INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS

CICIMAR-IPN

DINOFLAGELADOS Y TOXINAS LIPOFILICAS EN BANCOS
NATURALES DE BIVALVOS AL SUR DE LA BAHIA DE LA PAZ, B.C.S,,
MEXICO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN
CIENCIAS EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

PRESENTA

JESUS ERNESTINA HERNANDEZ CASTRO

LA PAZ, B.C.S., JUNIO 2017



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de La Pz, B.CS, siendolas  12:00 horasdeldia 07 del mes de
Junio  del 2017 se reunseron los miembros de la Comiskdn Revisora de Tesis designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacidn de  CICIMAR

para examinar |a lesis ttulada

"DINOFLAGELADOS ¥ TOXINAS LIFOPILICAS EN BANCOS NATURALES
DE BIVALVOS AL SUR DE LA BAHIA DE LA PAZ, B.CS, MEXICO"

Presentada por el alumno:
%m CASTRO JESUS ERNESTINA
e o b i R R R S
Aspirante ce:

) MAESTRIA EX CIENCIAS EN MANE|O DE RECURS0S MARINOS
Después de intarcambiar opinicnes los miembros de la Comisidn manfestaron APROBAR LA
DEFENSA DE LA TESIS. en vinud de que satisface los requisitos sefiaiados por las disposiciones
reglamentanas vigentas.

LA COMISION REVISORA
Dveciors o Tems

1
e
' | 1‘/ He— ‘&!
%ﬂﬂ‘n— VALENGIA _M-m makD wMnT
Drecwr de Tonn J 20 Dwcsnn e Town
7,
ﬁ ﬁ__—.-"f" )
DRA SENTHA PATRICIA CEBALLOS YATQUEZ DRA CLALIOA [LFTH HESKANDE? CITRRER

)

OB DAVD VIR L20RZ CORTES




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

EnlaCiudadde LaPazBCS, eldia 13 delmesde Junio delafio 2017

MAESTRIA EN CIENCIAS EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

con nimero de registro  B150246 adscritoal  CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS

manifiesta que es autor(a) intelectual del presente trabajo de tesis, bajo la direccién de:

DR. IGNACIO LEYVAVALENCIA Y DRA CHRISTINE JOHANNA BAND SCHMIDT

y cede los derechos del trabajo titulado:

“DINOFLAGELADOS Y TOXINAS LIPOFILICAS EN BANCOS NATURALES DE

BIVALVOS AL SUR DE LA BAMIA DE LA PAZ, B.C.S., MEXICO"

al Instituto Politécnico Nacional, para su difusién con fines académicos y de investigacion,

Los usuarios de la informacién no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del trabajo
sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este, puede ser obtenido escribiendo a la

siguiente direccion: ernestina_0905@hotmail.com - gband@yshoo.com - lleyvalencla@gmail.com

Si el permiso se otorga, el usuario deberd dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del

mismo.

BM. JESUS ERNESTINA HERNANDEZ CASTRO

Nombre y Arma del akumno



CONFORMACION DEL COMITE

Direccion:

Dr. Ignacio Leyva Valencia

Comité tutorial, revisor vy

sinodal:

Dra. Christine Johana Band Schmidt

Dr. David Javier Lépez Cortés

Dra. Claudia Judith Hernandez

Guerrero

Dra. Bertha Patricia Ceballos Vazquez

Jurado suplente

M.C. Macial Villalejo Fuerte

IPN-Centro
Ciencias Marinas

Interdisciplinario  de

IPN-Centro
Ciencias Marinas

Interdisciplinario  de

Centro de Investigaciones Biologicas
del Noroeste, S.C.

IPN-Centro

Ciencias Marinas

Interdisciplinario  de

IPN-Centro
Ciencias Marinas

Interdisciplinario  de

IPN-Centro

Ciencias Marinas

Interdisciplinario  de



INDICE

LISTADE FIGURAS ... e VI
LISTA DE TABLAS .. IX
DEDICATORIA L. e e e e eeaans Xl
AGRADECIMIENTOS ... eeaans Xl
GLOSARIO ..t eaaas XIV
RESUMEN ... e e e e ees XVII
AB ST R A CT et XVIII
1.-INTRODUCCION. ...ttt ettt 1
1.1-Florecimientos Algales NOCIVOS ..........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 1
1.2-ToxXiNas HPOFiliCAS.........coiii i 3
1.3-TOXINAS DIAITEICAS ....cceiiiiiiiiiieii ettt 3
1.3.1-Acido okadaico (AO) y dinofisistoxinas (DTX) .......ccceeeevveeeevernnne. 3
1.4-PectentoXiNas (PTX) .o e e e e e eennns 5
1.5-IMiNas CiClICAS (IC) ...uuuuuiiii e e e e 5
1.6-YESSOtOXINAS (YTX) .euruuiiiiieiiiiieiiiiie e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e eennns 7
1.7-AzasPirACidOS (AZA) ...t 7
1.8-Planteamiento del problema ... 8
1.9-JUSHIFICACION ... 10
2.-HIPOTESIS ..ottt 11
3.-OBJETIVO GENERAL ...t 11
4.-OBJETIVOS PARTICULARES ...t 11
5.-MATERIAL Y METODOS ......ooiviitiecieceee ettt 12
5.1-Trabajo €N CaAmMPO ...ccooviiii e 12
5.2-Recolecta de 10S MOIUSCOS .........uuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 13



5.3-MUESIIAS € AQUA ......cceeeeeeiiiiiii e 13

5.4-Trabajo en |aboratorio ...............uuiiiiiiiiiiiiie 14
5.5-Aislamiento de especies con potencial tOXICO ..........c.ccevviiiiiiiiieeennn. 14
5.6-Identificacion y descripcion de dinoflagelados .............ccccccvvvivivnnnnnnns 14
5.7-Cuantificacion de especies de fitoplancton ............ccccccovviiiiiiieennnen. 15
5.8-Extraccion de toxinas PSP en la columna de agua..............cccceeeee... 15

5.9-Deteccion de toxinas disueltas en la columna de agua utilizando

FESINAS .. eeee oo 16
5.9.1-Extraccion de toxinas hidrofilicas de los moluscos .............cccuueee. 17
5.9.2-Extraccion de toxinas lipofilicas de los moluscos.............ccccevvveeen. 18
5.9.3-Determinacion de toxinas por Bioensayo en Raton ....................... 18
5.9.4-Determinacion de NULHENTES ...........uuuuurruimimniiiiiiiiiiiiiiniiiinrninenannenes 19
5.9.5-AnAliSiS eStadiStiCOS.......uuuuuriiiiiiiiiiiiiiiii e 19

B6.-RESULTADOS ...t e e e e e e e eaas 20
6.1-Aislamiento de especies con potencial tOXiCO ............cccvvveveeeeeeennnne 20
6.2-ldentificacion y descripcién de dinoflagelados en cultivo .................. 20
6.3-ldentificacion de especies de fitoplancton.............cccoooiiiiiiieeneeennnns 22
6.4-Cuantificacion de dinoflagelados............ooccuviiiiiiiiiiiiiiieee 22
6.5-SaliNIdad ......ccoieeeeei e 27
O R =T 0 0] o] = L (U] = PR 28
6.7-Determinacion de NULMHENTES ...........uuuuueriiriiiiiiiiiieiiiiiiiieieeeieereeenennaeees 29
6.8-Extraccién de toxinas PSP en la columna de agua........................... 34
6.9-Deteccion de toxinas hidrofilicas de 10S moIuSCOS .............evvvveveennnne 34
6.9.1-Deteccion de toxinas lipofilicas de 1os moluscos................ccceeee. 34
6.9.2-Determinacion de toxinas por Bioensayo en Ratén ....................... 40



7.-DISCUSION ... .ottt ettt 41
7.1-Aislamiento de dinoflagelados con potencial toxXico ..........cccccceeerennee 41
7.2-Identificacion y cuantificacion de dinoflagelados téxicos y/o nocivos 43

7.3-Deteccion de la presencia de toxinas en la columna de agua mediante
€1 USO T8 IBSINAS. .. .cciieieiiiiiiie ettt e e e e et e e e e e e e e e eenennnnnes 46

7.4-Deteccion de la presencia de toxinas en moluscos mediante ensayos

in vivo y mediante dos métodos analitiCos...........cccceeeeeeeee e, 46
B.-CONCLUSIONES ... e e 53
9.-RECOMENDACIONES...... . 54
10.-BIBLIOGRAFIA ..ottt 55
L1 -ANEXOS . e 72

L1.2-ANEX0O Lo 72
LL1.2-ANBX0O 2.t aaaan 74

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Ubicacién geografica de las cinco estaciones de muestreo. ....... 12
Figura 2. Especies de bivalvos analizados en el monitoreo de ficotoxinas
durante el periodo 2015-2016 en el sur de la Bahia de La Paz: 1) Megapitaria
squalida, 2) Dosinia ponderosa y en la Ensenada de La Paz, 3) Atrina maura..... 13
Figura 3. Contenedor de resina. Disefiado por: Cobos-Anaya. .................. 17
Figura 4. Abundancia total de dinoflagelados encontrados en la E1 durante
el periodo enero-julio de 2015. ... 23
Figura 5. Abundancia total de dinoflagelados en muestras de la E2 durante
el periodo de febrero de 2015 a enero de 2016. ........cc.oveeeiiiiiiiieeiiii e, 24
Figura 6. Abundancia total de dinoflagelados en muestras de la E3 durante
el periodo enero de 2015 a enero de 2016. ......coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 25
Figura 7. Abundancia total de dinoflagelados en muestras de la E4 durante

el periodo enero de 2015 aenero de 2016. .........coeeeiiiiiiiiiiiiiiii e 26

Vi


file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638946
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638948
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638949
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638949
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638950
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638950
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638951
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638951
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638952
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638952

Figura 8. Abundancia total de dinoflagelados en muestras de la E5 durante
el periodo septiembre de 2015 a enero de 2016. .........cevveeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 27
Figura 9. Variacion mensual de la salinidad en las cinco estaciones del sur
de la BAPAZ, durante el periodo de enero de 2015 a enero de 2016. .................. 28
Figura 10. Variacion mensual de la temperatura en las cinco estaciones del
sur de la BAPAZ, durante el periodo de enero de 2015 a enero de 2016. ............ 29
Figura 11. Concentracion de N total, PO4y su relacion N:P en la E1 durante
el periodo de enero a junio de 2015. ........uuiiiiie e 30
Figura 12. Concentracion de N total, PO4y su relacion N:P en la E2 durante
el periodo febrero de 2015 enero de 2016. .........cooeeeeeiieeeeieeeeee 31
Figura 13. Concentracion de N total, PO4y su relaciéon N:P en la E3 durante
el periodo enero de 2015 a enero de 2016. ........ooovvvviiiiiieeeieeeeee e 32
Figura 14. Concentracion de N total, PO4y su relacion N:P en la E4 durante
el periodo enero de 2015 enero de 2016. .....coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 33
Figura 15. Concentracion de N total, PO4y su relaciéon N:P en la E5 durante
el periodo septiembre de 2015 a enero de 2016. ........cccooeeeeeiiiiiiiiiiiiiie e, 34
Figura 16. Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Dosinia ponderosa en la
estacion E1, durante el primer semestre de 2015. ... 36
Figura 17. Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Dosinia ponderosa de la
B 2. et e e e e e et ta e e e e e e na b arrraeaaes 37
Figura 18.Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Atrina maura de la E3.

Figura 20. Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Dosinia ponderosa de la
e 40
Figura 21.- Micrografias de Prorocentrum micans. Imagenes observadas a
40x con DIC. Poro oral (PO), espina apical (EA), poros (Pr), patron de poros (PPr).

Imagenes tomadas por: HernAndez-CastrO............ccovvvvviiiiiiieiieeeeeeeeiee e 75

Vi


file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638953
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638953
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638954
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638954
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638955
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638955
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638956
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638956
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638957
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638957
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638958
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638958
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638959
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638959
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638960
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638960
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638961
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638961
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638962
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638962
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638963
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638963
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638964
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638964
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638965
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638965
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638966
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638966
file:///C:/Users/Ernestina%20Hernández/Desktop/TESIS%20%20180617%20JEHC.docx%23_Toc485638966

Figura 22. Micrografias de Prorocentrum gracile. 1 y 3) observas a 40x con
DIC. 2) observada a 20x con DIC. Poro oral (PO), espina apical (EA), poros (Pr).
Imagenes tomadas por: HErnAndez-CastrO............eeeieeeeriiiiiiiiiiieiee e 77

Figura 23.- Micrografias de Prorocentrum compressum. 1 y 2) observas a
100x con DIC. 3) observada a 20x con EPI. 4 y 5) observadas a 100x con EPI.
Musilago (Mg), Poro oral (PO), cloroplasto (CL), nucleo (N), patrén de poros 1
(PPrl), patrén de poros 2 (PPr2), aleta (A). Imagenes tomadas por: Hernandez-
LG5 1] 1 o PP SPPPPT 78

Figura 24.- Micrografias de Amphidinium carterae. Imagenes observadas a
100x con DIC. Nucleo (N), epicono (EC), hipocono (HC), pirenoide (PY), flagelo
transversal (FT). Imagenes tomadas por: Herndndez-Castro. ........cccccccvvvveveeenn.. 78

Figura 25.- Micrografias de Cucumeridinium sp. Observadas a 40x con DIC.
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Figura 26.- Micrografias de Pentapharsodinium sp.1) observada a 100x con
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Figura 27.- Micrografias de Coolia monotis. 1-4) observadas a 100x con DIC.
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Figura 28.- Micrografias de Coolia malayensis. 1-4) observadas a 100x con
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Figura 29.- Micrografias de Prorocentrum rhathymum. 1, 2 y 3) observadas a
40x con DIC. 4) observada a 100x con DIC. 5) observada a 100x con EPI.
Cloroplastos (CL), nucleo (N), poro oral (PO), espina apical (EA), mucilago (Mg),
patréon de poros (Pr). Imdgenes tomadas por: Hernandez-Castro......................... 78

Figura 30.- Micrografias de Dinophysis caudata. 1, 2 y 5) observadas a 20x
con DIC. 3y 4) observas a 40x con DIC. Radios (R1, R2 y R3), aleta sulcal (AS),
prolongacion (P), aleta cingular (AC), cingulo (C), poros (Pr), plastos (Pl). Imagenes
tomadas por: HerNANdez-CastrO. ........cccoeeeiiiiieeiiiii e 78

Figura 31.- Micrografias de Dinophysis tripos. Imdgenes observadas a 40x
con DIC. Radios (R1, R2y R3), epiteca (ET), hipoteca (HT), poros (Pr), aleta cingular
(AC), aleta sulcal (AS), prolongacion (P). Im&dgenes tomadas por: Hernandez-
LG22 L] o PP SPPPPT 78

Figura 32.- Micrografias de Dinophysis acuminata. Observadas a 40x con
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GLOSARIO

Acido okadaico: Compuesto polieter derivado de un &cido graso de 38
carbonos (Css). Considerada como una molécula pseudo-macrociclica debido al
enlace del Ci con el grupo carboxilo y el grupo hidroxilo, con un peso molécular de
804 Da (Rossini, 2014).

Anéalogo: Es un compuesto que tiene una estructura similar a la de otro, pero
difiere de él con respecto a un cierto componente. Puede diferir en uno o mas
atomos, grupos funcionales o subestructuras, que se sustituyen por otros atomos,

grupos o subestructuras (FAO, 2016).

Autotrofo: Organismo capaz de sintetizar todas las moléculas organicas
necesarias a partir de sustancias inorganicas simples (p. €j., H20, COz2, NH3) y de
alguna fuente de energia (luz en los fotosintéticos o energia quimica en los

qguimiosintéticos) (Curtis, 2007).

Azaspiracido: Compuesto que posee un anillo espiro triple, un anillo
azaspiro unico a un 2,9- dioxabiciclo nonano y un acido carboxilico terminal (Gago-
Martinez, et al., 2012).

Cepa: Organismo con alguna variante genética que usualmente se propaga
clonalmente para que estos conserven la caracteristica de interés (Garay et al.,
2006).

Dinofisistoxina: Compuesto perteneciente al grupo de los poliéteres,
constituida por una cadena lineal con un grupo carboxilo libre, que difiere del acido

okadaico en la presencia de los grupos metilos (Fernandez-Cafiamero, 2007).

Dosis letal media (DLso): Dosis que mata a la mitad de la poblacion de

animales analizados (FAO, 2016).

Fitoplancton: Formas vegetales de plancton. Son los organismos vegetales

predominantes en el mar y constituyen la base de toda la trama alimentaria marina.
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Estos organismos unicelulares son los principales agentes de la fijacion fotosintética
de carbono en el océano (CIECC, 2017).

Heterdtrofo: Organismo que debe alimentarse de sustancias organicas
sintetizadas por otros organismos para obtener energia y pequefias moléculas
estructurales (Curtis, 2007).

Hidrofilico: Capacidad de una entidad molecular o de un sustituyente para

interactuar con disolventes polares, en particular con agua (FAO, 2016).

Inyeccion intraperitoneal: Introduccion de soluciones en la cavidad

peritoneal (Fernandez et al., 2009).

Lipofilico: Aplicado a entidades moleculares (o partes de entidades
moleculares) que tienen una tendencia a disolverse en disolventes no polares

semejantes a grasas (FAO, 2016).

Mecanismo de accién: Interaccién bioguimica especifica a través de la cual
una sustancia produce un efecto sobre un organismo vivo 0 en un sistema
bioquimico (FAO, 2016).

