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GLOSARIO

Acidos grasos: Cadenas de hidrocarbonos unidas a un grupo carboxilo terminal;
la cadena hidrocarbonada puede ser saturada (sin dobles enlaces) o insaturada
(con uno o mas dobles enlaces), aunque también existen acidos grasos con
enlaces triples (Mathews, 1999; Nelson & Cox, 2004).

Acidos grasos poliinsaturados: Acidos grasos que contienen dos o mas
enlaces dobles. Los de las series n-3 y n-6 se consideran esenciales debido a que
no pueden ser sintetizados o0 en su caso en pequefas cantidades que resultan
insuficientes, por lo que deben ser obtenidos del alimento ya que son necesarios
para la vida de los animales (Mathews, 1999; Nelson & Cox, 2004).

Aminoacidos: Moléculas organicas que contienen nitrégeno en forma de —NH, y
un grupo carboxilo —COOH unidos al mismo &atomo de carbono. Son los
integrantes estructurales de las moléculas de las proteinas (Mathews, 1999;
Nelson & Cox, 2004).

CLso: El valor CLsp de un compuesto es la concentracion que se espera cause la
muerte del 50 % de la poblacion sujeta a estudio dentro de un tiempo fijo (Bedaux
& Kooijman, 1994).

Cepa: Variante genética de una especie o, incluso, de un taxén inferior,
usualmente propagada clonalmente debido al interés en la conservacién de sus
cualidades definitorias (Krebs, 1985).

Curva de crecimiento: Es la curva que representa el desarrollo de un organismo
en cultivo bajo condiciones controladas en sus diferentes fases de crecimiento
(inicial, exponencial, estacionaria y de muerte) (Krebs, 1985).

DLso: Dosis que es letal para el 50 % de los organismos en estudio (Bedaux &
Kooijman, 1994).

Electron: Particula subatémica con carga eléctrica negativa, igual en magnitud a
la carga positiva del proton, pero con una masa mucho menor (Nelson & Cox,
2004).

Embrién: Primer periodo de la ontogenia que inicia con la activacién del huevo y
finaliza con la alimentacibn exdgena, caracterizado por la nutricibn exclusiva
derivada del aporte materno y por presentar tres fases: segmentacion, embrion y
eleuteroembrion (Belanger, 2010).

Especies reactivas de oxigeno (ERO): Término usado para designar a los
radicales libres del oxigeno (O, y OH’), asi como a los derivados no radicales
(H202) (Mathews, 1999; Nelson & Cox, 2004).
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Estrés oxidativo: Situacion de pronunciado desequilibrio entre la produccion de
ERO y las defensas antioxidantes, lo que provoca dafios oxidativos (Cooper,
2002; Nelson & Cox, 2004).

Florecimientos algales nocivos (FAN): Son una multiplicacion acelerada y
acumulacion de algas unicelulares microscopicas de una o varias especies
fitoplanctonicas en respuesta a condiciones fisico-quimicas del ambiente
favorables para su reproduccion (luz, temperatura, salinidad, vientos, nutrientes,
entre otros); en ocasiones se forman agregaciones con millones de células por
litro y debido a sus pigmentos fotosintéticos pueden causar que la superficie del
agua de mar cambie de color, torndndose de color rojizo, café o amarillo (Gérate-
Lizarraga et al., 2008).

Fotoperiodo: Respuesta fisiologica y de comportamiento de organismos a la
duracion relativa del dia y la noche (Krebs, 1985).

Nauplio: Término utilizado para designar al estadio recién eclosionado de
algunos crustaceos incluyendo al camaron recién eclosionado (Alonso-Rodriguez et
al., 2004).

PAR: Radiacion fotosintéticamente activa que va de los 400 a los 750 nm
(Marshall & Newman, 2002).

Polimorfismo: Presencia en una sola poblacion de dos o mas formas
fenotipicamente distintas de una caracteristica cuya variacion se halla
determinada genéticamente (Krebs, 1985).

Radical libre: Cualquier molécula que puede tener una existencia independiente
y que tiene uno o mas electrones no apareados (Mathews, 1999; Nelson & Cox,
2004).

Tilacoide: Saco aplanado o vesicula que forma parte de la estructura de la
membrana interna del cloroplasto. Es el sitio donde se realizan las reacciones
captadoras de luz de la fotosintesis y de la fosforilacion (Mathews, 1999; Cooper,
2002).

Toxicidad: Es la propiedad relativa de un quimico el cual es referido a su
potencial de causar un efecto dafino sobre organismos vivos (Rand & Petrocelli,
1985).

Toxina: Substancia de naturaleza proteica o no proteica de origen vegetal, animal
0 bacteriolégico que cuentan con una estructura quimica determinada que
desencadena desordenes fisioldgicos especificos. Puede producir efectos
adversos en un sistema bioldgico, dafiando seriamente su estructura, funcién o
produciendo la muerte (Rand & Petrocelli, 1985).
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RESUMEN

Las rafidoficeas se han relacionado con la produccién de brevetoxinas (PbTx),
especies reactivas de oxigeno (ERO) y acidos grasos poliinsaturados (AGP),
causando mortalidades principalmente en peces adultos, aunque su impacto
potencial en fases iniciales de vida de peces y crustaceos se desconoce. En este
estudio se determind el efecto de diversas cepas de Chattonella del Golfo de
California en embriones de Paralabrax maculatofasciatus y en nauplios de
Litopenaeus vannamei. Se caracterizaron las cepas de Chattonella (densidad celular,
tasa de crecimiento, talla y perfil de pigmentos). Se determiné la presencia de PbTx,
ERO vy perfil de acidos grasos. Embriones de P. maculatofasciatus en fase de
segmentacion (FS) se colocaron (1 embridon/pozo) en placas de microdilucion de
poliestireno. Se adiciond por placa, 1 ml de diferentes concentraciones celulares
(CC) (2 a 10-10° cél-mI™*) de Chattonella subsalsa (CSNAV-1), C. marina var. ovata
(CMOPAZ-1), C. marina var. marina (CSPV-3 y CSCV-1), agua de mar estéril con
medio /2 y el dinoflagelado (no téxico) Prorocentrum micans como controles,
culminando en la fase de apterolarva. Nauplios en estadio 2 de L. vannamei se
colocaron (1 nauplio/pozo). Se adicion6 por placa 1 ml de diferentes CC (0.5 a 6-10°
cél-mi™*) de Chattonella subsalsa, C. marina var. marina (CSPV-3, CSJV-2 y CSCV-
1), C. marina var. ovata, (CMOPAZ-1, -2 y -3), asi como la diatomea Chaetoceros
calcitrans y la cloroficea Tetraselmis suecica como controles, el ensayo culminé en la
fase de zoea 3. Embriones y nauplios se incubaron por triplicado a 23° C. Las cepas
de Chattonella presentaron un intervalo de tallas de 33.7-90 um y 18.5-41.7 um,
longitud y ancho, respectivamente, densidad celular de 3.17-4.59-10% cél-ml* y tasa
de crecimiento de 0.21-0.35 div-dia’. Los pigmentos son caracteristicos de
rafidoficeas, todas las cepas producen ERO, no se detectd la presencia de PbTx y
presentaron un perfil caracteristico de acidos grasos. En P. maculatofasciatus, las
cepas de Chattonella provocan porcentajes de mortalidad diferentes sobre las fases
iniciales del desarrollo siendo la FS la mas sensible con mortalidades del 98 % con
C. subsalsa. La cepa de C. marina var. ovata (CMOPAZ-1) en bajas concentraciones
provocé mortalidad en embriones con una CLsy de 1.73-10° cél-mI™, mientras que C.
subsalsa provoc6 altas mortalidades en poco tiempo con un TLso de 20 h. Las cepas
de C. marina var. ovata seguida de C. marina var. marina (CSPV-3) mostraron las
mayores mortalidades, las cuales se incrementaron gradualmente conforme a la
concentracion celular (2, 4, 6 y 8:10° cél-mi™®). En L. vannamei el efecto de las
diversas cepas de Chattonella a diferentes concentraciones en la fase de nauplio es
nulo. En todos los tratamientos los efectos en la mortalidad se observaron a partir del
inicio de la fase de zoea 1, justo al inicio de la alimentacion exdgena. La mortalidad
mayor (100%) de L. vannamei en menos tiempo (120 h) la causaron las cepas de C.
marina var. ovata CMOPAZ-2 y -3 en concentraciones de 3-10° cél-ml™ con un TLso
de 3 dias y 19 h. Estos resultados muestran un efecto diferencial entre las diversas
cepas de Chattonella y sus concentraciones al ser suministradas a embriones de P.
maculatofasciatus y a nauplios de L. vannamei, con efectos diferentes en cada grupo
de organismos.



ABSTRACT

Raphidophyceans have been linked to the production of brevetoxins (PbTx), reactive
oxygen species (ROS) and polyunsaturated fatty acids (PUFA), causing fish
mortalities mainly in adults, although its potential impact on early stages of fish and
crustaceans is not known. In this study we determined the effect of various strains of
Chattonella in the Gulf of California on Paralabrax maculatofasciatus embryos and
Litopenaeus vannamei nauplii. Chattonella strains were characterized (cell density,
growth rate, size and profile of pigments). We determined the presence of PbTx, ROS
and fatty acid profile. Embryos of P. maculatofasciatus on segmentation stage (SS)
were placed (1 embryo/well) in polystyrene microdilution plates. We added 1 ml per
plate of different cell concentrations (CC) (2 to 10-10° cellml™®) of Chattonella
subsalsa (CSNAV-1), C. marina var. ovata (CMOPAZ-1), C. marina var. marina
(CSPV-3 and CSCV-1), sterile seawater f/l2 and the dinoflagellate (nontoxic)
Prorocentrum micans as controls, culminating in apterolarva phase. nauplii on stage 2
of L. vannamei were placed (1 nauplii/well). We added 1 ml per plate of different CC
(0.5 to 6-10° cell-mI™) of C. subsalsa, C. marina var. marina (CSPV-3, and CSCV
CSJV-2-1), C. marina var. ovata (CMOPAZ-1, -2 and -3), as well as the diatom
Chaetoceros calcitrans and the chlorophycean Tetraselmis suecica as controls,
culminating in the zoea 3 stage. Embryos and nauplii were incubated in triplicate at
23° C. Chattonella strains showed a size range of 33.7-90 um and 18.5-41.7 pum of
long and wide, respectively, cell density of 3.17-4.59-10° cell-mlI* and growth rate
from 0.21 to 0.35 div-day™. The pigments are characteristic of raphidophyceans, all
strains produce ROS, was not detected the presence of PbTx and presented a
characteristic profile of fatty acids. In P. maculatofasciatus, Chattonella strains cause
different mortality rates on the early stages of development being the most sensitive
on SS with 98% mortality with C. subsalsa. The strain of C. marina var. ovata
(CMOPAZ-1) at low concentrations caused mortality in embryos with an LCsy of
1.73-10° cell-mI™, while C. subsalsa caused high mortalities in short time with a LTso
of 20 h. Strains of C. marina var. ovata followed by C. marina var. marina (CSPV-3)
showed the highest mortality, which increased gradually with the cell concentration (2,
4, 6 and 8-:10° cell-mlI™. In L. vanname:i the effect of the various strains of Chattonella
at different concentrations in the nauplii stage is harmless. In all treatment we
observed effects in mortality from the beginning of the zoea on phase 1, just at the
beginning of exogenous feeding. The highest mortality (100%) of L. vannamei in less
time (120 h) was caused by the strains of C. marina var. ovata CMOPAZ-2 and -3 at
concentrations of 3-10% cell-mI™, with a LTso of 3 day and 19 h. These results show a
differential effect between the various strains of Chattonella and their concentrations
to be supply to embryos of P. maculatofasciatus and nauplii of L. vannamei, with
different effects in each group of organisms.



1. INTRODUCCION

Las rafidoficeas son fitoflagelados unicelulares que se encuentran en la
Clase Raphidophyceae dentro de la division Heterokontophyta. Existen especies
de agua dulce y marinas con longitudes de 10 um (Heterosigma akashiwo) a 130
pm (Chattonella antiqua) (Hallegraeff & Hara, 1995). Diversas especies de
rafidoficeas pueden formar florecimientos algales nocivos (FAN) provocando
agotamiento de oxigeno (anoxia), ademas generan compuestos que pueden ser
toxicos para peces ocasionandoles la muerte, originando grandes pérdidas
econdmicas en el sector pesquero (Kimura et al., 1999; Yamaguchi et al., 2008;
Jugnu & Kripa, 2009).

Las rafidoficeas presentan caracteristicas bioquimicas y morfolégicas
singulares, son moviles, cuentan con dos flagelos de diferente longitud que
emergen de la parte anterior de la célula, el flagelo anterior es mas largo, dinamico
y dirigido hacia adelante conteniendo mastigonemas, los cuales son responsables
de la orientacion y del movimiento de la célula (Andersen, 2004), la batida del
flagelo es sinusoidal lo que genera un suave desplazamiento, el flagelo mas corto
es rigido, liso y se encuentra pegado al cuerpo (Hara & Chihara, 1987). Su forma
puede ser esférica, ovoide, elongada o periforme, ligeramente comprimida dorso-
ventralmente dependiendo de los factores ambientales y de las condiciones de
cultivo (Hallegraeff & Hara, 1995; Tomas, 1998; Band-Schmidt et al., 2004).

Inicialmente este grupo fue considerado esencialmente de agua dulce, sin
embargo también se encuentran en ambientes salobres 0 marinos y se ubican en
diferentes estratos de la columna de agua, incluso en sustratos arenosos tales
como las especies de los géneros Haramonas y Chlorinimonas (Yamaguchi et al.,
2010), ademas se encuentran en aguas costeras templadas, subtropicales y
subarticas (Itakura et al., 1996). Su coloracion varia de verde brillante (especies de
agua dulce) a dorado-café o café (especies marinas), contienen pigmentos
fotosintéticos como clorofila a, cq y ¢y, y B-caroteno, las rafidoficeas de agua dulce
contienen diadino-, hetero- y vauqueria-xantina y las especies marinas contienen

fuco-, viola-, auro- y zea-xantina (Potter et al., 1997; Mostaert et al., 1998).



Las células son desnudas o con una delgada capa mucilaginosa, contienen
diversos aparatos de Golgi, poseen un gran nucleo (Jeffrey et al., 1997; Andersen,
2004). Cuentan con eyectosomas (Heterosigma), tricocistos y mucocistos
(Chattonella y Fibrocapsa) que se descargan facilmente, asi como numerosos
cloroplastos (10-30) alojados principalmente en la periferia del citoplasma
(Hallegraeff & Hara, 1995). La Clase Raphidophyceae se encuentra dividida en
tres géneros de agua dulce (Gonyostomum, Merotrichia y Vacuolaria) y cinco
géneros marinos (Chattonella, Chlorinimonas, Fibrocapsa, Haramonas vy
Heterosigma) (Yamaguchi et al., 2010).

En varios paises, se ha reportado que los FAN de rafidoficeas estan
asociados con altas mortalidades de peces, ocasionando pérdidas econdmicas
millonarias principalmente en la piscicultura, poniendo en riesgo a los ecosistemas
y la salud humana (Hershberger et al., 1997; Twiner et al., 2001; Jugnu & Kripa,
2009). A su vez, se ha documentado que en poblaciones naturales los impactos
de los FAN de rafidoficeas no se han cuantificados con precision (Backe-Hansen
et al., 2001; Bourdelais et al., 2002).

Diversos autores han abordado el estudio de los efectos que provocan las
rafidoficeas en organismos superiores, no obstante poco se conoce en relacién a
los mecanismos de accion de los metabolitos toxicos producidos por las
rafidoficeas, los estudios en este rubro se han enfocado a la relacion que
mantienen estas microalgas con la produccion de brevetoxinas/compuestos
similares a las brevetoxinas (PbTx) (Khan et al., 1996a, b, 1997, 1998), especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Oda et al., 1997; Twiner & Trick, 2000; Marshall et
al., 2002a), oxido nitrico (NO) (Kim et al., 2006, 2008), acidos grasos
poliinsaturados libres (AGPI) (Marshall et al., 2002b, 2003), compuestos
hemoaglutinantes y hemolisinas (Fu et al., 2004; Kuroda et al., 2005; De Boer et
al., 2009)

Recientemente, en las costas de México, se ha reportado la presencia de
varias especies de rafidoficeas con potencial toxico, Chattonella marina, C.
subsalsa, C. marina var. ovata, Fibrocapsa japonica y Heterosigma akashiwo
(Band-Schmidt et al., 2005; Cortés-Altamirano et al., 2006; Martinez-Lopez et al.,



2006; Lopez-Cortés et al., 2011; Rodriguez-Palacio et al., 2011), las cuales en
algunas regiones se han asociado a mortandades de peces en el rango de 48 a 60
t (Cortés-Altamirano et al., 2006).

Debido a que son células desnudas, las rafidoficeas son altamente
sensibles a los fijadores usados comunmente para la preservacion de muestras de
fitoplancton, por lo que antes del afio 2000 no se habian detectado en costas
mexicanas. A la fecha, la observacion de muestras de fitoplancton in vivo y la
especializacion del personal encargado de revisar las muestras ha sido
fundamental para detectar la presencia de este y otros grupos de fitoflagelados en
aguas mexicanas (Band-Schmidt et al., 2004; Cortés-Altamirano et al., 2006;
Lopez-Cortés et al., 2011).

La mayoria de los estudios se centran en los efectos nocivos que causan
las rafidoficeas en peces adultos y en moluscos (Hallegraeff et al., 1998; Marshall
et al., 2003; Kim et al., 2004). Aun no se ha esclarecido si el estar en contacto con
fases larvarias en el ambiente provoque algun efecto que pudiera generar
mortandades de importancia que perjudiquen al reclutamiento y por ende a las
pesquerias, ante esta incognita se planted determinar este efecto.

En este documento se presentan los resultados de la caracterizacion de las
cepas de Chattonella aisladas del Golfo de California, describiendo sus
caracteristicas de crecimiento, morfologia, perfil de pigmentos, asi como la
deteccion de brevetoxinas, especies reactivas de oxigeno y perfil de acidos
grasos. Ademas se presentan los resultados de los bioensayos realizados con las
diversas cepas de Chattonella para evaluar su potencial téxico en embriones de la
cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus y en nauplios de camardn blanco
Litopenaeus vannamei, mostrando los porcentajes de mortalidad, concentracion

letal (CLso) y tiempo letal (TLsp) para cada cepa.



