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RESUMEN. Coolia es un género que actualmente incluye ocho especies de dinoflagelados epibentonicos, siendo
un grupo de interés debido a las toxinas que producen algunas especies del género (por ejemplo, cooliatoxina) y por
las asociaciones que presentan con otros géneros de dinoflagelados epibentonicos toxigénicos (Ostreopsis, Amphi-
dinium, Prorocentrum 'y Gambierdiscus). Existe poca informacion sobre la diversidad y ecologia de este género en
Meéxico. Los objetivos de este estudio fueron identificar mediante taxonomia integrativa (morfologica y molecular)
dos aislados de Coolia (CMBAPAZ-1y s/i 72) de la Bahia de La Paz, Golfo de California, y determinar los efectos
de extractos de la macroalga Dictyota dichotoma sobre su crecimiento. Ambos aislados se cultivaron en medio
GSe, con y sin extractos de macroalga: 1) medio GSe, 2) medio GSe con extracto crudo de D. dichotoma, 3) GSe
con la fraccion de carbohidratos de D. dichotoma, y 4) GSe con la fraccion no precipitable de D. dichotoma. Los
andlisis morfologicos y moleculares de la region 28S del ADN ribosomico (valores bootstrap > 95%) permitieron
la identificacion de ambos aislados como Coolia malayensis. No hubo diferencias significativas (p < 0.05) en las
abundancias celulares promedio de los aislados (CMBAPAZ-1 y s/i 72) cultivados en el medio GSe en comparacion
con los otros tratamientos. Las abundancias maximas registradas en las cepas CMBAPAZ-1 y s/i 72 hasta el dia 28
fueron de 40,271 3,018 y 43,428 + 4,560 cél mL", respectivamente. Las tasas de crecimiento variaron en un rango
de 0.129 2 0.139 div dia! en ambas cepas. El extracto y las fracciones de D. dichotoma no favorecieron ni inhibieron
el crecimiento de C. malayensis, por lo que no se excluye la posibilidad de que la macroalga pueda favorecer el
crecimiento de este dinoflagelado en su medio natural.

Palabras claves: curvas de crecimiento, dinoflagelados epibentonicos, taxonomia molecular.

Morphological and molecular analyses of Coolia malayensis (Dinophyceae) and
effects of extracts of the macroalga Dictyota dichotoma (Phaeophyceae) on its growth
ABSTRACT. Coolia is a genus that at present includes eight species of epibenthic dinoflagellates of interest due
to the toxins produced (e.g., cooliatoxin) by species of the genus and their associations with other toxic epibenthic
dinoflagellate genera (Ostreopsis, Amphidinium, Prorocentrum, Fukuyoa and Gambierdiscus). There is limited in-
formation on the diversity and ecology of this genus along the coasts of Mexico. The objectives of this study were
to identify by the use of integrative taxonomy (morphological and molecular) two isolates of Coolia (CMBAPAZ-1
and s/i 72) from Bahia de la Paz, Gulf of California and to determine the effects of the extracts from the macroalga
Dictyota dichotoma on their growth. Both isolates were cultured in GSe medium with and without macroalgal
extracts: 1) GSe medium, 2) GSe with the addition of the crude extract of D. dichotoma, 3) GSe with the addition
of the carbohydrate fraction of D. dichotoma, and 4) GSe with the addition of the non-precipitable fraction of D.
dichotoma. Morphological and molecular analyses of the 28S region of IDNA (bootstrap values > 95%) confirmed
the identification of the isolates as Coolia malayensis. There were no significant differences (p < 0.05) in the cell
abundances of two strains in GSe medium compared with the other treatments. The maximum abundances found in
strains CMBAPAZ-1 and s/i 72 at 28 days of culture were 40,271 + 3,018 and 43,428 + 4,560 cells mL"!, respecti-
vely. The growth rate ranged from 0.129 to 0.139 div day' in both strains. The extract and fractions of D. dichotoma
neither favored nor inhibited the growth of C. malayensis; therefore, the possibility that the macroalga may favor

the growth of this dinoflagellate in its natural environment is not excluded.

Keywords: epibenthic dinoflagellates, growth curves, molecular taxonomy.
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INTRODUCCION nos (epifiticos), y también se pueden encontrar sobre

Los dinoflagelados epibentonicos son un grupo ~ animales (epizoicos) (Almazan-Becerril ez al., 2012;
de eucariotas asociados al fondo marino. Se ha esti- ~ Hoppenrath ez al., 2014; Marchan-Alvarez et al.,
mado que del total de dinoflagelados marinos repor- ~ 2017). Ademas, presentan asociaciones microbianas
tados (aprox. 2000 especies), solo un 10% se consi- ~ €on proteobacterias y actinobacterias, entre otras, por
deran benténicas (Hoppenrath et al., 2014). Son un 10 que son importantes en las redes troficas de estos
componente importante en los ecosistemas someros ~ Microorganismos (Ruh et al., 2009; Tarazona-Janam-
donde habitan sobre sustratos duros como roca y  Pa et al.,2020). Por lo anterior, participan en la trans-
arena (epipsamicos), sustratos finos (epipélicos), for-  ferencia de materia y energia entre el fondo marino y
mando asociaciones con macroalgas y pastos mari- 12 columna de agua (Barranguet, 1997).
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Existe un interés general por los dinoflagelados
debido a su capacidad de formar florecimientos alga-
les nocivos (FAN), eventos que ocurren cuando las
condiciones fisicoquimicas y biologicas favorecen
su reproduccion masiva. Los dinoflagelados epiben-
tonicos también tienen la capacidad de formar flore-
cimientos algales nocivos bentonicos (FAND). Varias
especies de dinoflagelados epibentdnicos producen
toxinas, entre los mas comunes estan los pertenecien-
tes a los géneros: Prorocentrum Ehrenberg, Amphi-
dinium Claperéde et Lachmann, Ostreopsis Schmidt,
Coolia Meunier, Gambierdiscus Adachi et Fukuyo,
y Fukuyoa Goémez, Lopes et Lin (Momigliano et
al., 2013; Rahman-Shah et al., 2014; Chinain et al.,
2020).

Las especies del género Coolia se caracterizan
por ser unicelulares, biflageladas, redondeadas, lige-
ramente comprimidas anterio-posteriormente, con el
eje longitudinal oblicuo en relacion con el plano del
cingulo, con la epiteca ligeramente menor que la hi-
poteca. Presentan apice excéntrico, localizado en la
parte izquierda-dorsal de la epiteca, y el antapice des-
plazado al lado ventral de la célula, con el surco ex-
cavado, bordeado con alas de dos lados, con tamano
de 25 a 50 um de largo (Faust, 1995; Laza-Martinez
et al., 2011; Hoppenrath et al., 2014; Guiry y Guiry,
2022). El cingulo es descendente, aproximadamente
una anchura de este, excavado y con sus extremos no
entrecruzados. La placa del poro apical (Po) en forma
de ranura, con una formula tecal: Po, 3', 7", 6¢, 6 (?)
s, 5", 2" (Hoppenrath et al., 2014). Tienen un ntcleo
subesférico y cloroplastos discoideos o redondeados
de color verde-marréon (Tomas, 1997).