Mixotréfo: Capacidad que tienen algunos microorganismos de cambiar su
metabolismo de autétrofo a heterotrofo, estos pueden tomar la energia que
requieren de sustancias organicas simples sin requerir de la luz para su crecimiento
(Hakim, 2012).

Pectenotoxinas: Moléculas de estructura quimica es semejante a la del
acido okadaico, a diferencia de este las pectenotoxinas forman una lactona
macrociclica (Rossini, 2014).

Proporcién de Redfield: Es el promedio de la proporcién de los nutrientes
Carbono (C), Nitrégeno (N) y Fosforo (P) para la comunidad del fitoplancton y el

agua de mar, esta relacion es de 106:16:1 (Lagus et al., 2004).

Proporcién N:P: Cociente utilizado para conocer la relacion entre el
nitrégeno y el fosforo y con ello determinar si el sistema esta limitado o deficiente

de alguno de estos elementos (Redfield, 1958).
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Tabulacién: Sistema desarrollado el cual es utilizado para la identificacion
morfoldgica de los dinoflagelados tecados basado en la nomenclatura de las placas
la cuales se encuentran en series ecuatoriales, este sistema fue propuesto por
Kofoid en 1909 (Taylor, 1999).

Toxina: Sustancia que puede ser de naturaleza proteica 0 no proteica y es
de origen vegetal, animal o bacteriologico, la cual cuenta con una estructura quimica

gue desencadena desordenes fisioldgicos (Williams & Clarke, 1998).

Yessotoxinas: Compuesto sulfatado poliéter derivado de las brevetoxinas
(FAO, 2004).
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RESUMEN

En la Bahia de La Paz, se han reportado florecimientos algales nocivos donde
se han detectado toxinas hidrofilicas como la saxitoxina y sus analogos y el acido
domoico y toxinas lipofilicas como la ciguatoxina y el acido okadaico. Aunque los
reportes relacionados con el acido okadaico son escasos, en la Bahia de La Paz es
comun la presencia de dinoflagelados productores de esta toxina, principalmente
especies pertenecientes a los géneros Prorocentrum y Dinophysis. Con base en
esto, de enero del 2015 a enero de 2016 se realizé un monitoreo mensual de toxinas
y fitoplancton, seleccionando cinco sitios al sur de la bahia donde existen bancos
naturales de almejas (Megapitaria squalida, Dosinia ponderosa y Atrina maura). El
objetivo de este trabajo fue identificar dinoflagelados nocivos y téxicos que coexisten
con los bivalvos en los sitios seleccionados, verificando si los moluscos presentaban
acumulacion de toxinas. Se tomaron muestras en la columna de agua para
determinar temperatura, salinidad y nutrientes, realizar conteos celulares, ademas
muestras con red para recolectar fitoplancton y con ellas realizar la identificacién
taxonomica y aislamiento de dinoflagelados. La deteccion de toxinas inicialmente se
realizé utilizando como método exploratorio el bioensayo en raton, se corroboré la
presencia de las toxinas y se determiné su perfil con los métodos de HPLC-FD y
LC- MS/MS, detectandose 15 toxinas lipofilicas, con valores maximos de 6.3 pg de
AO kg ! de tejido de moluscos, 8.2 ug de PTX kg%, 0.8 ug de AZA kg, 22.5 ug de
h-YTX kg, 11.3 ug de SPX kg?, 42.6 pg de GYM kg? y 10.5 pg de PnTXG kgt. A
excepcion del AO y sus analogos, las toxinas lipofilicas detectadas no son reguladas
en México. La presencia de las iminas ciclicas fue constante durante el periodo
monitoreado, aunque en bajas concentraciones. Los géneros Prorocentrum
(abundancia maxima de 400 cel LY) y Dinophysis (abundancia maxima de 1,100 cel
L-1) fueron los mas recurrentes. En el laboratorio se aislaron y se mantienen cultivos
de Amphidinium, Coolia, Prorocentrum, Alexandrium, Protoceratium, Gonyaulax,
Alexandrium y Pentapharsodinium. No se descarta la posibilidad de que alguna de

estas especies sea responsable de la produccion de las toxinas detectadas en los

bivalvos.

XVII



ABSTRACT

In the Bay of La Paz, harmful algal blooms have been reported where
hydrophilic toxins such as saxitoxin and its analogues, as well as domoic acid and
lipophilic toxins such as ciguatoxin and okadaic acid have been reported. The
objective of this work was to identify harmful and toxic dinoflagellates that coexist
with the bivalves, verifying if the molluscs accumulated those toxins. Reports related
to okadaic acid are scarce, but the presence of dinoflagellates producers of this
toxin, mainly species belonging to the genera Prorocentrum and Dinophysis, are
common in the Bay of La Paz. Monthly monitoring of toxins and phytoplankton were
carried out from January 2015 to January 2016. Five sites were selected in the
southern bay where natural clam aggregations exist (Megapitaria squalida, Dosinia
ponderosa and Atrina maura). Samples were taken in the water column to determine
temperature, salinity and nutrients, to perform cellular counts. In addition,
phytoplankton net samples where collected to perform taxonomic identification and
isolation of dinoflagellates. The detection of toxins was initially performed using the
mouse bioassay as an exploratory method. The presence of toxins was corroborated
and their profile was determined with HPLC-FD and LC-MS / MS methods. These
lipophilic toxins were detected with maximum values Of 6.3 kg of OA kg -1 of mollusc
tissue, 8.2 ug of PTX kg-1, 0.8 pg of AZA kg-1, 22.5 ug of h-YTX kg-1, 11.3 ug of
SPX kg-1, 42.6 ug of GYM kg-1, 10.5 pg PnTXG kg-1. With the exception of OA and
its analogues, the lipophilic toxins detected are not regulated in Mexico. The
presence of the cyclic imines was constant during the monitored period, albeit at low
concentrations. The genera Prorocentrum (maximum abundance of 400 cel L-1) and
Dinophysis (maximum abundance of 1100 cel L-1) were the most recurrent. In the
laboratory cultures of Amphidinium, Coolia, Prorocentrum, Alexandrium,
Protoceratium, Gonyaulax, Alexandrium and Pentapharsodinium were isolated and
maintained. The possibility that one of these species is responsible for the toxins

detected in bivalves exists.
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1.-INTRODUCCION

1.1-Florecimientos Algales Nocivos

Los Florecimientos Algales Nocivos (FAN), también llamados HABs por sus
siglas en inglés Harmful Algal Blooms, son eventos donde se da la proliferacion de
microorganismos del fitoplancton, alcanzando densidades de millones de células
por litro que pueden provocar cambios en la coloracion del agua, tomando tonos
amarillo, café, naranja, rojos o verdes y son llamados comunmente “Mareas Rojas”,
los principales grupos del fitoplancton responsables de estos son diatomeas,
cianobacterias, dinoflagelados y rafidoficeas (Cortés-Altamirano, 1998; Hernandez-

Orozco & Garate-Lizarraga, 2006).

Este trabajo estad enfocado en el grupo de los dinoflagelados y las toxinas
gue producen. Segun datos de la UNESCO (2017), se han reportado 95 especies
de dinoflagelados tanto nocivos como téxicos de las cuales, 12 pertenecen al orden
Dinophysiales, 40 Gonyaulacales, 24 Gymnodiniales, 4 Peridiniales, 11
Prorocentrales y 4 a la familia Amphidomataceae. Son 73 especies las que son

consideradas como potencialmente téxicas.

Los FAN pueden causar condiciones de hipoxia 0 anoxia en el medio marino
debido a las altas densidades celulares, que al morir el material organico generado
se oxida y disminuye el oxigeno disuelto. También los FAN impiden el paso de la
radiacion solar afectando principalmente a organismos fotosintéticos benténicos
(Ochoa, 2003), incluso pueden provocar dafio fisico en diversas especies de
invertebrados y vertebrados, como por ejemplo la irritacién de branquias y/o su
taponamiento, provocando la muerte por asfixia del organismo (principalmente

moluscos, crustaceos y peces de escama) (Smayda, 1997).

Pero los dafios ocasionados por éste tipo de eventos no siempre estan
asociados a las altas densidades del fitoplancton, hay reportes que mencionan que
con bajo niumero de células se puede presentar alta toxicidad en moluscos, la cual
puede tener impacto en el humano, por ejemplo los brotes de dafos
gastrointestinales ocurridos en 1976 y 1977 en Jap6n (Yasumoto et al., 1978, 1980).

Este tipo de intoxicacion por lo general es provocada por dinoflagelados productores

1



de toxinas lipofilicas. Dichas toxinas se clasifican con base en la similitud de su
estructura y propiedades quimicas, en este caso el grado de solubilidad en
compuestos organicos (Tabla 1). Bajo este criterio se han definido tres grupos:
hidrofilicas, lipofilicas y anfifilicas (Ochoa, 2003; Gonzéalez-Rivera, 2009; Otero-

Fuertes, 2012). Esta es la clasificacion que se utilizo en el presente trabajo.

Tabla 1. Clasificacion de las ficotoxinas marinas. Modificada de Alfonso-Méndez, 2008 y
Otero-Fuertes, 2012.

Grupo Toxina Solubilidad LP
Saxitoxina (STX)
Toxinas paralizantes Gonyautoxinas (GTX) o
_ Hidrofilica 180 ug kg™
(PSP) N-sulfocarbamoil-11
hidroxisulfatotoxinas (C)
Toxinas diarreicas Acido okadaico (AO) o
S Lipofilica 160 ug kg™
(DSP) Dinofisistoxinas (DTX)
Pectenotoxinas . o
Pectenotoxinas (PTX) Lipofilica 120 pg kgt
(PTX)
Toxinas amnésicas o _ _ o
Acido domoico y derivados Hidrofilica 30 mg kg*
(ASP)
Ciguatoxina (CFP) 5ng de CTX
_ . Maitotoxina (MTX) kg?
Toxinas neurotdxicas ) ) )
Brevetoxina (PbTX) Lipofilica
no PSP . .
Iminas ciclicas (IC) 400-450 pg
Policavernosidos y gambierol de IC kg?
o Palitoxinas (PITX)
Palitoxinas _ -
Ostreocina Anfifilica
(PITX) :
Ovatatoxina
Yessotoxinas , ) ,
Yessotoxinas (YTX) Lipofilica 1 mg kg?
(YTX)
Azaspiracidos o o
Azaspiracidos (AZA) Lipofilica 160 ug kg™

(AZA)
LP=Limite permisible



La contaminacion de los moluscos por ficotoxinas es un problema de salud
publica mundial, por lo cual se han implementado programas de monitoreo que
involucran muestreos de moluscos o analisis de muestras de agua para detectar
especies toxicas en el fitoplancton. En los ultimos afios se ha tratado de evitar el
uso de los bioensayos, para lo cual se estan empezando a utilizar muestreadores
pasivos (resinas) con afinidad hidrofilica y lipofilica. Con esta técnica se realiza la
acumulacion de toxinas disueltas que son capturadas en las microesferas de las
resinas, simulando la actividad de un bivalvo filtrador, este método ha probado ser
eficaz y de bajo costo, permitiendo detectar toxinas en concentraciones por debajo

de los niveles de regulacion (Mackenzie et al., 2004).

1.2-Toxinas lipofilicas

Un numero considerable de ficotoxinas son de naturaleza lipofilica, en el
presente estudio se hace énfasis en las DSP, IC, PTX, YTX y AZA, pues se sabe
que cuando se realizan extractos para la deteccion de AO se suele extraer otras

toxinas lipofilicas (Yasumoto, 1978).

1.3-Toxinas Diarreicas

1.3.1-Acido okadaico (AO) y dinofisistoxinas (DTX)

En el grupo de las toxinas diarreicas la principal ficotoxina responsable de los
efectos toéxicos es el AO, el cual es un poliéter liposoluble, aislado e identificado en
1981 a partir de extractos de la esponja negra Halichondria okadaii asi como de H.
melanodocia (Tachibana et al.,, 1981). El AO como otras ficotoxinas puede
acumularse en los tejidos de moluscos bivalvos, ostras, mejillones y otros
organismos que se alimentan de fitoplancton, incluyendo peces que
subsecuentemente son consumidos por el humano, causando intoxicaciones. Las
caracteristicas de estas toxinas no son modificadas durante el proceso de coccién
o congelamiento, tampoco alteran la apariencia de los organismos contaminados,
por ende no es posible detectarlas a simple vista pues los signos que producen

pueden ser facilmente confundidos con gastroenteritis (Reguera et al., 2000).

La inhibicion de la actividad fosfatasa resulta en una hiperfosforilacion que

afectan la secrecion de Na*, provoca la inflamacion del intestino lo cual influye en la

3



permeabilidad de fluidos de las células intestinales, surgiendo de aqui su efecto
diarreico (Valdiglesias et al., 2013). Otros sintomas asociados son: nauseas, vomito
y dolor abdominal, estos suelen presentarse en menos de una hora después de la
ingestién del alimento contaminado y prevalecer hasta 72 h (Tubaro et al., 2008),
aunque el mecanismo de accidén de estas toxinas es rapido por via oral, no hay
antecedentes de algun caso mortal por este padecimiento. Se han detectado mas
de 20 analogos del 4cido okadaico, pero la mayoria son inhibidores de las proteinas
fosfatasas y son considerablemente menos potentes que su precursor, el AO
(Yanagi et al., 1989; Nishiwaki et al., 1990). No obstante los estudios realizados en
ratones han revelado que la exposicién crénica al AO puede favorecer cambios en
la estructura celular y la formacion de tumores cancerigenos (Fujiki & Suganuma,
1993; FAO, 2004; Paz-Pino, 2007; Valdiglesias, et al., 2011). El limite maximo
permisible en la NOM-242-SSA1-2009 para estas toxinas es de 160 ug kg de tejido
de molusco (DOF, 2011).

El AO presenta algunos analogos que son conocidos como dinofisistoxinas
(DTX), siendo los mas importantes la DTX1 y DTX2, las cuales son sintetizadas
directamente por algunos dinoflagelados, mientras que la DTX3 es producto del
metabolismo de moluscos cuando ingieren AO, la DTX4 y DTX5 se han encontrado
tanto en los dinoflagelados como en el tejido de los moluscos por lo cual no se
conoce del todo su origen. EI AO y las DTX son producidas por dinoflagelados del
género Dinophysis, Phalacroma y Prorocentrum (Yasumoto et al., 1980; Murakami,
et al., 1982; Lee et al., 1989; Dickey et al., 1990; Morton & Bomber, 1994; Holmes
et al., 1999; Alfonso-Méndez, 2008; Caillaud et al., 2010). El primer reporte de una
intoxicaciéon DSP fue en Japodn, cuando a finales de junio de 1976 al menos 42
personas que consumieron mejillones sufrieron de vomito y diarrea (Yasumoto,
1978).

Para la determinacion de los efectos de las toxinas DSP, se han llevado a
cabo bioensayos en rata alimentandolas con Prorocentrum lima, productor de AO y
DTX, detectando signos como: diarrea, disnea, letargo, inflamacion de las

extremidades anteriores, edemas, congestion pulmonar, hemorragias y muerte. El



analisis histologico reveld dafo en las células hepaticas, afectando su morfologia y

arreglo citoesqueletico (Gonzalez-Rivera, 2009).

1.4-Pectentoxinas (PTX)

Ademés del AO también se creia que las PTX estaban involucradas en la
intoxicacion DSP, estos compuestos sintetizados por dinoflagelados de los géneros
Dinophysis y Prorocentrum fueron detectados por primera vez en el molusco
Patinopecten yessoensis y se han logrado identificar 10 analogos (Draisci et al.,
2000; Ardilla de la Rosa-Carrillo, 2001). Su inclusion en la lista de las toxinas
diarreicas se debio a que coexisten con el AO y las DTX y también provocan la
muerte de los ratones después de la inyeccion intraperitoneal, el principal efecto en
los ratones es hepato-téxico, aunque se ha reportado que tienen una baja toxicidad
por via oral. No se han confirmado intoxicaciones en humanos por PTX, mientras
gue en los bioensayos no inducen diarrea en los animales, siendo mucho menos
toxicas cuando se administran por via oral que por inyeccion intraperitoneal (Alfonso
et al., 2016).

1.5-Iminas ciclicas (IC)

Las IC son un grupo de toxinas que se caracterizan por la presencia de un
grupo imino como parte de su estructura ciclica, en algunas de ellas se ha
documentado que la toxicidad disminuye cuando el grupo imino esta reducido o
destruido (Kong et al., 2011). Las IC son consideradas toxinas de accion rapida, por
los efectos neurotoxicos, letales en los ratones, al ser inyectados
intraperitonealmente o por via oral, aunque su toxicidad en humanos y su modo de
accion contintan siendo estudiados. El grupo de las IC incluye a los espirolidos
(SPX), gymnodiminas (GYM), pinnatoxinas (PnTX), pteriatoxinas (PtTX), espiro-
prorocentriminas y portiminas (Hellyer, 2014).

Los SPX son un grupo de iminas macrociclicas que fueron detectadas en la
glandula digestiva de bivalvos en Nueva Escocia en 1995, son producidos
principalmente por Alexandrium ostenfeldii, este dinoflagelado tecado fue aislado en

Islandia y descrito por Paulsen en 1904, inicialmente se le consideraba una especie



artico-boreal, actualmente se reconoce que su distribucion es cosmopolita (Gribble
et al., 2005; EFSA, 2010).