2. ANTECEDENTES
2.1. FLORECIMIENTOS ALGALES NOCIVOS POR RAFIDOFICEAS

Eventos de FAN causados por rafidoficeas se han documentado en diversas
regiones del mundo. Los primeros reportes se remontan a 1964 en el Mar Interior de
Seto y a lo largo de las costas de Kyushu (Japon) que provocaron altas mortalidades
de peces en cultivo (Seriola quinqueradiata, S. rivoliana, Spondyliosoma cantharus y
Pagrus major), originadas principalmente por C. antiqua, C. marina y H. akashiwo,
durante las décadas de los 70’s y 80’s, presentandose recurrentemente cada afo al
inicio de la primavera cuando la temperatura del agua se incrementa a 25 °C y la
irradiancia oscila de 30 a 150 pmol'm?-seg™ (Okaichi, 1989). En la parte Este del
Mar Interior de Seto, las rafidoficeas y en particular C. antiqua ocasionaron en 1972,
pérdidas a los acuacultores por 7.1 billones de yenes (~$60 millones de ddlares) al
provocar la muerte de 14.2 millones de peces marinos (S. quinqueradiata), se ha
estimado que la densidad celular minima letal para C. antiqua es de 11-10* cel'lI”,
estas densidades son mas bajas que las necesarias para causar decoloracion en el
agua (1-10° cel'I'") (Nakamura & Watanabe, 1983; Imai et al., 2006). Actualmente las
rafidoficeas forman FAN regularmente de julio-agosto en estas localidades.

En la Bahia de Osaka en Japon en 1978, se presentd una serie de cinco
eventos de FAN de junio a octubre con una duracién de 30 a 40 dias (20-27 °C, 13-
33 ups y pH 8-8.4), durante estos brotes periddicos se observd que los cambios de
salinidad favorecieron a H. akashiwo particularmente al declinar la salinidad
(Watanabe et al., 1982). Esta especie ha causado mortalidades de peces en diversas
regiones, en 1989 se documenté un denso florecimiento de H. akashiwo (0.5-2-10°
cel'l") en la Bahia de Big Glory, Isla Steward, Nueva Zelanda, que provoco la
mortalidad de salmones "chinook" en cultivo con pérdidas por 600 t (Chang et al.,
1990). En la zona de Puget Sound, frente a Washington (E. U. A.) se asocié un
florecimiento de H. akashiwo a salmones silvestres muertos durante el otofio de
1994. Diversos investigadores han observado que en esta localidad dichos eventos
también provocan altas mortalidades de salmén cultivado en jaulas flotantes,
generando pérdidas para los piscicultores con un estimado de 4 a 5 millones de

dolares por afno (Horner et al., 1997). En abril de 1995 un FAN generado por H.



akashiwo se registré en la Bahia de Kagoshima, Japon, prolongandose por varias
semanas causando mortalidad de peces marinos (S. quinqueradiata) en cultivo,
durante este evento la concentracién celular registrada fue mayor a 1-10® cel-I”
(Khan et al., 1997).

En particular con el género Chattonella se documentaron dos reportes de FAN
en la década de los 90’s. El primero en la Bahia de Boston al sur de Australia durante
los meses de abril a mayo de 1996, donde se observé un FAN de Chattonella marina
con concentraciones superiores a 66-10° cel-I"", este evento se asocio a la mortalidad
del 75 % del total del stock de atunes de aleta azul (Thunnus maccoyii) en cultivo con
un estimado de 1,700 t y con pérdidas valuadas en 40 millones de ddlares
(Hallegraeff et al., 1998). El segundo fue en el lago salado de Salton Sea, California
(E. U. A.), donde C. marina fue observada por primera vez en 1997 de abril a
noviembre con densidades de 6:10° cel-l”, causando mortalidades en peces
principalmente tilapia (Oreochromis mossambicus), posteriormente en julio de 1998 y
agosto de 1999 se presentdo C. marina con concentraciones mas elevadas (2.2 y
11.5-10° cel-I"", respectivamente) (Tiffany et al., 2001).

A partir del afo 2000 a la fecha el registro de estas especies ha ido en
aumento, en la costa oeste de Dinamarca se registraron durante mayo del 2000,
diversos eventos de FAN provocados principalmente por Chattonella sp. Lu & Gobel
(2000) reportaron su presencia en tres puntos principalmente, uno a 10 km frente a la
Isla Sylt, el siguiente de 10-18 km frente a la costa de Esbjerg y el ultimo a 10 km
frente a Hirtshals, con densidades celulares de 10, de 8.7 a 11 y de 1.8-10° ceI-I'1,
respectivamente. Cerca de esta localidad, en la Bahia de Flgdevigen (Noruega) se
presentd un florecimiento de C. marina en marzo del 2001 con densidades
relativamente altas, donde en 10 de las 19 estaciones se registraron mas de 5-10°
ceI-I'1, con una concentracién maxima de 12.5-10° cel-l'1, en este evento Lars-Johan
et al. (2002) mencionaron que H. akashiwo estuvo presente en todas las estaciones
con densidades promedio de 5:10° cel:I"" y una maxima de 13.5-10° cellI"!, ademas

estimaron que este florecimiento provocé la mortalidad de 1,100 t de salmén.



FAN de Chattonella marina se han reportado para las costas de la India al
Norte de Kerala durante septiembre de 2002 y 2003 con densidades celulares
maximas de 28:10" y 13.5:-10° cel'l”, respectivamente con una extension de 50 km y
un ancho de 3 km aproximadamente. C. marina fue la especie dominante aunque
otras especies de fitoplancton estuvieron presentes resaltando: Coscinodiscus
asteromphalus (8:10* cel-I'"), Pleurosigma normanii (2:10* cel‘I") y Noctiluca sigma
(552 cel-I"). Jugnu & Kripa (2009) detectaron que durante los eventos de FAN de C.
marina las pesquerias en esta zona fueron modificadas, ya que especies que se
capturaban habitualmente permanecieron ausentes, principalmente los crustaceos:
Portunus pelagicus, P. sanguinolentus, Parapenaeopsis stylifera y Metapenaeus
dobsoni y los peces zooplanctéfagos Stolephorus spp., Thryssa spp. y Leiognathus
spp. Ademas notaron que decrecieron las capturas de especies de niveles tréficos
intermedios mientras que las capturas de depredadores tope aumentaron.

En septiembre de 2007 Chattonella globosa fue observada al Este del
Estrecho de Skagerrak (Noruega) extendiéndose hacia la costa Oeste a inicios de
noviembre. En 2008 fue la especie dominante al presentarse con una densidad de
53:10° cel-I", reportandose también la presencia de Pseudochattonella sp. vy
Heterosigma akashiwo, ocasionando una mortalidad de 100 t de peces marinos
cultivados en jaulas (Lemsland et al., 2010).

Frente a las costas y estuarios de Uruguay, se han asociado mortalidades
masivas de peces con rafidoficeas, estos episodios han coincidido con cambios
abruptos de salinidad. Méndez et al. (2010) a partir de revisar muestras de
fitoplancton in vivo de éstas localidades desde el 2007, han observado: Chattonella
marina var antiqua, F. japonica y H. akashiwo de enero a mayo, coincidiendo justo
cuando la temperatura del agua oscila de 17 a 22 °C y la salinidad de 24.7 a 33.4
ups. Efectos similares fueron observados en Grecia a finales de febrero de 2009,
donde se detectaron peces muertos de poblaciones naturales y de cultivo en jaulas
flotantes en los Golfos de Maliaco y Thermaikos durante un FAN. Los peces
presentaban la vejiga natatoria inflada y espesa mucosidad en branquias. El
fitoplancton obtenido de las branquias fue identificado como Chattonella sp. siendo

esta la especie dominante en muestras de fitoplancton con densidades de 0.05 a



1.3-10° cel:I"", Yiagnisis et al. (2010) reportaron que el fendmeno terminé en mayo
con toneladas de peces muertos de diversas especies (Mugil cephalus, Pagellus

erythrinus, Sparus aurata, Dicentrarchus labrax y Umbrina cirrosa entre otros).

2.2. SITUACION ACTUAL DE LAS RAFIDOFICEAS EN MEXICO

Rafidoficeas con potencial toxico de los géneros: Chattonella, Fibrocapsa y
Heterosigma se han observado recientemente en el litoral Mexicano (Fig. 1), tanto
para las costas del Océano Pacifico y Golfo de California, como para las costas del
Golfo de México (Cortés-Lara et al., 2003; Band-Schmidt et al., 2005; Cortés-
Altamirano et al., 2006; Martinez-Lopez et al., 2006; Rodriguez-Palacio et al., 2011).

En la Bahia Matanchén, Nayarit, un florecimiento de Fibrocapsa japonica se
presento en febrero del 2003 con concentraciones de 4 a 6-10° cel-I"" dominando con
el 97 % sobre el resto del fitoplancton (Cortés-Lara et al., 2003). En mayo del mismo
afo en la Bahia Kun Kaak, Sonora, pescadores de la zona observaron grandes
mortalidades de peces en las playas, asi como de almejas, pulpos y pepinos de mar
en el fondo marino, en un area de 95 km?. Barraza-Guardado et al. (2004) reportaron
la presencia de Chattonella marina en concentraciones de 4.8 a 5.7-10° cellI" en
estaciones costeras, 3.2:10° cel'l" en estaciones a 1 km paralelas a la costa y
1.4-10° cel'I" en el fondo marino. Las especies de peces afectados fueron:
Haemulopsis nitidus, Ophichthus triserialis, Congriperla estriada, Ophiodon
galaeoides, Gnathypops snyderi, Citarichthys gilberti, y de moluscos fueron: Atrina
maura, A. tuberculosa, Pinna rugosa, Dosinia ponderosa, Megapitaria aurantiaca, M.
squalida, Chione gnidia, Hexaplex erythrotomus y Laevycardium elatum. En el estado
colindante de Sinaloa sobre la costa este del Golfo de California, se observé en la
laguna de Navachiste, en septiembre del 2005, un FAN de C. subsalsa con
concentraciones de entre 5 y 9.6-10° cel'I"". Las condiciones ambientales durante
este evento fueron: temperatura promedio de 33.1 °C, 38.5 ups, 7.9 pH, 6.8 mg:I" Oy,
0.28 NO,, 0.64 NOs3;, 4.4 NH;3, 0.46 PO4, notando que estas condiciones fueron
favorables para el desarrollo de C. subsalsa (Martinez-Lopez et al., 2006).

Florecimientos de C. marina y C. ovata se han observado en las costas de

Sinaloa. De abril a mayo del 2006 se form6 un FAN con densidades maximas de



7.5:10° cel-I"", bajo condiciones fisico-quimicas en promedio de 22 °C, 34.6 ups y 5.3
mg-I'1 O,, provocando mortalidades de peces pelagicos tales como palometas
(Trachinotus paitensis), peces bentonicos, moluscos y crustaceos. Aunque no fueron
identificadas las especies que fueron afectadas al concluir este evento, lograron
realizar un estimado de 12,000 a 15,000 peces aproximadamente o su equivalente
de 48 a 60 t que se encontraron distribuidas a lo largo de 3 km de playa (Cortés-
Altamirano et al., 2006).
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Figura 1. Distribucion de especies de rafidoficeas AChattonella spp., mFibrocapsa japonica y
V Heterosigma akashiwo en México (Hernandez-Becerril & Bravo-Sierra, 1999; Cortés-Lara et al,,
2003; Band-Schmidt et al., 2004, 2005; Barraza-Guardado et al., 2004; Frausto-Sotelo, 2004; Cortés-
Altamirano et al., 2006; Martinez-Lopez et al., 2006; Garate-Lizarraga et al., 2009a; Hakspiel-Segura
et al., 2009; Lopez-Cortés et al., 2011; Rodriguez-Palacio et al., 2011).



En el estado de Tamaulipas se han reportado dos registros de FAN por
Chattonella, el primero en el estero de Barberena en Tamaulipas donde en mayo del
2007 se registrd a C. subsalsa con una concentracion maxima de 61.3-10° cell”,
posteriormente en abril del 2008 se presenté C. marina en el estero de Garrapatas
con una concentracion de 95.6-10° cel-I"", a pesar de que en estos dos eventos se
presentaron otras especies fitoplanctonicas durante los FAN, ambas especies
dominaron con abundancias relativas superiores al 90 % (Rodriguez-Palacio et al.,
2011).

En el estero El Tortugdn y en la boca de la laguna costera de Macapule,
Sinaloa se reportaron durante los meses frios de enero-abril del 2008 proliferaciones
de Heterosigma (4.6-10° celI"") coincidiendo con los maximos niveles de clorofila a
detectados (201 mg-m®) sin registrarse mortalidades de peces (Hakspiel-Segura et
al., 2009). H. akashiwo ha sido detectada en diversas zonas costeras tales como
Tuxpan, Ver., Acapulco, Gro. y Puerto Morelos, Q. Roo (Hernandez-Becerril & Bravo-
Sierra, 1999; Band-Schmidt et al., 2004).

Recurrentemente en la Bahia de La Paz, B. C. S. se ha detectado la presencia
de rafidoficeas, durante abril a mayo de 2005 se observé un florecimiento de C.
marina con concentraciones de 1.9 a 3.5-10° celI" a una temperatura de 22° C
(Band-Schmidt et al. 2005) sin registro de mortandad de peces. Posteriormente de
diciembre de 2008 a mayo de 2009 se identificaron células de Chattonella y
Fibrocapsa a partir de muestras de red de fitoplancton, aunque se presentaron en
bajas concentraciones. C. marina fue reportada en diciembre de 2008 y en febrero de
2009, F. japonica fue encontrada en mayo de 2009. C. marina var. ovata se registro
de enero a mayo de 2009, con concentraciones desde 3-10° cel'l” en febrero a
37-10° cell’ en marzo de este mismo afio, las condiciones fisicas y quimicas
asociadas a estos flagelados fueron de 20.8-21.5 °C en marzo y 21.2-22 °C en abril,
nitratos de 0.47-8 uM, ortofosfatos de 0.2-1.5 uM, clorofila a de 2.5 mg-m™ (Garate-
Lizarraga et al., 2009a; Lépez-Cortés et al., 2010). A su vez, de finales de marzo a
mediados de mayo del 2009, se documentd la interaccion de C. marina y
Gymnodinium catenatum, siendo C. marina la especie mas abundante con

densidades desde 14:10° hasta 36:10° cell”" a nivel sub-superficial, mientras que G.



catenatum se registré con densidades de 1-10° a 19-10° cel'I"!, Lépez-Cortés et al.
(2011) asociaron este evento a la disminucion de los procesos de mezcla que se
suscitaron en estas fechas en la Bahia de La Paz.

Recientemente se identificaron las especies del género Chattonella que
habitan en el Golfo de California, utilizando las cepas CSPV-1, -2 y -3 aisladas de la
Bahia de La Paz, B. C. S. en el 2003, la cepa CSNAV-1 aislada de la Bahia de
Navachiste, Sin. en el 2006, la cepa CSCV-1 aislada de Bahia Concepcion, B. C. S.
en el 2000, la cepa CSJV-1 aislada de las costas de la Isla San José, B. C. S. en el
2007 y la cepa CSPAZ-1 aislada de la Bahia de La Paz, B. C. S. en el 2009.
Mendoza-Flores (2011) observé a partir de la region 5.8S del ADN ribosomal y del
gen COI del genoma mitocondrial que las cepas forman dos grupos, el primero
compuesto por Chattonella subsalsa y el segundo por C. marina, C. antiqua y C.
ovata, siendo estas ultimas especies consideradas como un subgrupo, ya que
determind que los valores de divergencia evolutiva que tienen estas cepas en ambas
regiones no son lo suficiente grandes como para separar en especies diferentes al
complejo marina/antiqua/ovata, por lo que establecid en su estudio que las cepas
aisladas del Golfo de California se dividen en dos especies para el género
Chattonella, siendo éstas: Chattonella subsalsa y Chattonella marina con las

variedades, marina y ovata.

10



2.3. COMPUESTOS TOXICOS GENERADOS POR RAFIDOFICEAS

2.3.1. BREVETOXINAS

Las brevetoxinas (PbTx) son neurotoxinas poliéter ciclicas, liposolubles,

incoloras, insipidas, estables al calor y a los acidos (Van Apeldoorn et al., 2001). Se

han identificado diez compuestos bioactivos pertenecientes al grupo de las PbTx,

derivados de dos esqueletos basicos (Fig. 2), clasificados con base en su estructura

quimica como tipo A con un esqueleto flexible de 10 anillos éter y tipo B con un

esqueleto rigido de 11 anillos éter (Lin et al., 1981; Shimizu et al., 1986; Baden,

1989).

Brevetoxinas tipo A PbTx-1
PbTx-7
PbTx-10

R= CHz2C(=CH2)CHO
R= CH2C(=CHz2)CH20H
R= CH2CH(CH3)CH20H

Brevetoxinas tipo B PbTx-2
oxidada PbTx-2
PbTx-3
PbTx-8
PbTx-9
PbTx-5
PbTx-6

Figura 2. Esqueletos estructurales de brevetoxinas tipo Ay B.

R= CHz2C(=CH2)CHO

R= CH2C(=CH2)COOH

R= CH2C(=CH2)CH20H

R= CH2COCH:=CI

R= CH2CH(CH3s)CH20H

R= anillo-K acetato de PbTx-2
R= anillo-H epdxido de PbTx-2
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Las PbTx cuentan con enlaces especificos que tienden a unirse con afinidad y
especificidad a los canales del i6n sodio (Na*) sensibles al voltaje (CSSV),
enlazandose en el sitio 5 del canal y alterando sus propiedades biofisicas. Ademas,
estimulan e incrementan la permeabilidad de la membrana plasmatica. Los efectos
de esta uniéon cambian el potencial de activaciéon de los CSSV hacia valores mas
negativos (el potencial normal al interior de la pared celular se encuentra entre -90 y -
40 mV), provocando su apertura e impidiendo su inactivacion, facilitando la entrada
de iones de Na' a la célula e incrementando la tasa de liberacion de
neurotransmisores en respuesta a una estimulacién nerviosa (Baden, 1989; Jeglitsch
et al., 1998). Las PbTx causan efectos neurotdxicos en el sistema nervioso central;
debido a una prolongada despolarizacion de la membrana ocurre una
desestabilizacion celular, causando agudas lesiones neuronales y muerte de
neuronas (Manger et al., 1995; Jeglitsch et al., 1998). Los CSSV son fundamentales
para el 6ptimo funcionamiento de corazén, neuronas y musculos (Baden, 1989;
Baden et al., 2005).