Actualmente, el género incluye a las especies:
C. monotis Meunier, C. tropicalis Faust, C. areola-
ta Ten-Hage, Turquet, Quod et Couté, C. canarien-
sis Fraga, C. malayensis Leaw, P.-T. Lim et Usup, C.
palmyrensis Karafas, Tomas et York, C. santacroce
Karafas, Tomas et York y C. guanchica H. David,
Laza-Martinez, F. Rodriguez et S. Fraga. Las formu-
las de la teca, tamafio y formas de la célula son los
criterios morfoldgicos diagnosticos para identificar
especies de Coolia (Hoppenrath et al., 2014). Como
caracteristicas diagnosticas para la identificacion a ni-
vel de especie se han utilizado la forma y tamafio de
las placas: 1’ (primera placa apical), 6" (sexta placa
precingular) y 7" (séptima placa precingular) (Fraga
et al., 2008; Leaw et al., 2010; Laza-Martinez et al.,
2011; Mohammad-Noor ef al., 2013; Momigliano et
al., 2013; Hoppenrath et al., 2014). Sin embargo, el
uso de la proporcion de la longitud al ancho de las
placas es debatible, y esta establecido que su forma
varia mucho en cultivo (Hoppenrath et al., 2014).

Algunas especies que conforman el género Coo-
lia presentan morfologia criptica y alta plasticidad fe-
notipica. Tal es el caso de C. canariensis, C. monotis
y C. malayensis; por esto, a menudo se requiere de
analisis de la variacién morfoldgica con tecnologia
de microscopia electronica de barrido, acompaiado

de analisis molecular con el fin de comprender mas
sobre estos complejos de especies cripticas o pseu-
docripticas (Momigliano et al., 2013; Nascimento
et al., 2019). Las reconstrucciones filogenéticas en
Coolia se han realizado con base en secuencias de las
regiones 18S, 28S y 5.8S del ADN ribosomal (ADNr)
(Laza-Martinez et al., 2011; Momigliano et al., 2013;
Leung et al., 2017; Sepulveda-Villarraga, 2017).

Las condiciones para cultivar especies de Coolia
son diversas. Se han empleado los medios L1 (Li et
al., 2020), ES-DK (Leaw et al., 2010), IMK (Rah-
man-Shah et al., 2014), K (Karafas et al., 2015); /2
(Aquino-Cruz y Okolodkov, 2016) y ESNW (Ben
Gharbia et al.,2017). Li et al. (2020) probaron tempe-
raturas de 16, 18, 20, 22, 24, 26 y 28 °C, otras tempe-
raturas empleadas han sido de 20 °C (Rahman-Shah
etal., 2014), 24 °C (Fraga et al., 2008), 25 °C (Kara-
fas et al., 2015) y 26 °C (Leaw et al., 2010). Las irra-
diancias van de 47 a 50 umol m? s (Li et al., 2020),
35 a 70 pmol m? s' (Aquino-Cruz y Okolodkov,
2016), 90 pmol m™ s (Fraga et al., 2008), 100 umol
m? s' (Mohammad-Noor et al., 2019) y 180 pmol m
s' (Rahman-Shah et al., 2014). Las salinidades pro-
badas han sido amplias, desde 28 a 30 (Aquino-Cruz
y Okolodkov, 2016), 31-32 (Leung et al., 2017), 34
(Fraga et al., 2008) y 36 (Ben-Gharbia et al., 2017).
Los ciclos de luz: oscuridad empleados han sido
12:12 h (Mohammad-Noor et al., 2013, 2019; Rah-
man-Shah et al., 2014; Aquino-Cruz y Okolodkov,
2016; Ben Gharbia et al., 2017; Leung et al., 2017; Li
etal.,2020)y 14:10 h (Fraga et al., 2008; Leaw et al.,
2010; Karafas ef al., 2015).

Especies de Coolia estan asociadas a macroalgas
pardas de los géneros Dictyota J.V. Lamouroux, Pa-
dina Adanson, Sargassum C. Agardh, Turbinaria J.V.
Lamouroux, entre otras (Rahman-Shah et al., 2014;
Wakeman et al., 2015; Arbelaez et al., 2017; Leung
et al., 2017; Boisnoir et al., 2019). La posible prefe-
rencia de macroalgas por parte de los dinoflagelados
se puede deber a su morfologia, e incluso se ha con-
siderado que pueden proveerle nutrientes para su cre-
cimiento (Tindall y Morton, 1998; Mohammad-Noor
et al., 2019). Grzebyk et al. (1994), Accoroni et al.
(2015), Ternon et al. (2020) y Ataka et al. (2021) han
empleado dinoflagelados epibentonicos como mode-
los bioldgicos, encontrando que las macroalgas pro-
ducen sustancias que pueden favorecer o inhibir su
crecimiento.

Dado los pocos trabajos sobre el efecto de extrac-
tos de macroalgas en el crecimiento de dinoflagela-
dos epibentonicos, en el presente estudio se analizd
el efecto del extracto acuoso crudo y dos fracciones
(no precipitable y de carbohidratos) de Dictyota di-
chotoma (Hudson) J.V. Lamouroux (Phacophyceae:
Dictyotales: Dictyotaceae) en el crecimiento de C.
malayensis. La macroalga D. dichotoma es una de las
especies mas comunes en la zona de estudio, ademas,
es de facil acceso debido a las zonas someras donde
habita (Mateo-Cid ef al., 2000).
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Las extracciones acuosas de macroalgas pueden
contener diversos compuestos, por ejemplo: polife-
noles, carbohidratos, vitaminas, macro y micronu-
trientes, que pueden favorecer el crecimiento de di-
noflagelados (Gonzalez-Giro ef al., 2015; El-Katony
et al., 2020). Empleando una mezcla de disolventes
agua-etanol (extraccion hidroalcoholica) se pueden
extraer principalmente fenoles, taninos, cumarinas,
entre otros compuestos en menor cantidad. La frac-
cion precipitable, entre los principales productos se
encuentran el laminaran, el fucoidan y algunas sales
solubles del acido alginico (Gonzalez-Giro et al.,
2015). La fraccion no precipitable puede contener
principalmente sales minerales (Gonzalez-Giro et al.,
2015). Por lo anterior, se espera que el extracto crudo
y la fraccion precipitable puedan beneficiar el creci-
miento de C. malayensis debido a los compuestos que
pudieran estar presentes, contrario a la fraccion no
precipitable que podria provocar un estrés salino en
las células y verse reflejado en una disminucion de la
abundancia celular.

En general, las especies de Dictyotaceae se ca-
racterizan por producir metabolitos con actividad
antiincrustante que pueden inhibir el crecimiento de
microorganismos y especies macrobentonicas (Salva-
dor et al., 2007; Bianco et al., 2008; Ternon et al.,
2020). Las interacciones alelopaticas entre los din-
oflagelados epibentonicos y D. dichotoma han sido
estudiadas en especies de Ostreopsis. Accoroni et al.
(2015) mostraron que los tejidos frescos y secos de D.
dichotoma inhibieron el crecimiento de O. cf. ovata.
Ternon et al. (2020) estudiaron los metabolitos en ex-
tractos superficiales de cuatro especies de la familia
Dictyotaceae, incluyendo a D. dichotoma, siendo esta
ultima especie la que present6 una mayor cantidad de
metabolitos bioactivos, actividad en los bioensayos
de exposicion del dinoflagelado a los extractos y una

mayor abundancia de O. cf. ovata en las muestras de
campo. Se ha propuesto que estos metabolitos contri-
buyen en el asentamiento, crecimiento y produccion
de toxinas de los dinoflagelados epibentonicos (Blan-
funé et al., 2015; Gémin et al., 2020).