La produccion de GYM se asocia principalmente a Karenia selliformis, esta
toxina fue aislada por Seki y colaboradores en 1995 de la ostra Tiostrea chilensis
de Nueva Zelanda y su estructura quimica fue caracterizada por medio de
resonancia magnética nuclear. Actualmente estas toxinas se han detectado en los
litorales de Tunez, Africa, Europa y costas norteamericanas, la ocurrencia de las
GYM representa serias preocupaciones ya que en el estudio de Stirling, 2001,
menciona que estas toxinas se presentan de manera recurrente en las costas de
Nueva Zelanda y que ademas se han encontrado acumuladas en mas de una
especie de bivalvos (mejillones, pectinidos y abulones principalmente). La toxicidad
en ratones varia dependiendo de la ruta de administracién por via oral es de 755 ug

kg, mientras que por via intraperitoneal es de 96 ug kg* (Kong et al., 2011).

Las PnTX, fueron descubiertas a partir de extractos de la glandula digestiva
de Pinna attenuata (Zheng et al., 1990), pero fue en P. muricata de donde se logro
caracterizar el primer andlogo PnTX A. Recientemente han sido identificadas en
Australia, Nueva Zelanda y Japon. Al dinoflagelado al que se adjudica la produccion
de estas toxinas es a Vulcanodinium rugosum (Hellyer, 2014). Hernandez-Becerril
y colaboradores (2013), reportaron por primera vez a V. rugosum en el Pacifico

tropical mexicano.
Espiro-prorocentriminas

Esta toxina fue aislada de una cepa bentdnica de Prorocentrum sp., en
Taiwan. No existen datos sobre su mecanismo de accion, pero se sabe que la dosis

DLso por via intraperitoneal en ratones es de 2,500 ug kg* (Fonfria-Subirés, 2009).
Portiminas

Es una de las IC de reciente decubrimiento, aislada de V. rugosum es un éter
policiclico que contiene un resto de imina ciclica. La DLso en ratones por inyeccion
intraperitoneal es de 1,570 pg kg? (Selwood et al., 2013). Hasta el momento son

escasos los trabajos donde se reporta la presencia de IC para las costas mexicanas,
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aunqgue se sabe de la presencia de las especies que las producen. Es necesario
realizar mas investigaciones para poder correlacionar la presencia de las toxinas

con las especies de dinoflagelados.

1.6-Yessotoxinas (YTX)

Las YTX fueron aisladas e identificadas en Bahia Mutsu, Japén en 1986 de
la glandula digestiva de Patinopecten yessoensis después de un episodio de
intoxicacion. Ademas de Japoén, las YTX han sido detectadas en Espafa, lItalia,
norte del mar Adriatico, Rusia, Nueva Zelanda, Chile y México (Draisci et al., 2000;
Ardilla de la Rosa- Carrillo, 2001; Garcia-Mendoza et al., 2014). Actualmente se han
reportado mas de 90 andlogos (Miles et al., 2005). Algunos analogos de las PTX y
YTX son producto de la biotrasformacion en los moluscos (Draisci et al., 2000). La
produccion de estas toxinas se asocia principalmente a las especies Protoceratium
reticulatum, Lingulodinium polyedrum y Gonyaulax spinifera, en cuanto a su
toxicidad se ha descrito una amplia gama de dosis letales (LDso), de 80 a 750 ug kg
1. No se tiene registro sobre sus efectos en humanos, sin embargo, en la Unién
Europea éstas ya se encuentran reguladas y el limite permisible es de 1 mg kg2,
mientras que el limite para otras toxinas lipofilicas es de 160 ug kg™ (Alfonso et al.,
2016).

1.7-Azaspiracidos (AZA)

Los AZA, son producidos principalmente por Azadinium spinosum, estan
asociados a la intoxicacion en humanos por consumo de mariscos, entre los
sintomas que se tiene registro destacan: nauseas, vomito, diarrea y dolor estomacal
(McMahon & Silke, 1996).

Tillmann y colaboradores en 2009, realizaron un cultivo axénico de A.
spinosum, aislado de las costas de Escocia, la describieron como una especie
pequefia que va de 12 a 16 um de longitud, se definid la tabulacion y de acuerdo
con la descripcion morfoldgica y el analisis filogenético no mostroé ninguna relacion
con el orden Peridiniales o Gonyaucales, ni con ninguno de los grupos presentes en
la base de datos por lo cual se le asigno el nombre genérico de Azadinium, apartir
de su cultivo se logro identificar la produccion de AZAl y AZA2. A. spinosum fue



reportada recientemente en litorales del Pacifico Mexicano (Hernandez-Becerril et
al., 2012).

1.8-Planteamiento del problema

En la Bahia de La Paz (BAPAZ) B.C.S., han ocurrido florecimientos algales
nocivos (FAN) de especies nocivas y téxicas, durante el periodo de 1997 a 2008 se
logro la deteccion de toxinas del tipo paralizante en 6 eventos donde la especie
dominante fue Gymnodinium catenatum. El Ultimo evento registrado fue en 2007 y
ha sido el Unico hasta el 2016 en el que se logro la deteccidn de toxinas en el tejido
de los moluscos: Dosinia ponderosa, Periglypta multicostata, Megapitaria squalida,
Megapitaria aurantiaca, Pinna rugosa y Modiolus capax. En ninguno de ellos la
cantidad de toxina superé el limite permisible de 80 pug de STXeq 100 g de tejido
de moluscos, pero fue P. rugosa la que acumulé mayor concentracion de la toxina
(Hernandez-Sandoval et al., 2009; Band-Schmidt et al., 2010). Recientemente, en
junio del 2017 se volvio a detectar un FAN de G. catenatum en la Bahia de La Paz,
encontrandose nuevamente toxinas paralizantes en moluscos bivalvos por arriba

del limite permisible para el consumo humano (COEPRIS, 2017).

Otro de los eventos en los que se registré la presencia de toxinas en la
BAPAZ, ocurrié en 2006, en este FAN se observo una muerte masiva de peces, el
analisis de las muestras de fitoplancton reveld que las diatomeas dominantes
fueron: Pseudo-nitzschia (2.4 x 108 cel L), Thalassiosira eccentrica (2.3 x 10° cel
L-1) y Chaetoceros spp. (9.65 x 10° cel LY). Los autores identificaron un complejo de
especies de diatomeas toxicas conformado por P. pseudodelicatissima, P.
fraudulenta y P. pungens, ademéas de determinar el contenido de acido domoico
(AD) tanto en columna de agua como en el tejido de la almeja chocolata M. squalida
(550 ug kgt) y la almeja blanca D. ponderosa (60 ug kg?). No obstante, al realizar
analisis en tejidos de peces no se detectd AD. Los resultados de la necropsia de los
peces sugirieron que la causa de muerte en los peces fue por la asfixia
probablemente causada por T. eccentrica y Chaetoceros spp. (L6pez-Cortés et al.,
2015).



Son pocos eventos en los que ha detectado la presencia de toxinas en el
tejido de los moluscos, aunque se sabe de la presencia de dinoflagelados
productores de toxinas, tanto lipofilicas como hidrofilicas, siendo este ultimo grupo

del que se cuenta con mas informacion.

Entre los reportes de especies productoras de toxinas lipofilicas esta el
trabajo de Mucifio-Marquez y colaboradores (2015), quienes analizaron la variacion
estacional de género Prorocentrum en dos granjas atuneras de la BAPAZ. El género
Prorocentrum incluye 81 especies, 21 son consideradas formadoras de FAN y de
estas 9 producen toxinas. Entre las especies toxicas que reportaron los autores en
zonas aledafias a las granjas de atun destacan: P. lima, P. minimum y P.
shikokuense. Otros organismos relacionados con la produccién de toxinas lipofilicas
son los que se encuentran dentro del género Dinophysis, del cual hay pocos trabajos
en la region, destacando el de Sanchez-Bravo, (2016), quien caracterizé la
distribucion espacial, temporal y estado fisiolégico (alimentacion) de Dinophysis

fortii en la region de la Bahia de Todos Santos.

Por su naturaleza filtroalimentadora los moluscos bivalvos son uno de los
principales vectores de las ficotoxinas hacia el humano, esto debido a que durante
su alimentacion pueden retener toxinas por diferentes periodos, dependiendo de la
especie del molusco, el tipo de toxina y los procesos de biotransformacién que
ocurren durante la digestion, en algunos la eliminacion de toxinas es rapida y ocurre
en un lapso de semanas, pero en otros casos pueden prevalecer en los tejidos del
organismo incluso por afios (Otero-Fuertes, 2012). Un ejemplo de la acumulacién
de toxinas es el trabajo realizado por Garcia-Mendoza y colaboradores (2014),
presentan uno de los primeros reportes de la presencia de toxinas lipofilicas en
cultivos de mejillones (Mytilus galloprovincialis), en Baja California, con lo cual
documentd uno de los primeros trabajos de este tipo para la peninsula de Baja

California.

Los FAN ocurren naturalmente en areas costeras y tropicales. En los afios
30, se increment6 la atencion en estos eventos por parte de la comunidad cientifica

y la sociedad, debido al reporte de episodios de intoxicacibn en humanos en



diversas areas del mundo, siendo las principales razones por las que inicio el

estudio de estos sucesos (Hallegraeff, 2004; Lawrence et al., 2011).

Para el manejo de estos fenbmenos en México existen leyes y regulaciones
sanitarias que aseguran la calidad del agua en las zonas de cultivo asi como la
inocuidad alimentaria de los productos como se menciona en la NOM-242-SSA1-
2009 (DOF, 2011), esta provee instrucciones de trabajo para el muestreo de
fitoplancton y deteccion de ficotoxinas marinas. No obstante los esfuerzos que se
han hecho en Baja California Sur para monitorear a las especies formadoras de
FAN, adn son pocos los estudios donde se han determinado las toxinas que se

acumulan en moluscos bivalvos usados para el consumo humanao.

1.9-Justificacion

Los moluscos bivalvos estan entre los principales vectores de ficotoxinas
hacia el humano, siendo la saxitoxina y sus analogos las toxinas mas estudiadas.
En contraste, las investigaciones enfocadas en las toxinas lipofilicas son escasas.
El registro de dinoflagelados productores de toxinas DSP y otras toxinas lipofilicas,
sugiere que probablemente estas toxinas se estdn acumulando en los bivalvos de
la BAPAZ y la Ensenada de La Paz (ENPAZ). Por lo anterior, se decidi6 realizar un
monitoreo de cinco sitios donde ocurren bivalvos que son consumidos

cotidianamente por la poblacion de la ciudad de La Paz.

La Paz es el municipio que concentra casi el 40% de la poblacion de Baja
California Sur, con 251,871 habitantes hasta el 2010 (INEGI, 2015). El consumo de
mariscos frescos por parte de la comunidad local y los turistas es una practica
comun, varias especies de bivalvos son extraidas en la BAPAZ y ENPAZ, entre
estas destacan Atrina maura conocida cominmente como hacha china, la almeja

chocolata café Megapitaria squalida y la almeja blanca Dosinia ponderosa.

Debido a la importancia de estos organismos en el comercio local, el
monitoreo se llevdé en colaboracion con la comunidad de pescadores de “El
Manglito” y de la asociacion civil Noroeste Sustentable, A.C. (NOS), quienes llevan
a cabo actividades de monitoreo del repoblamiento natural de los bancos de callo

de hacha A. maura y otras especies de bivalvos en la ENPAZ, ademas estan
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interesados en dar seguimiento a posibles proliferaciones de fitoplancton téxico en
los sitios donde estan asentandose los juveniles de A. maura y la consecuente

acumulacion de ficotoxinas en esta y otras especies de bivalvos.

2.-HIPOTESIS

En la Bahia de La Paz se ha reportado la presencia de dinoflagelados
productores de toxinas DSP. Por ende, la realizacion de un monitoreo anual de
muestras de agua y moluscos bivalvos, permitira la identificacion y aislamiento de
dinoflagelados productores de toxinas lipofilicas y la deteccion de estas toxinas
utilizando métodos analiticos, para determinar si existe una relacion entre la

presencia de los dinoflagelados y la produccion de toxinas DSP.

3.-OBJETIVO GENERAL

Identificar dinoflagelados nocivos y toxicos que coexisten con los bivalvos
Megapitaria squalida, Dosinia ponderosa y Atrina maura, distribuidos en cinco sitios
al sur de la Bahia de La Paz, B.C.S., verificando si los moluscos presentan

acumulacion de toxinas, durante un ciclo anual.

4.-OBJETIVOS PARTICULARES
-Aislar, identificar y cuantificar dinoflagelados téxicos y/o nocivos en cinco

estaciones donde existen bancos de moluscos bivalvos.

-Determinar la relaciébn entre la abundancia de dinoflagelados y los

nutrientes, salinidad y temperatura.

-Cuantificar pardmetros fisicos y quimicos y micronutrientes que influyen en

la proliferacién del fitoplancton.

-Detectar la presencia de toxinas en la columna de agua mediante el uso de

resinas.

-Detectar la presencia de toxinas en moluscos utilizando ensayos in vivo y

métodos analiticos.
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5.-MATERIAL Y METODOS

5.1-Trabajo en campo

La toma de muestras se realizdé en cinco estaciones del sur de la BAPAZ

(Tabla 2), realizando muestreos mensuales de enero de 2015 a enero de 2016

(Figura 1).

Tabla 2. Localizacién de las estaciones de monitoreo de dinoflagelados, toxinas disueltas
en la columna de agua y en moluscos bivalvos.

NUmero de estacion

Ubicacion geogréfica

Profundidad
Min/Max (m)

El.-Rancho Los Pinos

24°12.486° N, 110° 31.510" W

10/12

E2.-La Mezcalera

24° 10.654" N, 110° 23.583" W

10/15

E3.-El Mogote

24° 09.298" N, 110° 20.851" W

1/6

E4.-CICIMAR

24° 08.620" N, 110° 20.465" W

1/6

E5.-Balandra

24°19.510' N, 110° 19.550’ W

24 6°

245°

44

.—2‘3!

24.1°

"

E1E

E20
E3A

E4®
E55<

BAHIA
DE LA PAZ 5,

\. )
—
110.4°

LAPAZ

05" 110.3°

10/12

Figura 1. Ubicacién geografica de las cinco estaciones de muestreo.
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5.2-Recolecta de los moluscos

Por medio de buceo con hookah, se recolectaron de 5 a 10 individuos de M.
squalida esto en la E1, cuando fue posible en las estaciones E2 y E5 se recolectaron
organismos de las especies M. squalida y D. ponderosa (dependiendo de la
disponibilidad de los organismos), en las estaciones al interior de la ENPAZ (E3 y
E4) se recolectaron al menos cinco individuos de A. maura. Los moluscos fueron

colocados en hielo para transportarlos al laboratorio. En |

Figura 2 se muestran fotografias de la morfologia de la concha de las tres

especies analizadas.

2) 3)

Figura 2. Especies de bivalvos analizados en el monitoreo de ficotoxinas durante el periodo
2015-2016 en el sur de la Bahia de La Paz: 1) Megapitaria squalida, 2) Dosinia ponderosa
y en la Ensenada de La Paz, 3) Atrina maura.

5.3-Muestras de agua

En cada estacion se midio la profundidad, con un cabo marcado cada metro,
y una vez determinada la profundidad si ésta era mayor a 6 m, se tomaron muestras
de agua en superficie y fondo con una botella Van-Dorn. Para cada muestra
obtenida en campo se determin®; la temperatura in situ con un termémetro de
cubeta y la salinidad con ayuda de un refractometro (VEE GEE, modelo STX-30).
Se tomaron muestras de agua en recipientes de 3 L para determinacion de
nutrientes, estos fueron almacenados en hielo para su transporte al laboratorio,
también se tomaron muestras de agua en recipientes de 500 mL que se fijaron con
lugol acido al 1%, para llevar a cabo conteos celulares e identificacion de especies
de dinoflagelados.
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Finalmente se tomaron muestras de redes con tamafio de poro de 10 y 20
pm para la recolecta de fitoplancton, separando dos submuestras en frascos de
cultivo de tejido de 250 mL, una fijada con lugol acido al 1% para la identificacién de
especies y la segunda sin fijador, para aislar células de dinoflagelados vivos y

establecer cultivos en el laboratorio.

5.4-Trabajo en laboratorio

5.5-Aislamiento de especies con potencial téxico

Las muestras de fitoplancton vivo recolectadas con las redes de arrastre de
10y 20 um, fueron tamizadas con un tamiz de 200 um esto para eliminar organismos
zooplancténicos y colocadas en botellas para cultivo celular de 250 mL,
manteniéndolas a temperaturas entre 24 y 25 °C para su procesamiento en el
laboratorio.

En el laboratorio las muestras se revisaron en un estereoscopio (Zeiss,
modelo StemiSV6) y un microscopio éptico (LABOMED, modelo CXRII) para aislar
células vivas de dinoflagelados y obtener cultivos monoclonales utilizando la técnica
de aislamiento con capilar (Stein, 1973). Este método consiste en aislar células
individuales con ayuda de una pipeta o capilar, se tomé una pequefia submuestra
del frasco de 250 mL colocandola en un porta objetos y observandola al
microscopio, una vez seleccionada la célula de interés, se succion6 por capilaridad
y se trasfirié a un porta objetos excavado limpio donde se tenia una gota de medio
de cultivo GSe modificado (Bustillos-Guzman et al., 2016 ), cada célula se transfirié
de 3 a 4 veces en diferentes gotas de medio de cultivo, con lo cual se realizé un
lavado de la célula y finalmente se transfirié a placas con pocillos mdultiples, primero
en una placa de 94 pozos, una vez que la célula se multiplicé se transfirieron a
placas de 48 y luego de 24 pozos para finalmente ser inoculadas en tubos con 50

mL con 25 mL de medio de cultivo GSe.