Las PbTx fueron identificadas por primera vez en el dinoflagelado Karenia
brevis (Ptychodiscus brevis), sin embargo se ha documentado que las rafidoficeas
son capaces de generar estas toxinas. En estudios realizados con C. marina se han
identificado 4 toxinas que corresponden a las PbTx-2, PbTx-9, PbTx-3 y PbTx-2
oxidada (Onoue et al., 1990; Khan et al., 1995, 1998). Trabajos similares se han
realizado con F. japonica en donde se han determinado 5 compuestos denominados
como: FjTx-I, FjTx-ll, FjTx-llla, FjTx-lllo y FjTx-IV, los cuales son idénticos
estructuralmente a PbTx-1, PbTx-2, PbTx-9, PbTx-3 y PbTx-2 oxidada
respectivamente. En la fase exponencial y estacionaria de crecimiento de F. japonica
se ha observado que la FjTx-ll es la mas abundante (Khan et al., 1996). En otras
investigaciones, se identificaron 4 compuestos neurotéxicos en H. akashiwo los
cuales fueron denominados como: HaTx-lI, HaTx-lla, HaTx-llb y HaTx-lll que
correspondieron a las brevetoxinas PbTx-2, PbTx-9, PbTx-3 y PbTx-2 oxidada (Khan
et al., 1997). Después de 1998, no hay reportes de PbTx en rafidoficeas, al parecer

fue un falso positivo (Bourdelais com. per.).
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2.3.2. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas que derivan del
oxigeno tales como los aniones superéxido (Oy"), radicales libres hidroxilo (OH") y
peréxido de hidrégeno (H,O.) (Tanaka et al.,, 1994). Las ERO presentan diferente
grado en el proceso de reduccion, por orden creciente de reactividad se presentan: el
anion superoxido (O2) que es un potente agente oxidante muy reactivo con el agua,
el peroxido de hidrogeno (H20,) y el radical hidroxilo (OH") que es el mas reactivo de
los anteriores (Mathews, 1999; Nelson & Cox, 2004). Estos tres representantes de
ERO son los que exhiben mayor capacidad de difusion y de reaccionar con
moléculas que estan distantes al lugar de donde las ERO se originaron. EI OH" esta
implicado en reacciones tales como la peroxidacién de lipidos y la generacion de
otros radicales téxicos que pueden producir lesiones celulares (Alberts et al., 1994;
Gonzalez et al., 2001).

Los organelos identificados que producen ERO dentro de las células
eucariotas son: los cloroplastos (fotosintesis), las mitocondrias (fosforilacion
oxidativa), la membrana plasmatica (lipooxigenasa y prostaglandina sintetasa), el
reticulo endoplasmatico (citocromos) y los peroxisomas citoplasmaticos (oxidasas y
catalasas) (Alberts et al, 1994; Mathews, 1999; Irihimovitch & Shapira, 2000).

Estas moléculas provocan estrés oxidativo, a nivel celular desnaturalizan
enzimas, despolimerizan polisacaridos, causan dafios genéticos y pueden ocasionar
muerte celular (Okamoto y Colepicolo, 1998; Marshall et al., 2003). Ademas,
interactuan rapidamente con otras moléculas y son capaces de modificar pequenas
biomoléculas libres (vitaminas, aminoacidos, carbohidratos simples, lipidos),
macromoléculas (proteinas o acidos nucleicos) y estructuras supramoleculares
(membranas y lipoproteinas) ocasionando efectos daninos en un amplio rango de
biomoléculas esenciales tales como la dimerizacion del ADN que se sostiene en las
sucesivas duplicaciones de la célula, repitiéndose los errores de lectura del codigo
genético, dando lugar a mutaciones (Alberts et al., 1994; Cooper, 2002; Nelson &
Cox, 2004). Durante la peroxidacion de lipidos de la membrana celular (producidos
por oxidacion de acidos grasos) dan origen a productos toxicos que a su vez,

producen con el tiempo la destruccion progresiva de la membrana celular al perder
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su impermeabilidad y fluidez por alteracion de los gradientes i6nicos, con lo que se
pierde su capacidad de barrera selectora culminando con la muerte celular.
Participan en el entrecruzamiento de proteinas (aminoacidos) de membranas
plasmaticas e intracelulares, en la inhibicion de enzimas asociadas a las membranas
plasmaticas y mitocondriales, provocando la pérdida de su integridad y funcion,
inclusive ocasionan la ruptura de organelos celulares (Alberts et al., 1994; Mathews,
1999; Nelson & Cox, 2004).

La generacidn de especies reactivas de oxigeno es una caracteristica comun
de las rafidoficeas (Marshall et al., 2005a, b), que se ha asociado a efectos adversos
en organismos acuaticos, contribuyendo a cambios patolégicos en las branquias de
los peces (Ishimatsu et al., 1996a; Tiffany et al., 2001). En comparacion con otras
especies de microalgas, las rafidoficeas producen altos niveles de radical hidroxilo
(OH"), anion superdxido (O2) y perdxido de hidrogeno (H202) sin estar en
condiciones desfavorables o de estrés (>2 nmol 10* cel’ min™") (Twiner et al., 2001).
La mayoria de especies del género Chattonella spp. producen ERO, aunque también
se han detectado ERO en otras especies de rafidoficeas, tales como Heterosigma
akashiwo, Olisthodiscus luteus y Fibrocapsa japonica, que producen Oy y H»0O;
(Marshall et al., 2005a, b). Se ha documentado que la produccion de ERO por parte
de las rafidoficeas es directamente proporcional a su densidad celular, pero cuando
alcanzan la fase estacionaria las proporciones entre las ERO cambian, ya que
algunas disminuyen rapidamente tal como ocurre con el anién superoxido (O2) que
se presenta en mayores cantidades durante la fase de crecimiento exponencial
(Kawano et al., 1996; Twiner & Trick, 2000).

El género Chattonella es el que presenta una mayor produccion de ERO
dentro de las rafidoficeas, aproximadamente 1,950 pmol min™ x 10* cells™ (Kawano
et al., 1996), 25% mas que H. akashiwo (Twiner y Trick, 2000). Twiner et al. (2001)
mencionan que diversas poblaciones de wuna misma especie separadas
geograficamente producen diferentes niveles de ERO, tal como el H,O, en H.

akashiwo con rangos de 0.14 a 0.90 uM.
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El método para determinar la produccion de radicales superdxido (Oy)
mediante la técnica de espectrofotometria durante la reduccion del ferricitocromo c,
asi como el método para cuantificar la peroxidacién de lipidos a partir de la medicion
de substancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) propuestos por Drossos et
al., 1995 y Ohkawa et al., 1979 (respectivamente) se han utilizado ampliamente por
diversos autores. Utilizando como indicadores de estrés oxidativo la produccion de
radical superdoxido y la peroxidacion de lipidos para evaluar propiedades
antioxidantes y protectivas de estrogenos contra actividad oxidante en musculo
esquelético y cardiaco en ratones (Persky et al., 2000), para evaluar la respuesta a
hipoxia y reoxigenacion en camaroén blanco (Litopenaeus vannamei) (Zenteno-Savin
et al., 2006), para evaluar la salud de tortugas marinas (Chelonia mydas agassizii)
por exposicidn a contaminantes ambientales o enfermedades (Valdivia et al., 2007),
asi como para evaluar el dafio oxidativo en acociles (Cherax quadricarinatus)
alimentados con diferentes niveles de proteinas y lipidos (Zenteno-Savin et al.,
2008).

2.3.3. ACIDOS GRASOS

Diversos autores han documentado que las rafidoficeas producen una gran
cantidad de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) principalmente acido
eicosapentaenoico (acido timnodonico EPA, 20:5w3), acido eicosatetraenoico (acido
araquiddnico AA, 20:4w6) y acido octadecatetraenoico (acido esterearidonico OTA,
18:4w3) (Mostaert et al., 1998; Marshall et al., 2002b; Fu, 2003; Fu et al., 2004; De
Boer et al., 2009).

Mostaert et al. (1998) determinaron el perfil de acidos grasos en diversas
especies de rafidoficeas marinas, manifestando que 5 de ellos fueron los principales
representantes de este grupo encontrandose en porcentajes de 8 a 21 %. Los
mayores componentes registrados de los acidos grasos saturados fueron el 14:0 y el
16:0, de los acidos grasos monoinsaturados fueron el 16:1 cis y de los AGPl el 18:4 y
el 20:5. Los menores componentes con promedios de 1.4 a 4.3 % fueron los acidos
grasos insaturados 16:1, 18:1, 18:2, 18:3a, 18, 20:4 y 22:6, los cuales fueron
detectados en la mayoria de las cepas evaluadas. Marshall et al. (2002b) detectaron
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altos niveles (de 19 a 26 %) de acido octadecatetraenoico 18:4w3 en cepas de C.
marina, F. japonica y H. akashiwo, sin embargo a pesar de encontrarse este acido
graso en menor proporcién en el resto de las cepas de rafidoficeas, fue un
componente dominante en la mayoria de las especies que se analizaron (de 12 a
16.5 %). El acido eicosapentaenoico se presenté en todas las cepas en altos
porcentajes (de 14.8 a 24.5 %), siendo las cepas de C. marina y F. japonica las que
mostraron los valores mas altos (23.4 y 24.5 %, respectivamente), también notaron
que los acidos grasos 18:5w3 y 22:5w3 no fueron detectados en las cepas de F.
japonica.

En un estudio similar, Pezzolesi et al. (2010) determinaron cantidades
considerables de AGPI en diversas cepas de F. japonica del Mar Adriatico,
resaltando el acido eicosapentaenoico (20:5w3) (13.33 pg-cel), seguido del acido
octadecatetraenoico (18:4w3) (7.94 pg-cel) y en menores concentraciones el acido
eicosatetraenoico (20:4w3) (2.51 pg-cel), a nivel extracelular no se detectaron estos
compuestos. Cabe mencionar que a partir de 54 fracciones diferentes extraidas de F.
japonica detectaron un alto porcentaje de acido eicosapentaenoico (36.8 %) seguido
del acido octadecatetraenoico y del acido eicosatetraenoico con 8.5 y 6.4 %,

respectivamente.

2.4 PERFIL DE PIGMENTOS

Los principales pigmentos fotosintéticos detectados en rafidoficeas son la
clorofila a, clorofila ¢4 y ¢z, asi como pigmentos accesorios carotenoides, en las
rafidoficeas de agua dulce se presentan [3-caroteno, diadinoxantina, heteroxantina y
vauqueriaxantina y en las especies marinas se presentan B-caroteno, fucoxantina,
violaxantina, auroxantina y zeaxantina (Mostaert et al., 1998; Andersen, 2004).

La Clase Raphidophyceae por compartir semejanzas en pigmentos
fotosintéticos con otros grupos de microalgas, se encontraban previamente
asignados a las Clases Xanthophyceae y Chrysophyceae, sin embargo en estudios
posteriores realizados mediante técnicas por secuenciacion del 18S rRNA, se
determind que la Clase Raphidophyceae formaba un grupo monofilético por lo que

quedo excluida de estas dos Clases (Potter et al., 1997).
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La composicion de pigmentos fotosintéticos fue determinada en las
rafidoficeas: Chattonella marina, C. antiqua, C. ovata, Heterosigma akashiwo,
Olisthodiscus luteus, Fibrocapsa japonica y Haramonas dimorpha, Mostaert et al.
(1998) mencionaron que la clorofila a junto con la clorofila ¢4 y/o c, fueron los
principales pigmentos de todas las rafidoficeas. Siendo C. antiqua y F. japonica las
que presentaron la mayor cantidad de los pigmentos [-caroteno, fucoxantina,
auroxantina y zeaxantina mientras que C. marina y H. akashiwo presentaron la
mayor cantidad de violaxantina y clorofila c,, respectivamente. Ademas, destacaron
que cepas de la misma especie no mostraron composicion de pigmentos idénticos.

Band-Schmidt et al. (2004) determinaron el perfil de pigmentos de C. marina y
F. japonica en dos medios de cultivo (f/2 y GSe), sefialaron que los pigmentos mas
abundantes en las dos especies en ambos medios fue la clorofila a (61-68 %),
seguido por la fucoxantina (22-25 %), clorofila c1-2 (7-9 %), B-caroteno (2-3 %) y
diadinixantina (0.3-4 %), resaltando que los valores obtenidos en el contenido de
pigmentos entre medios de cultivo fueron similares con las mismas especies, con
excepcion de C. marina que mostro menos diadinoxantina con el medio f/2 (0.3 %)
comparado con el medio GSe (4 %).

Al comparar dos cepas de C. marina aisladas de Australia y Japon Marshall &
Newman (2002) determinaron que exhiben diferencias en tolerancia a altas
intensidades de luz visible (PAR), ya que observaron que la concentracién de
violaxantina y zeaxantina por célula se incrementaba de 4.7 a 4.8 veces mas en la
cepa japonesa al compararla con la australiana al exponerlas a niveles de alta
irradiancia (500 pmol-m?-seg’). Estos investigadores sefialan que debido a las
diferentes condiciones ambientales donde habitan, las cepas australianas son mas
aptas para desarrollarse en condiciones de alta irradiancia cercanas a la superficie
marina y que la cepa de Japoén utiliza el ciclo de las xantofilas para moderar la

inhibicion por alta irradiancia.
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2.5. BIOENSAYOS CON PECES

Se han usado ampliamente pruebas de toxicidad en embriones de peces para
evaluar los efectos en el ambiente de compuestos toxicos por aportes
antropogénicos o0 por organismos productores de toxinas. Las principales especies
de peces utilizadas en este tipo de pruebas son: Cyprinus carpio, Danio rerio,
Oncorhynchus mykiss, Oryzias latipes, Pimephales promelas, Prochilodus lineatus,
entre otros (Kazlauskiené & Stasiunaité, 1999; Tong, 1999; Strmac et al., 2002;
Colman & Ramsdell, 2003; Lefebvre et al., 2004; Campagna et al., 2006). Los efectos
letales (agudos o cronicos) son determinados al comparar los resultados con los
controles para identificar la LCsp (Campagna et al., 2006; OECD, 2006; Embry et al.,
2010).

El realizar los estudios y evaluar los efectos de quimicos en los estadios
embrionarios de peces constituyen pruebas confiables alternativas a las comunmente
efectuadas con juveniles o adultos, en experimentos comparativos de CLsy entre
embriones, juveniles y adultos, la correlacion es alta (0.95) con pendientes cercanas
a 1.0 en las regresiones lineales (Strmac et al., 2002; Belanger et al., 2010; Embry et
al., 2010). La Organizacion para la Cooperacion Econémica y el Desarrollo (OECD,
2006) considera que en las pruebas de toxicidad con embriones de peces, la
exposicion en los tratamientos debe detenerse cuando los embriones inician la
alimentacion exogena, puesto que sus intervalos (embriones en segmentacion,
embriones y eleuteroembriones) (Balon, 2001) son formas de vida no protegidas en
las regulaciones estipuladas por la union europea (UE), logrando con esto
homogenizar los protocolos estandar internacionales para pruebas de toxicidad en
peces, ya que en Ameérica y Asia no existe tal estatus regulatorio.

Los estudios realizados con embriones de peces en relacion al efecto de los
compuestos toxicos generados por microalgas o por contacto con sus células son
escasos, la mayoria de estos trabajos se han centrado en documentar las reacciones
producidas en juveniles o peces adultos.

Kimm-Brinson & Ramsdell (2001) caracterizaron los efectos por
microinyeccion de la brevetoxina PbTx-1 en embriones de Oryzias latipes y

reportaron que el incremento de las dosis de 1 a 4 ng de PbTx-1 por embrién fue
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proporcional a los efectos adversos en los embriones después de eclosionar, desde
curvatura lateral de la columna y problemas en la eclosién (1-3 ng-embrién™) hasta
malformaciones en el craneo y ojos mal posicionados (3.4-4 ng-embrién™). En un
estudio posterior evaluaron con el mismo procedimiento los efectos de la brevetoxina
PbTx-3 en embriones de Oryzias latipes y observaron que dosis superiores a 1
ng-embrién™, provocaron convulsiones continuas, rompimiento de vasos sanguineos,
arritmias en la funcion cardiovascular asi como decremento en el éxito de eclosion.
Ademas determinaron que la DLsy para estos embriones es de 4 ng-embric')n'1 de
PbTx-3 (Colman & Ramsdell, 2003). En ambos estudios los embriones intentaron
eclosionar con la cabeza y no por la cola como comunmente se ha observado en
peces, ocasionando eclosiones parciales y muerte, ademas Colman & Ramsdell
(2003) senalaron que el ritmo cardiaco de los embriones es afectado de forma
distinta al adicionar PbTx-1 y PbTx-3 provocando bradicardia y taquicardia,
respectivamente.

En lo que respecta a Paralabrax maculatofasciatus, la mayoria de los trabajos
realizados en las fases iniciales de vida se han enfocado a estudios fisiolégicos y de
optimizacién en la produccién de semilla (Alvarez-Gonzalez, 1999; 2003; Pefia-
Martinez, 2000; 2005; Pliego-Cortés, 2005; Garcia-Gomez, 2006; Martinez-Brown,
2007; Rodriguez-Trejo, 2008), aunque también se han realizado investigaciones en
relacion a la patogenicidad por bacterias Vibrio spp. y Aeromonas spp., en donde se
ha utilizado exitosamente como organismo experimental (Moreno-Legorreta, 2004;
Macayo-Alvear, 2006).
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2.6. BIOENSAYOS CON CAMARONES

Los principales estudios en donde han utilizado camarones en fases iniciales
como organismos para bioensayos, se han enfocado especialmente en la
optimizacién de la produccién y de la calidad de larvas (Martinez-Cérdova et al.,
2002; Baron-Sevilla et al., 2004; Hernandez-Sandoval, 2004), de estos trabajos
resalta la gran cantidad de investigaciones realizadas en torno a infecciones
experimentales con bacterias Vibrio spp. y Aeromonas spp. (Robertson et al., 1998;
Roque et al., 2000; Unzueta-Bustamante et al., 2004; Trujillo et al., 2005; Makarov,
2011), originadas como respuesta a la gran demanda de informacion por parte de la
camaronicultura en este rubro.

En lo que corresponde a investigaciones por el efecto de los compuestos
téxicos de microalgas formadoras de FAN en fases iniciales de camaron, poco se ha
publicado, sin embargo diversos autores han documentado los dafos que los
eventos FAN han ocasionado, tanto en las pesquerias de camarén como en los
estanques de cultivo (agotamiento de oxigeno principalmente), ocasionado pérdidas
econdmicas considerables en el sector productivo (Cortés-Altamirano & Licea-Duran,
1999; Hernandez-Becerril et al., 2007; Cortés-Altamirano & Sierra-Beltran, 2008;
Nufez-Vazquez et al., 2011).