El objetivo de este estudio fue realizar la iden-
tificacion morfoldégica y molecular a través de se-
cuencias de la region 28S del ADNr de C. malayen-
sis, ayudando a resolver la problematica taxonémica
existente entre C. monotis y C. malayensis de la Bahia
de La Paz, B.C.S., ademas de conocer la interaccion
de esta especie en cultivo con fracciones de la macro-
alga D. dichotoma. De influir los extractos de manera
positiva en su crecimiento podrian ser ttiles para es-
tablecer medios especificos para el crecimiento en la-
boratorio de dinoflagelados epibentonicos, los cuales
actualmente son poco estudiados.

MATERIALY METODOS

Se estudiaron dos cepas de Coolia del IPN-CICI-
MAR (CMBAPAZ-1 y s/i 72) aislados de la Bahia de
La Paz, en el sur del Golfo de California (Fig. 1, Tabla
2). Las cepas se mantuvieron en laboratorio en medio
GSe, a una temperatura de 24 + 1 °C, salinidad de 34,
intensidad luminosa de 120 a 150 umol m? s™', y un
ciclo de luz y oscuridad 12:12 h.

Microfotografias

Se obtuvieron fotografias de ambos aislados con
microscopio de luz, utilizando un microscopio com-
puesto Carl Zeiss Axio Imager.A2 y en un microsco-
pio invertido Carl Zeiss Axio Vert.Al equipado con
una camara digital Carl Zeiss AxioCam ICc 5 de 5
megapixeles. Una vez obtenidas las microfotografias
se midieron las células con el programa Photoshop
CS6 Portable® (v. 13.1.2).
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Figura 1. Area de muestreo en la Bahia de La Paz, B.C.S., México. Cuadro: El Sauzoso, localidad de aislamiento de la cepa
CMBAPAZ-1; circulo: Balandra, localidad de aislamiento de la cepa s/i 72.
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Tabla 1. Datos de los aislados de Coolia de la Bahia de La Paz, en el sur del Golfo de California, México.

Codigo de cepa Fecha de aislamiento Estacion Ubicacion geografica Aislador
CMBAPAZ-1 14/07/2016 El Sauzoso 24°31.093’ N, M. Septilveda-Villaraga
110° 64.116° O
s/i72 02/06/2017 Balandra 24°19.510° N, I. Leyva-Valencia
110° 19.550° O

Para la observacion de las tecas se realizd una
tincion de estas con Calcofluor White M2R al 0.1%
(p/v), se tomaron muestras de cultivos viejos (de 20
a 25 dias) para asegurar la presencia de tecas vacias.
A 20 pL de muestra se le agrego 2 pL de Calcofluor.
Para la tinciéon con DAPI (4°, 6-diamidino-2-fenilin-
dol) a 20 pL de las muestras vivas se les agrego 1
pL de glutaraldehido y 1 pL de DAPI (4°, 6-diami-
dino-2-fenilindol). La observacion de las muestras
tenidas se llevo a cabo en un microscopio de epifluo-
rescencia (Axio Imager.A2), equipado con un set de
filtros para DAPI (EX G 365, BS FT 395, EM BP
445/50) y para fluoresceina (FITC, EX 450-490, BS
FT 510, EM BP 515-565). Las microfotografias se
obtuvieron con una camara Carl Zeiss Axiocam 506
color de 6 megapixeles.

Para la observacion de células por microscopia
electronica de barrido, alicuotas de cultivos fijados
con formol al 4% se lavaron de 5 a 7 veces en agua
destilada en viales Eppendorf de 2 mL. Las células se
deshidrataron progresivamente con etanol al 30, 50,
70, 90 y 100% durante 6 min en cada concentracion.
Las muestras se secaron al aire después de montar-
las en forma de suspension sobre un portamuestras
de aluminio de 0.5" durante 4-5 h en una céapsula se-
micerrada. Usando una metalizadora Polaron SC7640
High Resolution Sputter Coater (Quarum Technolo-
gies, Newhaven, SXE, Reino Unido) las células se
cubrieron con una capa de 20 nm de oro-paladio. Las
células se observaron en el microscopio electronico
de barrido JEOL JSM-7600F (JEOL, Ltd., Tokio, Ja-
pon) a distancia de trabajo de 17.2-17.5 mm al voltaje
de 2.0 kV en el régimen con detector de electrones
secundarios inferiores (LEI: lower secondary electron
detector, por sus siglas en inglés).

Extraccion de ADN y PCR

Se realizo la extraccion de ADN de ambas cepas,
tomando 1 mL con ~ 3500 células del cultivo, cen-
trifugandolas a 7,000 rpm en una centrifuga Sorvall
Legend XTR (ThermoScientific, E.U.A.). El ADN
se extrajo de la biomasa recuperada, utilizando el kit
Quick-ADN™ Miniprep plus universal (Zymo Re-
search). Para la amplificacion se utiliz6 el kit Dream
Taq ADN Polymerase e iniciadores especificos para
la region 28S del ADNr (Hosoi-Tanabe et al., 2006).
La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador
(BioRad modelo MJ MINI personal thermal cycler;
California, E.U.A.) y se programo6 de la siguiente ma-
nera: se inicié con un ciclo de desnaturalizacion a 94
°C por 4 min, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 30 ciclos de
52 °Cpor 1:10 min y a 72 °C por 1:10 min, siguiendo

un ciclo de extension a 72 °C por 10 min y un ciclo
a 10 °C por 10 min. Los resultados de extraccion de
ADN y PCR se verificaron mediante una electrofore-
sis en gel de agarosa al 1.5% con Buffer TBE 1X. Los
productos de PCR se enviaron para su purificacion y
secuenciacion a la compaifiia de Macrogen (Seul, Co-
rea del Sur).

Analisis molecular

Las secuencias se editaron con el programa Se-
quencher® (v.4.1.4; Gene Codes Corporation), con
las secuencias consenso se realizaron analisis BLAST
con las bases de datos de GenBank. De esta base de
datos se seleccionaron secuencias de las regiones ge-
néticas correspondientes para la reconstruccion de los
arboles filogenéticos, adicionalmente se selecciona-
ron secuencias para ser usadas como grupos externos
(Anexo I). El analisis filogenético se realizo con el
programa Mega (v.10.0.5) para el algoritmo de méxi-
ma verosimilitud (ML) y el programa MrBayes v.
3.2.7 (Ronquist et al., 2012) para el algoritmo de Infe-
rencia Bayesiana (IB). El modelo de substitucién nu-
cleotidica seleccionado con el programa jModelTest
v.0.1.1 (Darriba et al., 2012) fue el general de tiempo
reversible (GTR). La construccion de los arboles se
realiz6 con un bootstrap de 1,000 réplicas para ML y
3 x 10° generaciones para IB.

Elaboracion de extracto crudo y fracciones de
macroalga

Se llevod a cabo la recolecta de ejemplares de D.
dichotoma (Hudson) J.V. Lamouroux (M. Mufioz—
Ochoa, com. pers.) en la localidad de El Sauzoso en
la Bahia de La Paz. Los ejemplares de la macroalga
fueron obtenidos mediante buceo libre a una profun-
didad maxima de 1 m y fueron colocados en bolsas
de red y enjuagados con agua de mar para eliminar
organismos epibiontes. Durante este proceso se evitd
exponer las muestras a la luz solar hasta su transporte
al laboratorio.

