTS los dias
02 de octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de febrero (E-F), 05 de marzo (G-H)
y 20 de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al transecto externo y el derecho
al transecto interno.
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Figura 31. Variacion espacio-temporal de diatomeas pennales colectadas en la BTS los dias
02 de octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de febrero (E-F), 05 de marzo (G-H)
y 20 de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al transecto externo y el derecho
al transecto interno.
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Figura 32. Variacién espacio-temporal de dinoflagelados del
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colectados en la BTS los dias 02 de octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de
febrero (E-F), 05 de marzo (G-H) y 20 de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al

transecto externo y el derecho al transecto interno.
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Figura 33. Variacion espacio-temporal de dinoflagelados del grupo Gymnodimiales
colectados en la BTS los dias 02 de octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de
febrero (E-F), 05 de marzo (G-H) y 20 de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al
transecto externo y el derecho al transecto interno.
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Figura 34. Variacién espacio-temporal de dinoflagelados del grupo Peridiniales colectados
en la BTS los dias 02 de octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de febrero (E-F),
05 de marzo (G-H) y 20 de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al transecto
externo y el derecho al transecto interno.
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Figura 35. Variacién espacio-temporal de dinoflagelados del grupo Prorocentrales
colectados en la BTS los dias 02 de octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de
febrero (E-F), 05 de marzo (G-H) y 20 de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al
transecto externo y el derecho al transecto interno.
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Figura 36. Variacién espacio-temporal de ciliados colectados en la BTS los dias 02 de
octubre (A-B) y 25 de noviembre de 2014 (C-D); 16 de febrero (E-F), 05 de marzo (G-H) y 20
de abril de 2015 (I-J). El panel izquierdo corresponde al transecto externo y el derecho al

transecto interno.
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Figura 37. Variacién espacio-temporal de otros grupos fitoplancténicos (silicoflagelados,
euglenofitas y criptofitas) colectados en la BTS los dias 02 de octubre (A-B) y 25 de
noviembre de 2014 (C-D); 16 de febrero (E-F), 05 de marzo (G-H) y 20 de abril de 2015 (I-J). El
panel izquierdo corresponde al transecto externo y el derecho al transecto interno.



Anexo 2
Variacion anual de diversas especies de Dinophysis en la Bahia de Todos Santos.
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Figura 38. Variacién anual de la abundancia (Cel/L) de las 4 especies més frecuentes de Dinophysis a partir de muestras colectadas en
el &rea de Rincén de Ballenas, Baja California de enero del 2010 a mayo del 2015. .
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Figura 39. Variacion anual de la abundancia (Cel/L) de las 4 especies mas frecuentes de Dinophysis a partir de muestras colectadas en
el &rea de Rincén de Ballenas, Baja California de enero del 2010 a mayo del 2015.
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Anexo 3
Imagenes de algunas de las especies identificadas.

e DINOFLAGELADOS?

. Akashiwo sp.

. Lingulodinium polyedrum.
. Gonyaulax sp.

. Ceratium sp. 1

. Ceratium sp. 2

. Ornithocercus sp.1

. Karenia sp.

. Ceratocorys sp.

. Ornithocercus sp.2

OCO~NOOOUOPRAWN



e DINOFLAGELADOS?®

% 10. Protoperidinium sp.
11. Oxitoxum sp.
12. Protoperidinium bipens
13. Pyrophacus sp.
14. Gonyaulax sp.
15. Protoceratium sp.
16. Amphisolenia bidentata
17. Fragilidium sp.
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e DINOFLAGELADOS*

% 18.Dinophysis caudata var. 1
19. Dinophysis diegensis
20. Dinophysis caudata var. 2
21.Dinophysis tripos
22. Phalacroma rotundata
23. Dinophysis fortii
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e DINOFLAGELADOS®

wr oz

28

® 24.Dinophysis cf. mitra
25. Dinophysis odiosa
26. Dinophysis sp.1
27.Dinophysis sp.2
28. Dinophysis sp.3
29. Dinophysis sp.4

29
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e DIATOMEAS®

©CO~NOUNWN R

. Guinardia striatta

. Striatella sp.

. Asteromphalus sp.

. Triceratium sp.

. Gramatophora sp.

. PInatoniella sol

. Coscinodiscus sp.

. Pseudo-Nitzschia australis
. Eucampia sp.




e DIATOMEAS’

’'10. Bacteristrum sp
11. Hemiaulus sp.
12. Thalassionema sp.
13. Chaetoceros curvisetus
14. Guniardia delicatula
15. Amphiprora sp.
16. Stephanophysis sp.
17. Corethron histrix
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8 1. Mesodinium rubrum
2. Leegardiela sol
3. Octactis octonaria
4. Quistes Lingulodinium polyedrum
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Anexo 4

Determinacion de toxinas en células de Dinophysis colectadas en la Bahia
de Todos Santos.