Los eventos FAN en la industria de la camaronicultura han provocado
mortalidades o bajo crecimiento, lesiones y produccion de mucus en las branquias de
camarones que eventualmente mueren. En las granjas de cultivo de camardn
localizadas al noroeste de Meéxico, las microalgas mas comunes que se han
reportado en los cultivos y que causan dafo son Synechocystis diplococcus,
Anabaena elenkinii, A. aequalis, Oscillatoria limnetica, Schizothrix calcicola,
Peridinium trochoideum, asi como los dinoflagelados Prorocentrum minium vy
Gymnodinium spp que eventualmente han causado afectaciones (Cortés-Altamirano
& Agraz-Hernandez, 1994; Cortés-Altamirano & Licea-Duran, 1999; Alonso-
Rodriguez & Paez-Osuna, 2003; Alonso-Rodriguez et al., 2004). En |la Bahia de La
Paz, B. C. S. y en estanques de cultivo de camardon se han observado especies

como Scrippsiella trochoidea y Cochlodinium polykrikoides en altas densidades
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(65.16 y 8:10° cel-I"", respectivamente) sin causar efectos nocivos a los camarones
(Garate-Lizarraga et al., 2004, 2009b).

En la Bahia de Kun Kaak, Sonora, se registré un evento FAN dominado por el
género Chattonella, en esta region los laboratorios de produccién de post-larvas de
camaron resultaron afectados con la mortalidad del 40 % de su produccién (Barraza-
Guardado et al.,, 2004). Cerca de aqui en la Bahia de Mazatlan Gymnodinium
catenatum se presenta con regularidad en muestras de fitoplancton, ademas se ha
observado que esta especie aun con bajas densidades causa mortalidad en larvas y
adultos de camaron en cultivo y de poblaciones naturales (Alonso-Rodriguez & Paez-
Osuna, 2003).

Pérez-Linares et al. (2003), expusieron postlarvas de Litopenaeus vannamei a
la cianobacteria S. calcicola durante 15 dias. Reportaron que las postlarvas
expuestas a S. calcicola pesaron menos y mostraron una baja tendencia al
crecimiento (r’= 0.4631) al compararlas con las postlarvas del grupo control (r’=
0.9345), mencionan también que no se presentaron mortalidades inusuales, con
porcentajes del 20 % en ambos casos, ademas observaron que las postlarvas de L.
vannamei expuestas a S. calcicola mostraron una reducida actividad alimenticia
durante el periodo de prueba, por lo que realizaron cortes histolégicos de estos
organismos Yy lograron detectar dafios en el tracto gastrointestinal, por lo que infieren
que este tipo de lesiones interfieren en la absorcion de alimento.

Ensayos de toxicidad aguda en postlarvas de L. vannamei expuestos a
diferentes concentraciones celulares de los dinoflagelados G. catenatum y Karenia
brevis mostraron que concentraciones <10° cél'ml’ de ambos dinoflagelados
exhibieron mortalidades y comportamiento semejantes al control, mientras que
concentraciones >10* cél'ml™ provocaron la muerte y comportamiento erratico.
Ademas Pérez-Linares et al. (2009) detectaron toxinas PSP y NSP en todos los
tejidos comestibles del camardon al exponerlos a pruebas de toxicidad cronica,
resaltando que glandulas gastricas y musculo retienen toxinas por mayor tiempo al
compararlos con otros tejidos, aun después de un periodo de depuracion. Al
respecto, el efecto de toxinas paralizantes extraidas de G. catenatum por exposicion

aguda fue evaluado en juveniles y adultos del camardn blanco L. vannamei, Pérez-
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Linares et al. (2008) observaron que dosis superiores a 5 UR (unidades ratén)
(equivalente a 1.1 pg/g de STX) causan la muerte en juveniles de 3.8 g, también
mencionaron que con todas las dosis probadas (0.5, 1, 5 UR para juveniles y 5y 20
UR para adultos) notaron movimientos irregulares de branquias, pleépodos y

maxilipedos para juveniles y adultos de L. vannamei.
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3. JUSTIFICACION

La incidencia y aparente incremento de florecimientos algales nocivos
(FAN) en las costas de México, ha originado mayor atencién a especies de
microalgas toxicas, ya que pueden causar efectos adversos en el ecosistema, en
la salud humana y en diversos campos comerciales (turismo, pesca, acuicultura).

Los fitoflagelados marinos son uno de los grupos formadores de FAN
menos estudiados en México. Entre estos se encuentran las rafidoficeas, las
cuales se han asociado con la produccion de diversos compuestos que pueden
ser toxicos y que han ocasionado muertes masivas de peces marinos cultivados y
de poblaciones naturales en diversas regiones del mundo. A pesar de estar
presentes en costas mexicanas existen pocas investigaciones acerca de las
rafidoficeas, debido en parte a su extrema fragilidad ante los métodos
convencionales de preservacion en muestras de fitoplancton y a la falta de
personal calificado para su identificacion.

El efecto toxico en peces adultos de diversas especies de rafidoficeas se ha
determinado en varios estudios, sin embargo, poco se conoce sobre el impacto
potencial en embriones de peces y nauplios de camarones que forman parte del
zooplancton y tienen menos posibilidad de evadir la alta densidad de células
durante un FAN, lo cual puede repercutir en la incorporacion de nuevos reclutas a
los stocks de peces y crustdceos marinos.

Bajo este argumento, nos planteamos la necesidad de determinar la
toxicidad y el impacto de las cepas de Chattonella aisladas del Golfo de California
sobre otros niveles tréficos potencialmente sensibles a sus metabolitos téxicos.

De acuerdo a lo anterior, se seleccioné como organismos de prueba a la
cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus) y al camardn blanco (Litopenaeus
vannamei), estas dos especies tienen valor comercial regional y nacional, ademas,
por encontrarse en la misma zona geografica pueden llegar a estar expuestas a

especies de Chattonella, que pudieran tener un efecto nocivo en sus poblaciones.
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4. HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas téxicas de la Clase Raphidophyceae y a los
antecedentes en altas mortalidades de peces y otras especies marinas en presencia
de estas microalgas, se espera que los metabolitos producidos por cepas del género
Chattonella del Golfo de California, causen un efecto nocivo en la ontogenia inicial de
Paralabrax maculatofasciatus y de Litopenaeus vannamei reflejado en altas
mortalidades, dado que la sensibilidad a metabolitos toxicos en esta fase es mayor
para ambas especies.
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5. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la toxicidad de diversas cepas de Chattonella spp. (Raphidophyceae)
del Golfo de California en la ontogenia inicial de la cabrilla arenera Paralabrax

maculatofasciatus y del camarén blanco Litopenaeus vannamei.

OBJETIVOS PARTICULARES

Cepas de Chattonella

e Caracterizar las cepas de Chattonella en cuanto a densidad celular, tasa de
crecimiento, talla y perfil de pigmentos.

e Determinar la presencia de brevetoxinas, especies reactivas de oxigeno y perfil de
acidos grasos en las cepas de Chattonella.

Paralabrax maculatofasciatus

e Establecer el protocolo para evaluar la toxicidad de diversas cepas de Chattonella
en embriones de P. maculatofasciatus.

e Determinar la mortalidad en embriones de P. maculatofasciatus desde fase de
segmentacion, embrion y eleuteroembrion hasta apterolarvas al ser expuestos a
diferentes concentraciones de cepas de Chattonella.

e Determinar la concentracion letal media (CLsp) y el tiempo letal medio (TLsp) de las
cepas de Chattonella al exponerlas a las fases de segmentacion, embrion vy

eleuteroembrion de P. maculatofasciatus.

Litopenaeus vannamei

e Establecer el protocolo para evaluar la toxicidad de diversas cepas de Chattonella
en nauplios de L. vannamei.

e Determinar la mortalidad en L. vannamei desde fase de nauplio dos hasta zoea
tres al ser expuestos a diversas cepas de Chattonella.

e Determinar el tiempo letal medio (TLsg) del camaron blanco L. vannamei en fase

de nauplio al exponerlos a diversas cepas de Chattonella.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. CULTIVOS / CEPAS DE Chattonella
6.1.1. CEPAS

Se utilizaron diversas cepas de las rafidoficeas del género Chattonella: C.
subsalsa (CSNAV-1), C. marina var. marina (CSPV-1, -2, -3, CSJV-1, -2 y CSCV-1) y
C. marina var. ovata (CMOPAZ-1, -2 y -3) (Mendoza-Flores, 2011). A estas cepas se
les determind: densidad celular maxima, tasa de crecimiento y talla (longitud y
ancho), asi como perfil de pigmentos fotosintéticos, brevetoxinas, especies reactivas
de oxigeno y el perfil de acidos grasos. Las cepas de microalgas utilizadas como
controles en los bioensayos con la cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus y
con el camaron blanco Litopenaeus vannamei fueron el dinoflagelado no toxico
Prorocentrum micans, la diatomea Chaetoceros calcitrans y la cloroficea Tetraselmis

suecica.

6.1.2. MANTENIMIENTO DE CEPAS

Los cultivos de microalgas se cultivaron bajo condiciones de laboratorio a
temperatura de 23 = 1 °C, salinidad de 35 + 1 ups, intensidad luminosa de 150
umol-m?-seg”’ y fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. El agua de mar fue
previamente filtrada a través de 2 filtros de cartucho dispuestos en serie, con
capacidad de retencion de particulas de 5 y 1 ym, desinfectada con 6 lamparas de
luz ultravioleta y finalmente esterilizada por autoclave. El agua de mar estéril se
enriquecié con nutrientes del medio de cultivo f/2 adicionando selenio (x 10® M)
(Anderson et al. 1984). La resiembra de las microalgas se realizé a intervalos de 20

dias en matraces de 250 ml con 20 ml de medio de cultivo.

6.1.3. CURVAS DE CRECIMIENTO

Para realizar las curvas de crecimiento de las diversas cepas de Chattonella
se resembré cada una con una concentracion inicial de 500 cel'ml™ en 150 ml de
medio de cultivo en recipientes de cultivo de tejido de 250 ml (Falcon) por triplicado.

Se tomaron muestras de 2 ml de los cultivos cada tercer dia, los cuales se fijaron con
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lugol acido hasta llegar a la fase estacionaria. Los conteos se realizaron utilizando

una camara Sedgwick-Rafter de 1.0891 ml de volumen.

6.1.4. ESCALAMIENTO

Se realizaron siembras escalonadas en condiciones estériles para las
rafidoficeas Chattonella subsalsa, C. marina var. marina (CSPV-3, CSCV-1 y CSJV-
2), C. marina var. ovata (CMOPAZ-1, -2 y -3), asi como para Prorocentrum micans,
Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis suecica. Los escalamientos se realizaron de
manera progresiva comenzando con volumenes desde 25 ml, 250 ml y 1500 ml para
los diversos experimentos. La resiembra se realizd en la fase exponencial tardia

adicionando un 10% en volumen de pre-inéculo.

6.1.5. TALLAS

Para determinar la talla celular de las cepas de Chattonella se realizaron las
mediciones de longitud y ancho en el laboratorio de fitoplancton del CICIMAR-IPN,
cuantificando al menos 30 ejemplares de cada cepa con ayuda de un microscopio

compuesto marca Olympus CK2 con reglilla micrométrica.

6.1.6. DETERMINACION DE PIGMENTOS, BREVETOXINAS, ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO Y ACIDOS GRASOS

Para determinar el perfil de pigmentos, brevetoxinas, especies reactivas de
oxigeno y perfil de acidos grasos los cultivos fueron cosechados en la fase
exponencial tardia. Para analisis de pigmentos y de brevetoxinas las células fueron
recolectadas por filtracion a través de filtros de fibra de vidrio GF/F y congeladas a -
20° C hasta ser analizados. Para los analisis de ERO y de acidos grasos los cultivos
fueron centrifugados a 2000 g.

Para la extraccidon de pigmentos los filtros fueron colocados en 2 ml de
acetona moliéndolos en tubos de vidrio para luego centrifugarlos. El extracto fue
mezclado con 100 ul de acetato de amonio 0.5 N e inyectado a través de un
serpentin de 100 pl dentro de un sistema HPLC (Hewlett Packard Series 1100) con
un detector de red de diodos. La identificacion se realizdé al comparar el tiempo de
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retencion y caracteristicas espectrales con las de estandares de pigmentos
comerciales (Agencia Internacional para determinaciones de '*C, Dinamarca), la
cuantificacion se obtuvo por el factor de respuesta del pigmento (area pico del
HPLC/masa del pigmento) obtenida con los estandares de pigmentos comerciales,
bajo las condiciones descritas por Bustillos-Guzman et al. (2000).

Para la deteccion de brevetoxinas en cepas de Chattonella, los filtros con
células fueron sonicados con metanol por 1 min y filtrados usando un filtro de
cartucho de nylon de 0.2 um. El filtrado fue secado usando una aspiradora de
velocidad durante la noche (speed vac overnight), después de 24 h se adicionaron
500 ul de acetona a las muestras. En 50 yl de cada muestra se adicionaron 50 pl de
aceto-nitrilo al 98% con 0.1% de acido formico, 4 pl de esta mezcla fue inyectada en
el espectro de masas (método LC/MS), adicionalmente a este método se realizé la
deteccion de brevetoxinas por resonancia magnética, ya que con LC/MS podrian dar
falso positivo (Bourdealis, com. per.). Las muestras fueron evaluadas para detectar
PbTx-1, 2, 3, 6, 9, PbTx-acido carboxilico, brevenal y brevisin, estas pruebas fueron
realizadas por la Dra. Bourdelais en el Centro de Ciencias Marinas de Carolina del
Norte, E. U. A.

Para la deteccidén de especies reactivas de oxigeno en cepas de Chattonella,
la produccion de radicales superoxido (Oz) endoégeno fue evaluado por
espectrofotometria durante la reduccién de ferricitocromo usando 15 ul de citocromo
¢ (tipo VI de corazén de caballo (horse heart), Sigma) (Drossos et al., 1995). La
cantidad de Oy producido fue calculado usando el coeficiente de extincion para el
cambio entre ferricitocromo ¢ y ferrocitocromo ¢, Esso= 21 nm-cm™ .Los resultados
son expresados en nano moles de O, por min por mg de proteina.

La peroxidacion de lipidos fue evaluada determinando el contenido de tejido
de substancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (Ohkawa et al., 1979). Una
curva estandar de malondialdehido bis-(dietilacetal) fue probada en paralelo con las
muestras y la concentracion de TBARS en las muestras fue calculada con esta curva
estandar, los resultados son expresados en nano moles de TBARS por mg de

proteina.
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Para la deteccién de acidos grasos en cepas de Chattonella se obtuvo a partir
de centrifugacion biomasa seca de microalgas la cual fue lavada con 0.5 M de
formato de amonio antes de liofilizarse (Virtis, SL, Gardiner, NY). La extraccion y
metanolisis de acidos grasos fueron realizados por trans-esterificacion directa
(Lepage & Roy, 1984, 1986; Barnung & Grahl-Nielsen, 1987). Las muestras fueron
colocadas en tubos de cristal de paredes gruesas adicionando 500 pl de HCI
metanolico seco 2N (Supelco, Bellefonte, PA) herméticamente cerrado con tapas
forradas de teflon, sonicadas por 20 min y calentados a 90° C por 2 h en un bafio de
agua (Terlab, Guadalajara, México), el exceso de acido hidroclérico fue removido
bajo un flujo de nitrégeno. La solucion restante fue mezclada con 4 ml de hexano y
0.5 ml de agua destilada en un vortex y centrifugada por 5 min a 10° C en 2000 g. La
capa superior de hexano con acidos grasos fue separada y se adicionaron 10 pl de
hidroxitolueno butilado (BHT 1%) para prevenir la oxidacion.

Los metil-ésteres fueron analizados por cromatografia de gas fusionados a
una columna de capilaridad de silice de 30 m x 0.25 mm (Omegawax, Supelco,
Bellefonte, Pensilvania), con glicol polietileno en la fase estacionaria con un espesor
de 0.25 mm y helio como gas acarreador. La columna fue montada en cromatdgrafo
de gases acoplado a un detector de espectro de masas (GCD 1800B, Hewlett-
Packard, Palo Alto, California). Las condiciones cromatograficas fueron: flujo de helio
0.9 mI'min™" con temperatura de inyeccién de 250 °C. Después de la inyeccion, la
temperatura de la columna fue programada a la siguiente secuencia: 110 °C por 3
min, incrementandose a 165 °C a una tasa de 30 °C-min”' y mantenida a 220 °C por
35 min. El detector fue fijado en 260 °C y la fuente de iones fue puesta a 70 eV.

La identificacion de acidos grasos se basé en la interpretacion del espectro de
masas y la comparacion de estas con las generadas para estandares comerciales de
30 acidos grasos metil-ésteres (AGME) comunmente encontrados en organismos
marinos (Sigma, St. Louis, E. U. A.). Cuando se detectaron los isbmeros de los
acidos grasos el tiempo de retencion de al menos uno de los isbmeros en estandares
comerciales permitieron el posicionamiento del doble enlace de los otros isémeros
debido a que los isbmeros con dobles enlaces cercanos al grupo éster no se

detectan en comparacioén con isdmeros con dobles enlaces mas lejanos. Diferencias
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entre respuestas de detecciéon de acidos grasos fueron calculadas al graficar 5
concentraciones diferentes de AGME, en el intervalo de 20 a 10 ug-ml™ sobre el eje

de las “x” contra sus areas pico sobre el eje de la “y”. Los analisis de regresion de

cada gréfica indicaron el factor respuesta de cada acido graso.

6.2. Paralabrax maculatofasciatus
6.2.1. CAPTURA DE REPRODUCTORES

Para la recolecta de reproductores de la cabrilla arenera se realizé una salida
a la Bahia de La Paz (BAPAZ) a bordo de una embarcacién de 7 m de eslora con
motor fuera de borda y con un contenedor acondicionado a modo de “vivero” para el
transporte de peces vivos a las instalaciones de CICIMAR. La pesca y captura se
efectud con lineas de nylon y anzuelos colocando como carnada manto de calamar
gigante (Dosidicus gigas) en trozos. Conforme se pescaban las cabrillas se
trasladaban al tanque de confinamiento de la embarcacion, realizando recambios
constantes de agua de mar para evitar pérdidas por asfixia. Al completar un conjunto
de alrededor de 70 organismos se transportaron inmediatamente al Sistema Cerrado
de Induccion al Desove (SCID), suministrandoles un bafio en agua dulce por

alrededor de 10 min para eliminar posibles parasitos.