En el laboratorio se secd la macroalga a tem-
peratura ambiente durante un dia, después se molid
utilizando un molino manual. Para la obtencion del
extracto crudo se modificé la técnica empleada por
Villegas-Silva (2014). Se pesaron 50 g de macroal-
ga (seca y molida), se agregd a un matraz un litro de
agua destilada, y se hirvié por 30 min en una placa
de calentamiento con agitaciéon y control de tempe-
ratura (Thermo Scientific Cimarec™). La infusion se
filtré colocando en un embudo un filtro de café y una
capa de tierra de diatomeas (diatomita). Se obtuvieron
aproximadamente 850 mL de extracto crudo. Dicho
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volumen se esterilizé (15 min a 121 °C) y se guardd
en refrigeracion a 4 °C.

Del extracto crudo obtenido se separo la fraccion
no precipitable y la fraccion de carbohidratos. Para
la fraccion no precipitable, 350 mL de extracto crudo
fueron precipitados con un litro de etanol al 50%, se
centrifugd a 3,000 rpm a 23 °C por cinco minutos;
el sobrenadante fue separado por decantacion (frac-
cion no precipitable) y posteriormente se hirvio hasta
eliminar residuos de etanol. El sélido precipitado se
sometio a un proceso de secado a 55 °C por 15 h.
Para la fraccion de carbohidratos a 0.805 g del sélido
precipitado seco se le adicionaron 40 mL de agua de
mar estéril, y se colocd en un bafio ultrasonico (Bran-
son 1210 1210R-DTH; Branson Ultrasonics Corp.,
Brookfield, CT, E.U.A.) de agua caliente para su ho-
mogenizacion.

Cultivo de C. malayensis en extractos
de D. dichotoma

Se obtuvieron cultivos de C. malayensis en me-
dio GSe modificado (Bustillos-Guzman et al., 2015)
con agua de mar esterilizada por filtracion. Una vez
alcanzada la fase de crecimiento exponencial (entre
los dias 6 a 12), se inicio el experimento que consistio
en un control y tres tratamientos: 1) GSe (control), 2)
GSe con 0.25% del extracto crudo de D. dichotoma
(ECR), 3) medio GSe con 0.25% de la fraccion de
carbohidratos de D. dichotoma (FDCR), y 4) GSe con
0.25% de la fraccion no precipitable de D. dichotoma
(FRNP).

Los tratamientos se realizaron por triplicado en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de
medio de 150 mL. Todos los tratamientos se iniciaron
con una abundancia de 500 células por mililitro (cél
mL"). Los cultivos se mantuvieron a una temperatura
de 24 £ 1 °C, salinidad de 34, intensidad luminosa
entre 120 y 150 umol m? s, en un ciclo de luz y
oscuridad 12:12 h.

Cada tercer dia se tomaron 2 mL de muestra de
cada unidad experimental, y se fijaron con Lugol
acido al 5% (Throndsen, 1979). Los conteos se rea-
lizaron en una camara Sedgwick-Rafter de 1 mL de
capacidad, en un microscopio invertido Axio Vert.Al.
Las tasas de crecimiento exponencial se determinaron
para cada uno de los tratamientos utilizando la férmu-
la propuesta por Guillard (1973), donde: N| y N son
las abundancias celulares tomadas en el tiempo inicial
(t,) v final (t,), tiempo transcurrido entre la inocula-
cion y la obtencion de la méxima abundancia celular.

p=0UnN -InN)/(t -t)
Analisis estadistico

Debido a que el supuesto de homocedasticidad
en los datos no se cumplid, se realizé una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con un valor de signi-
ficancia de 0.05 (o). El analisis estadistico se realizo
en el programa Statistica® (v.8; StatSoft, 2017).

RESULTADOS
Caracterizacion morfolégica

Las caracteristicas morfologicas y morfométricas
de las células de la cepa CMBAPAZ-1 permitieron
identificarlas como Coolia malayensis. Los resulta-
dos morfométricos de la cepa s/i 72 no permitieron
asignarle con seguridad el epiteto especifico de C.
malayensis, por lo que se identificé como Coolia cf.
malayensis. Ambas cepas presentaron células indivi-
duales, redondeadas, comprimidas antero-posterior-
mente, de 19 a 30 um de largo (Figs. 2A, By D). La
hipoteca en algunas células es mas grande que la epi-
teca, el cingulo es profundo, ligeramente desplazado
una anchura de este, descendente, y el sulcus es corto
y hondo (Fig. 2D). El nticleo generalmente es esférico
y se localiza en la zona antapical (Fig. 2F). Los clo-
roplastos son semicirculares y de color verde-dorado
(Fig. 2C).

Coolia malayensis (cepa CMBAPAZ-1): El ta-
maiio de las células tuvo un promedio de 25.38 +
1.78 um de largo (n=30, media = DE — desviacion
estandar) y 24.21 + 1.40 pm de ancho (n=15, media +
DE). Presentaron placas lisas, con poros distribuidos
de manera casi homogénea, redondos en su mayoria y
con un diametro promedio de 0.23 £+ 0.07 pm (n=20,
media + DE). La placa del poro apical (Po) presen-
to una ligera curvatura, con una longitud de 6.33 +
0.36 um (n=6, media + DE) y 1.06 + 0.3 pm de ancho
(n=6, media + DE); la Po estuvo rodeada de las placas
apicales 1', 2"y 3’ (Figs. 3, 4F, 5SA 'y 6). Se observaron
cuatro poros del complejo del poro apical (Figs. 4F y
5A). La placa apical 1’ es estrecha, alargada y hexa-
gonal, y esta en contacto con las placas 6", 7", 1", 2",
2', Poy 3' (Figs. 4D y 6). La placa 2’ es pentagonal,
alberga el Po y se encuentra adyacente a las placas 2",
3" 4"y 3’ (Figs. 4F y 6). La placa 1" es cuadrangular
y esta conectada a las placas 7", 1"y 2" (Figs. 4D y
5E). La placa 3’ tiene forma de cufia y pentagonal, en
contacto con las placas 1', Po, 2', 4", 5" y 6" (Figs.
5A-B).

En la zona antapical la placa 1" es pequefia, en
forma de una aleta, que también se le denomina aleta
sulcal (AS), y estd en contacto con las placas 2"y
1" (Figs. 4C y E). La placa antapical 2" también es
pequeiia, cuadrangular, con 5 a 7 poros, y esta en con-
tacto con las placas postcingulares (3", 4"y 5"") y la
placa antapical 1" (Figs. 4C y E). Placa 4" esta co-
nectada a las placas 3", 2" y 3’ (Fig. 6). En la hipoteca
la placa mas ancha y grande es la tercera placa post-
cingular 3", la cual ocupa casi la mitad de la hipoteca
(Figs. 4By 5C). La placa 6" es la mas ancha y grande
de la epiteca (Fig. 4A). La placa 7" es pentagonal, con
7 a 8 poros, y la relacion de largo a ancho es de ca.
1.05, estando rodeado de las placas 6”, 1"y 1" (Figs.
3B, 4A y 5D). La formula tecal es: Po, 3', 7", 6c, 6(?)
s, 5!!/, .