Las muestras colectadas mediante arrastres verticales con red para fitoplancton
(40um) se mantuvieron a baja temperatura y en obscuridad hasta su llegada al
laboratorio. A partir de dichas muestras se aislaron de 50-100 células de
Dinophysis fortii y Dinophysis caudata por medio de micromanipulacion. Con
pipeta capilar se separd célula por célula con un posterior enjuague en agua de
mar filtrada (x3). Una vez limpias las células y tratando de succionar la menor
cantidad de H,Oy posible, se colocaron en un tubo Eppendorf con tapa de rosca y

se adicion6 metanol al 100%. Para su almacenaje se mantuvieron a <0°C.

Debido al alto contenido de sales, las muestras fueron sometidas a un
proceso de limpieza previo a su analisis por LC-MS. Cada muestra se sonicé por
aproximadamente 30 segundos para favorecer la ruptura de las células y se paso
por un filtro de 0.45um para eliminar las sales precipitadas y cualquier particula
que pudiera interferir en la inyeccion. Posteriormente, para eliminar el
agua/metanol y reducir el volumen de la muestra, se evapor6 en un concentrador
al vacio “speed-vac” hasta sequedad. El pellet se resuspendié en 200-300 pl de

MeOH y se paso por un filtro GF-C de 0.45 um antes de inyectar.

Para el andlisis se utilizé un espectrometro de masas Exactive Plus Orbitrap
equipado con una columna GeminiNX-C18 (2.1 x 50mm diametro interno, 3.5um
de tamafio de poro) siguiendo un método de 14 minutos de corrida con un flujo
constante de 0.4 ml/min y manteniendo la columna a 40°C. Para la fase movil se
empled un gradiente con MeCN siguiendo una proporcion de 90:10 para la
solucion B y amonio al 0.05% para la solucion A. El bombeo de dicha fase fue
(Min, %B): Omin, 25%; 1.5min, 25%; 7.5min, 95%; 9.5min, 95%; 12.5min, 25%;
14min, 25%. Para la calibracion del método se utilizaron los estandares de AO,
DTX1, DTX2, PTXy 7DOXI.
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En la figura 40 se muestran los tiempos de retencion y masas tipicas de las
distintas toxinas empleadas en la estandarizacion del método. Para la muestra de
D. caudata se colectaron 100 células, tras analizarlas mediante LC-MS so6lo se
detectaron trazas de AO, DTX1 y PTX2 pero no se logré cuantificar su contenido
(Figura 41). En el caso de D. fortii se colectaron 200 células, el analisis de dicha
muestra permitié detectar trazas de AO, DTX1 y DTX2, asi como la cuantificacion
de PTX2 (Figura 42-43). De acuerdo con dicho analisis, D. fortii presente en la
Bahia de Todos Santos contiene 14 pg cel® de pectenotoxinas (Tabla 6). Estos
valores son bajos en comparacion con registros existentes en otras regiones del
mundo, por lo que es probable que existiera algun tipo de interferencia en la
ionizacion de las moléculas. Al realizar la micromanipulacion es casi imposible no
extraer agua al separar las células, dejando asi un alto contenido de sales en la
muestra. Dichas sales podrian inhibir la ionizacién de las toxinas y por ende

impedir la separacion de las moléculas dificultando su deteccién.
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Figura 41. Espectrogramas de células de Dinophysis caudata colectadas en la Bahia de
Todos Santos durante el mes de marzo del 2015.
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Figura 42. Espectrogramas de células de Dinophysis fortii colectadas en la Bahia de Todos
Santos durante el mes de marzo del 2015.
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Figura 43. Espectrograma correspondiente a la pectenotoxina-2 de células de D. fortii
colectadas en la Bahia de Todos Santos durante marzo del 2015.

Tabla 5. Cuantificacion de la concentracion de PTX2 en células de D. fortii colectadas en la
Bahia de Todos Santos durante marzo del 2015.

SOLUCION/ Area vol iny. | ng totales ng totales ng en 300 uL | células Pg cél™
VOL INYECCION (uL) tedricos calculados totales
D. fortii_300uL | 4657248 20 0.1862899 | 2.7943488 194 14.40386
PTX_20ngmL 719717 2 0.04 0.0287886
PTX_20ngmL | 2356488 5 0.1 0.0942595
PTX_20ngmL | 4022859 8 0.16 0.1609143
PTX_20ngmL | 5635292 12 0.24 0.2254116
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Figura 44. Curva de calibracién para la cuantificacion de PTX2 en células de D. fortii
colectadas en la Bahia de Todos Santos durante marzo del 2015.