6.2.2. ACONDICIONAMIENTO DE REPRODUCTORES

Las cabrillas se mantuvieron en observacion durante dos semanas a modo de
cuarentena para que se acondicionaran al cautiverio y se recuperaran de la tension
provocada por el esfuerzo de la pesca. Los peces se colocaron en cuatro tanques
cilindricos de fibra de vidrio con fondo plano de 1,100 | de capacidad a razén de 6
hembras por 4 machos, bajo condiciones de fotoperiodo de 13 h de luz por 11 h de
obscuridad y 23° + 1 °C (Rosales-Velasquez, 1997).

6.2.3. ALIMENTACION Y MANTENIMIENTO
A partir del segundo dia en cautiverio los reproductores de P.
maculatofasciatus fueron alimentados con mojarras (Eucinostomus spp.), dado que

son el mejor alimento para obtener desoves viables y de buena calidad (Rosales-
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Velazquez, 1997). Las mojarras fueron obtenidas mediante capturas cada segundo o
tercer dia con una red de arrastre de tipo chinchorro playero frente a las instalaciones
de CICIMAR. La alimentacion se efectué a saciedad, suministrando diariamente las
mojarras en trozos las cuales previamente fueron enjuagadas con agua dulce y
congeladas por lo menos 24 h previas a su utilizaciéon. La limpieza del SCID se
realizd diariamente por sifoneo directo en los tanques y por retrolavados del filtro de
arena alternados cada segundo o tercer dia. La determinacion de amonio (NH,4",
mg-I" + 0.01) y nitritos (NO2, mg-I" + 0.001) se efectudé cada inicio de semana por
medio de métodos colorimétricos (Strickland y Parsons, 1972) con ayuda de un

espectrofotometro (Spectronic, modelo Genesys 2).

6.2.4. OBTENCION Y PREPARACION DE EMBRIONES

Se obtuvieron desoves voluntarios de cabrilla arenera P. maculatofasciatus a
partir de un lote de reproductores mantenido en cautiverio en el SCID, el cual fue
disefiado para inducir mediante el control del régimen foto-térmico a la madurez
gonadal y de aqui obtener desoves de forma natural sin necesidad de tratamientos
quimicos o0 manuales, cada tanque del SCID se drena por decantacién mediante un
tubo de PVC de 1.5 colocado al centro, desembocando en un tanque de
precipitacion que contiene un recolector de huevos en forma de canasta con una luz
de malla de 500 ym (Rosales-Velazquez, 1997). Una vez obtenido el desove se
coloco en una probeta de 1 | de capacidad, para después ser aforado a 1 |, esto con
el fin de separar por densidad a los huevos fecundados (porcion flotante) de los
muertos o no fecundados y de otras particulas inertes. Después de 5 a 10 minutos se
enjuago gentilmente y se colocd en una incubadora con capacidad de 10 | con agua
de mar estéril mantenido en movimiento y oxigenandolo mediante una ligera
aireacion proporcionada por una bomba para acuarios. La forma de los blastémeros
y la simetria en el patron de division fueron considerados como criterios de calidad
segun lo propuesto por Shields et al. (1997), si la division de los blastomeros era

homogénea se consideraron como buenos candidatos para los ensayos de toxicidad.
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6.2.5. TIEMPO DE DESARROLLO EN LA ONTOGENIA INICIAL

Se determinaron los tiempos de desarrollo de P. maculatofasciatus desde
embrion en fase de segmentacion hasta eleuteroembrién, con la finalidad de ubicar
los tiempos en los que se realizarian las observaciones en las pruebas de toxicidad.
Para ello se coloco un lote de embriones recién fecundados en una incubadora con
agua de mar previamente esterilizada, con aireacion ligera mediante la ayuda de una
bomba para acuario, a temperatura de 23° C. La identificacion de cada una de las
fases de desarrollo se realizé en base a trabajos previamente realizados por Ortiz-
Galindo (com. per.), se tomd una muestra de los embriones incubados y se observé
al microscopio identificando las caracteristicas propias de cada fase, se regreso la
muestra y se tomd otra nuevamente para evitar sesgos ocasionados por la luz

constante.

6.2.6. ENSAYOS DE TOXICIDAD: EXPOSICION DE Paralabrax
maculatofasciatus A DIVERSAS CEPAS DE Chattonella

La sensibilidad de la cabrilla arenera a los metabolitos téxicos producidos por
diversas cepas de Chattonella se evalud en tres fases de desarrollo: embriones en
fase de segmentacion, embrién y eleuteroembrion (Balon, 2001).

Después de la fecundacion, una vez iniciada la segmentacion, los embriones
se colocaron (1 embrién-pozo'1) con ayuda de una pipeta Pasteur en 48 placas de
microdilucién de poliestireno con celdas de 1.8 ml de volumen y fondo cdncavo de
acuerdo a la metodologia propuesta por Panini et al. (2001). Enseguida, se
adicionaron de manera aleatoria 1 ml de diferentes concentraciones celulares de C.
subsalsa (CSNAV-1), C. marina var. ovata (CMOPAZ-1) y C. marina var. marina
(CSPV-3 y CSCV-1), por placa por triplicado (de 2 a 10-10° cel'mI™"), como control se
utilizé agua de mar estéril adicionada con el medio de cultivo f/2, ademas se anadié
un tratamiento con el dinoflagelado Prorocentrum micans (dinoflagelado no toxico),
todos los tratamientos se llevaron a cabo por triplicado. Cabe mencionar que los
experimentos para embrion y eleuteroembrion se colocaron en fase de segmentacion
con 200 ul de agua de mar estéril, anadiendo su respectivo tratamiento al alcanzar

las fases de exposicidon deseadas (8 h y 22 h después de la fecundacion,
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respectivamente). Las placas se mantuvieron a 23° C en una incubadora de acrilico.
Las observaciones de las placas se realizaron a las 8 h al presentarse la fase de
embridn, a las 22 h al presentarse la fase de eleuteroembridén y de aqui en adelante
cada 12 h. El experimento se concluyé al pasar de la fase de embrion a la fase de
larva (apterolarva), correspondiente al periodo larvario, el cual se presenta al

absorberse completamente el saco vitelino.

6.3. Litopenaeus vannamei
6.3.1. OBTENCION DE NAUPLIOS

Los nauplios de L. vannamei se obtuvieron del laboratorio Aquacultura Mahr
de produccion de postlarvas de camardn, ubicado en la carretera a La Paz-
Pichilingue, B. C. S. Los nauplios fueron colocados dentro de bolsas de polietileno
conteniendo agua de mar filtrada y transportados en hieleras a las instalaciones del
CICIMAR-IPN.

6.3.2. PREPARACION DE NAUPLIOS

Una vez en el laboratorio los nauplios se colocaron en obscuridad a
temperatura ambiente. Con el fin de evaluar la calidad del lote de nauplios, se
tomaron al menos tres muestras y se realizaron pruebas de atraccion a la luz, si
nadaban con vigor se consideraron como buenos candidatos para las pruebas de
toxicidad y se procedia a su incubacion (Cuéllar-Anjel et al., 2010; Guerra et al.,
2010). La identificacion de cada una de las fases de desarrollo de L. vannamei se

realizo en base a lo publicado por Kitani (1986).

6.3.3. ENSAYOS DE TOXICIDAD: EXPOSICION DE Litopenaeus vannamei A
DIVERSAS CEPAS DE Chattonella

La sensibilidad de los nauplios a los metabolitos toxicos producidos por las
rafidoficeas se evalu6 desde la fase de nauplio 2 hasta la fase de mysis 1. Se
colocaron (1 nauplio-pozo'1) con ayuda de una pipeta Pasteur en 48 placas de
microdilucién de poliestireno con celdas de 1.8 ml de volumen y fondo plano de

acuerdo a la metodologia propuesta por Panini et al. (2001). Enseguida, se
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adicionaron de manera aleatoria 1 ml de diferentes concentraciones celulares de
Chattonella subsalsa (CSNAV-1), C. marina var. marina (CSPV-3, CSJV-2 y CSCV-
1) y C. marina var. ovata, (CMOPAZ-1, -2 y -3) por placa por triplicado (de 0.5 a 6:10°
cel'ml”). Ademas se afadieron dos tratamientos conteniendo a la diatomea
Chaetoceros calcitrans y la cloroficea Tetraselmis suecica, las cuales fueron
utilizadas como controles. Todos los tratamientos se llevaron a cabo por triplicado.
Cabe mencionar que los bioensayos con la misma cepa y diferente concentracion
fueron de cultivos independientes. Las placas se mantuvieron a 23° C en una
incubadora de acrilico. Las observaciones de las placas se realizaron cada 24 h
debido a que el desarrollo de los camarones a esta temperatura es mas lento. El
experimento se concluyo al alcanzar la fase de zoea 3, la cual precede a la fase de

mysis 1 que corresponde al periodo carnivoro de los camarones.

6.4. PRUEBA PROBIT

Una vez obtenidos resultados de los experimentos anteriores se uso la prueba
Probit la cual es usada para evaluar el nivel de estimulo que es necesario para
obtener una respuesta en un grupo de individuos de una poblacion. El nivel de
estimulo que causa una respuesta en el 50% de los individuos de una poblacion bajo
estudio es un parametro de caracterizacién denotado para este bioensayo como CLsg
(concentracion letal media) y TLso (Tiempo letal medio) (Bedaux & Kooijman, 1994;
Division of Water Quality, 2001).

6.5. PRUEBAS ESTADISTICAS

A los datos obtenidos de las pruebas de toxicidad, se les calculé la normalidad
con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianza con la prueba
de Levin. Al cumplir la prueba de homogeneidad se compararon las medias utilizando
un analisis de varianza de dos vias. Se realizé una prueba a posteriori de Tukey HSD
con la finalidad de comparar las posibles diferencias entre tratamientos y una prueba
de diferencia minima detectable (MDS) (a = 0.05) (Sokal & Rohlf, 1981), mediante el
programa Statistica v7 (Statsoft, Inc. 1984-2006).
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7. RESULTADOS
7.1. CEPAS DE Chattonella
7.1.1. DENSIDAD CELULAR, TASA DE CRECIMIENTO Y TALLA

C. subsalsa fue la que presenté mayor densidad celular con 4,592 + 802
cel'ml a los 9 dias de cultivo, asi como la tasa mas baja de crecimiento con 0.209
div-dia™”. Las cepas CSPV-1 y -3 que corresponden a las cepas de Chattonella
marina var marina aisladas de Bahia de La Paz fueron semejantes en la densidad
celular maxima obtenida (4,163 + 701 y 4,004 + 853 cel'ml”, respectivamente)
exhibiendo una ligera variacion entre ellas en relacion a la tasa de crecimiento (0.354
+ 0.1y 301 + 0.03 div-dia™, respectivamente), siendo la cepa CSPV-2 la que mostré
la densidad celular y la tasa de crecimiento menor (3,168 + 254 cel'ml” y 0.262 +
0.04 div-dia™, respectivamente) (Tabla 1).

En relacion a la talla, las células de Chattonella marina var. marina (CSCV-1)
aisladas de Bahia Concepcién fueron las que mostraron la mayor talla (66-90 um y
36-40 pm, longitud y ancho respectivamente). Mientras que las células de
Chattonella marina var marina (CSPV-1) aisladas de Bahia de La Paz exhibieron
tallas menores (33.7-60 uym y 21.4-29.5 um, longitud y ancho respectivamente),
aunque con variaciones en longitud superiores a 25 pm, al igual que la cepa CSJV-2,
seguido de la cepa CSCV-1 con variaciones de 24 ym. Las células de la cepa CSPV-

3 fueron las mas angostas (18.5-23-6 um).
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Tabla 1. Especie, clave de identificacion, densidad celular maxima, tasa de crecimiento y talla (longitud y ancho) de las

cepas de Chattonella evaluadas en este trabajo

Especie !_ugar_ de Clave Densidad celular maxima  Tasa dg crttac_i1miento Longitud Ancho
aislamiento (cel'ml™) (div-dia™) (um) (um)
Chattonella subsalsa BANAV CSNAV-1 4,592 + 802 0.209 + 0.02 48.0—56.7 22.5—30.8
Chattonella marina var. marina BAPAZ CSPV-1 4,163 £ 701 0.354 £ 0.10 33.7—60.0 21.4—29.5
Chattonella marina var. marina BAPAZ CSPV-2 3,168 + 254 0.262 + 0.04 38.5—48.0 28.6—30.2
Chattonella marina var. marina BAPAZ CSPV-3 4,004 + 853 0.301 £ 0.03 43.2—471 18.5—23.6
Chattonella marina var. marina ISJ CSJV-1 nd nd 45.2—45.9 30.1—30.3
Chattonella marina var. marina ISJ CSJv-2 nd nd 41.4—66.5 30.4—41.7
Chattonella marina var. marina BACO CSCV-1 3,636 + 331 0.299 + 0.06 66.0—90.0 36.0—40.0
Chattonella marina var. ovata BAPAZ CMOPAZ-1 nd nd 46.0—62.0 34.0—36.0
Chattonella marina var. ovata* BAPAZ CMOPAZ-2 nd nd nd nd
Chattonella marina var. ovata* BAPAZ CMOPAZ-3 nd nd nd nd

Claves de origen: BANAV= Bahia de Navachiste, Sin., BAPAZ= Bahia de La Paz, B. C.

Concepcién, B. C. S.
nd= no determinado

*Sin caracterizar

S., ISJ=Isla San José, B. C. S. y BACO= Bahia
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7.1.2. PIGMENTOS

Las cepas de Chattonella subsalsa (CSNAV-1) y Chattonella marina var.
marina (CSPV-1) contienen el mayor contenido de clorofila c1-2 (0.085 y 0.075
pmol-cel"), fucoxantina (0.170 y 0.158 pmol-cel™), violaxantina (0.046 y 0.034
pmol-cel™"), fuco- (0.028 y 0.029 pmol-cel™), y clorofila a (0.495 y 0.362 pmol-cel™),
siendo ademas la cepa CSNAV-1 la que cuenta con la mayor cantidad de los
pigmentos carotenoides: diadinoxantina, zeaxantina y B-caroteno (0.012, 0.011 y
0.036 pmol-cel’, respectivamente) al compararlas con el resto de las cepas

evaluadas (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido de pigmentos (pmol-cel’') de cepas de Chattonella aisladas del

Golfo de California.

Cepa CSPV-1 CSPV-2 CSPV-3 CSCV-1 CSNAV-1

Pigmento

Chlc1-2 0.075 0.056 0.049 0.059 0.085
Fucoxantina 0.158 0.109 0.098 0.114 0.170
Violaxantina 0.034 0.024 0.027 0.031 0.046
Fuco- 0.029 0.021 0.021 0.024 0.028
Diadinoxantina 0.003 0.004 0.003 0.004 0.012
Zeaxantina 0.001 0.002 0.001 0.001 0.011
Clorofila a 0.362 0.266 0.266 0.290 0.495
B-caroteno 0.019 0.017 0.018 0.019 0.036

Chl ¢1-2 = Clorofilac1y c2
Fuco- = Pigmento semejante a Fucoxantina

7.1.3. BREVETOXINAS

Por el método LC/MS se detectd que las cepas CSPV-1, -2 y -3, asi como las
cepas CSNAV-1 y CSCV-1, contenian brevetoxinas de tipo PbTx-1y -2, sin embargo
al confirmar la presencia de estas toxinas por el método de resonancia magnética, la

presencia de brevetoxinas resulté negativa.
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7.1.4. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

En general se observo en todas las cepas de Chattonella una baja produccion
de radical superdxido, presentando las concentraciones mas altas las cepas CSCV-1
y CSPV-1 (0.056 y 0.047 nmol-min™' mg-proteina™, respectivamente) en cuanto a la
capacidad de peroxidacion lipidica la cepa CSPV-1 fue la que presenté la mayor
capacidad aunque con una variacién alta (138.096 + 88.632 nmol-mg proteina™),
siendo la cepa CSPV-2 la que presentd una concentracion menor (2.997 + 1.198

nmol-mg proteina™) (Tabla 3).

Tabla 3. Radical superéxido (nmol-min™ mg proteina™) y peroxidacion lipidica

(nmol-mg proteina™) de cepas de Chattonella aisladas del Golfo de California.

Cepa Radical superdxido Oy Peroxidacion lipidica
(nmol-min™" mg proteina™) (nmol-mg proteina™)
CSPV-1 0.047 £ 0.021 138.096 + 88.632
CSPV-2 0.011 £ 0.001 2.997 £ 1.198
CSPV-3 0.009 + 0.004 45.737 £ 3.297
CSNAV-1 0.034 + 0.057 17.665 £ 27.650
CSCV-1 0.056 56.706

7.1.5. PERFIL DE ACIDOS GRASOS

El perfil de acidos grasos de las cepas de Chattonella se muestra en la Tabla
4. El acido graso saturado mas abundante fue el 16:0 (acido palmitico) con valores
maximos en la cepa CSNAV-1 (25.8 %) y minimos en la cepa CSPV-1 (11.1 %). De
los acidos grasos monoinsaturados el 16:1w-7 (acido palmitoleico) fue el que se
encontré en mayor porcentaje con valores muy cercanos entre cepas (6.3-3.3 %). En
relacion a los acidos grasos poliinsaturados, el 18:4w3 (acido estearidonico) y el
20:5w3 (acido eicosapentaenoico) fueron los mas abundantes. Ademas el 18:4w3
fue el acido graso que mostrd las mayores diferencias entre cepas principalmente en
la CSPV-3 y la CSNAV-1 (21.8 y 1.1 %, respectivamente), seguido por el 20:5w3,
notandose principalmente entre las cepas CSPV-1 y CSNAV-1 (276 y 10.1 %,

respectivamente).
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos (%) de cepas de Chattonella aisladas del Golfo de

California.
Acido graso CSPV-1 CSPV-2 CSPV-3 CSNAV-1 CSCV-1

12:0 0.3 0.0 0.0 0.5 0.1

14:0 5.3 5.8 4.2 6.1 6.2

15:0 0.4 0.4 0.3 2.5 0.5
16:0 11.1 19.2 12.5 25.8 13.8

18:0 0.6 0.5 0.6 1.2 1.6

22:0 1.0 0.2 1.1 0.2 1.2

24:0 0.0 0.0 0.0 0.1 1.3
> Saturados 18.7 26.0 18.7 36.4 24.7
16:1w9 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0
16:1w7 4.7 6.3 4.1 3.3 4.0
16:1w5 0.7 0.4 0.4 1.3 0.3
16:1w13 trans nd nd nd nd nd
16:1 2.0 15 21 0.1 2.1

16:1 20 1.3 20 24 1.2
18:1w9 0.9 1.6 1.0 4.3 2.2
18:1w7 0.4 0.3 0.4 0.7 0.5
> Monoinsaturados 10.6 11.6 10.0 12.3 10.3
16:2 1.1 0.5 0.6 0.3 04
18:2w6 1.2 1.6 21 10.8 2.7

> Poliinsaturados 2.2 21 2.7 1.1 3.0
16:3w3 0.4 04 0.2 0.1 0.2
18:3w6 0.6 0.6 1.2 1.7 1.4
18:3w3 29 3.9 3.1 14 6.5
18:4w3 21.3 20.0 21.8 1.1 18.2
18:5w3 nd nd nd nd nd
20:3w6 0.3 0.1 0.5 20 0.7
20:4w6 3.7 26 4.6 5.5 54
20:4w3 1.7 0.6 1.5 1.1 0.4
20:5w3 27.6 25.6 25.2 101 19.8
22:5w6 4.8 23 5.8 5.6 4.0
22:5w3 0.9 1.2 0.9 1.1 0.8
22:6w3 3.6 3.0 3.2 8.8 3.4
> Altamente 67.7 60.0 68.0 38.5 60.7

poliinsaturados

> w3 58.3 54.5 56.0 23.7 49.2
> wb 9.4 5.5 12.0 14.9 11.5

> w3/3w6) 6.2 10.0 4.7 1.6 4.3

nd= no detectado
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7.2. Paralabrax maculatofasciatus
7.2.1. Tiempo de desarrollo

La duracién de las diferentes fases de desarrollo de P. maculatofasciatus
después de la fecundaciéon a 23 °C fueron: embrién en segmentacion 0-42 min,
embrién 8 h y eleuteroembridén 22 h (Fig. 2). Todos los tratamientos culminaron al

presentarse la fase de larva apterolarva la cual se presenta a las 72 h post-

fecundacion.
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Figura 2. Desarrollo embrionario (de embrion en fase de segmentacion a eleuteroembrién) de la

cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus a 23 °C ajustado al modelo de crecimiento logistico.
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7.2.2. Ensayos de toxicidad en Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella subsalsa de embriones en fase de segmentacion a apterolarvas

Se observaron diferencias significativas con respecto al control en los
tratamientos de C. subsalsa (CSNAV-1) de 6 a 10-10° cel'mI™ (Fig. 3). Ademas, estas
tres concentraciones mostraron un incremento notable en la mortalidad (del 6 al 91
%, aproximadamente) a partir de las 8 h de exposicion cuando el embrion esta
totalmente formado, este incremento lineal se mantuvo constante hasta las 34 h. Con
la concentracion de C. subsalsa de 4-10° cel'ml” se observé un incremento paulatino
con mortalidades maximas de 44.27 % + 8.22. El resto de los tratamientos evaluados
no presentaron diferencia significativa con respecto a los tratamientos controles,

alcanzando mortalidades maximas del 23 %.