Coolia cf. malayensis (cepa s/i 72): Las célu-
las midieron en promedio 26.48 + 2.08 um de largo
(n=30, media+ DE) y 23.76 + 1.69 um de ancho (n=8,
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Figura 2. Morfologia de células de Coolia en microscopio de luz: (A) vista antapical; (B) células en cultivo; (C y E) vista dorsal,
mostrando detalles de cloroplastos (Cl) ovalados de color verde-dorado (E); (D) células mostrando la posicion del cingulo y sulcus,
vista apical-ventral (arriba) y ventral (abajo); (F) célula mostrando la posicion del nticleo (N) semicircular, vista ventral (tincion
DAPI). A-D — campo claro, E y F — epifluorescencia. Escala: A, C, D, Ey F =10 um, B =30 pm.

media + DE). Las placas tecales presentaron poros re-
dondos con un didmetro de 0.31 £ 0.05 pm (n=17,
media + DE). La placa poro apical (Po) estd rodeada
de las placas apicales 1°, 2’y 3’ (Figs. 8A 'y D); con un
tamaio de 5.49 = 0.26 um de largo (n=6, media + DE)
y 0.92 £ 0.25 de ancho (n=6, media = DE). La placa
apical 1’ es estrecha, alargada y aparentemente hexa-
gonal (Fig. 8C). La placa 2’ es pentagonal, alberga
el Po, y adyacente a ella se encuentran las placas 2",
3", 4"y 3" (Figs. 7A 'y C). La placa 3’ es pentagonal,
en contacto con las placas 1’, Po, 2', 4", 5" y 6" (Fig.
8A). En la zona antapical la placa 1" es pequena y
esta en contacto con las placas 2", 3"y 2" (Fig. §B).
Placa 4" esta conectada a las placas 3", 2" y 3’ (Figs.
7F y 8A). En la hipoteca la placa mas ancha y grande
es la placa 3" (Fig. 8B). La placa 6" es las mas ancha
con respecto al resto de las placas de la epiteca (Fig.
8A), y la placa precingular 7" es pentagonal (Fig. 7E).

Identificacion molecular

La reconstruccion filogenética basada en secuen-
cias de la region 28S del ADNr involucro un total de
24 secuencias. No s¢ incluyeron secuencias de las es-
pecies Coolia areolata 'y Coolia guanchica debido a
que no existen secuencias de la region 28S de ADNr
en las bases de datos del GenBank. EI analisis filo-
genético reveld un total de cinco clados. Las secuen-

cias obtenidas de las cepas CMBAPAZ—-1 y s/i 72 se
agruparon dentro del clado de C. malayensis con un
soporte de bootstrap de 95% y probabilidad posterio-
ri de 0.99 (Fig. 9, clado A). Las secuencias de las dos
cepas de Coolia de Bahia de La Paz mostraron la pre-
sencia de dos haplotipos, revelando dos sub-clados
dentro del clado de C. malayensis. La secuencia de la
cepa CMBAPAZ-1 tiene mayor afinidad filogenética
con secuencias provenientes de aislados de Malasia,
Australia y Nueva Zelanda, mientras que el haplotipo
de la cepa s/i 72 es compartido con secuencias de un
aislado de las Islas Fiji (Fig. 9, clado A). Las secuen-
cias de C. malayensis de Japon se separaron de sus
conespecificas (clado C) con un soporte del bootstrap
del 100%. Coolia monotis, C. palmyrensis'y C. santa-
croce formaron el clado B con subclados bien defini-
dos, mientras que C. tropicalis y C. canariensis fue-
ron agrupadas en sub-clados dentro del clado D, con
un soporte mayor al 96% (Fig. 9). Las dos secuencias
del grupo externo Ostreopsis lenticularis Y. Fukuyo
se agruparon en un clado distinto (Fig. 9, clado E).

Curvas de crecimiento
Coolia malayensis (cepa CMBAPAZ-1)

Las curvas de crecimiento para la cepa CMBA-
PAZ-1 mostraron una fase de aclimatacion que abar-
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Figura 3. Placas tecales de Coolia malayensis en microscopio de luz: (A) placa 3, en vista dorsal; (B, F-f) placa del poro api-
cal, placas apicales (1’-3”) y precingulares (1", 2", 6" y 7"), vista apical; (C) placas precingulares (1" y 7"), vista ventral; (D y E)
células en vista antapical, mostrando el arreglo de placas postcingulares (2'""—5""). A-D — epifluorescencia, E y F — campo claro.

Escala: A-F =10 um, f= 6 pm.

c6 del dia cero al dia cuatro de cultivo, seguido de
una fase de crecimiento exponencial que inicio el dia
seis (Fig. 10). No se identificaron las fases estaciona-
rias y de decaimiento en ninguno de los tratamientos.
La abundancia celular promedio mas alta en la cepa
CMBAPAZ-1 alos 28 dias fue de 40,271 + 3,018 cél
mL"!, mientras que la menor fue de 32,098 + 2,393
cél mL"! para el mismo dia (Fig. 10). El analisis de
Kruskal-Wallis arrojé que no hubo diferencias signi-
ficativas (p > 0.05) entre tratamientos con respecto al
control.

Coolia cf. malayensis (cepa s/i 72)

El periodo de aclimatacion durd dos dias, seguido
de una fase exponencial que inicié al dia cuatro de
cultivo. A partir del dia cinco las abundancias prome-
dio oscilaron (aumentaron y disminuyeron) en todos
los tratamientos (Fig. 11). La abundancia maxima en
C. cf. malayensis se registro en el dia 28 de cultivo
con una abundancia promedio de 43,428 + 4,560 cél
mL" (Fig. 11). Las tasas de crecimiento mas altas en
las cepas CMBAPAZ-1 y s/i 72 fueron de 0.135 +
0.007 y 0.139 + 0.003 divisiones por dia (div dia™),
respectivamente (Tabla 2). El analisis de Kruskal-Wa-
llis mostrd que no hubo diferencia significativa (p >
0.05) en las abundancias maximas obtenidas entre los
tratamientos con respecto al control.

DISCUSION
Caracterizacion morfologica

El largo de la placa del poro apical (Po) de células
de Coolia aisladas de la Bahia de La Paz (cepas CM-
BAPAZ-1 y s/i 72) concuerdan con los tamafos re-
portados por Leaw ef al. (2010), Karafas et al. (2015)
y Tibirica et al. (2020) para C. malayensis. Gomez et
al. (2016) ampliaron el rango del largo del Po (6-9
um) para esta especie. En el presente estudio no se
reportaron tamafios mayores a 6.5 um. Un tamafo
del Po mayor a 7 um se ha reportado en C. mono-
tis (E.U.A. y Espana), C. tropicalis (Malasia e Indo-
nesia), C. guanchica (Tenerife, Islas Canarias) y C.
areolata (Océano Indico occidental) (Ten-Hage et al.,
2000; Laza-Martinez et al., 2011; Mohammad-Noor
et al.,2013; David et al., 2019).