5.6-ldentificacion y descripcion de dinoflagelados

La identificacion y descripciéon de los dinoflagelados aislados en el muestreo
se realizo en la Unidad de Ciencias de Agua del Centro de Investigacion Cientifica
de Yucatan (CICY) en Cancun, Quintana Roo. Se analizaron 12 muestras de la
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BAPAZ correspondientes a los meses de enero, febrero, junio de 2015 y enero de
2016. Las cuales fueron obtenidas con una red de arrastre de luz de malla de 10 y
20 ym y fijadas con lugol en tubos de 50 mL. Ademas, se procesaron 15 muestras
de los cultivos de dinoflagelados previamente aislados y que se mantienen en el
cepario del CICIMAR.

Las muestras fueron analizadas en un microscopio optico (Zeiss, modelo:
Axioimager A2) equipado con una camara (AxioCam ICC1) con un modulo de
epifluorescencia acoplado a una computadora. En él se realizé la toma de imagenes
digitales para su fotodocumentacion. Las muestras de dinoflagelados tecados se
procesaron por medio de la técnica de tincion con el fluoréforo calcofltor (Koneman
& Allen, 2008). Los dinoflagelados desnudos se observaron con microscopia de
contraste de interferencia diferencial (DIC) ademas estos también se analizaron con
epifluorescencia (EPI), para ver la disposicion del nacleo y la forma y numero de
cloroplastos en las células.

5.7-Cuantificacion de especies de fitoplancton

Se analizaron las muestras de agua de cada estacion para identificar las
especies de dinoflagelados que pudieran ser las responsables de la produccion de
toxinas. Las muestras se revisaron bajo un microscopio invertido marca Olympus,
modelo: CK2 la identificacion se realizd utilizando los criterios de Licea et al., 1995;
Delgado-Miranda, 2005; Esqueda-Lara & Hernandez-Becerril, 2010 y Morquecho-

Escamilla et al., 2016.

La cuantificacion del fitoplancton se realiz6 usando el método propuesto por
Utermohl (1958), que consiste en colocar la muestra de fitoplancton en cdmaras de
sedimentacion, éstas se dejan reposar 24 h, para posteriormente analizarlas en el
microscopio invertido. Las camaras de sedimentacion utilizadas fueron de 10, 25y
50 mL, el volumen de las camaras a utilizar se selecciond dependiendo de la

densidad celular encontrada en la muestra.

5.8-Extraccién de toxinas PSP en la columna de agua
Adicionalmente a la extraccion de toxinas paralizantes en los tejidos de los

moluscos, se busco determinar la presencia de otras toxinas hidrofilicas en la
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columna de agua. Las muestras de agua se mantuvieron en hielo hasta su
procesamiento, de ahi se tomé 1 % L de agua de mar para las estaciones
localizadas en la parte sur de la BAPAZ (E1, E2 y ES), para las estaciones dentro
de la ENPAZ se utilizo solamente 1 L, debido a que contenian mayor cantidad de
material organico suspendido. El agua fue filtrada con una bomba de vacio eléctrica
(GAST, modelo DOA-P704-AA), para concentrar las células de fitoplancton,
utilizando filtros de fibra de vidrio Wathman GF/F de 47 mm, con tamafio de poro de
0.47 pm, estos fueron procesados siguiendo la metodologia utilizada por Pérez-
Cruz (2007) y Hernandez-Sandoval (2010), la cual consiste en tomar los filtros GF/F
donde se encuentra concentrado el material de la columna de agua y colocarlos
individualmente en viales eppendorf con 1 mL de A&cido acético 0.03 N.
Posteriormente se sonicaron 3 veces por 5 min, el extracto obtenido se centrifugo
por 15 min a 14,000 rpm y el sobrenadante fue filtrado con acrodiscos de fibra de

vidrio de 25 mm de diametro.

La deteccion de toxinas hidrofilicas en las muestras de la columna de agua
se realizé por medio de la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion y
Deteccion por Fluorescencia (HPLC-FD) en el Laboratorio de Pigmentos del
CIBNOR usando el método de Vidussi et al. (1996).

Para este analisis fue necesario realizar el proceso de derivatizaciéon, para lo
cual se tomaron 150 pL de cada extracto y se mezclé con 37 pL de acido clorhidrico
1.0 N. Esta mezcla se calenté por 15 min a 90 °C, para convertir las toxinas N-
sulfocarbamatadas a sus toxinas carbamatadas correspondientes, se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y finalmente se neutralizaron con 75 pL de acetato

de sodio 1N y se almacenaron a -20 °C hasta ser analizadas.

5.9-Deteccidon de toxinas disueltas en la columna de agua utilizando
resinas

En este trabajo se utilizaron resinas sintéticas DIAION HP20, las cuales son
adsorbentes de tipo aromatico que se fabrican en forma de perlas esféricas (250
um), primeramente estas se sometieron a un proceso de activacion el cual consiste

en colocar la resina en metanol, seguido de esta se hidraté en agua MiliQ y se drené
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a través de un tamiz de 95 um, una vez hidratada la resina se colocd en
contenedores como el que se observa en la Figura 3. Estos contenedores se dejaron
sujetos a una boya en cada una de las estaciones para detectar toxinas hidrofilicas
disueltas en el agua de mar durante 24 h. Transcurrido este periodo las resinas se

llevaron al laboratorio de Pigmentos del CIBNOR para su analisis.

Figura 3. Contenedor de resina.
Disefiado por: Cobos-Anaya.

5.9.1-Extraccion de toxinas hidrofilicas de los moluscos

El proceso de extraccion se realizé de manera individual para cada especie
de molusco (M. squalida, A. maura y D. ponderosa). Se lavaron los moluscos con
agua potable retirando la arena y cualquier otro material adherido a la parte externa
de la concha, realizando a continuacion la diseccién del tejido. El tejido obtenido se
dejé escurrir, a continuacion fue homogenizado en una licuadora convencional,
posteriormente se peso el tejido homogenizado y se tomaron 100 g, para llevar a
cabo la extraccion de toxinas hidrofilicas (Hollingworth & Wekell, 1990), utilizando
la metodologia de la AOAC (Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales). Esta
técnica consiste en colocar los 100 g de tejido en un vaso de precipitado y
agregando 100 mL de acido clorhidrico al 100%, esta mezcla fue colocada en

agitacion en una plancha de calentamiento, hasta que llegé al punto de ebullicion y
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se mantuvo constante por 5 min, una vez transcurrido este periodo se dejé enfriar
por 15 min, seguido de esto se midio el pH el cual se ajusté a 3, la mezcla se coloco
en un probeta y se afor6 con agua acidulada, para finalmente colocarlos en una
centrifuga refrigerada (EPPENDORF, modelo 5702R) para centrifugarse a 400 rpm,
7°C, por 10 min. El sobrenadante se extrajo con una jeringa de 10 mL, se filtr6 con
acrodiscos de 0.45 pm y se almaceno en viales ambar que fueron almacenados a
4°C hasta su analisis para los bioensayos en raton (el cual fue Unicamente usado

como método explotario en el primer bimestre de 2015).

5.9.2-Extraccion de toxinas lipofilicas de los moluscos

De igual manera que el apartado anterior, los moluscos fueron lavados y
desconchados, tomando 50 g del tejido homogenizado. Para ésta extraccion se
siguié la metodologia de Yasumoto 1978, tomando el tejido y colocandolo en un
matraz Erlenmeyer de 200 mL, se adicionaron 50 mL de acetona, dejandolo reposar
por 24 h, trascurrido este tiempo la mezcla fue filtrada con una bomba de vacio
manual (WELCH, modelo 2026), hasta recuperar la mayor cantidad del extracto
liquido; seguido de esto se recupero el tejido del molusco y se le agregaron otros
50 mL, se dejo reposar 2 h y se filtr6 nuevamente. Este procedimiento se repitié una
vez mas hasta obtener un extracto acetonico final de 150 mL, el cual se coloco en
un rotaevaporador (IKA, modelo RV05), hasta que se eliminé todo el solvente y
guedo6 unicamente el extracto solido lipofilico, el cual fue re-suspendido con una
solucion de Tween 60 (solucibn usada como vehiculo para la realizacion del
bioensayo en ratdén). Una vez re-suspendido el extracto, se filtr6 de igual forma a

travez de acrodiscos y fue almacenado en viales ambar a 4 °C.

5.9.3-Determinacion de toxinas por Bioensayo en Raton

Una vez obtenidos los extractos liquidos (muestras de enero y febrero) se
realiz6 un bioensayo en ratbn como prueba exploratoria para detectar signos
caracteristicos de toxinas hidrofilicas o lipofilicas; este bioensayo se realizo en el
laboratorio acreditado de cromatografia del CIBNOR, utilizando ratones machos
albinos, de la cepa CD1, con un peso de 20 + 2 g a los que se les inyectaron los

extractos. Se siguié la metodologia sugerida por la AOAC (Hollingworth & Wekell,
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1990), tomando 1 mL del extracto con jeringas para insulina de 1 mL. Este extracto
fue inyectado via intraperitoneal en los ratones, los cuales se colocaron, en
contenedores individuales para observar su comportamiento por un periodo de 5
min, cada extracto se inyecto por triplicado. Todos los signos que mostraron los
organismos se anotaron en una bitacora, para compararlos con los reportados para

cada tipo de intoxicacion.

Adicionalmente los extractos lipofilicos se enviaron al laboratorio del CEFAS
(Center for Environment, Fisheries and Aquaculture Science) en Weymouth, Reino
Unido para ser analizados por el método de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).

5.9.4-Determinacion de nutrientes

Las muestras de agua obtenidas con la botella van Dorn en cada estacion se
filtraron en el laboratorio con una bomba de vacio eléctrica a través de un filtro de
fibra de vidrio Whatman GF/F de 47 mm con tamafio de poro de 0.7 um, se realizo
la determinacion de nitritos (NOz2), nitratos (NO3), amonio (NH4) y ortofosfatos (POa)
con la metodologia estandar descrita por Strickland & Parsons (1972), utilizando un
auto-analizador de iones de flujo continuo (Lanchat Instuments, modelo Quick
Chem, serie 8000). El analisis de cada uno de los nutrientes se realiz6 en corridas

independientes.

5.9.5-Anélisis estadisticos

Se aplico estadistica descriptiva en las variables analizadas. La distribucion
de cada variable se sometié a una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov,
al obtenerse que los datos no fueron normales, se realiz6 la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis y se realizaron correlaciones para determinar si existia influencia
efecto de los nutrientes, la temperatura y la salinidad sobre la abundancia de

dinoflagelados. Los analisis se realizaron en el programa STATISTICA 10.
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6.-RESULTADOS

6.1-Aislamiento de especies con potencial téxico
Con las muestras de red de arrastre se logro el aislamiento de dinoflagelados
de los géneros: Alexandrium, Heterocapsa y Prorocentrum.

6.2-ldentificacion y descripcion de dinoflagelados en cultivo

Con el trabajo de identificacion realizado en el CICY se logré obtener 41
laminas con fotografias de especies, tanto de los organismos en cultivo como de las
muestras obtenidas con la red de arrastre, logrando identificar al menos 38

especies, las imagenes de los organismos se encuentran en el ANEXO 2.

Ademas, fue posible corroborar algunas de las especies que actualmente se
mantienen en el cepario de CICIMAR, asi como corregir la identificacion de otras en
base a las caracteristicas morfolégicas observadas con la técnica de tincién con
blanco de calcoflour y al microscopio éptico de alta resolucion de la unidad de

ciencias del agua del CICY.
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Tabla 3. Cultivos que se mantienen en medio de cultivo Gse modificado, el cepario de dinoflagelados nocivos y téxicos del
CICIMAR. Se muestra la especie, division, clave de identificacion, localidad, fecha de aislamiento y persona que realiz6 el
aislamiento.

Especie Grupo Clave Localidad Fecha Aislador
Amphidinium carterae GYM ACPAZ16 BAPAZ 28/04/16 1. Valencia
Coolia (cf. malayensis) GON CMPAZ16 BAPAZ 28/04/16 1. Valencia
Coolia monotis GON CMOPAZ16 BAPAZ 28/04/16 1. Valencia
Gymnodinium impudicum  GYM GIBAC016-1 BACO 02/15 M. Zumaya
Gymnodinium catenatum  GYM GCBAPAZ16 BAPAZ 11/11/16 E. Hernandez
Gyrodinium sp. GYM CICI-09 BAPAZ 28/04/16 1. Valencia
Gyrodinium sp. GYM CICI-06 BACO 25/08/16 C. Band
Ostreopsis sp. GON CICI-12 IG 15/03/16 C. Band
Pentapharsodinium sp PER CICI-03 BAPAZ 26/03/15 E. Hernandez
Prorocentrum rhathymum  PRO PRPAZ BAPAZ 26/07/15 1. Valencia
Prorocentrum triestinum PRO PTBACO-3 BACO 01/16 M. Zumaya
Prorocentrum triestinum PRO PTBACO-2 BACO 28/08/16 C. Band

Abreviaciones: GYM= Gymnodiniales, GON= Gonyaulacales, PER= Peridiniales, PRO=
Prorocentrales. BACO= Bahia Concepcion, IG= Isla Gaviotas y BAPAZ= Bahia de La Paz
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6.3-Identificacion de especies de fitoplancton
El andlisis de las muestras de fitoplancton se enfocé Unicamente en la

cuantificacion e identificacion de dinoflagelados.

Con las muestras de agua, obtenidas con la botella Van Dorn se identificaron
a 72 especies pertenecientes a los géneros; Alexandrium, Akashiwo, Azadinium,
Balechina, Ceratium, Cochlodinium, Dinophysis, Goniodoma, Gonyaulax,
Gymnodinium, Gyrodinium, Heterocapsa, Phalacroma, Podolampas, Prorocentrum,
Protoperidinium, Ostreopsis, Oxitoxum, Scripsiella y Zygabikodinium. La lista

completa de las especies se encuentra en el 11.1-Anexo 1.

6.4-Cuantificaciéon de dinoflagelados
Para la cuantificacion de las especies se tomo una muestra mensual (n=1), y

en las graficas se muestran las abundancias registradas en cada mes.

La E1 fue monitoreada desde el 30 de enero de 2015 hasta el 27 de julio de
2015 (Figura 4), en este sitio las especies de dinoflagelados recurrentes en el
periodo analizado fueron: Prorocentrum micans, Ceratium furca y Scripsiella spp 1,
las cuales pueden llegar a ser nocivas. De las especies toxicas se identifico al
género Dinophysis, aunque en bajas densidades (entre 40 a 80 cel L'). La minima
abundancia total registrada ocurrié en julio con 120 cel L y la maxima fue en abril,
con una abundancia total de 2,120 cel L.
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Figura 4. Abundancia total de dinoflagelados encontrados en la E1 durante el periodo enero-
julio de 2015.

cel L1

Para la E2 en el periodo de febrero de 2015 a enero de 2016 (Figura 5), las
especies gque se encontraron regularmente fueron C. furca, P. micans, P. gracile,
Gyrodinium spirale, Heterocapsa niei y Scripsiella sp. 1. En cuanto a especies
toxicas encontramos a Prorocentrum rhathymum (con abundancia de 40 cel L'Y) y a
Dinophysis caudata (con maximos en abril de 1,100 cel L). En este sitio se observé
gue las maximas abundancias fueron en los meses con las temperaturas bajas (23
a 25 °C) con 8,300 cel L, 4,640 cel L'ty 5,520 cel L en febrero, marzo y mayo
respectivamente, mientras que en los meses con menores abundancias fueron junio

con 640 cel Ly julio con 760 cel L, cuando las temperaturas fueron de 30 °C.
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Figura 5. Abundancia total de dinoflagelados en muestras de la E2 durante el periodo de febrero de
2015 a enero de 2016.

De enero a mayo de 2015 la abundancia total en la E3 oscil6 entre 1,760 y
2,720 cel L' (Figura 6), esta estacién se caracterizé por la presencia constante de
P. micans y P. gracile, siendo esta Ultima la de mayor abundancia en enero. El pico
de mayor abundancia registrada se presento en el mes de septiembre con de 6,000
cel L1, mientras que la menor abundancia ocurrié en enero de 2016 con 200 cel L
1. De las especies toxicas en la E3 se identific6 a Dinophysis caudata (en febrero
con maximos de 800 cel L) y Prorocentrum lima (en febrero con maximos de 400

cel L.
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Figura 6. Abundancia total de dinoflagelados en muestras de la E3 durante el periodo enero de 2015
a enero de 2016.

En la E4 P. micans y P. gracile, también fueron las mas frecuentes, mientras
que de las especies toxicas se identificaron a P. lima, P. rhathymum y los géneros
Dinophysis y Phalacroma. En esta estacion se presenté lo contrario a lo observado
en las estaciones anteriores ya que las mayores abundancias se presentaron al
inicio de verano: 1,920 cel L't en mayo, 1,840 cel L* en junio y 2,280 cel L en julio,
mientras que las menores abundancias ocurrieron de agosto (440 cel L) de 2015
a enero de 2016 (40 cel L) (Figura 7).
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Figura 7. Abundancia total de dinoflagelados en muestras de la E4 durante el periodo enero de 2015
a enero de 2016.