—@— C. subsalsa 2,000 cel mI”
100 4 —O— C. subsalsa 4,000 cel ml
—w— C. subsalsa 6,000 cel ml”
—A— C. subsalsa 8,000 cel mI”
go / —®— C. subsalsa 10,000 cel ml”’
—— P. micans 4,000 cel ml”
© —&— P. micans 8,000 cel ml™
-‘8 —O— Control
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®
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=
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T T T T T T T
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Figura 3. Mortalidad (%) de Paralabrax maculatofasciatus a partir de embriones en segmentacion al
ser expuestos a Chattonella subsalsa (CSNAV-1) (2-‘I0-‘I03 cel-ml'1), al dinoflagelado Prorocentrum

micans (4 y 8:10% cel'ml™) y al control.

41



7.2.3. Ensayos de toxicidad en Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella subsalsa de embriones a apterolarvas

Se observaron diferencias significativas con respecto al control con la
concentracion de C. subsalsa (CSNAV-1) de 8:10° cel'ml™ (Fig. 4), notandose su
mayor incremento en mortalidad a las 34 h (39.82 % + 0.86), manteniendo un
aumento paulatino hasta el final del ensayo (50 % + 1.45). El tratamiento con
Prorocentrum micans de 8-10° cel'ml” mostré el menor porcentaje de mortalidad
(11.40 % £ 4.08), incluso menor que el tratamiento control (14.16 % £ 3.24). El resto
de los tratamientos probados no presentaron una diferencia significativa en el

porcentaje de mortalidad, con valores por debajo del 20 %.
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Figura 4. Mortalidad (%) de Paralabrax maculatofasciatus a partir de embridon al ser expuestos a
Chattonella subsalsa (CSNAV-1) (2, 4 y 8-10° ceI-mI'1), al dinoflagelado Prorocentrum micans (4 y

8:10° cel'ml™) y al control.
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7.2.4. Ensayos de toxicidad en Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella subsalsa de eleuteroembriones a apterolarvas

Se observaron diferencias significativas en la mortalidad con respecto al
control, en primer orden con la concentracion de C. subsalsa (CSNAV-1) de 8:-10°
cel-ml'1, seguido de la concentracion de 4-10% cel'mlI™" con un incremento lineal desde
las 0 h hasta las 34 h y con mortalidades maximas de 61.46 % + 1.47 y 49.55 % +
9.47, respectivamente (Fig. 5). Ademas, la concentracion de C. subsalsa de 8-10°
cel'ml”" mostré un incremento a las 58 h separandose de la semejanza que mantenia
con la concentracién de 4:10° cel'ml”. En el tratamiento con P. micans de 8-10°
cel'ml™ se observé un mayor porcentaje de mortalidad (33.33 % * 5.89) en relacién a
ensayos realizados en las fases de segmentacion y embrién, incluso por arriba de la
concentracion de C. subsalsa de 2-10° cel'ml™ (26.04 % + 1.47) (Figura 4).
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—@— C. subsalsa 2,000 cel mI”
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80 4 —¥— C.subsalsa 8,000 cel ml’
—A— P. micans 4,000 cel ml”
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Figura 5. Mortalidad (%) de Paralabrax maculatofasciatus a partir de eleuteroembrién al ser expuestos
a Chattonella subsalsa (CSNAV-1) (2, 4 y 8:10° ceI-mI'1), al dinoflagelado Prorocentrum micans (4 y

8:10° cel'ml™) y al control.
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7.2.5. Ensayos de toxicidad en Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella marina var. ovata de embriones en fase de segmentaciéon a
apterolarvas

Las concentraciones de C. marina var. ovata (CMOPAZ-1) de 2 a 8:10° cel'mI’
' (Fig. 6) mostraron incrementos notables en la mortalidad de las 8 h a las 34 h de
exposicion, manteniéndose hasta el final del ensayo. La concentracion de C. marina
var. ovata de 6-10° cel'ml”’ mostré un incremento lineal en el porcentaje mortalidad
de 8 h a 34 h, con una mortalidad maxima de 96.08 % + 0.11. La concentracién de C.
marina var. ovata de 2:10° cel'ml™ mostré un incremento lineal en el porcentaje de
mortalidad (del 10 al 48 %, aproximadamente) de 22 h a 46 h. La concentracion de
10-10° cel'ml” exhibié el porcentaje de mortalidad mas bajo (6.19 % * 2) de las

concentraciones de C. marina var. ovata.

—— C. m. ovata 10,000 cel ml”
100 4 —O— C. m. ovata 8,000 cel m!”
—w— C. m. ovata 6,000 cel ml”
—A— C. m. ovata 4,000 cel ml” & O
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Figura 6. Mortalidad (%) de Paralabrax maculatofasciatus a partir de embriones en segmentacion al
ser expuestos a Chattonella marina var. ovata (CMOPAZ-1) (2-‘I0-‘I03 cel-ml'1), al dinoflagelado

Prorocentrum micans (4 y 8:10° cel-ml'1) y al control.
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7.2.6. Ensayos de toxicidad en Paralabrax maculatofasciatus expuestos a

Chattonella marina var. marina BAPAZ (CSPV-3) de embriones en fase de

segmentacién a apterolarvas

Las concentraciones de 4 a 8:10° cel'ml™ de C. marina var. marina (BAPAZ)

(CSPV-3) evaluadas mostraron diferencias significativas en el porcentaje de

mortalidad con respecto al control (Fig. 7), mostrando una mayor mortalidad de las 8
h a las 34 h. La mayor mortalidad (91.09 % = 8.27) fue observada con la

concentracién de 8:10° cel'ml”’ de C. marina var marina (CSPV-3). El resto de los

tratamientos probados no presentaron diferencias significativas en el porcentaje de

mortalidad, con valores por debajo del 25 %.
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Figura 7. Mortalidad (%) de Paralabrax maculatofasciatus a partir de embriones en segmentacion al

ser expuestos a Chattonella marina var. marina (BAPAZ) (CSPV-3) (4-8-103 cel-ml'1), al dinoflagelado

Prorocentrum micans (4 y 8:10° cel-ml'1) y al control.
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7.2.7. Ensayos de toxicidad en Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella marina var. marina BACO (CSCV-1) de embriones en fase de
segmentacién a apterolarvas

Las concentraciones de Chattonella marina var. marina (BACO) (CSCV-1) de
4 a 8:10° cel'ml™ no mostraron diferencias significativas con respecto al control, con
porcentajes de mortalidad menores al 15 %, los cuales fueron inferiores a los
obtenidos con P. micans de 4:10° cel'ml” y al control (24.42 % + 5.77 y 22.56 % *
4.84, respectivamente) (Fig. 8). El incremento paulatino (de 3 a 14 %,
aproximadamente) en la mortalidad con las rafidoficeas se presentd desde las 8 h y

hasta el final del ensayo.
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Figura 8. Mortalidad (%) de Paralabrax maculatofasciatus a partir de embriones en segmentacion al
ser expuestos a Chattonella marina var. marina (BACO) (CSCV-1) (4-8-103 cel-ml‘1), al dinoflagelado

Prorocentrum micans (4 y 8-10° cel'ml™) y al control.
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7.2.8. Concentracion letal 50 de Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella subsalsa

El periodo de embriones en fase de segmentacion a apterolarvas de P.
maculatofasciatus fue el mas sensible a la exposicion de C. subsalsa (CSNAV-1) con
una Clsp de 3.2:10° cel'ml™ y el periodo menos sensible fue el de embriones a

apterolarvas con una CLsy de 10.23-10°% cel-mI™ (Fig. 9).
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Figura 9. Concentracion letal 50 para embriones de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus en
FS= Fase de segmentacién, EM= Embrion y EL= Eleuteroembrién expuestos a la cepa Chattonella
subsalsa (CSNAV-1).
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7.2.9. Concentracion letal 50 de Paralabrax maculatofasciatus en fase de
segmentaciéon expuestos a cepas de Chattonella

Se observo que en el periodo de fase de segmentacion a apterolarva la cepa
de C. marina var. ovata fue la que causé la mayor sensibilidad con una CLsy de
1.73-10° cel'mI™ (Fig. 10). Las cepas de C. marina var. marina BAPAZ y C. subsalsa
mostraron una CLso similar (~3:10° cel'ml). La cepa de C. marina var. marina BACO

no causé mortalidades superiores al 50 % por lo que la CLsp no pudo ser calculada.
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Figura 10. Concentracion letal 50 para embriones de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus en
FS= Fase de segmentacion, con las cepa Chattonella marina var. ovata (CMOPAZ-1), Chattonella
marina var. marina (CSCV-1), Chattonella marina var. marina (CSPV-3) y Chattonella subsalsa
(CSNAV-1).
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7.210. Tiempo letal 50 de Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella subsalsa

Se observé que el TLsp en embriones de fase segmentacion a apteolarvas fue
similar (~20 h) al ser expuestos a C. subsalsa (CSNAV-1) con las concentraciones de
6, 8 y 10-10° cel'ml™ (Fig. 11). En cambio, en el caso de las fases de embrién y
eleuteroembrion el TLso fue mayor (59 h, 32 min y 54 h 31 min, respectivamente) al
de la fase de segmentacion, al ser expuestos a la concentracion de C. subsalsa de

8-10° cel-ml™.
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EE C. subsalsa 10,000 cel ml”
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Figura 11. Tiempo letal 50 para embriones de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus en FS=
Fase de segmentacién, EM= Embridon y EL= Eleuteroembrion expuestos a Chattonella subsalsa
(CSNAV-1).
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7.211. Tiempo letal 50 de Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella marina var. ovata

Se observé que el TLsg de embriones en fase de segmentacion a apterolarvas
se presenta dentro de las primeras 24 h de exposicidon (23 h, 37 min) con la
concentracion de 6:10° cel'ml”’ de C. marina var. ovata (CMOPAZ-1) (Fig. 11). En
cambio al exponer los embriones a C. marina var. ovata con la concentracién de
2:10° cel'ml” el TLso se duplicé (53 h, 37 min).
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Figura 12. Tiempo letal 50 para embriones de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus en FS=

Fase de segmentacion expuestos a Chattonella marina var. ovata (CMOPAZ-1).
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7.212. Tiempo letal 50 de Paralabrax maculatofasciatus expuestos a
Chattonella marina var. marina BAPAZ

Se observé que el TLsg de embriones en fase de segmentacion a apterolarvas
fue inversamente proporcional a la concentracion celular de C. marina var. marina
BAPAZ (CSPV-3) (Fig. 13). Al exponer los embriones en fase de segmentacion a C.
marina var. marina (CSPV-3) con la concentracién de 8:10° cel'ml” el TLso fue de 28
h y con la concentracion de 4-10° cel'ml™” el TLso fue de 42 h.
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Figura 13. Tiempo letal 50 para embriones de cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus en FS=

Fase de segmentacion expuestos a Chattonella marina var. marina BAPAZ (CSPV-3).
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7.3. Litopenaeus vannamei

7.3.1. Ensayos de toxicidad en Litopenaeus vannamei expuestos a Chattonella

subsalsa (CSNAV-1)

Se observaron diferencias significativas con respecto a las microalgas control

con la concentracion de 3:10° cel'ml” de C. subsalsa (CSNAV-1), mostrando un

incremento lineal en el porcentaje de mortalidad de las 96 a las 144 h, siendo en este

tiempo donde se registro la mortalidad del 100 % de los individuos expuestos (Fig.

14). El resto de los tratamientos presenté una mortalidad menor al 25 % al concluir el

ensayo. Cabe mencionar que a las 72 h alcanzaron la fase de zoea 1, iniciando la

alimentacion exdgena.
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Figura 14. Mortalidad (%) de Litopenaeus vannamei a partir de nauplio 2 al ser expuestos a

Chattonella subsalsa (CSNAV-1) con concentraciones de 3y 6-10° cel'-ml™ y a las microalgas control.
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7.3.2. Ensayos de toxicidad en Litopenaeus vannamei expuestos a Chattonella

marina var. marina BAPAZ (CSPV-3) e ISJ (CSJV-2)

Se observaron diferencias significativas con respecto al control con las cepas
de C. marina var. marina BAPAZ (CSPV-3) e ISJ (CSJV-2) a la concentracién de

3:10° cel'ml™ (Fig. 15). Cabe mencionar que con la cepa CSJV-2 se observd un

incremento lineal en el porcentaje de mortalidad a partir de las 96 h de exposicion,

concluyendo con la mortalidad del 100 % de los individuos expuestos en 144 h. Los

tratamientos con T. suecica y C. calcitrans no presentaron diferencias significativas

en el porcentaje de mortalidad, con valores por debajo del 25 %.
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Figura 15. Mortalidad (%) de Litopenaeus vannamei a partir de nauplio 2 al ser expuestos a
Chattonella marina var. marina BAPAZ (CSPV-3) e ISJ (CSJV-2) con concentraciones de 3 y 6-10°

cel'ml™ y a las microalgas control.
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7.3.3. Ensayos de toxicidad en Litopenaeus vannamei expuestos a Chattonella
marina var. marina (BACO) (CSCV-1)

Las tres concentraciones evaluadas de C. marina var. marina (BACO) (CSCV-
1) mostraron diferencias significativas con respecto a las microalgas control (Fig. 16).
Las concentraciones de 3 y 6-10° cel'ml” de C. marina var. marina (CSCV-1)
presentaron un incremento lineal en la mortalidad de las 72 h a las 144 h y de las 96
h a las 144 h, respectivamente. A las 144 h se observo una mortalidad del 100 % con
la concentracién de 0.5:10° cel'ml™ de C. marina var. marina (CSCV-1). Al concluir el
ensayo se registraron mortalidades menores al 25 % con los tratamientos de T

suecica y C. calcitrans.
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Figura 16. Mortalidad (%) de Litopenaeus vannamei a partir de nauplio 2 al ser expuestos a
Chattonella marina var. marina (BACQO) (CSCV-1) con concentraciones de 0.5, 3 y 6-10° cel'ml” ya

las microalgas control.
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7.3.4. Ensayos de toxicidad en Litopenaeus vannamei expuestos a Chattonella
marina var. ovata (CMOPAZ-1, -2y -3)

Las mayores mortalidades (~100 %) se observaron a las 120 h de exposicion con las

concentraciones de 3:10° cel'ml™ de C. marina var. ovata (CMOPAZ-2 y -3), seguido

de las concentraciones de 0.5, 3y 6:10° cel'mlI” de C. marina var. ovata (CMOPAZ-

1) con mortalidades cercanas al 100 % al final del ensayo 144 h (Fig. 17). Con las

con las concentraciones de 3-10° cel'ml" de CMOPAZ-2 y -3 se observé un marcado

incremento lineal en la mortalidad de las 72 a las 120 h, provocando una mortalidad

de 0 a 100 % de los individuos expuestos en un lapso de 48 h. Se registraron

mortalidades menores al 25 % con los tratamientos de T. suecica y C. calcitrans.
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Figura 17. Mortalidad (%) de Litopenaeus vannamei a partir de nauplio 2 al ser expuestos a tres cepas

de Chattonella marina var. ovata (CMOPAZ-1, -2 y -3) con concentraciones de 0.5, 3y 6:10° cel'ml™ y

a las microalgas control.
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7.3.5. Tiempo letal 50 de Litopenaeus vannamei expuestos a Chattonella

subsalsa y Chattonella marina var. marina

Se observo que el TLsp en L. vannamei al ser expuestos a C. marina var.

marina (CSJV-2) con la concentracion de 3-10° cel'ml™ fue ligeramente menor (4 dias

y 10 h) que el resto de los tratamientos, ya que al calcular el TLsp en L. vannamei al

ser expuestos a C. subsalsa y C. marina var. marina (CSNAV-1 y CSCV-1) con las

concentraciones de 0.5, 3 y 6:10% cel'ml™ los valores fueron similares (~5 dias) (Fig.