Otra caracteristica diagnostica para identificar es-
pecies del género Coolia es la forma de la placa apical
3’. Esta placa en células de las cepas CMBAPAZ-1 y
s/i 72 se observé en forma de cuiia y pentagonal, que
estd en contacto a las placas Po, 1', 2', 4", 5" y 6",
coincidiendo con lo reportado y observado de las ilus-
traciones de varios autores para C. malayensis (Jeong
et al., 2012; Karafas et al., 2015; Wakeman et al.,
2015; Gomez et al., 2016; Nascimento et al., 2019;
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Figura 4. Placas tecales de Coolia malayensis en microscopio electronico de barrido: (A 'y E) placas apicales (1), precingulares (1",
2", 6"y 7"), postcingulares (1""y 5""), y la aleta sulcal (AS), vista ventral; (B) placas postcingulares (3" y 4""), vista dorsal; (C)

"

placas antapicales (1

y 2""") y postcingulares (1'"—5""), vista ventral-antapical; (D) placas apicales (1’ y 2) y precingulares (1",

2",6"y7"), vista apical; (F) placa del poro apical (Po) y placas adyacentes. Escala: A-D =5 pm, E=4 umy F =3 pm.

Tibirica et al., 2020). Contrario a lo anterior, Leaw et
al. (2010) mencionan que la placa 3’ en C. malayen-
sis es cuadrangular y no esta en contacto con la placa
5", pero en sus imagenes de microscopia electronica
no se puede observar a detalle dicha placa, aun asi,
los autores realizaron una ilustracion del arreglo tecal
para esta especie, la cual podria ser incorrecta y re-
quiere corroborarse.

Tabla 2. Tasas de crecimiento exponencial (div dia™!) de Coolia
malayensis (cepa CMBAPAZ-1) y C. cf. malayensis (cepa s/i
72) en cuatro condiciones de cultivo. Control: GSe sin extrac-
to de macroalga; FDCR: GSe con fraccion de carbohidratos;
ECR: GSe con extracto crudo; FRNP: GSE con fraccién no
precipitable.

Tratamientos (Cdl}/{]]?iﬁpf)xz' 1 ?(/111\Z2d1 a)

Control 0.130+£0.013  0.120 + 0.006
FDCR 0.125+£0.005 0.126 +0.007
ECR 0.135+0.007 0.134+0.012
FRNP 0.135+0.002 0.139 +0.003

En este estudio, la placa antapical 27 es pequeiia
y cuadrangular, conectada con las placas 3", 4", 5"
y 1", igual a lo observado por Jeong ef al. (2012) y
Gomez et al. (2016). A pesar de ser un caracter des-
criptivo, es importante mencionar que Tibiri¢a et al.
(2020) indican que dicha placa es triangular; del mis-
mo modo, en las imagenes de Leung et al. (2017) se
puede observar que esta placa no esta en contacto con
la placa postcingular 5.

Es importante la obtencion de imagenes de alta
resolucion para observar los poros que contiene la
placa Po. En este estudio las fotografias de microsco-
pia electronica de barrido no mostraron con claridad
dichos poros por el angulo de la imagen, presencia de
particulas no vivas y bacterias. Se ha reportado que C.
malayensis tiene alrededor de 10 poros (Jeong et al.,
2012). En el presente estudio se pudieron observar
solo cuatro poros, este podria ser un caracter de im-
portancia taxonémica debido a que es variable entre
especies de Coolia (por ejemplo, C. canariensis, cuya
placa Po contiene alrededor de 13 poros).
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Figura 5. Poro apical, placas adyacentes y algunas placas de importancia taxondmica de Coolia malayensis en microscopio elec-
tronico de barrido: (A) placa del poro apical (Po) y poros que lo componen (P6-P9); (B-E) placas de importancia taxonomica.

Escala: Ay B=3 um, C=10 um, Dy E=3 pm.

Coolia malayensis presentd células de 25.38-
28.58 um de largo y de 23.76-25.61 um de ancho.
Estos rangos de tamafio coinciden con los reportados
por Gémez et al. (2016), Nascimento et al. (2019) y
Tibirica et al. (2020) para cepas de C. malayensis ais-
ladas de Brasil y Puerto Rico (16.6-33 um de largo y
19-33 pum de ancho). Karafas et al. (2015) y Wake-
man et al. (2015) reportan tamafios promedio de cé-
lulas de C. malayensis en cultivo de 24.5 £ 2.7 pm
de largo y de 25.7 + 2.4 um de ancho para aislados
de la Republica Dominicana, Islas Virgenes y Caro-
lina del Norte, E.U.A. Estas cepas fueron cultivadas
en diferentes medios de cultivo (K, f/2 ¢ IMK) a una
salinidad de 39 y temperatura de 25°C, pudiendo de-
berse las diferencias de los tamafios celulares a las
condiciones de cultivo. Es necesario realizar estudios
comparativos de las cepas de la misma especie en las
mismas condiciones para corroborar esas diferencias
de tamaiios.

En la Bahia de La Paz se han reportado células de
C. malayensis de 23.4-31 pm largo y de 25-28 um de
ancho (Hernandez-Castro, 2017; Sepulveda-Villarra-
ga, 2017), siendo similares a los tamafios de células
de las cepas CMBAPAZ-1 y s/i 72. No obstante, para

aislados de C. malayensis de la isla Jeju, Corea del
Sur, se han reportado tamafios celulares mas grandes
(32.2-34.3 um de largo y 34.8-38.3 pm de ancho); es-
tas células fueron cultivadas en medios MK y /2, a
una salinidad de 30 y a 20 °C (Rahman-Shah et al.,
2014).

Las variaciones en los tamafios pueden explicarse
en parte por las condiciones de cultivo (temperatura,
salinidad, luz y nutrientes/medio). Algunos dinofla-
gelados epibentonicos (por ejemplo, Ostreopsis cf.
ovata) suelen deformarse a cambios de temperatura
y salinidad; estas deformaciones pueden tener im-
plicaciones en los reportes de los tamafios celulares
(Carnicer et al., 2015). Después de una revision bi-
bliografica e incluyendo los datos obtenidos en este
estudio en el cual las células no sufrieron deformacio-
nes, se concluyo que C. malayensis puede presentar
tamafios celulares en cultivo de 16.6 a 35.0 um de
largo (Anexo I).

Analisis molecular

Las secuencias de las cepas CMBAPAZ-1 y s/i
72 comparten el 98.19% de similitud, difiriendo en
nueve sitios de nucleétidos, lo cual indica que en la
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Figura 6. Placas tecales de Coolia malayensis en vista lateral izquierda, con énfasis en la epiteca, en microscopio electronico de
barrido: placas apicales (1'y 3'), placas precingulares (1”"-4") y placa del poro apical (Po). Escala: 6 pm.

Figura 7. Placas tecales de Coolia cf. malayensis (cepa s/i 72) en microscopio de epifluorescencia: (A) sulcus, vista ventral; (B)
vista antapical; (C) vista lateral izquierda, se distinguen poros tecales (P); (D) cingulo y las porciones de la epiteca (E) e hipoteca
(H), vista dorsal; (E y F) placa apical 3" y precingulares 4"—6". Escala: 10 um.
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Figura 8. Placas tecales de Coolia cf. malayensis (cepa s/i 72) en microscopio lectr()nico de barrido: (A) placas apicales (1'-3"),
precingulares (2"—6") y placa del poro apical (Po), vista apical-izquierda; (B) placas antapicales (1" y 2""") y postcingulares
(2"""—4""), vista dorsal; (C) células en vista lateral izquierda, (D) placa del poro apical. Escala: A—-C = 10 um, D =4 pm.