En la E5 las especies mas comunes fueron Scripsiella trochoidea y
Gyrodinium spirale, especies no téxicas, aunque S. trochoidea es considerada como
nociva. En esta estacion la mayor abundancia total ocurrié en septiembre con 1,200
cel L1, un mes después la abundancia se redujo a 320 cel L'1. De las especies
toxicas se logro identificar al dinoflagelado benténico P. rhathymum, presente en los

4 meses analizados con maximos en septiembre de 280 cel L (Figura 8).
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Figura 8. Abundancia total de dinoflagelados en muestras de la E5 durante el periodo septiembre
de 2015 a enero de 2016.

6.5-Salinidad

En la E1 y la E2 la salinidad fue de 34 a 35 UPS en la mayor parte del
monitoreo, solo en octubre se presentd un incremento a 37 UPS, disminuyendo a
33 en noviembre. La E3 y la E4 presentaron un comportamiento similar aunque la
salinidad fue mas alta en la mayoria de los casos (36 UPS) alcanzando maximos de
37 y 38 UPS esto en agosto en la E4, que es el sitio mas interno de la ENPAZ. En
la E5 la salinidad varié de 32.5 a 37 en un periodo de tres meses, cabe sefialar que
es el sitio mas expuesto a la influencia de las corrientes pues esta ubicada cerca
del canal de San Lorenzo (Figura 9).
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Figura 9. Variaciébn mensual de la salinidad en las cinco estaciones del sur de la BAPAZ, durante
el periodo de enero de 2015 a enero de 2016.

6.6-Temperatura

La temperatura registrada en la region sur de la Bahia de La Paz, mostré un
marcado ciclo estacional, siendo en enero de 2015 cuando se presentd la
temperatura mas baja, en la E3 con 20 °C, en los meses de febrero a mayo se
registraron temperaturas bajas de 23 (E1) a 26 (E3 y E4). A partir de mayo se
observé un incremento térmico de 26 a 30°C, y en los meses de junio a septiembre
la temperatura fue de 30 a 31°C. En octubre la temperatura empez6 a disminuir a
27 y 28°C. Y finalmente, en los ultimos meses de noviembre y enero nuevamente

se encontraron temperaturas bajas de 21 a 24°C (Figura 10).
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Figura 10. Variacion mensual de la temperatura en las cinco estaciones del sur de la BAPAZ,
durante el periodo de enero de 2015 a enero de 2016.

6.7-Determinacidn de nutrientes
Se realizé una sumatoria de los compuestos nitrogenados (amonio, nitritos y
nitratos), para obtener el nitrégeno total (N total), este valor se comparé con los

fosfatos (POa4) y se determind la proporcion N:P.

En la Figura 11 se puede observar que en la E1 los valores mas altos de N
total fueron de 2.02 uM y 1.95 uM en la temporada de invierno, enero y febrero,
mientras que los valores méas bajos de PO4 ocurrieron en ese mismo periodo, con
0.58 uM y 0.81 pM, respectivamente. Fue en marzo cuando se registré el valor mas
bajo de N total, con una concentracion de 0.66 uM. La relacién N:P también en
enero y febrero fue alta, comparada con el periodo primavera-verano (marzo-junio
de 2015) donde los PO4 fueron cercanos al minimo registrado, reflejandose en la
disminucién de la razon N:P. En los meses siguientes se presentd un incremento
gradual del N total, de 0.90 uM a 1.6 uM, de abril a junio de 2015. Sin embargo, a
partir de marzo la concentracion de PO4 fue mayor que el N total, alcanzando
valores de 2.25 uM de PO..
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Figura 11. Concentracién de N total, PO,y su relacién N:P en la E1 durante el periodo de enero
a junio de 2015.

En la E2 el N total se mantuvo entre 0.6 y 1.7 uM la mayor parte del
monitoreo, con excepcion de febrero, octubre y noviembre, cuando su
concentracion fue mayor a 3 uM (Figura 12). Los POas fueron relativamente
constantes durante todo el monitoreo, su valor minimo ocurrié en mayo con 0.03 uM
y el maximo en marzo con 0.88 uM. Por otra parte, la razén N:P mostré incrementos
en mayo (19.3), julio (30) y octubre (13).
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Figura 12. Concentracion de N total, PO.y su relacion N:P en la E2 durante el periodo
febrero de 2015 enero de 2016.

En la E3 se detectaron incrementos en el N total en febrero, junio, julio y
noviembre de 2015, mientras que en el resto de los meses fue constante su
concentracion entre 0.5y 1 uM (Figura 13). Una tendencia similar se observé con
los POg4, los cuales durante todo el monitoreo oscilaron entre 0.23 y 0.79 uM, la
proporcion N:P en este sitio mostré algunos picos en febrero (4), junio (11) y

noviembre (6).
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Figura 13. Concentracion de N total, PO4y su relacion N:P en la E3 durante el periodo enero de 2015
a enero de 2016.

En la E4 también en febrero de 2015 se registré una concentracion de N total
similar a la detectada en la E3, mientras que en julio, octubre y noviembre de 2015
y enero de 2016 estuvo entre 1.3 y 1.75 pM (Figura 14). Los POa4 estuvieron en
concentraciones de 0.12 y 0.7 uM. En esta estacion la razon N:P se encontré en su
optimo en julio de 2015 (16), segun la ecuacion de Redfield, aunque en agosto esta

proporcion volvio a disminuir drasticamente a 2.3.
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Figura 14. Concentracion de N total, PO4Yy su relacién N:P en la E4 durante el periodo
enero de 2015 enero de 2016.

En la E5 durante los cuatro meses de monitoreo la concentracion de N total
se mantuvo constante con valores de 1.01 uM, excepto en noviembre cuando el N
total aumento a 2.15 pM (Figura 15). Los PO4 mostraron una tendencia similar con
un maximo de 0.88 uM en el mismo mes, mientras que la razén N:P fue similar de

septiembre a noviembre, aumentando en enero de 2016.

33



2.5 - - 8
L 7
2 4
- - ©
=
215 | -5 8
Q
: 48
= 1 - | <
5 %
= —
- 2
0.5 -
- 1
0 A - 0
S O N E
mmm N total mmm P04 ——N:P

Figura 15. Concentracién de N total, PO4y su relacién N:P en la E5 durante el periodo
septiembre de 2015 a enero de 2016.

6.8-Extraccion de toxinas PSP en la columna de agua
En ninguna de las estaciones se detectaron toxinas hidrofilicas, esto coincidio
con los resultados negativos de las resinas utilizadas para la captura pasiva de estas

ficotoxinas, en los sitios donde se realiz6 la recolecciéon de moluscos.

6.9-Deteccion de toxinas hidrofilicas de los moluscos

Los extractos para toxinas hidrofilicas de tejido de moluscos de los primeros
tres meses de monitoreo que se analizaron por bioensayo en ratbn no mostraron
ningun signo de intoxicacion, por ende, se asumieron como resultados negativos,

este resultado fue corroborado con el método analitico de HPLC-FD.

6.9.1-Deteccidn de toxinas lipofilicas de los moluscos
Con los extractos de moluscos obtenidos con el método de Yasumoto, fue
posible detectar 15 toxinas lipofilicas: acido okadaico (AO) y su analogo DTX1,

pectenotoxinas en sus formas PTX1, PTX2 y PTX11, yessotoxina y sus analogos
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YTX, h-YTX, 45 OH-h-YTX asi como los azaspiracidos en su forma AZAl, AZA2.
Del grupo de las iminas ciclicas (IC) se detectaron: gymnodiminas GYM,
pinnatoxinas PNnTXG y sus analogos PnTXE, PnTXF, ademas del analogo SPX1 de

los espirdlidos.

En la E1 se analiz6 el tejido de los moluscos D. ponderosa y M. squalida,
detectandose 6 toxinas lipofilicas: AO, DTX1, PTX2, SPX1, GYM y PnTX (Figura
16). En esta estacion, las toxinas fueron detectadas a partir de marzo de 2015
aungue en muy bajas concentraciones, debido a ello este sitio s6lo se monitoreo
durante el primer semestre de 2015. En marzo las GYM presentaron una
concentracion de 6.5 pg kgt de tejido en D. ponderosa, mientras que en M. squalida
la concentracion fue de 5.7 pg kg de tejido; en abril no se detect6 la toxina, y en
mayo D. ponderosa contenia 10.2 ug kg de tejido, casi el doble de M. squalida que
tuvo 5.8 pug kg de tejido. Finalmente en junio hubo un sutil incremento en el tejido
de D. ponderosa (10.8 pg kg' de tejido) mientras que en M. squalida no se
detectaron GYM.

El AO total se presentd en cuatro meses, en marzo se detectd una
concentracion de 2 pg kg™ en el tejido de D. ponderosa y 3.3 ug kg en el tejido de
M. squalida. En abril D. ponderosa presenté 1.7 ug de AO kg de tejido y M. squalida
4.2 ug kgt de tejido, en mayo la toxina aumenté a 2.6 ug kg* en el tejido de D.
ponderosa y a 4.3 ug kg en el tejido de M. squalida, en junio esta disminuy6 a 3.5
ug kgt en el tejido de D. ponderosa y 3.4 ug kg en el tejido de M. squalida (los

datos de M. squalida no se muestran en la gréfica).
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Figura 16. Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Dosinia ponderosa en la estacién E1,
durante el primer semestre de 2015.

En la E2 se detectaron 10 toxinas lipofilicas: AO, YTX, h-YTX, DTX1, AZA2,
PTX2, SPX1, GYM, PnTXEy PnTX G (Figura 17), siendo la GYM la toxina de mayor
concentracion durante el periodo analizado. El AO y el SPX1 fueron recurrentes,
aungue en concentraciones menores a las de GYM. La minima cantidad de toxinas
se detectd en los primeros meses del 2015, mientras que en el muestreo de enero
de 2016 se presenté la mayor concentracion de GYM con 33.2 ug kgt en los tejidos
de D. ponderosa. En septiembre se logré obtener muestras de D. ponderosa y M.
squalida, y ambas especies presentaron el mismo perfil de toxinas (AO, SPX-1,
GYM, PnTX-E), aunque la GYM fue mayor en D. ponderosa (26.2 ug kg de tejido)
gue en M. squalida (15.5 pg kg de tejido).
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Figura 17. Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Dosinia ponderosa de la E2.

En la E3 se encontrdé el mayor nimero de toxinas lipofilicas en tejidos de A.
maura, detectandose: AO, DTX1, PTX1, PTX2, PTX11, SPX1, GYM, PnTXE,
PnTXF, PnTX G, YTX, h-YTX, 45 OH-h-YTX y AZA1l, AZA2 (Figura 18). La
presencia de las toxinas en este sitio fue constante durante todo el monitoreo,
principalmente las PnTX y sus analogos, asi como el AO, en otras toxinas como las
GYM se observaron incrementos drasticos, como ocurrid de agosto a septiembre
donde aumentaron de 0.8 pug kg* a 12.6 ug kg de tejido, la PTX2 también tuvo un
incremento abrupto entre febrero y marzo (de 0.15 pg kg* a 8.2 ug kg). De abril a
mayo también se observd esta tendencia con la h-YTX, incluso su maxima

concentracion se registré en junio con 9.5 pg kg? de tejido.
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Figura 18.Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Atrina maura de la E3.

En la E4 fue posible detectar 12 toxinas lipofilicas: AO, DTX1, PTX2, SPX1,
GYM, PnTXE, PnTXF, PnTX G, YTX, h-YTX, 45 OH-h-YTX y AZA2 (Figura 19). La
h-YTX estuvo en todo el periodo analizado, siendo en junio cuando se alcanzo el
maximo nivel con 22.5 ug kg* de tejido en A. maura, disminuyendo en julio y agosto
e incrementandose nuevamente en septiembre y octubre a 14.5 y 16.5 ug kg?,
respectivamente. La PnTX G fue otra de las toxinas recurrentes en este sitio durante
el monitoreo, registrandose valores minimos en marzo de 2015 (3.2 ug kg?t) y
maximos en enero de 2016 (10.13 ug kg?), ademas de esta IC se lograron detectar

los analogos PNTX Ey PnTX F.
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Figura 19. Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Atrina maura de la EA4.

mAO
mDTX1
BPTX2
BAZA2
BYTX
BhYTX
O0450HhYTX
oSPX1
aGYM
mPnTXE
BPnTXF
OoPnTXG

Durante los 4 meses que fue monitoreada la E5 se detectaron 4 toxinas
lipofilicas en D. ponderosa: SPX1, PnTX E, PnTX Gy GYM (Figura 20), siendo esta

dltima la mas abundante, con concentraciones superiores a 30 ug kg, incluso en

noviembre de 2015 fueron detectadas 42.6 ug kg™.
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Figura 20. Perfil de toxinas lipofilicas detectadas en Dosinia ponderosa de la E5.

6.9.2-Determinacion de toxinas por Bioensayo en Ratén
A continuacién, se describen los resultados de los bioensayos en ratdn

realizados con los extractos de los meses de enero y febrero de 2015.

Tabla 4. Signos clinicos observados en los bioensayos en los meses de enero y febrero de
2015.

Bioensayos
Estaciones Enero de 2015 Febrero de 2015
Diarrea leve y orina ) )
E1l Diarrea mucoide
abundante

Letargo, signos de neurotoxicidad
E2 NM severa y ciclica como: problemas de

locomocion, espasmos, agitacion,
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manipulacion del hocico y extension

de los cuartos traseros.

. _ Letargo, signos de neurotoxicidad
Diarrea y orina abundante, o
_ severa y ciclica; como problemas de
problemas de locomocion, . L
E3 _ _ locomocion, espasmos, agitacion,
palidez en las extremidades ) y _
manipulacion del hocico, las patas

y abdomen.
traseras se extendian
Problemas de locomocion, Letargo, signos de neurotoxicidad
diarrea, palidez, ojos severa y ciclica; problemas de
=4 cerrados, bamboleo y locomocion, espasmos, agitacion,
tremor manipulacion del hocico

NM= No Muestreada. Todas las muestras se realizaron por triplicado,
presentando los mismo signos clinicos pero en la estacion 4 (E4) de enero de 2015
una de las réplicas del bioensayo murid, después de 24 h de ser inyectado. Los
signos observados sugerian una intoxicacion diarreica (AO y DTX) con el posible
efecto de alguna otra toxina.

7.-DISCUSION

7.1-Aislamiento de dinoflagelados con potencial toxico
Durante el monitoreo se logré el aislamiento e identificacion de 4 cepas de
dinoflagelados: Alexandrium pseudogonyaulax, Prorocentrum rhathymum,

Prorocentrum micans y Heterocapsa niei.

A. pseudogonyaulax fue reportado previamente en Bahia Concepcion, B. C.
S. por Gongora-Gonzalez et al. (1999), esta especie produce Goniodomina A, un
polieter macrolido con propiedades antimicéticas (Murakami et al., 1988; Mizuno et
al., 1998); esta propiedad ha hecho que este dinoflagelado sea considerado como
una posible fuente de compuestos bioactivos con potencial farmacologico (Terra et
al., 2014). A la fecha no existen antecedentes que relacionen a la Goniodomina A
con intoxicaciones en humanos, tampoco se sabe si tiene algun efecto en los

moluscos bivalvos, aunque la LDso en bioensayo en ratén es de 1.2 mg kg a las 24

41



h'y de 0.7 mg kg? a las 48 h, ambas por inyeccion intraperitoneal (Terao et al.,
1989). La Goniodomina A, a mostrado actividad citotéxica en lineas celulares BE
(2)-M17 de neuroblastoma humano, al incrementar el calcio intracelular y la
despolarizacion de las células (Espifia et al., 2016). La cepa de A. pseudogonyaulax
fue mantenida en cultivo por mas de tres meses, desafortunadamente después de
este periodo comenzd a decaer sin que se lograra recuperar, esto pudo deberse a
que esta especie es mixotréfica, se ha documentado su capacidad para alimentarse
de células de Myrionecta rubra y de Heterocapsa triquetra (Blossom et al., 2012),
por lo que al mantenerla como cultivo monoalgal en el laboratorio es posible que su
capacidad autotrofa fue insuficiente para sus requerimientos energéticos y

nutricionales.

Otra especie toxica que fue aislada y se mantiene en cultivo en el cepario de
CICIMAR es P. rhathymum, esta especie ha sido reportado en la BAPAZ (Garate-
Lizarraga & Martinez-Lopez, 1997; Garate-Lizarraga et al., 2001; 2006; 2014;
Garate-Lizarraga & Mufietdn-Gomez, 2008; Garate-Lizarraga, 2012; Mucifio-
Marquez et al., 2015). P. rhathymum es un dinoflagelado epibéntico de aguas
tropicales y subtropicales, es reconocido como productor de AO (Caillaud et al.,
2010; An et al., 2010). P rhathymum suele ser confundido con P. mexicanum, no
obstante caracteres tales como la ausencia de un poroide en P. rhathymum, una
espina pequefia y delgada en el area periflagelar, su forma ovoide cuando es
observado lateralmente, ademéas de tener diferente habitat son algunas de las
caracteristicas por las cuales se reconocen como especies distintas (Cortés-
Altamirano & Sierra-Beltran, 2003; Cohen-Fernandez et al. 2010).