18).
EE C. subsalsa (CSNAV-1) 3,000 cel ml”
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I C. marina var. marina (CSCV-1) 500 cel ml’
5 -
%)
S 4 -
()]
3 -
2 -
1 -
0 - T

TLso

Figura 18. Tiempo letal 50 para Litopenaeus vannamei expuestos a Chattonella subsalsa (CSNAV-1) y
a Chattonella marina var. marina (CSPV-3, CSJV-2 y CSCV-1).
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7.3.6. Tiempo letal 50 de Litopenaeus vannamei expuestos a Chattonella marina
var. ovata (CMOPAZ-1, -2y -3)

Se observo que el TLsp en L. vannamei al ser expuestos a C. marina var. ovata
(CMOPAZ-1) con las concentraciones de 0.5, 3 y 6:10° cel'ml”" fue similar (~4 dias y
12 h) (Fig. 19). En caso del TLsp para L. vannamei expuestos a C. marina var. ovata
(CMOPAZ-2 y -3) con las concentraciones de 3:10° cel'ml™ también fue similar,
aunque con valores menores (3 dias y 19 h).
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Figura 19. Tiempo letal 50 para Litopenaeus vannamei expuestos a Chattonella marina var. ovata
(CMOPAZ-1, -2 y -3).
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8. DISCUSION
8.1. Cepas de Chattonella

En este estudio se observd que las cepas del género Chattonella aisladas del
Golfo de California presentaron diferencias en densidad celular, tasa de crecimiento y
talla (Tabla 1). Chattonella subsalsa fue la cepa que presenté la mayor densidad
celular (4.59-10° cél'ml™) a pesar de mostrar la tasa mas baja de crecimiento, estos
valores coinciden con los reportados por Band-Schmidt et al. (2010) bajo las mismas
condiciones de cultivo (Tabla 5), aunque ligeramente menores a los reportados por
Zhang et al. (2004) quienes obtuvieron con cepas de Carolina del Norte y Sur
densidades mayores (2.9 y 1.2:10* cél-ml”, respectivamente) variando la intensidad
luminosa a 80 pmol:m?:seg™ y el fotoperiodo a 16:8 h (L:0).

Las principales diferencias en relacion a las cepas de Chattonella marina var.
marina se observaron entre la CSPV-1 y -3 con respecto a la CSPV-2, la cual mostré
una densidad celular 25 % menor que las otras dos, siendo la cepa CSPV-1 la que
presentd la tasa de crecimiento mas alta (0.354 div-dia™) (Tabla 1), las densidades
maximas obtenidas con estas cepas son similares a las reportadas por Band-Schmidt
et al. (2004) (2.78-3.76:10° cél'ml™"), la mayor tasa de crecimiento registrada es
consistente con lo reportado por Marshall & Hallegraeff (1999) bajo las mismas
condiciones de cultivo. Sin embargo, las densidades celulares obtenidas en este
estudio son inferiores a lo reportado en la literatura para las cepas aisladas de Japon
que van desde 8:10° cél'ml” (Khan et al., 1995) hasta 8.17-10° cél'mI” (Huang et al.,
2009) y a las reportadas para cepas de Australia con 5-10* cél'ml”" (Marshall &
Hallegraeff, 1999) (Tabla 5).

En relacién a la talla, Demura et al. (2009) realizaron un estudio con 31 cepas
de Chattonella marina aisladas del Mar Interior de Seto (Japdn) y determinaron que
la longitud celular promedio oscila en 42.3 + 3.3 um y el ancho celular promedio en
23.7 £ 1.4 ym, estos valores son similares a los observados en este trabajo. Las
células de Chattonella marina var. marina (CSCV-1) aisladas de Bahia Concepcion
fueron las que mostraron mayor longitud y ancho (66-90 uym y 36-40 pm,
respectivamente), lo que concuerda con lo reportado por Band-Schmidt et al. (2004)

con esta misma cepa (62-77 ym y 35-37 ym, longitud y ancho respectivamente). Las
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células de la cepa CSCV-1 se mostraron ligeramente mas grandes que las tallas
maximas de longitud (49.8 + 6.6 ym, cepa N14) y ancho (30.3 + 2.6 ym, cepa N116)
reportadas por Demura et al. (2009). Mientras que las células de C. marina var.
marina (CSPV-1) aisladas de Bahia de La Paz fueron las que exhibieron las células
mas pequefnas (33.7-60 um y 21.4-29.5 um, longitud y ancho respectivamente), con
valores semejantes a las células de menor longitud (35.2 £ 3.3 ym, cepa D3015)
encontradas por Demura et al. (2009).

Las células de Chattonella marina var. marina (CSPV-3) fueron las mas
esbeltas (18.5-23-6 um), ligeramente mas anchas que las reportadas para otra cepa
de C. marina (16.2 £ 3.6 um, cepa D5011) y las tallas celulares de C. marina var.
ovata (CMOPAZ-1) fueron parecidas al promedio de talla (60.1 £ 5.8 umy 31.4 £ 2.7
pgm, longitud y ancho respectivamente) previamente documentado por Demura et al.
(2009).

Se ha observado que las células de rafidoficeas presentan variaciones entre
cepas, mostrando caracteristicas de desarrollo distintas y morfologia variable
(polimorfismos) al cultivarlas bajo diferentes condiciones de laboratorio,
probablemente debido a requerimientos fisiolégicos y ecoldégicos diferentes o
variaciones genéticas (Marshall & Hallegraeff, 1999; Band-Schmidt et al., 2004;
Demura et al. 2009). Al respecto, se ha documentado que la morfologia celular de C.
marina esta directamente afectada por la temperatura, se ha observado que bajo
condiciones Optimas de crecimiento (25 °C, 30 ups) la forma celular en fase
exponencial y estacionaria temprana esta dominada por la forma de elipse (82-96 %)
y en fase lag por la forma esférica (51 %), mientras que a 10°C, 90% de la poblacion
se vuelve esférica después de 10 dias de inoculadas, en cuanto a la salinidad, se ha
documentado que solo el 86 % de las células tienen forma de elipse en 35 ups, en 10
ups el 40 % de las células comienzan a tornarse esféricas hasta el dia 10 y la
mayoria se vuelven esféricas en la fase estacionaria, en 5 ups las células en forma
de elipse comienzan a cambiar su forma después del dia 2 de inoculacion y todas se
tornan esféricas en el dia 10 (Kahn et al., 1998; Marshall & Hallegraeff, 1999).
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Tabla 5. Condiciones de cultivo para cepas del género Chattonella.

Especie Temperatura Salinidad Irradiancia Fotoperiodo Tasa de Concentracion Referencia
(°C) (ups) (umol-m2.seg™ hL:O crecimiento  celular maxima
(div-dia™) (cél-ml™)
Chattonella antiqua JP 25 25-41 300-500 12:12 0.4 1.5-10* Nakamura & Watanabe, 1983.
Chattonella antiqua JP 15-30 10-35 110 — 0.97 — Yamaguchi et al., 1991.
Chattonella antiqua JP 20 — 70 14:10 0.5 2-10* Nishibori & Nishijima, 2004.
Chattonella marina AU 25 30 150 12:12 0.47 5-10* Marshall & Hallegraeff, 1999.
Chattonella marina AU 25 25 400 12:12 1.08 — Marshall & Hallegraeff, 1999.
Chattonella marina JP 24 33.5 40 12:12 1.42-2.0 — Honjo, 1987.
Chattonella marina JP 15-30 10-35 110 — 0.81 — Yamaguchi et al., 1991.
Chattonella marina JP 23-24 — 60 12:12 — 8-8.5-10° Khan et al., 1995.
Chattonella marina JP 20-25 30 60-140 12:12 0.60-0.74 1.47-1.58-10" Khan et al., 1998.
Chattonella marina JP 26 — 30 12:12 — 2.7-10* Okamoto et al., 2000.
Chattonella marina JP 23 15-30 80 16:8 — 6-9-10° Zhang et al., 2004.
Chattonella marina JP 24 36 100 24:0 0.65 6.4-10" Bridgers et al., 2004.
Chattonella marina JP 20 33 40 12:12 0.67 8.17:10° Huang et al., 2009.
Chattonella marina MX 21 35 150 12:12 — 2.78-3.76-10° Band-Schmidt et al., 2004.
Chattonella subsalsa CN 23 15-30 80 16:8 — 0.6-2.9-10" Zhang et al., 2004.
Chattonella subsalsa CS 23 15-30 80 16:8 — 0.7-1.2-10* Zhang et al., 2004.
Chattonella subsalsa MX 23 — 150 12:12 0.21-0.35 3.17-4.59-10° Band-Schmidt et al., 2010.

AU= Australia, CN= Carolina del Norte (E. U. A.), CS= Carolina del Sur (E. U. A.), JP= Japén, MX= México.
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En los ensayos realizados en este estudio, las condiciones de temperatura,
intensidad de luz, fotoperiodo, al igual que la salinidad y los nutrientes suministrados
fueron las mismas para todas las cepas, por lo que las variaciones en densidad
celular, tasa de crecimiento y talla pueden ser atribuibles a la variabilidad individual y
a las caracteristicas propias de cada especie o cepa de Chattonella.

Los pigmentos detectados en las rafidoficeas son consistentes con lo descrito
para este grupo, los cuales consisten en clorofila a, c1-2, fucoxantina, —caroteno y
violaxantina que son considerados como pigmentos caracteristicos (Kohata et al.,
1997; Mostaert et al., 1998; Bravo-Sierra, 2004).

La clorofila a fue el pigmento dominante en todas las cepas ademas, de los
cinco pigmentos accesorios que fueron determinados (fucoxantina, violaxantina,
diadinoxantina, zeaxantina y B-caroteno), la fucoxantina fue el mas dominante (Tabla
2), lo cual coincide con lo reportado por diversos autores quienes determinaron
cuantitativamente dominante estos dos pigmentos en cepas de rafidoficeas marinas
(Mostaert et al., 1998; Andersen, 2004; Band-Schmidt et al., 2004).

Las cepas Chattonella subsalsa (CSNAV-1) y Chattonella marina var. marina
(CSPV-1) fueron las que presentaron el mayor contenido de clorofila a y clorofila c1-
2, asi como de fucoxantina y violaxantina (Tabla 2). En particular, la cepa CSNAV-1
mostro valores de pigmentos accesorios (carotenoides) ligeramente mayores al resto
de las cepas evaluadas, lo que indica que existen variaciones en el contenido de
pigmentos entres especies. Aunque cabe mencionar que este incremento, se ha
relacionado a adaptaciones eco-fenotipicas para crecer bajo condiciones de alta
irradiancia en aguas cercanas a la superficie, por lo cual requieren moderar el exceso
de energia luminosa (PAR) mediante el ciclo de las xantofilas (Rmiki et al., 1996;
Marshall & Hallegraeff, 1999; Marshall & Newman, 2002).

Los pigmentos carotenoides son considerados como pigmentos auxiliares
cosechadores de luz en el proceso de fotosintesis, ya que amplian el espectro de
absorcion de los pigmentos primarios (Kohata & Watanabe, 1988; Rmiki et al., 1996).
Ademas, funcionan como foto-protectores siendo primordiales para el transporte de
electrones protegiendo el tejido fotosintético contra la oxidacion fotosintetizada

(Kohata & Watanabe, 1988; Young et al., 1997). Las microalgas adaptan su
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contenido de pigmentos al ambiente ya que una excesiva cantidad de luz podria
inhibir su tasa fotosintética por fotoinhibicion. Los carotenoides participan en la
respuesta fotoadaptativa especialmente a través de la operacion del ciclo de la
violaxantina o ciclo de las xantofilas (Havaux & Niyogi, 1999; Marshall & Newman,
2002). El cual es un proceso de reacciones ciclicas que se produce en los tilacoides
de los cloroplastos y se presenta cuando la energia luminica absorbida por las
plantas supera la capacidad de fotosintesis, transformando zeaxantina a partir de
violaxantina mediante catalisis por la enzima deepoxidasa, disipando el exceso de
energia luminica como energia térmica, a mayor intensidad de luz, mayor
transformacién de violaxantina en zeaxantina (Young et al., 1997; Havaux & Niyogi,
1999).

Al respecto Marshall & Newman (2002) determinaron en dos cepas de C.
marina aisladas de Australia y Japon que en niveles de alta irradiancia (>500 pmol-m’
2.seg”) los niveles de violaxantina y zeaxantina para la cepa australiana se
mantenian bajos (19.29 + 6.03 y 3.56 + 0.41 ng-cél™", respectivamente), mientras que
para la cepa japonesa se elevaban considerablemente (90.7+ 28.3 y 17.14 £ 10.73
ng-cél”’, respectivamente) en cambio, notaron que en niveles de baja irradiancia
(<150 pumol-m?-seg™) los valores de violaxantina y zeaxantina eran relativamente
similares para la cepa australiana (366 + 18.38 y 0.99 + 0.44 ng-cél’,
respectivamente) y japonesa (45.81+ 4.65 y 0.76 + 0.16 ng-cél”’, respectivamente),
por lo que sugieren que la cepa de Japdn utiliza el ciclo de las xantofilas para
moderar la inhibicidon por alta irradiancia, ya que también se ha documentado que el
principal compuesto protector de radiacion UV encontrado en la cepa australiana son
los aminoacidos de tipo micosporinas, siendo que la cepa de Japdon procede de
aguas eutrodficas turbias y la cepa de Australia de aguas claras.

La presencia de brevetoxinas (PbTx) en los principales géneros de
rafidoficeas implicados en la formacion de FAN, Chattonella, Fibrocapsa y
Heterosigma se habia documentado hasta antes del afio 2000, en estos estudios las
principales técnicas utilizadas fueron: TLC (cromatografia de capa fina), HPLC

(cromatografia liquida de alto desempeno) y analisis espectral de masas, las cuales

62



comparaban los resultados con valores de referencia de estandares de PbTx (Onoue
et al., 1990; Khan et al., 1995, 19964, b, 1997, 1998).

En este estudio la presencia de PbTx en todas las cepas de Chattonella fue
negativa al confirmarse su deteccidén por resonancia magnética, resultados similares
se han observado en estudios recientes con C. marina y con diversas cepas de
Fibrocapsa japonica donde han reportado la ausencia de PbTx para este grupo
(Marshall et al., 2003; De Boer et al., 2004, 2009).

Recientemente, las técnicas para la deteccion de PbTx se han mejorado
evitando los falsos positivos en los resultados (Bourdelais com. per.), cabe
mencionar que se ha documentado para diversas especies de microalgas toxicas,
que el perfil de toxinas entre cepas de una misma especie es variable y que depende
de la fase de crecimiento en la que se encuentren, asi como de factores ambientales
externos, tales como salinidad, temperatura, intensidad de luz y disponibilidad de
nutrientes (Jeglitsch et al.,, 1998; Van Apeldoorn et al., 2001; Kuroda et al., 2005;
Huang et al., 2009), por lo que no se descarta la posibilidad de que las rafidoficeas y
en particular las especies del género Chattonella produzcan compuestos analogos o
similares a las PbTx que estén implicados en su toxicidad. Al respecto, Marshall et al.
(2003) negaron la presencia de PbTx en C. marina, sin embargo detectaron a partir
de sus fracciones, moléculas de especies quimicas que compartian una composicion
elemental muy similar a todas las toxinas marinas poliéter conocidas vy
probablemente con estructuras similares, sefialando que es posible que pequefias
cantidades de toxinas de baja potencia estén presentes en Chattonella marina.

En este estudio todas las cepas examinadas mostraron produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) con singulares diferencias en los resultados,
debido a que las cepas de Chattonella CSCV-1 y CSPV-1 mostraron las
concentraciones mas altas de radical superdxido (O2) y la cepa CSPV-1 mostro la
mayor capacidad de peroxidacion lipidica (relacionada con radicales OH") (Tabla 3),
diferencias similares entre cepas se han observado por Oda et al. (1997) que
manifestaron que estos valores son parcialmente debidos a su talla celular, lo cual
coincide con lo observado para la cepa CSCV-1, pero difiere con lo observado para

la cepa CSPV-1 que fue la que presentd la talla mas pequena, estas discrepancias
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pueden ser debido a la capacidad independiente de cada cepa de producir ERO y a
los mecanismos que controlan esta produccion (Marshall et al., 2002a; Kim et al.,
2007), al respecto se ha documentado a partir de observaciones microscopicas por
fluorescencia, que Chattonella marina y C. ovata generan el O, principalmente sobre
la superficie celular mientras el H,O, lo generan en compartimientos intracelulares,
indicando que probablemente estas ERO se generen por procesos independientes,
ya que mencionan que el sistema enzimatico analogo a la NADPH oxidasa que esta
localizado en la superficie celular de Chattonella es la principal responsable de
generacion de O y la fuente principal de generacién de H,O, puede no derivarse por
simple dismutaciéon del O, (Kim et al., 2000, 2007). Ademas pueden existir
diferencias entre diversas poblaciones de una misma especie separadas
geograficamente ya que se ha observado que producen diferentes niveles de ERO,
tal como el H,0O, en H. akashiwo con rangos de 0.14 a 0.90 uM (Twiner et al., 2001).
Sin embargo a la fecha, los mecanismos independientes de generacion de H,O, en
rafidoficeas aun no se han clarificado (Marshall et al., 2005a, b).

La produccion de Oy es directamente proporcional a la densidad celular de las
rafidoficeas, pero cuando alcanzan la fase estacionaria esta disminuye rapidamente,
ademas se ha observado que células esféricas generan O, en menor cantidad que
células alargadas, por lo que algunos autores indican que las maximas generaciones
de Oz ocurren durante la fase de crecimiento exponencial (Ishimatsu et al., 1996b;
Kawano et al., 1996; Twiner & Trick, 2000).

Al comparar el efecto de bloquear la fotosintesis en Chattonella marina entre
el fotosistema | y Il entre las fases de luz y obscuridad Marshall et al., (2002a)
determinaron que no habia diferencias significativas entre el bloqueo y el tratamiento
de obscuridad, mencionando que en presencia de luz la produccion de O, era
mayor, resultados similares fueron obtenidos con el método de quimioluminiscencia
por C. antiqua que determinaron que la generacion de O, depende de la fase de
crecimiento celular y que la produccién de Oy y el H,O, se incrementan durante la
fase luminosa (kim et al., 2005), lo que implica que este aumento esta controlado
parcialmente por electrones donados a través de la transferencia de electrones en la

fotosintesis permitiendo la generacion de ERO (Marshall et al., 2002a), ademas
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algunos autores han documentado que la generacion de O, presenta sus valores
maximos durante la fase de crecimiento exponencial mientras que el H,O, los
presenta en la fase estacionaria temprana (Kim et al., 2004; Liu et al., 2007).