Bahia de La Paz existen al menos dos haplotipos de
C. malayensis para la subunidad 28S de ADNr. Estas
variantes haplotipicas podrian traducirse en la espe-
cie como poblaciones con distinto grado de expresion
genética e implicaciones fisiologicas. Algo similar se
ha observado en C. monotis. Usando secuencias de la
region 5.8S de ADNr-ITS, Penna ef al. (2005) obtu-
vieron dos clados distintos de esta especie: un clado
que agrupaba secuencias de C. monotis del Medite-
rraneo y del Atlantico Noroeste, y un segundo clado
con secuencias de Malasia y de Florida, E.U.A. Estos
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autores sugieren que esos clados son genéticamente
distintos o que podrian ser especies distintas. A pesar
de las variaciones antes mencionadas, las secuencias
de este trabajo presentaron afinidad filogenética con
secuencias identificadas como C. malayensis, con so-
portes de bootstrap mayores al 90% y probabilidad
posterior mayor a 0.95. Sepulveda-Villarraga (2017),
usando el marcador 28S de ADNr obtuvo soportes de
bootstrap del 100% para la misma cepa usada en este
estudio (CMBAPAZ-1), por lo tanto, en la Bahia de
La Paz se confirma la presencia C. malayensis.

CLADO A

CLADO B

I CLADO C

CLADO D

I CLADO E

Figura 9. Analisis filogenético de la region 28S del ADNr de las cepas CMBAPAZ-1 y s/i 72 (circulos negros). El analisis involu-
cro 24 secuencias de nucledtidos, con un total de 700 posiciones en el conjunto de datos final. Los valores en las ramas indican el
porcentaje de soporte del bootstrap para maxima verosimilitud y probabilidad posterior para inferencia Bayesiana.
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Figura 10. Curvas de crecimiento de Coolia malayensis (cepa CMBAPAZ-1) en cuatro condiciones de cultivo. Control: GSe sin
extracto de macroalga; FDCR: GSe con fraccion de carbohidratos; ECR: GSe con extracto crudo; FRNP: GSe con fraccion no

precipitable.
Crecimiento y condiciones de cultivo

El extracto y fracciones de la macroalga no le
proporcionaron un beneficio en el crecimiento a C.
malayensis. No obstante, se deben considerar posi-
bles deficiencias en el disefio experimental o en los
procedimientos, como la posible desnaturalizacion de
alguna proteina o pérdida de vitaminas y minerales,
que probablemente les proporciona la macroalga a es-
pecies de Coolia en su medio natural y que beneficie
su crecimiento. También existe la posibilidad de que

la macroalga solo le confiera un sustrato a Coolia: se
ha observado que Padina y Sargassum proporcionan
areas mas amplias para la adhesion de dinoflagelados
epifitos (Accoroni et al., 2015; Mohammad-Noor et
al.,2019).

Accoroni et al. (2015) determinaron la interac-
cion entre Ostreopsis cf. ovata y tres especies de ma-
croalgas: D. dichotoma, Rhodymenia pseudopalmata
(J.V. Lamouroux) P.C. Silva (Rhodophyta) y Ulva
rigida C. Agardh (Chlorophyta). Establecieron tres
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Figura 11. Curvas de crecimiento de Coolia malayensis (cepa s/i 72) en cuatro condiciones de cultivo. Control: GSe sin extracto
de macroalga; FDCR: GSe con fraccion de carbohidratos; ECR: GSe con extracto crudo; FRNP: GSe con fraccion no precipitable.
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experimentos: (1) O. cf. ovata cultivada con tejidos
frescos de las macroalgas, (2) medios en los que se
cultivaron previamente las macroalgas, y (3) medio
f/4 modificado con la adiciéon de polvo de macro-
algas a diferentes concentraciones (0.4, 0.8 y 1.6 g
LY. Dictyota dichotoma inhibi6 el crecimiento de
O. cf. ovata en todas las condiciones probadas. En
este estudio los extractos y fracciones de D. dicho-
toma no inhibieron el crecimiento de C. malayensis,
pero tampoco favorecieron su crecimiento. Se obtu-
vieron abundancias celulares mayores o similares a
las reportadas en trabajos previos de C. malayensis
cultivadas en medios: IMK, /2, GSe diluido al 50%,
ES-DK y L1 sin silicato (Rahman-Shah et al., 2014;
Ben-Garbia et al., 2016; Sepulveda-Villaraga, 2017,
Mohammad-Noor et al., 2019; Li et al., 2020).

A pesar de que se ha reportado que la familia
Dictyotaceae presenta compuestos bioactivos anti-
microbianos que podrian tener efectos negativos en
el crecimiento de los dinoflagelados epifitos, en el
medio natural se debe considerar que los factores fi-
sicoquimicos (por ejemplo, temperatura, salinidad e
irradiancia) y bioldgicos interactiian y pueden influir
en el asentamiento de estos organismos (Cohu et al.,
2011; Ternon et al., 2020). Se ha observado que du-
rante el verano (el tiempo de recolecta de macroalgas
en el presente estudio) los extractos de tejidos solidos
y frescos de D. dichotoma carecen de actividad anti-
microbiana, lo que pudiera favorecer el asentamiento
de los dinoflagelados epifiticos en su medio natural
(Salvador et al., 2007), y en este caso verse reflejado
en un efecto neutro de los extractos evaluados.

Para aclarar las hip6tesis anteriores, es recomen-
dable evaluar otros métodos de preparacion de ex-
tractos y estandarizar los realizados en este estudio.
Es necesario conocer la composicion quimica de los
extractos, determinar si contienen compuestos asimi-
lables para Coolia, probar el efecto de la macroalga
viva, realizar estudios anuales sobre la presencia de
metabolitos en la macroalga y evaluar su influencia
en el crecimiento de los dinoflagelados epifiticos en
la Bahia de La Paz.

Rahman-Shah et al. (2014) obtuvieron abundan-
cias celulares (de 30,000 cél mL! a 60,000 cél mL™)
y tasas de crecimiento (de 0.19 a 0.29 div dia!) para
C. malayensis mayores a lo reportado en este estudio
(temperatura de 24 + 1 °C, salinidad de 34, intensi-
dad luminosa entre 120 y 150 pmol m s™). Estudios
que reportan abundancias celulares menores a lo re-
portado en este trabajo son los de Septlveda-Villarra-
ga (2017), Mohammad-Noor ef al. (2019) y Li et al.
(2020). Estos estudios reportan abundancias celulares
para C. malayensis de 4,301 + 79 cél mL"', 1,000 cél
mL"y de 10,000 a 13,000 cél mL", respectivamente.
Cabe mencionar que en los trabajos Mohammad-Noor
etal.(2019) y Li et al. (2020) la abundancia de inocu-
lacion y las condiciones de cultivo fueron diferentes,
usaron medio ES-DK y L1, salinidad de 30+1 e irra-
diancias de 47 a 100 umol m2 s™'.