Dos especies reconocidas como nocivas que lograron aislar y mantener en
cultivo en laboratorio son: P. micans y Heterocapsa niei. P. micans es una especie
gue forma FAN, aunque es considerada una especie nociva se ha reportado que es
capaz de producir sustancias que inhiben el crecimiento de las diatomeas. Por otra
parte, H. niei ha sido identificada en muestras vivas colectadas en la BAPAZ y han
formado florecimientos densos en estanques de cultivos (Géarate-Lizarraga et al.,
2006).
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7.2-Identificacion y cuantificacion de dinoflagelados toxicos y/o nocivos

Diversos estudios han revelado la presencia de especies productoras de
toxinas lipofilicas en el Golfo de California, incluyendo la BAPAZ, siendo los géneros
Prorocentrum y Dinophysis los mas recurrentes (Garate-Lizarraga et al., 2001;
Okolodkov & Garate-Lizarraga, 2006), esto conincidio con lo observado durante el
periodo del monitoreo, encontrando a P. rhathymum, P. lima, D. caudata, D. fortii y
D. acuta, especies consideradas como productoras de AO y DTX (Yasumoto et al.,
1980; Reguera et al., 2000; Alfonso-Méndez, 2008; Caillaud et al., 2010).

Entre los pardmetros que se midieron para tratar de entender las variaciones
en las abundancias en las 5 estaciones estan la salinidad y la temperatura. La E1,
E2 y E5 no mostraron variaciones significativas en ambos parametros. La salinidad
fue de 34.9 £ 1, valor inferior al promedio registrado para la zona, que es de 37 UPS
(Cervantes-Duarte et al., 2001), mientras que la temperatura promedio en 2015 fue
de 25.9 £ 3°C, Hernandez-Sandoval (2010), menciona que la temperatura minima
fue en 2006 fue de 19-24 °C en invierno y la maxima de 29°C en verano, pero al
comparar los datos por estacion se observo que las temperaturas en verano fueron
superiores a estos valores promedio, ya que apartir de junio se encontraron
temperaturas de 30y 31 °C y estas se mantuvieron hasta septiembre, el periodo de
monitoreo coincidié con el evento de El Nifio-2015, segun el reporte de la
INAPESCA (2015), el mayor calentamiento en la parte del Pacifico Sur, se di6 en la
segunda semana de mayo, pero fue hasta junio cuando esto fue notorio en el Golfo
de California, logrando detectarse la entrada del agua proveniente del Pacifico

central, reportando tempertaturas de hasta 33 °C.

De las estaciones monitoreadas la E1 fue de los sitios donde la abundancia
de dinoflagelados fue baja, de 2,120 cel L' y la E5 con un maximo de 1,240 cel L.
Estas bajas abundancias podrian estar asociadas a una deficiencia en compuestos
nitrogenados, en virtud de que la razén de N:P en estos fue baja, posiblemente
debido a que fueron los sitios mas expuestos a las corrientes de la BAPAZ, donde
la renovacion de los nutrientes es rapida y muy variable, principalmente debido a la

influencia de el agua transicional (E1), la cual viaja de la parte norte a la parte sur
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de la BAPAZ teniedo ligeros aportes en la ENPAZ y el agua del canal de San
Lorenzo (E5), en donde la direccion es hacia el interior de la bahia (Alvarez-Arellano
& Murillo-Jiménez, 1989).

En la E2 se registr6 la mayor abundancia de las cinco estaciones
monitoreadas, con valores de 8,300 cel L, coincidiendo con valores superiores a
los establecidos en la relacion de Redfield para la razon N:P (hasta de 29.9 en junio
de 2015). En este sito los valores altos de compuestos nitrogenados se ven
asociados a los procesos de acumulacion de materia organica, que ocurren en la
zona, ademéas de material terrigeno trasportado y depositado en la parte mas
somera por las corrientes marinas (Coria-Monter, 2009).

En la E3 se identificé a los dinoflagelados que podrian estar produciendo
algunas de las toxinas lipofilicas que se detectaron en los bivalvos, particularmente
en febrero de 2015 se cuantificé una densidad celular de 800 cel L* de D. caudata,
especie que produce AO, DTXy PTX (Reguera et al., 2012). Aunque las densidades
de D. caudata fueron bajas comparado con lo reportado por Sanchez-Bravo (2016),
quien logré cuantificar 3,000 cel Lt de D. fortii en marzo de 2015 esto en Bahia de
Todos Santos, B.C. Existen reportes que mencionan que un bajo nimero de células
de Dinophysis son suficientes para provocar intoxicacion en humanos, por ejemplo
los brotes de dafios gastrointestinales ocurridos en 1976 y 1977 en Japon donde se
identifico a D. fortii como productor de toxinas (Yasumoto et al., 1978, 1980). Desde
entonces, las especies del género Dinophysis se han convertido en objetivo para la
investigaciéon y el monitoreo, ya que son microorganismos que escapan a la
deteccién por métodos cuantitativos estandar debido a que su densidad celular
tipicamente baja (10-40 cel L'!) no logra ocasionar cambios en la coloracién de la

columna de agua (Reguera et al., 2012).

Se ha propuesto que son necesarias abundancias mayores a las 10, 000 cel
Lt para que éste pueda ser considerado un FAN y que la produccion de toxinas
supere el limite permisible de 160 pg de AO kg* (Escalera et al. 2012). Un punto
importante a considerar sobre las especies del género Dinophysis es que estas

pueden acumularse en capas delgadas en la columna de agua con abundancia
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entre 10* y 10° cel L! (Moita et al., 2006; Velo-Suérez et al., 2008; Farrell et al.,
2012), la presencia de AO y PTX sugieren que esto pudo haber ocurrido durante
este monitoreo. Para evitar un sesgo en el muestreo de especies que presentan
esta distribucién, se recomiendan muestrear varias profundidades para detectar los
maximos de células de especies potencialmente tdéxicas con una distribucion vertical

heterogénea (Escalera et al. 2012; Garcia-Mendoza et al. 2014).

En esta estacion (E3), durante enero, junio y noviembre, se registraron
valores altos de N total, aunque sélo en enero el aumento en la densidad de células
de P. micans (1, 240 cel L!) coincidié con los valores elevados de N total. Los picos
de N total, que se registraron de manera abrupta entre un periodo y otro, pueden
deberse al transporte de agua que contiene material disuelto y en suspension
(Salinas-Gonzalez, 2000), asi como a procesos de denitrificacion y redisolucion de
precipitados de fésforo que son resuspendidos a la columna de agua (Cervantes-
Duarte & Guerrero-Godinez, 1987). Esto puede estar apoyado debido a que en el
caso de la E3 y E4, son zonas con influencia del area de manglar de la cual se ha
reportado su importancia ya que estos ecosistemas tienen gran aporte de detritus
generado microbiologiacamente, esto se ha comprobado realizando modelaciones
demostrando que la biomasa bacteriana canaliza los elementos esenciales a través
de la red tréfica, proporcionando un aporte principalmente de nitrogeno y fosforo
(Holguin et al., 2001).

La E4 en cuatro de los 12 meses monitoreados se encontraron las mismas
especies téxicas identificadas en la E3, aunque en densidades menores. La razén
de N:P mostré valores bajos, pero en julio se registré un valor de 15.6 el cual fue el
mas cercano al 6ptimo para el crecimiento del fitoplancton propuesto por Redfield
(Redfield, 1958), este ademas se encontro relacionado con la mayor abundancia

celular registrada en este mes (2,280 cel LY).

Otro factor que pudo ocasionar las diferencias en nutrientes y densidades
celulares entre la E3 y E4 es que aunque son muy cercanas entre si, estan
expuestas al agua proveniente de la parte sur de la BAPAZ, donde se tiene registro

gue durante el flujo y reflujo de las corrientes de marea la intensidad de ésta va de
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los 3 alos 8 cm sty en el caso de la corriente del Canal de San Lorenzo la intensidad

puede ir de los 20 a los 25 cm s (Salinas-Gonzalez et al., 2003).

7.3-Deteccién de la presencia de toxinas en la columna de agua
mediante el uso de resinas

Durante el monitoreo de 2015-2016 se utiliz6 el método de deteccion de
toxinas con resinas HP-20. Esta técnica es conocida como muestreadores pasivos,
su funcion es la acumulacion de toxinas disueltas simulando la actividad de un
bivalvo filtrador, este método ha probado ser eficaz y de bajo costo, permitiendo
detectar toxinas en concentraciones por debajo de los niveles de regulacion
(Mackenzie et al., 2004). Las resinas se han empleado en costas de Chile para
detectar PTX, DTXy YTX (Pizarro et al., 2006); Estados Unidos para &cido domoico
(Lane et al.,, 2010) y AO y DTX en Espafa (Pizarro et al.,, 2013). Por los
antecedentes de FAN de G. catenatum en la BAPAZ, en este monitoreo se utilizaron
para tratar de detectar toxinas hidroéfilicas, sin embargo no fueron detectadas en
disolucién en la columna de agua, coincidiendo con los resultados negativos del
bioensayo en raton de enero y febrero de 2015 y de HPLC-FD en los meses
subsecuentes y la ausencia de células de G. catenatum en las muestras de
fitoplancton. Solo durante el mes de noviembre y en la muestra tomada con red de
arrastre se encontré a G. catenatum, con esta muetras nos fue posible obtener una
cepa de esta especie, mas no se registraron toxinas PSP ni en moluscos ni en

resinas.

7.4-Deteccién de la presencia de toxinas en moluscos mediante
ensayos in vivo y mediante dos métodos analiticos

Durante el ciclo anual no se encontro evidencias de la presencia de algun
FAN o proliferaciones celulares de alguna especie toxica que sugirieran la
acumulacion de toxinas en los bivalvos. Los extractos hidrofilicos y lipofilicos
obtenidos en el primer bimestre del monitoreo fueron analizados por bioensayos en
raton, resultando negativos para la deteccion de toxinas PSP en el bioensayo y por
HLPC-FD. En contraste, los extractos lipofilicos inyectados por via intraperitoneal

en los ratones revelaron signos que sugerian una posible intoxicacién DSP pero que
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por los efectos de neurotoxicidad que presentaban sugerian la acumulacion de otras
toxinas ademés del AO. El andlisis de los extractos por LC-MS/MS, reveld la
presencia de 15 toxinas lipofilicas, entre estas el AO, DTX, YTX, AZA y toxinas
pertenecientes al grupo de las IC, las cuales se caracterizan por ocasionar la muerte
rapida en los ratones, razon por la que son denominadas toxinas de accién rapida
(Aune, 2008; Cembella & Krock, 2008). Las IC son compuestos que provocan signos
caracteristicos de neurotoxicidad que puede llegar a confundirse con signos de PSP
(Fernandez et al., 2002), signos como la hiperactividad, piloereccion, hiper
extension de la espalda, endurecimiento y arqueo de la cola hacia la cabeza, tremor
progresivo a espasmos, paralisis y extension de las extremidades traseras vy
dificultad respiratoria han sido descritos como caracteristicos en ratones poco
tiempo después de inyectarlos por via intraperitoneal (Stivala et al., 2015),
coincidiendo con lo observado en los ratones de los bioensayos realizados en el
laboratorio, tanto en los ratones que murieron como en los que se recuperaron 24 h
después del bioensayo, por lo que se comprobo el efecto “todo o nada” que se ha
reportado para las iminas ciclicas es decir, los ratones mueren al administrarles
dosis letales de las toxinas pero si se les inyectan dosis subletales, aunque
presentan signos de neurotoxicidad, 24 h sobreviven sin secuelas aparentes
(Stivala et al., 2015).

Algunos autores mencionan que estas sustancias son rapidamente
absorbidas en la cavidad peritoneal, por lo cual provocan una rapida recuperacion
de los organismos, por ello sugieren que estos compuestos pueden ser excretados
rapidamente y por ende la desintoxicacion es rapida (Richard et al., 2001; Munday
et al., 2004; Sunesen et al., 2014, Stivala et al., 2015).

En la E1 fue posible tomar muestras de dos especies de bivalvos, al respecto
cabe destacar que aungue el monitoreo se hizo los primeros 6 meses del afio, se
detectaron concentraciones de toxinas que sugieren diferencias entre D. ponderosa
y M. squalida y que dependiendo del tipo de toxina sera la acumulacién y capacidad

de depuracion de cada bivalvo.
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En el caso de las GYM, D. ponderosa fue la especie que mas acumul6 esta
IC, practicamente el doble de lo que encontrado en el tejido de M. squalida,
detectandose en mayo 10.2 pg kg?' de tejido, mientras que en M. squalida
Unicamente se detectaron 5.8 ug kg, ademas con la toma de estas muestras es
posible sugerir que al parecer existe una depuracion mas lenta en D. ponderosa
puesto que en junio de 2015, la toxina se mantuvo casi en la misma concentracion
que el mes anterior (10.8 ug kg?), mientras que en M. squalida se logro detectar la
depuracion de las GYM de mayo a junio de este afio. En contraste, en abril de 2015
el AO se acumulé mas en M. squalida, casi el triple de lo que acumul6é en D.
ponderosa en el mismo periodo, mientras que en junio ambas especies contenian
la misma concentracion de AO. Dado el potencial diarreogénico del AO, es
conveniente tener en cuenta este resultado en una especie de bivalvo que
tradicionalmente es consumida completa, ya sea practicamente al natural o

sometida a algun grado de coccién.

La absorcion de la toxina y la tasa de eliminacion, se ven afectadas por
factores como la temperatura y el pH de agua de mar, los cuales influyen en el
crecimiento del fitoplancton y la capacidad del molusco para acumular las toxinas
(Webb et al., 2013). Otro punto a conciderar es el tamafio y la especie del bivalvo
ya que de estos factores dependen las tasas de filtracién de alimento, la cual afecta
su capacidad de acumular y biotransformar toxinas (Wu et al., 2015). En cuanto a
las especies de dinoflagelados posibles responsables del perfil de toxinas detectado
se puede mencionar a: D. caudata (AO, DTX y PTX) (Yasumoto et al., 1980;
Murakami, et al., 1982; Lee et al., 1989; Dickey et al., 1990; Morton & Bomber, 1994,
Holmes et al., 1999; Alfonso-Méndez, 2008; Caillaud et al., 2010) y un organismo el
cual no fue posible identificar a nivel de especie y unicamente fue registrado como
Gymnodinium sp. 1, el cual podria ser responsable de la produccién de GYM (Seki
et al., 1995).

De las 10 toxinas detectadas en tejidos de D. ponderosa en la E2, las GYM
fueron las de mayor concentracion, coincidiendo con lo observado en la E1. En

septiembre de 2015 se pudo analizar tejido de D. ponderosa y M. squalida donde

48



ademas de coincidir con el perfil de toxinas detectadas D. ponderosa casi duplico la
concentracion de GYM con respecto a M. squalida. Ademas en este sitio se registro
una de las concentraciones mas altas de SPX1 (33.2 ug kgt). La produccion de esta
toxina se asocia a Alexandrium ostenfeldii (Cembella et al., 2000), durante el analisis
de las muestras de fitoplancton de noviembre fue posible identificar a tal especie,

aunque una baja densidad (120 cel L1).

Las toxinas detectadas en la E2 pueden deberse a la presencia de D. caudata
y P. rhathymum (AO, DTX y PTX), Gonyaulax spinifera (YTX), A. ostenfeldii (SPX)
y Gymnodinium sp. (GYM); mientras que del AZA y las PnTX que se sabe son
producidos por Azadinium spinosum Yy Vulcanodinium rugosum, no fueron

encontradas en las muestras de fitoplancton.

La E3 fue donde se detect6 la mayor cantidad de toxinas lipofilicas en el tejido
de A. maura, siendo las h-YTX, PnTXy sus analogos de los mas recurrentes durante
el monitoreo, mientras que el AO y las GYM mostraron incrementos drasticos en el
verano. Como se puede observar las YTX y sus andlogos, estuvieron presentes a
lo largo de todo el monitoreo, sin embargo, los Unicos meses donde se logré
identificar al dinoflagelado que podria estar produciendo esta toxina fue en mayo
(600 cel L't de G. spinifera) y en junio (40 cel L de G. spinifera). Paz-Pino (2007)
menciona que en algunos eventos donde se ha detectado YTX en los moluscos, no
se ha logrado determinar al organismo productor, esto es debido a que después de
que disminuye la adundancia del dinoflagelado, la toxina permanece durante un
tiempo disuelta en el medio o a que el proceso de desintoxicacion del molusco es
muy lento, los principales vectores de la YTX son los pectinidos y mejillones, los
cuales pueden acumular grandes cantidades de YTX. Se ha visto que incluso con
bajas densidades celulares (1,103 cel L) son suficientes para provocar la
acumulacion de cantidades importantes de toxina (Boni et al., 2000).

Las YTX y sus analogos se encontraron recurrentemente en las estaciones
de la ENPAZ, siendo en junio de 2015 en la E4 cuando se detecto la mayor cantidad
de esta toxina en el callo de hacha A. maura con 22.5 ug kg. Esta toxina y seis de

sus analogos fueron reportados en cultivos de mejillon Mytilus edulis en Baja
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California (Garcia-Mendoza et al., 2014), siendo el analogo mas frecuente y de
mayor concentracion la h-YTX, con una concentracion de hasta 1,080 ug kg en
junio de 2012. Como se puede observar en la BAPAZ las YTX estuvieron muy por
debajo de este valor registrado al norte de la Peninsula de Baja California, no
obstante, coincidido el mes donde se detectaron los valores mas altos en ambas
regiones. En la Union Europea las YTX se encuentran reguladas y el limite
permisible es de 1 mg kg.

En la E4 se logro la deteccion de 12 toxinas lipofilicas, siendo la cantidad de
PTX2 similar a lo detectado en la E3 en marzo de 2015, la PnTXG en la E4 estuvo
ligeramente més concentrada y con tendencias similares a la E3, de la PnTX se
encontraron analogos que dan indicios del proceso de su biotransformacién en el
callo de hacha A. maura, ya que los analogos PnTX E y PnTX F, se relacionaron
inversamente en la mayoria del tiempo (aunque estadisticamente esta relacion no
fue significativa), al aumentar la concentracion de las PnTX E, disminuyé la
concentracion de las PnTX F. Uno de los motivos a los que se puede deber esto es
gue se ha propuesto que las PnTx F y G son los precursores de todas las otras
PnTX, asi como de las pteriatoxinas las cuales son estructuralmente similares, esto
basado en las observaciones realizadas en cultivos, ya que en distintas cepas de V.
rugosum se han encontrado que estos son los analogos que producen en mayor
cantidad. Algo que hay que tener en cuenta de las PnTX es que durante el
bioensayo en ratén, su alta toxicidad se mantiene al ser ingerida via oral a diferencia
de las GYM y los SPX cuya toxicidad es 10 a 1000 veces menos potentes por via
oral en comparaciéon con la inyeccién intraperitoneal (Munday et al., 2004; 2012;
Paz-Pino, 2007).

Otra de las toxinas frecuentes en ambas estaciones fue el AO siendo estos
sitios donde los bioensayos en raton dieron positivos (enero y febrero), pero fue en
la E4 donde uno de los bioensayos causé la muerte del organismo a las 24 h. Al
analizar los extractos del tejido de los moluscos por medio HPLC-MS/MS, la
concentracion de AO fue muy baja de 0.5 ug kg en ambos meses. Un resultado

como este podria considerarse un falso positivo para AO, tal como ha sido reportado
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por otros autores que asocian la ocurrencia de falsos positivos para AO cuando en
el extracto del molusco estan presentes otras toxinas lipofilicas y el AO esta incluso
en una concentracién menor a la dosis letal (Campos-Saldivar, 2014).

Es importante considerar las implicaciones econdmicas que conlleva, por lo
cual se puede sugerir un andlisis puntual de la acumulacion de toxinas en el musculo
abductor de A. maura, ya que del callo de hacha sélo suele comercializarse y
consumirse este tejido (callo), mientras que la almeja blanca y la almeja chocolata
se consume practicamente todo el organismo. Es posible que el callo concentre una
cantidad ain menor de toxinas, ya que se ha documentado que los moluscos
acumulan toxinas principalmente en la glandula digestiva, el manto, la génada y el
tejido de las branquias, observandose ademas una variacion estacional de los
niveles de toxinas en los diferentes tejidos (Shumway et al., 1988; Matsushima et
al. 2015), con estudios de este tipo puede ser posible determinar si los organismos

de esta zona son aptos para el consumo humano.

Finalmente la E5 fue la estacién con menor diversidad de toxinas comparado
con las otras estaciones pero también fue donde las GYM alcanzaron la mayor
concentracion, siendo casi el doble de lo detectado en la E2, también en noviembre
de 2015, anteriormente se han descrito los signos que provocan estas IC en los
ratones las cuales al ser inyectadas intraperitonealmente en dosis letales a los
organismos les provoca hiperactividad, después de unos minutos los movimientos
se vuelven lentos y empiezan a dar pasos rodantes, dejando los cuartos traseros
paralizados y extendidos (Munday et al., 2004). Estos signos también concuerdan
con los observados en los bioensayos (primer bimestre en la E3 y E4). En la E5 en
noviembre de 2015 se detect6 el pico maximo de GYM con 42.6 ug kg; aunque no
se realizo bioensayo con esta muestra, se puede sugerir que de haberlo realizado,
posiblemente se hubieran observado los mismos signos detectados en los
biensayos del primer bimestre. Fue en noviembre cuando se registré una
temperatura de 24 °C y una salinidad de 36 UPS, al comparar los resultados con los
obtenidos por Garcia-Mendoza et al. (2014), la mayor concentraciéon de GYM que

detectaron fue de 3.5 pg kg, esta se encontré en muestras colectadas en el mes
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de octubre de 2012, en Bahia de Todos Santos, B.C.; Al igual que en este trabajo
no lograron identificar a la especie responsable de la produccion de las GYM. Las
GYM han sido aisladas de Karenia selliformis (Miles et al., 2003) por ende, se
considera a esta especie como una de las principales responsables de la produccién

de este tipo de toxinas.

Las dos estaciones de la ENPAZ (E3 y E4) tuvieron un mayor numero de
toxinas por especie de bivalvo que las de la BAPAZ (E1, E2 y Eb), esto puede estar
estrechamente relacionado con la dinamica oceanogréafica en ambas zonas, ya que
la circulacién en la ensenada y las corrientes a las que esta expuesta son de menor
intensidad que las de la bahia (Obeso-Nieblas, 2003; Cervantes-Duarte et al., 2001),
esto podria estar favoreciendo la acumulacion de mayores densidades celulares de
dinoflagelados y por ende de las toxinas que estos producen, aumentando la

diversidad de toxinas que se acumulan en los tejidos de los bivalvos.

Son pocos los estudios donde se ha analizado el perfil de toxinas lipofilicas
acumuladas en tejidos de moluscos bivalvos, uno de los mas recientes es el de Wu
et al. (2015) quienes ademas de AO encontraron AZAl, PTX2, GYM y SPX1 en
siete especies de bivalvos; esta combinacidn de toxinas fue moderada comparado
con las 15 toxinas detectadas en los moluscos de México del presente trabajo. En
las muestras de China Mytilus edulis mostré la mayor concentraciéon de AO con 37.3
ug kg, mientras que la concentracién mas alta de esta toxina en el monitoreo en la
BAPAZ no super6 los 6.0 ug kg en A. maura de la E3. En contraste, en Crassostrea
gigas de China la GYM tuvo una concentracion de 14.4 ug kg, esta fue menor a lo
detectado en los bivalvos de México (en este estudio, hasta 42.6 ug kgt en D.

ponderosa de la E5).

Por otra parte el efecto combinado de las ficotoxinas lipofilicas es un tema
gque comenzO a estudiarse recientemente, al respecto se puede mencionar el
analisis de la combinacion de AO, DTX2 y YTX y su efecto sobre lineas celulares
de neuroblastoma, donde se observd que la toxicidad del AO puede potenciarse,
disminuyendo la viabilidad y proliferacion celular, dependiendo de la concentraciéon

de toxina y el tiempo de incubacion (Rodriguez et al., 2015). También se ha
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estudiado la combinacion de AZA1/AO y YTX/AQO y su efecto sobre células Caco-2
y HIEC, donde se observé un efecto antagonico, mientras que la combinacion
AZAL1/YTX tuvo un efecto sinérgico (Ferron et al., 2016). Los efectos combinados
de la mayoria de las toxinas encontradas en la BAPAZ requieren ser estudiados a
mayor detalle puesto que de manera individual fueron detectadas en

concentraciones bajas.

Aunque las concentraciones de toxinas en ningun caso superaron el limite
permisible (tomando como referencia lo establecido por la Union Europea), estas se
mantuvieron presentes en las 5 estaciones durante la mayor parte del monitoreo. Si
bien no se han reportado efectos adversos en humanos, debido a los efectos
negativos observados en los ratones, es necesario hacer énfasis en la necesidad
de profundizar en el estudio de estas toxinas en México. Ademas de estudiar a las
toxinas lipofilicas como un problema de salud publica, es conveniente visualizar a
los dinoflagelados que los producen como posibles fuentes de compuestos con
potencial biotecnoldgico, algo que en paises de Europa esta siendo abordado
recientemente en la busqueda de farmacos para su aplicacion en padecimientos
como Alzheimer y diversos tipos de cancer (Malaguti et al., 2002; Alfonso & Alfonso,
2008; Botana-Lopez et al., 2012; Andrade-Moreno & Sierra, 2014; Botana et al.,
2014; Shahsavar & Balle, 2015; Alfonso & Botana, 2016).

8.-CONCLUSIONES

Se logré la identificacion de especies productoras de toxinas DSP de los
géneros Prorocentrum y Dinophysis, aunque no fue posible establecer una
correlacion directa entre las densidades celulares de estos dinoflagelados en las
muestras ambientales y las concentraciones de AO y DTX detectadas en los tejidos

de los bhivalvos.

Durante el monitoreo se logré el aislamiento de cuatro cepas de
dinoflagelados: Alexandrium pseudogonyaulax, Prorocentrum rhathymum, P.
micans y Heterocapsa niei. Adicionalmente, se apoydé en el aislamiento e
identificacion de cepas de Coolia monotis, C. malayensis, G. catenatum,

Protoceratium reticulatum y Gonyaulax spinifera, especies que podran utilizarse
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para estudios de laboratorio enfocados a las interacciones entre especies de

dinoflagelados asi como sus efectos en moluscos bivalvos.

Se identificaron 72 especies pertenecientes a los géneros; Alexandrium,
Akashiwo, Azadinium, Balechina, Ceratium, Cochlodinium, Dinophysis, Goniodoma,
Gonyaulax, Gymnodinium, Gyrodinium, Heterocapsa, Phalacroma, Podolampas,
Prorocentrum,  Protoperidinium,  Ostreopsis, Oxitoxum,  Scrippsiella vy
Zygabikodinium, siendo los géneros Ceratium, Dinophysis, Prorocentrum vy

Protoperidinium los que se presentaron de forma recurrente.

Los bioensayos en ratdn con extractos de toxinas lipofilicas permitieron
registrar signos de neurotoxicidad que pueden deberse a un efecto sinérgico de las

toxinas acumuladas en los bivalvos.

El método de LC-MSMS permitio la deteccion de 15 toxinas lipofilicas en la
Ensenada de La Paz (E3) es decir la que registré la mayor diversidad de toxinas por
especie de bivalvo, mientras que en la Bahia de La Paz (E5) la concentracion de

toxinas por especie fue mayor.

Es importante resaltar que este es el primer reporte sobre la presencia de
toxinas lipofilicas yessotoxinas (YTX), azaspiracidos (AZA), pententoxinas (PTX) e
iminas ciclicas (IC) en bivalvos silvestres de la Bahia de La Paz, que son usados

para consumo humano.

9.-RECOMENDACIONES

En cuanto a la metodologia que se utliz6 para obtener fitoplancton vivo, seria
recomendable que las muestras se obtengan de algun sustrato en el bentos
(tunicados, macroalgas y pasto) ya que se observdé que la mayor cantidad de
dinoflagelados productores de toxinas lipofilicas se encontraron asociados al bentos

(Prorocentrum, Coolia, Amphidinium).

Realizar el monitoreo de las estaciones con mayor frecuencia, posiblemente
cada 15 dias, en este periodo podria explicarse la dinamica del sistema asi como
establecer relaciones significativas entre las abundancia de dinoflagelados vy

variables ambientales.
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Debido a la presencia recurrente de toxinas lipofilicas, se recomienda
continuar con el monitoreo de las estaciones para detectar si en algdn momento
estas toxinas alcanzaran niveles altos, para lo cual el uso de resina pudiera ser la

opcion mas factible.

Se sugiere realizar andlisis de LC-MS/MS a partir de homogenizados
exclusivamente del musculo abductor, a fin de descartar la presencia de ficotoxinas

en el callo de hacha A. maura.

Aparentemente la almeja chocolata (Megapitaria squalida) tuvo mayor
capacidad de retencion del AO que la almeja blanca (Dosinia ponderosa), dado que
ambas especies se consumen practicamente completas y la mayoria de las toxinas
detectadas se desconoce su efecto tanto en los moluscos como en el humano, se
recomienda realizar estudios para determinar el tiempo de eliminacion, asi como

posibles procesos de biotransformacion de las toxinas.

La realizacion de bioensayos en modelos animales e in vitro con estas
toxinas, brindaria informacion novedosa acerca de su efecto crénico, en el caso de
los moluscos para comprender los procesos de acumulacién, biotransformacion y
depuracion que estan ocurriendo en las diferentes especies que son aprovechadas

para consumo humano.
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11.-ANEXOS
11.1-Anexo 1

Especies identificadas en el sur de la Bahia de La Paz, durante en muestreo
de 2015-2016.

Gonyaulacales Peridiniales Prorocentrales Dinophysiales Gymnodimiales
Alexandrium ostenfeldii (*) | Ostreopsis spp.1 Prorocentrum spp.1 Dinophysis spp.1 Akashiwo sanguineum
Ceratium spp.1 Heterocapsa spp.1 Prorocentrum spp.2 D. acuta (*) Balechina spp.1
C. contrarium Heterocapsa niei P. gracile D. caudata (*) Cochlodinium spp.1
C. falcatiforme Podolampas P. lima (*) D. fortii (*) Gymnodinium spp.1 (*)
palmipes
C. falcatum Protoperidinium P. compressum Phalacroma spp.1 Gymnodinium spp.2 (*)
C. furca E’?gt.gperidinium P. micans P. rotundatum (*) G. gracile
spp.2
C. fusus P. brochii P. rathymum (*) G. herbaceum
C. kofoidii P. cassum P. sigmoide Gyrodinum spp.1
C. longirostrum P. claudicans P. triestinum Gyrodinum spirale
C. macroceros P. compressum P. vaginulum
Dinoflagelado 1 P. conicum
Goniodoma sphaericus P. (cf., corniculum)
Gonyaulax sppl P. crassipes
Gonyaulax spinifera (*) P. depressum
G. digitale P. (cf., divergens)
Oxytoxum scolopax P. globulum
P. grani
P. grande
P. latispinum
P. minusculum
P. pellicidum
P. punctulatum
P. quinquecorne
P. stenii
P. tuba
Scrippsiella spp.1
Scrippsiella spp.2
S. trochoidea
Zygabikodinium
spp.1

*Especies de dinoflagelados potencialmente productores de toxinas lipofilicas.
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Amphidomataceae

Azadinium spp.1 (*)
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11.2-Anexo 2
A continuacion se muestran las imagenes y descripcion de algunas de las

especies presentes de forma recurrente durante el muestreo.
Prorocentrum micans

Es un dinoflagelado tecado, marino con forma de vida plancténico,
considerada como una especie cosmopolita tanto de aguas frias como tropicales.
El organismo observado en la Figura 21, fue obtenido de la BAPAZ. Esta especie
se puede encontrar como células solitarias de talla media, la forma de su teca es
ovalada y asimétrica en comparacién a otras especies, su forma varia llegandose a
encontrar células piriformes, forma de lagrimas o de corazén, comprimidos
lateralmente. La superficie de la teca esta recubierta por numerosos poros (Pr), que
también son llamados poro tricocistos, los cuales siguen un patron (PPr), en el cual
se observa que presenta poros muy pequefios y densos y ademas poros de mayor
tamafio localizados en los margenes formando hileras transversales. Los bordes
redondeados por lo general no presentan diferencia entre el largo y el ancho de la
célula, en la parte posterior se diferencia en que su terminacion es en forma
puntiaguda, no prolongada, ademas que se puede observar el poro oral (PO) del

cual surge una espina apical (EA) muy desarrollada.

Dimensiones: 36.13 um de largo, 24.11 um de ancho y 6.7 um largo de la

espina apical
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Figura 21.- Micrografias de Prorocentrum micans. Imagenes observadas a 40x con
DIC. Poro oral (PO), espina apical (EA), poros (Pr), patrén de poros (PPr). Imagenes
tomadas por: Hernandez-Castro.
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Prorocentrum gracile

Este organismo marino de forma de vida plancténico, también fue colectado
en la BAPAZ (Figura 22). Suele encontrarse como células individuales, de talla
mediana, son células piriformes y puntiagudas, los bordes de estos organismos, no
son tan redondeados como en P. micans, solo es un poco redondeada en la parte
anterior y con una terminacion puntiaguda en la parte posterior y sus bordes son
concavos. En la superficie de su teca se pueden observar numerosos poros (Pr)
pequefios y también es posible observar poros de mayor tamafo en los margenes
de las valvas formando hileras transversales. En la parte anterior se localiza el poro
oral (PO) el cual es marcado, pero poco profundo, de este surge la espina antapical

(EA), esta es més delgada y larga.
Dimensiones: 56.73 um de largo, 14.7 um de ancho, 11.9 um largo de la

espina.
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Figura 22. Micrografias de Prorocentrum gracile. 1 y 3) observas a 40x con DIC. 2)
observada a 20x con DIC. Poro oral (PO), espina apical (EA), poros (Pr). Imdgenes tomadas
por: Hernandez-Castro.
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Prorocentrum compressum

Es una especie marina, benténica, fue aislada del interior de la ENPAZ
(Figura 23). Las células de esta especie son totalmente redondeadas, comprimidas
en vista lateral, en su parte anterior presentan un pequefio poro oral (PO), pero no
tiene espina. Sin embargo en algunos organismos es posible observar pequefias
denticulaciones asimétricas, como en este caso que se logra diferenciar una
pequefia aleta translicida (A). En la parte anterior cerca del poro oral, es posible
encontrar a la célula recubierta de un mucilago (Mg) recubriendo toda la parte
externa de la teca, la cual presenta un patron de poros pequefios, distribuidos en
lineas rectas (PPrl), localizadas en la periferia de la célula. La principal
caracteristica para identificar esta especie es la forma y una linea recta de poros
(PPr2) que se localizan en la parte lateral del poro oral. Esta especie es fotosintética
y presenta algunos cloroplastos (CL) de gran tamafio, ademas es posible distinguir

el nacleo (N) de la célula el cual se localiza en la parte posterior.