Mohammad-Noor et al. (2013), Ben Gharbia
et al. (2017) y Larsson et al. (2019) registraron un
crecimiento optimo para C. malayensis a salinidades
entre 35 y 36, y temperaturas de 24 a 30 °C. Leaw e¢
al. (2016) informaron que C. malayensis de Florida,
E.U.A. no sobrevivio por debajo de 20 °C, mientras
que Li et al. (2020) reportaron que C. malayensis de
Hong Kong sobrevive y crece a temperaturas entre 16
y 28 °C en condiciones controladas. La temperatura
empleada en este estudio estuvo dentro del rango op-
timo que reportan para C. malayensis, sin embargo, la
salinidad es menor. Estos datos sugieren que la misma
especie de diferentes regiones geograficas tiene varia-
ciones en su ventana ambiental optima.

Varios autores mencionan que la salinidad y la
temperatura influyen en el crecimiento de Coolia y de
los dinoflagelados en general (Armi ef al., 2010; Ben
Gharbia et al., 2017; Li et al., 2020). Algunas espe-
cies de Coolia responden a las condiciones fisicoqui-
micas de manera muy particular. Coolia tropicalis tie-
ne un crecimiento 6ptimo a una temperatura de 27 °C,
condiciones salobres (~ 25) y niveles de irradiancia
moderadas (150 pmol m? s™), y la osmorregulacion
es variable entre cepas de la misma especie (Larsson
etal., 2019).

CONCLUSIONES

El andlisis morfologico permitid identificar a la
cepa CMBAPAZ-1 como Coolia malayensis, mien-
tras que en la cepa s/i 72 debido a falta de informa-
cién morfoldgica no sé determiné su identidad taxo-
némica. Ambas cepas fueron identificadas como C.
malayensis con las secuencias de la region 28S del
ADNTr. El andlisis filogenético de secuencias de la
misma region mostré 98.19% de similitud entre las
cepas CMBAPAZ-1 y s/i 72 con diferencias en nueve
nucledétidos, lo cual indica que en la Bahia de La Paz
existen dos haplotipos de C. malayensis. Se caracteri-
zaron dos fases de crecimiento (fase adaptativa corta
y exponencial) en ambas cepas de C. malayensis du-
rante 28 dias de cultivo. El extracto y las fracciones
de la macroalga parda Dictyota dichotoma no favore-
cieron el crecimiento de las cepas de C. malayensis;
sin embargo, tampoco la inhibieron por lo que no se
excluye la posibilidad de que la macroalga pueda es-
tar proporcionando un beneficio a este dinoflagelado
epibentonico/epifitico en su medio natural.
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ANEXO 1
Caracteres morfologicos de Coolia malayensis de distintas zonas geograficas. SD = sin dato.
Tamaiio celular ,
Poro apical Placa mas
Coolia malayensis a P Placa I’ Placa 3’ amplia de la
Largo Ancho argo) epiteca
Bahia de La Paz, México (cepa 25.38 £ 1.78

CMBAPAZ-1)
Bahia de La Paz, México (cepa
s/i72)

Aislados de Malasia

Aislados de Repuiblica Domini-

cana, Santa Cruz, Islas Virgenes um

pum
26.48 +2.08
pm

28-33 um  27-32 um

245 £ 27957424 um

23.76 £ 1.69 pm

2421 + 1.40 ym 6.33 +£ 0.36 oblonga, larga forma de cufia 6”

pum y hexagonal y pentagonal
5.49 £ 0.26 oblonga, larga »
pentagonal 6
pum y hexagonal
ca. 5 um iestrecha y ob- cuadrangular 6”
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589 + 0.5 estrecha, ob- pentagonal o
H-m "~ longa y hex- hexagonal, en 6”

y Carolina del Norte agonal forma de cufla
Bahia de La Paz, estrecha y »
México 23.4-31 pm 25-28 pm 5.6 pm alargada SD 6
Cepas de Brasil y Puerto Rico  22-33 um  19-33 pm 6-9um  Oblonga Y pentagonal 6”
P ¥ K s K hexagonal pentag
6.3 +
Cepas de Brasil 16.6-25.3 196 293um 05 umoPlonga — ygp 6
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Coolia malayensis Relam((i)n de largo }Z,ancho Referencia
e la placa 7
Bahia de La Paz, México (cepa 1.05 Este estudi
CMBAPAZ1) ca. . ste estudio
Bahia de La Paz, México (cepa SD Este estudio
s/172)
1.2-1.5 L tal. (2010
Aislados de Malasia caw et al. )
Aislados de Republica Domini- 1.540.1 Karafas et al. (2015)
cana, Santa Cruz, Islas Virgenes Sepulveda-Villarraga (2017)
y Carolina del Norte SD Hernandez-Castro (2017)
Bahig de La Paz,
México SD Gomez et al. (2016)
Cepas de Brasil y Puerto Rico D Tibirica et al. (2020)

Cepas de Brasil
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ANEXO II
Secuencias de los dinoflagelados bentonicos empleadas en el arbol filogenético de la region 28S del ADNr.
Especie GenBank ID Aislado Localidad Referencia
Coolia malayensis KJ933432.1 clon 1 Teniya, Okinawa, Japon Wakeman et al. (2015)
C. malayensis KJ422859.1 NLD12b Bay of Islands, Nueva Zelanda Rhodes et al. (2014)
Mohammad-Noor et al.
C. malayensis JX896690.1 K-0972 Malasia (2013)
Kota Kinabalu, Sabah, Malasia, mar
C. malayensis AF244942.1 CmPLO1 del Sur de China Leaw et al. (2010)
C. malayensis KJ933434.1 clon3 Okinawa, Japon Wakeman et al. (2015)
C. malayensis HQ897274.1 NQAIF35 Gran Barrera de Coral, Australia Momigliano et al. (2013)
C. malayensis HQ897275.1 NQAIF60 Islas Fiji Momigliano et al. (2013)
Rawhiti Point, Bay of Islands, Nueva
C. malayensis KJ422858.1 NLD12 Zelanda Rhodes et al. (2014)
C. monotis HQA414219.1 Dn23EHU Vizcaya, Espafia Laza-Martinez et al. (2011)
C. monotis EU477760.1  UoA-Cmonl  Grecia Dolapsakis et al. (2006)
C. monotis AM902746.1 VGO782 Golfo Saronico, Grecia Fraga et al. (2008)
C. monotis AM902748.1  SZN268 Golfo de Napoles, Italia Fraga et al. (2008)
Mohammad-Noor et al.
C. tropicalis JX896691.1 K-1156 Mar de Sulu, isla Banggi, Malasia  (2013)
C. tropicalis KX589144.1  SKLMP_S002 Tsim Chau, Hong Kong Leung et al. (2017)
C. canariensis FR846193.1 CMIJ1 Isla Jeju, Corea Jeong et al. (2012)
C. canariensis HQ897278.1  NQAIF252 Gran Barrera de Coral, Australia Momigliano et al. (2013)
C. palmyrensis KP172270.1 Cpl1208-1 Atolon Palmyra, E.U.A. Karafas et al. (2015)
C. palmyrensis KR093175.1  Cpl412-1 Republica Dominicana Karafas et al. (2015)
C. santacroce KP172271.1  Cs1303-1 Santa Cruz, Islas Virgenes, E.U.A. Karafas et al. (2015)
C. santacroce KT288059.1  Cos1503GA  Islas Virgenes, E.U.A. Karafas et al. (2015)
Vietnam, mar del Sur de China,
Ostreopsis lenticularis JX065570.1 NTO013 Ninh Thuan Penna et al. (2014)
O. lenticularis AF244941.1  OIPRO1 Malasia Leaw et al. (2001)
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