Dimensiones: 30 um de largo y 26 um de ancho.
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Figura 23.- Micrografias de Prorocentrum compressum. 1 y 2) observas a 100x con DIC. 3)
observada a 20x con EPI. 4 y 5) observadas a 100x con EPI. Musilago (Mg), Poro oral (PO),
cloroplasto (CL), nacleo (N), patron de poros 1 (PPrl), patron de poros 2 (PPr2), aleta (A).
Imagenes tomadas por: Hernandez-Castro.
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Amphidinium carterae

Es un dinoflagelado bentonico o endosimbionte desnudo, las células son
aplanadas dorsoventralmente, con o sin cloroplastos. En la Figura 24 se pueden
observar células vivas de A. carterae una cepa aislada de la ENPAZ. Estas especie
presenta células elipsoidales, muy pequefias, su pequefio epicono (EC) triangular o
en forma de media luna es muy caracteristico del este género. En la parte inferior
de la célula se puede observar el cingulo (C), donde se encuentra el flagelo
transversal (FT) y finalmente, en la parte posterior de la célula se encuentra el
hipocono (HC) el cual es de mayor tamafio en comparacion con el E. En la parte
posterior de la célula se encuentra un notorio pirenoide notorio (Py), el cual esta
situado en la region ventral de la célula. En este caso es un organismo fotosintético

ya que se logran observar los cloroplastos.

Dimensiones: 12.74 um de largo y 8.69 um de ancho

Figura 24.- Micrografias de Amphidinium carterae. Imagenes
observadas a 100x con DIC. Nucleo (N), epicono (EC), hipocono (HC),
pirenoide (PY), flagelo transversal (FT). Imagenes tomadas por:
Hernandez-Castro.

80



Cucumeridinium sp.

Este es un nuevo género descrito en el 2015 por Gomez y colaboradores, el

cual anteriormente se consideraba dentro del género Balechina.

En la Figura 25, se observan los organismos obtenidos con una red de
arrastre en la BAPAZ. Esta especie se presentd de manera constante, siempre en
células individuales. Presenta un nucleo (N) grande en la parte central de la célula,
abarcando parte del epicono (EC) y el hipocono (HC). En su parte dorsal es posible
ver de una forma clara el cingulo (C) el cual es profundo ademas, tiene algunas
vacuolas (V), pero no presenta cloroplastos. Otra caracteristica importante es que
en la superficie de la célula se pueden observar estrias (ES) delgadas que corren

de forma paralela a lo largo del cuerpo del organismo.

Dimensiones: Largo 76.18 um, ancho 45.94 um y longitud del nacleo 32.78

um.
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Figura 25.- Micrografias de Cucumeridinium sp. Observadas a 40x con DIC. Epicono (EC),
nucleo (N), hipocono (HC), cingulo (C), vacuolas (V), estrias (ES). Imagenes tomadas por:
Hernandez-Castro.
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Pentapharsodinium sp.

Este organismo presenta una epiteca (ET) conica y una hipoteca (HT)
redondeada. La tabulacion de las células vegetativas es Po (complejo del poro
apical), X (placa pre-apical), 4" (placas apicales), 3a (placas anteriores intercalares)
7" (placas pre-cingulares), 5c (placas cingulares), 5s (placas sulcales), 5" (placas

rrrs

post-cingulares), 2 (placas antapicales). La identificacion morfologica de esta
cepa se basé principalmente en la placa 17, ya que la forma de ésta es una de las
gue mas se conserva. Cuenta con 3 placas intercalares de tamafio similar,
localizadas en la parte posterior de la célula, las 7 placas pre-cingulares que tambien
son de tamafio similar, el cingulo (C) es muy marcado y estd conformado por 5
placas de las cuales la 1c, es muy delgada y es considerada una placa de transicion.
Las 5 placas pos-cingulares son grandes y de tamafio similar y se puede observar
gue el sulco esta conformado por varias placas de menor tamafio, donde en este
caso la que mas sobre sale es la placa sulcal posterior (Sp). En el organismo

identificado es posible observar los cloroplastos (CL) y una vacuola (V) (Figura 26).

Dimensiones: Largo 28.13 um y ancho 26.71 pm.
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Figura 26.- Micrografias de Pentapharsodinium sp.1) observada a 100x con DIC. 2-6) observadas a 100x con EPI.
Cingulo (C), vacuola (VA), cloroplastos (CL), epiteca (ET), hipoteca (HT), placa sulcal posterios (Sp), sulcus (S).
Placas apicales (1'- 47), placas anteriores intercalares (1a — 3a), placas pre-cingulares (1""- 7°"), placas cingulares
(1c-5¢), placas sulcales (1s-5s), placas post-cingulares (17"- 5°7"), placas antapicales (1”"""- 277"). 1, 2 y 3).
Imagenes tomadas por: Hernandez-Castro. 4, 5y 6). Imagenes tomadas por: Almazan-Becerril.



Coolia monotis

Son organismos bentdnicos, en esta especie una caracteristica distintiva es
la formay el tamafio del poro oral (Po), el cual es amplio y de forma curva, localizado
en la parte apical de la célula, la epiteca es de menor tamafio en comparacioén con
la hipoteca. La formula tecal es Po, 3", 777, 6¢, 6s, 57, 2”°”". El cingulo (C) es
marcado y presenta los aletas cingulares (Ac) muy notorias, las cuales se extienden
hasta la parte del sulcus (S), formando dos prolongaciones. En las células en su
estado vegetativo es posible observar el nucleo (N) y la presencia de humerosos
cloroplastos (CL) de forma discoidal, ya que se trata de organismos fotosintéticos.

C. monotis se recolecté en muestras de la ENPAZ (Figura 27).

Dimensiones: Largo 21 um y ancho 24.5 pm.
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Figura 27.- Micrografias de Coolia monotis. 1-4) observadas a 100x con DIC. 5-7) observadas a
100x con EPI. Cingulo (C), nucleo (N), poro oral (Po), aleta cingular (AC). Placas apicales (1°-3"),
placas pre-cingulares (1""- 7°), placas post-cingulares (1""- 57°). Imagenes tomadas por:
Hernandez-Castro.
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Coolia malayensis

Es un dinoflagelado de hébitat bentonico tecado, la superficie de las placas
que la conforman, se encuentran recubiertas por pequefios poros. Su formula tecal

rrr

es poro oral (Po), 3", 77, 6¢, s, 5 La epiteca localizada en la parte anterior de la
célula y separada por el cingulo (C) es de menor tamafio en comparacion con la
hipoteca. En la parte de la hipoteca se localiza el ndcleo. Una de las caracteristicas
que diferencia a esta especie de C. monotis es que tiene una aleta sulcal (AS), la
cual se puede observar que tiene un borde redondeado, localizada en la hipoteca.
Otra de las diferencias de C. malayensis es el tamafio del poro oral, el cual es
delgado y no es tan marcado como en el caso de C. monotis. C. malayensis
presenta gran numero de cloroplastos (CL), en este caso fue posible observar tanto

el nimero como la forma de estos utilizando la microscopia de EPI (Figura 28).

Dimensiones: Largo 23.4 um y ancho 25.23 pm.
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Figura 28.- Micrografias de Coolia malayensis. 1-4) observadas a 100x con EPI. 5) observada a 100x con DIC. Poro oral (Po), aleta
sulcal (AS). Placas apicales (1'-3"), placas pre-cingulares (1"~ 7°"), cingulares (1¢c — 6c), placas post-cingulares (1”"- 57). 1y 2)
Imagenes tomadas por: Almazan-Becerril. 3, 4 y 5) Imagenes tomadas por: Hernandez-Castro.
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A continuacion se muestran las imagenes de algunas las especies téxicas

identificadas.
Prorocentrum rhathymum

Se muestran los organismos de la cepa CICI 02, pertenecientes a P.
rhathymum, en la Figura 29 se observa que son células de forma ovalada, con la
parte central un poco mas ensanchada. La parte anterior de la célula se diferencia
ya que presenta un poro oral (PO) del cual surge una pequefia y delgada espina
apical (EA). En la parte anterior de la célula también es posible identificar un gran
nucleo (N) redondeado, asi como un gran numero de cloroplastos (CL) y poros (Pr)
en toda la superficie de las valvas que forman la teca. Se ha reportado que estos
poros son aproximadamente 100 por placa, arreglados en filas radiales, que son
mas notorios en la parte posterior de la célula, pero la parte central de la placa
parece ser que ésta desprovista de poros. En la mayoria de los ejemplares
obtenidos del cultivo fue posible observar un mucilago (Mg) rodeando a la célula.
En las células vivas es posible observar dos flagelos que salen del poro oral. Esta

especie es considerada como productora de toxinas DSP.

Dimensiones: 29.83 um de largo y 20.72 um de ancho.
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Figura 29.- Micrografias de Prorocentrum rhathymum. 1, 2 y 3) observadas a 40x con DIC. 4) observada a 100x
con DIC. 5) observada a 100x con EPI. Cloroplastos (CL), nucleo (N), poro oral (PO), espina apical (EA),
mucilago (Mg), patrén de poros (Pr). Imagenes tomadas por: Hernandez-Castro.



Dinophysis caudata

Son células grandes, que se caracterizan por presentar una prolongacion (P)
en la parte final de la hipoteca, tal prolongacion es la que la distingue de las otras
especies del género Dinophysis. Ademas cuenta con otras ornamentaciones, en la
epiteca tiene un par de aletas cingulares (AC) multiradiadas que delimitan el cingulo
(C) en su parte anterior y posterior, dos aletas sulcales, la aleta sulcal (AS) izquierda
que se extiende desde la parte posterior de la epiteca hasta el inicio de la
prolongacion que se encuentra en la hipoteca y esta sostenida por tres radios (R1,
R2 y R3). La aleta sulcal derecha es mas pequefia llegando por lo general hasta el
R2. Esta especie es comun encontrarla en pares. La superficie de la célula se
encuentra recubierta por numerosos poros (Pr) y dentro de la célula se puede ver

los plastos (PI). Esta es una especie productoras de toxinas DSP (Figura 30).

Dimensiones: 101.51 pm largo, 48.52 um ancho, 37.95 um la prolongacion
de la hipoteca, 4.3 um ancho del cingulo y 14.24 um ancho de la aleta cingular
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Figura 30.- Micrografias de Dinophysis caudata. 1, 2 y 5) observadas a 20x con DIC. 3y 4)
observas a 40x con DIC. Radios (R1, R2 y R3), aleta sulcal (AS), prolongacion (P), aleta
cingular (AC), cingulo (C), poros (Pr), plastos (Pl). Imagenes tomadas por: Hernandez-Castro.
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Dinophysis tripos

Esta especie es posible encontrarla en tallas cerca de las 100 um (Figura 31),
D. tripos y D. caudata pueden estar coexistiendo y llegar a causar confusion, la
principal diferencia entre estas dos especies es que D. tripos cuenta con dos
prolongaciones en la parte posterior de célula y ademas su aleta sulcal derecha, de
igual forma esta soportada por tres radios, pero ésta es mas corta ya que solo llega
a cubrir la mitad del largo de la hipoteca (HT). Esta especie también se puede
encontrar en pares, aungue es mas comun ver las células individuales. La epiteca
(ET) de estos organismos estd muy reducida, el cingulo se encuentra en la parte
anterior de la célula, separando a la ET de la HT, la cual en este caso es de mayor
tamafio, son células comprimidas lateralmente y es comun encontrarlas nadando
en esta vista. La identificacibn de las especies de este género se basa
principalmente en la talla, forma y ornamentaciones. La superficie de la teca esta
cubierta en su totalidad por poros. Esta especie también es considerada como

productora de toxinas DSP.

Figura 31.- Micrografias de Dinophysis tripos. Imagenes observadas a 40x con DIC.
Radios (R1, R2y R3), epiteca (ET), hipoteca (HT), poros (Pr), aleta cingular (AC), aleta
sulcal (AS), prolongacion (P). Imagenes tomadas por: Hernandez-Castro.
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Dinophysis acuminata

Las células de D. acuminata son de pequefias a medianas, su forma es
ovalada o eliptica, tiene su aleta sulcal (AS) bien desarrollada extendiéndose un
poco mas alla del punto medio del largo de la célula y sostenida por 3 radios (R1,
R2 y R3). Toda la superficie de la teca se encuentra recubierta por poros (Pr), en la
parte anterior del cingulo (C) se encuentra la epiteca (ET), la cual no sobresale,
debido a que esta muy reducida en comparacion con la hipoteca (HT). Al igual que
la mayoria de las especies del género Dinophysis, esta especie también es

considerada como productora de toxinas DSP (Figura 32).

Dimensiones: 58.66 um largo, 31.20 um ancho, 9.37 um largo del R1, 10.57

um largo del R2 y 11.72 um largo del R3.

Figura 32.- Micrografias de Dinophysis acuminata. Observadas a 40x con DIC. Cingulo (C), poros (Pr),
epiteca (ET), aleta sulcal (AS), hipoteca (HT), radios (R1, R2 y R3). Imagenes tomadas por:
Hernandez-Castro.
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Phalacroma rotundata

En las imagenes se puede observar que son células redondeadas un poco
ovaladas, recubiertas por una teca con poros (Pr) en su superficie. En la parte lateral
de la célula se presentan dos aletas cingulares lisas y angostas una anterior y otra
posterior. La aleta sulcal (AS) izquierda se encuentra sostenida por tres radios. Este
organismos presenta una epiteca (ET) pequefia que sobresale por arriba del cingulo
(C) y es mas redondeada que la hipoteca (HT) (Figura 33).

Dimensiones: 43.32 um de largo, 36.56 um de ancho, 3.66 um de largo del
R1, 6.27 um del R2 y 10.8 um del R3.

Figura 33.- Micrografias de Phalacroma rotundata. Observadas a 40x con DIC. Radios
(R1, R2 y R3), aleta sulcal (AS), cingulo (C), epiteca (ET), hipoteca (HT), poros (Pr).
Iméagenes tomadas por: Hernandez-Castro.
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Ademas se muestran dos de las cepas aisladas en Bahia Concepcidén que

también se lograron fotodocumentar:
Gyrodinium sp.

En la Figura 34 se encuentran organismos del cultivo de la cepa CICI 06
(aislado en Bahia Concepcién). El organismo presenta un nudcleo (N) de gran
tamafo localizado en el hipocono, numerosos cloroplastos (CL) de forma ovalados,
la forma de estos se puede observar en la Figura 34-1 y 34-2 donde las células se
observaron con epifluorescencia, estos se encuentran recubriendo la mayor parte
de la célula. En la parte ventral del organismo se puede observar el sulcus (S) y el
cingulo este es ascendente en forma de “Z” (Figura 34.2). En la parte dorsal de la
célula también es posible observar el cingulo (C), profundo dentro del cual corre el
flagelo transversal (FT) y se mueve de forma ondulatoria, el cingulo se encuentra
dividiendo a la célula claramente en un epicono (EC) pequefio esto en comparacion
a la longitud total de la células y tiene una terminacion en forma redondeada y
finalmente el hipocono (HC) es alargado y de mayor tamafio, representando mas de

la mitad de la longitud total de la célula.

Dimensiones: Largo 29.22 um, ancho 19.83 um, diametro del nucleo 18.13

um y ancho del cingulo 5.49 um.
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Figura 34.- Micrografia de Gymnodinium sp. Observadas a 100x con DIC. Nucleo (N), cloroplastos
(CL), sulcus (S), cingulo (C), flagelo transversal (FT), epicono (EC), hipocono (HC), cloroplastos (CL).
Imagenes tomadas por: Hernandez-Castro.
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Gymnodinium impudicum

En los cultivos de la cepa BACO 13 se observaron células vegetativas
individuales, en cadenas de dos (CD2) y cuatro (CD4) con microscopia de contraste
de interferencia diferencial (DIC). La morfologia de éstas cambiaba, ya que como
se observa en la Figura 35-1, las células de los extremos de la cadena el epicono
(EP) se ve reducido y redondeado mientras que el hipocono (HC), es mas ancho y
cuadrangular, por su parte las dos células internas de la cadena se ven mas
cuadrangulares y comprimidas. En la Figura 35-2 se presentan una cadena de dos
células donde es posible distinguir los eyespot (EP), situados en la hipoteca. En la
Figura 35-3 se observa una cadena de cuatro células utilizando la técnica de
epifluorescencia (EPI) con la cual fue posible diferenciar los cloroplastos (CL). Con
la cadena de dos células presentada en la Figura 35-4, se pueden diferenciar
claramente el epicono (EC), el cingulo (C) con su flagelo transversal (FL) y el
hipocono (HC). Por ultimo en algunas células individuales se observé una pérdida
del cingulo (C) y los flagelos (F) ya no eran notorios, pero si se observd un gran
nacleo (N) al centro de la célula, lo cual pudo deberse a un proceso de

enquistamiento.

Dimensiones; Largo 18.92 um, ancho 15.54 um.
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Figura 35.- Micrografias de Gymnodinium impudicum. 1y 2) observadas a 40x con DIC. 3) observada a
40x con EPI. 4 y 5) observadas a 100x con DIC. Cadenas de 2 y 4 células (CD2 y CD4), eyespot (EP),
epicono (EC), flagelo transversal (FT), cingulo (C), hipocono (HC), nucleo (N). 1, 2 y 4 Im4genes tomadas
por: Almazan-Becerril. 3 y 5) Imagenes tomadas por: Hernandez-Castro.

99