La produccién de ERO también esta relacionada con el potencial metabdlico y
con sistemas enzimaticos. Se ha observado que el producto inicial de radicales
reactivos generados por C. antiqgua y C. marina es indudablemente el anion
superdxido (O2) (Kim et al., 1999b), que se transforma posteriormente en otros
radicales libres tales como OH" por las reacciones de Fenton o Haber-Weiss. El OH"
puede ser utilizado para la asimilacién de nutrientes como el carbon y como
consecuencia vuelve mas toxica a C. marina cuando alcanza altas densidades,
encontrandose una fuerte correlacién entre la produccion de Oy y la toxicidad (Oda
et al., 1992a, b).

Se ha observado en condiciones de laboratorio que las células de Chattonella
antiqua y C. marina, reducen el citocromo Fe(lll) rompiendo enlaces débiles para la
formacion de iones de hierro biodisponibles para la célula, dado que son requeridos
para su crecimiento adecuado y para maximizar la generacidon de ERO, esta
capacidad de reducir es atribuida principalmente al O, y es aproximadamente 3
veces mayor en células colocadas en la obscuridad que en células expuestas a la luz
(Ishimatsu et al., 1996a; Kawano et al., 1996; Garg et al., 2007; Liu et al., 2007).

En adicion al Oy, y al H,O, estudios recientes mostraron que C. marina, C.
ovata y H. akashiwo producen 6xido nitrico (NO), una molécula gaseosa radical con
una amplia variedad de actividades biolégicas la cual también puede estar
involucrada en el potencial toxico de estas microalgas. El NO es continuamente
generado en la superficie celular por una enzima analoga a la éxido nitrico sintasa
(NOS), en C, marina se obtuvo un estimado de 10 uM de NO en una densidad de
1-10* cel'ml” (Kim et al., 2006, 2008).

De acuerdo a lo propuesto por Marshall et al. (2002a) la mayor produccion de
ERO en C. marina ocurre en la fase exponencial de crecimiento sugiriendo que los
radicales de oxigeno estan relacionados durante la actividad celular de los procesos
metabdlicos de la microalga, como agentes antibacteriales, proteccidn alelopatica, e

involucrados en el transporte de nutrientes o en la oxidacién y reduccién de metales
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traza, tal como se ha observado en otras especies fitoplancténicas (Palenik et al.,
1987; Marshall et al., 2003; Garg et al., 2007).

Los acidos grasos comunes para todas las cepas examinadas fueron 14:0,
15:0, 16:0, 18:0, 16:1w7, 16:1, 18:1w9, 18:1w7, 18:3w3, 18:4w3, 20:5wW3 y 22:5w6
(Tabla 4). Grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) son comunes
en rafidoficeas (Marshall et al., 2002b; Fu et al., 2004; De Boer et al., 2009).

El perfil de acidos grasos para las cepas de Chattonella marina var marina
(CSPV-1, -2, -3 y CSCV-1) fue similar con algunas diferencias, la cepa CSPV-2
mostré la mayor cantidad del acido 16:0 (acido palmitico) (19.2 %), mientras que la
cepa CSCV-1 mostré bajos valores del 18:4w3 (acido estearidonico) y del 20:5w3
(acido eicosapentaenoico) (18.2 y 19.8 %, respectivamente) en relacidon a las demas.
Los datos observados en este estudio son consistentes con lo reportado previamente
por diversos autores para esta especie (Mostaert et al., 1998; Marshall et al., 2002b).
Las diferencias en el contenido de acidos grasos entre cepas de la misma especie
observados en este trabajo pueden ser debidas en parte a caracteristicas fisiologicas
intrinsecas de cada cepa, ademas pueden estar relacionadas a adaptaciones en el
sistema de membranas para condiciones especificas intracelulares o extracelulares
(Mostaert et al., 1998).

Al determinar el perfil de acidos grasos de diversas cepas de rafidoficeas,
Marshall et al. (2002b) detectaron amplias diferencias, al comparar las cepas de C.
marina aisladas de Australia, Japén y Nueva Zelanda, notaron que las principales
diferencias radicaban en el contenido de los acidos grasos 14:0, 18:1w9 cis y
20:4w6. Diferencias entre cepas también se han observado en las cantidades por
célula de los acidos 18:4w3, 20:5w3 y 20:4w6 de Fibrocapsa japonica, aunque De
Boer et al. (2009) mencionan que las cantidades totales varian de 150 a 350 pg-cél”
para la mayoria de las cepas, algunas contienen desde 40 hasta 450 pg-cél”' ademas
de presentar porcentajes diferentes de cada acido graso. En estudios recientes, se
han detectado cantidades considerables de AGPI, tales como el 20:5w3, 18:4w3 y
20:4w3 (13.33, 7.94 y 2.51 pg-cel, respectivamente) en diversas cepas de F. japonica
del Mar Adriatico (Pezzolesi et al. 2010). Cabe mencionar, que las concentraciones

de AGPI estan estrechamente relacionadas con la produccion de compuestos
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hemoliticos, sin embargo se ha observado que cepas de rafidoficeas con bajo
contenido de AGPI poseen alta actividad hemolitica (De Boer et al., 2009).

Es necesario sefialar que el acido graso monoinsaturado 16:1w13t y el acido
graso poliinsaturado 18:5w3 los cuales no fueron detectados en este estudio (Tabla
4), fueron determinados en bajas concentraciones en diversas cepas de Chattonella
marina, C. antiqua y C. subsalsa por Marshall et al. (2002b), con valores (0.2-2.6 y
0.4-1.5, respectivamente) lo que indica que eventualmente se presentan en
cantidades traza.

Al comparar los resultados obtenidos de la cepa CSNAV-1 (Chattonella
subsalsa) con las cepas restantes (C. marina var marina: CSPV-1, -2, -3 y CSCV-1),
mostro bajas concentraciones de los AGPI 18:4w3 (acido estearidonico) (1.1 %) y
20:5w3 (acido eicosapentaenoico) (10.1 %), asi como altas concentraciones del
acido graso poliinsaturado 18:2w6 (acido linoleico) (10.8 %) y del acido graso
saturado 16:0 (acido palmitico) (25.8 %) (Tabla 4), lo cual difiere de los valores
reportados por Marshall et al. (2002b) para esta especie, en donde los acidos 18:4w3
y 20:5w3 son mas abundantes (13.2 y 19.5 %, respectivamente), mientras que los
valores del 18:2w6 y 16:0 obtenidos en este trabajo son mayores a lo reportado por
estos autores (3.1 y 21 %, respectivamente). Las diferencias entre C. subsalsa y C.
marina en este trabajo pueden estar relacionados al metabolismo particular de cada
especie, asi como en la asimilacion e incorporacion de nutrientes.

Las concentraciones del 16:0 en C. subsalsa se asemejan mas a lo
determinado para C. marina, C. antiqua y H akashiwo (~25 %) (Mostaert et al., 1998;
Marshall et al., 2002b). Estos datos pueden indicar que esta especie almacena
constantemente productos de reserva, ya que se ha observado que el incremento en
la cantidad de acidos grasos saturados esta relacionado con la acumulaciéon de
triacilglicerol (TAG). Diversos autores han documentado que especies de microalgas
cuyo habitat natural se caracteriza por cambios rapidos en las condiciones
ambientales, especialmente por cambios bruscos de temperatura y por el
agotamiento de los nitratos, acumulan acidos grasos poliinsaturados en forma de

TAG, considerado como el mayor precursor de acido araquidonico (C20:4w6) y de
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acido eicosapentaenoico (20:5w3) principalmente, los cuales son componentes
esenciales de las membranas celulares (Cohen et al. 2000; Bigogno et al., 2002).

Los AGPI pueden estar implicados en dominancia algal y en particular como
inhibidores contra depredadores de zooplancton y otros animales en el ambiente
acuoso (Juttner, 2001, 2005; De Boer et al., 2004; Yang et al., 2011). A su vez, la
produccion de AGPI de origen algal se ha relacionado con la participacion como
mensajeros modulando la actividad enzimatica, capacidad de inhibir el crecimiento
de otras especies algales o zooplancton, inclusive se ha hipotetizado la actividad
autoinhibitoria (Wu, et al., 2006; Gentien et al., 2007; Yang et al., 2011).

Ciertas algas producen cantidades considerables de AGPI que pueden
descargar en el ambiente acuatico circundante particularmente durante eventos FAN,
los acidos grasos libres ejercen efectos citotéxicos sobre las membranas del plasma
de algunas especies del fitoplancton, alterando la permeabilidad de la membrana y
provocando por descompensacion la liberacion de iones de K* desde el interior de la
célula (Gentien et al., 2007). Los efectos letales de los acidos grasos pueden ser
causados por efectos liticos en células estresadas, provocando disociacion de

ficobilinas desde las membranas de los tilacoides (Wu, et al., 2006).
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8.2. Paralabrax maculatofasciatus

Los estadios iniciales de vida de peces son muy sensibles a efectos toxicos de
compuestos organicos, de aqui que las pruebas de toxicidad aguda en embriones de
peces sean ampliamente usadas para evaluacion de riesgos acuaticos (OECD, 2006;
Belanger et al., 2010; Embry et al., 2010).

En el presente estudio se mostro que la rafidoficea Chattonella subsalsa
(CSNAV-1) suministrada a diferentes concentraciones provoca porcentajes de
mortalidad diferentes sobre las fases iniciales del desarrollo de P. maculatofasciatus.
Se determind que la fase de embridon en segmentacion fue la mas sensible, ya que
con concentraciones de 6, 8 y 10-10° cél'ml”" se presentd aproximadamente el 98 %
de mortalidad al final del bioensayo (Fig. 3). La fase de eleuteroembrion mostré
sensibilidad intermedia ya que con las concentraciones de 4 y 8:10° cél-ml™" exhibio
mortalidades del 49 y 61 %, respectivamente (Fig. 5).

De acuerdo al modelo Probit las CLsy de C. subsalsa son menores para
embriones en segmentacion y eleuteroembriones (~3 y ~4.5-10° cél'ml”,
respectivamente) que en embriones, mostrandose como las fases de desarrollo mas
susceptibles a la exposicién por C. subsalsa. Ademas los TLso para los bioensayos
de fase de segmentacion con las concentraciones de 6, 8 y 10-10° céI-mI'1, fueron 3
veces mas cortos a los determinados para las fases de embrion y eleuteroembrion
con una concentracion de 8:-10° cél'ml” (Fig. 11), lo que exhibe que el efecto por
exposicion a C. subsalsa es mas rapido en embriones en segmentacion.

Se ha observado que las PbTx-1 y -3, causan efectos adversos en embriones
de Oryzias latipes antes y después de eclosionar. Al suministrar PbTx-1 por
microinyeccién en bajas concentraciones (1-3 ng-embrién™) han documentado
problemas en la eclosion y curvatura lateral de la columna, con dosis mas altas (3.4-
4 ng-embrién™') detectaron malformaciones en el craneo y ojos mal posicionados
(Kimm-Brinson & Ramsdell, 2001). En el caso de la PbTx-3 observaron que dosis
superiores a 1 ng-embri()n'1, provocaron convulsiones continuas, rompimiento de
vasos sanguineos, arritmias en la funcién cardiovascular asi como decremento en el
éxito de eclosion, determinando una DLsy de 4 ng-embrién™ de PbTx-3 (Colman &
Ramsdell, 2003).
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Al exponer la fase de embrion de P. maculatofasciatus se observé que fue la
menos sensible a C. subsalsa con mortalidades inferiores al 50 % (8:10° cél-ml™") al
final del experimento (Fig. 4). En los tratamientos control se observaron mortalidades
menores al 20 %, con excepcion de P. micans (33 %) en el bioensayo con
eleuteroembriones. El desarrollo embrionario presenta diversos cambios fisioldgicos,
morfolégicos y bioquimicos entre una fase de desarrollo y otra. Se ha establecido
que la morfogénesis desde la fertilizacion del huevo hasta la formacion del embridn
sigue el mismo modelo basico en la mayoria de peces teledsteos. En la fase de
segmentacion del periodo de embrionario se forma el blastodisco el cual se
segmenta y da origen a la formaciéon consecutiva de los blastémeros. Durante la
segmentacion del blastodisco se forman tres capas germinales: ectodermo,
mesodermo y endodermo una vez formadas comienza la epibolia, este proceso da
origen al anillo germinal y al escudo embrionario. La gastrulacion se considera
finalizada con el cierre del blastoporo, dando origen al embrion (Falk-Petersen,
2005). De acuerdo a las diferencias observadas en los efectos de mortalidad entre
las tres fases de desarrollo con la cepa de C. subsalsa, se puede mencionar que
probablemente la morfo-fisiologia en la ontogenia inicial de P. maculatofasciatus
puede estar implicada en el efecto que provocan las diferentes concentraciones de la
rafidoficea en estudio, tornando al corion selectivo o limitando el intercambio de
ciertas moléculas con el exterior del embrion una vez formado.

En relacion a los bioensayos realizados con embriones de P.
maculatofasciatus expuestos a Chattonella marina var. ovata (CMOPAZ-1), C.
marina var. marina (BAPAZ) (CSPV-3) y C. marina var. marina (BACO) (CSCV-1)
desde embriones en fase de segmentacion hasta apterolarvas, se observaron
efectos diferentes con cada cepa. En las cepas que exhibieron los mayores
porcentajes de mortalidad se observé que algunos embriones murieron sin lograr
eclosionar, estas observaciones no fueron cuantificadas debido a que se
presentaban con alta variabilidad, estos efectos se han reportado para brevetoxinas,
al realizar microinyecciones de la PbTx-1 y -3 en embriones de Oryzias latipes
intentan eclosionar con la cabeza y no por la cola como comunmente se ha

observado en peces, ocasionando eclosiones parciales y muerte (Kimm-Brinson &
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Ramsdell, 2001), ademas Colman & Ramsdell (2003) sefialaron que el ritmo cardiaco
de los embriones es afectado de forma distinta al adicionar PbTx-1 y PbTx-3
provocando bradicardia y taquicardia, respectivamente.

Lefebvre et al. (2004) determinaron que la exposicién gradual de saxitoxinas
(STX) en fase acuosa 229 pg de STX eql” provoco reduccion de funciones
sensorimotoras en embriones de 48 h, asi como paralisis en larvas de 4 dias de
Danio rerio, mientras que en larvas de 6 dias la exposicion de 481 pg STX eql”
causoO severos edemas en o0jos, cavidad del pericardio y saco vitelino. Observaron
que la respuesta al movimiento en embriones de 4 h se reduce después de 48 h de
exposicion continua a STX en concentraciones de 227 y 426 ug STX eq-l”. A su vez,
documentaron que la paralisis por exposicion a las saxitoxinas ocurre mas
rapidamente en larvas de 6 y 4 dias (5 y 8 h, respectivamente) en comparacién con
larvas de 2 dias (46 h), siendo los principales efectos en larvas de 6 dias la curvatura
dorsal pronunciada, asi como deformidades craneo-faciales.

Las cepas de C. marina var. ovata (CMOPAZ-1) seguida de C. marina var.
marina (BAPAZ) fueron la que mostraron las mayores mortalidades, las cuales se
incrementaron conforme a la concentracion celular (2, 4, 6 y 8:10° cél-‘ml™"), aunque
cabe mencionar que con la mayor concentracion probada de C. marina var. ovata
(10:10° cél'ml™") se obtuvieron resultados inocuos (Fig. 6 y 7), en este punto se ha
documentado que la produccidén del radical superdxido (O2) en Chattonella es
inversamente proporcional a la densidad celular, posiblemente para evitar la
autotoxicidad en altas densidades, debido a que se hipotetiza la proteccion
alelopatica como la principal funcion de generacion de ERO en rafidoficeas (Kawano
et al., 1996; Twiner & Trick, 2000; Marshall et al., 2003).

Efectos similares relacionados a las concentraciones de Chattonella
detectadas en este trabajo fueron observados con los peces Acanthochromis
polycanthus (0.6-1.2 g) al ser expuestos a diversas concentraciones celulares de C.
marina de 0.25 a 35-10° cél-ml™", Marshall et al. (2003) reportaron que los peces
expuestos a concentraciones algales por encima de 8-10° cél'ml” exhibieron
mortalidad mas lentamente (143 + 8 min) en comparacién a los peces expuestos a

concentraciones celulares de 1 a 8:10° cél'ml™ (89 + 6 min), a su vez mencionan que
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en estas concentraciones rapidamente desarrollan sintomas de hiperventilacion,
excrecion de mucus y vasodilatacion de las branquias, seguido de una incapacidad
de mantener la posicion en la columna de agua.

En los resultados obtenidos con los bioensayos resalta el efecto inofensivo
que provocod la cepa de C. marina var. marina (BACO), ya que la mortalidad
registrada fue menor al 15 % en las tres concentraciones suministradas (Fig. 8),
incluso con porcentajes por debajo de los controles (25 %), estos resultados pueden
estar relacionadas en parte a las diferentes condiciones ambientales de su lugar de
aislamiento, las cuales pueden influir en su fisiologia y por ende en su toxicidad, tal
como se ha observado en otras especies de rafidoficeas donde se han determinado
diferencias en la produccién ERO y de compuestos hemoliticos (Oda et al., 1997; Fu,
2003; De Boer et al., 2009).

La cepa de C. marina var. ovata fue la que causé la mayor sensibilidad en los
embriones ya que mediante el modelo Probit se calculé una CLs de 1.73:10° cél-ml™,
incluso menor a la calculada para C. subsalsa. Sin embargo los TLsg calculados para
la cepa de C. marina var. ovata y C. marina var. marina (BAPAZ) fueron ligeramente
mayores en comparacion a los calculados para C. subsalsa con concentraciones
similares, lo que indica que C. subsalsa provoca la mortalidad de embriones de P.
maculatofasciatus en menor tiempo, debido probablemente a una mayor produccion
y/o liberacion de metabolitos secundarios que resultan téxicos para los peces, tales
como la generacion de ERO que puede variar de una cepa a otra, incluso se ha
documentado que en presencia de peces Chattonella produce significativamente
mayor cantidad de radical superdxido (O2) que cuando no se encuentra expuesta a
los peces (Twiner et al., 2001; Marshall et al., 2003).

Al respecto se documentado que las células mucosas de las lamelas
branquiales estimulan la produccién de ERO en células de Chattonella antiqua. El
mucus secretado por las lamelas branquiales atrapa células de C. antiqua dentro de
este, de aqui las células liberan una gran cantidad de pequefas particulas llamadas
mucocistos que a su vez transportan el Oy (Ishimatsu et al., 1996a). La cantidad de
O, liberado por estimulaciéon del mucus es 10 veces mayor que la que C. antiqua

libera en su estado habitual, lo que conlleva a la consecuente desestabilizacion en la
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osmoregulacion e impidiendo el paso de agua a través de las branquias causando
eventualmente la muerte en Seriola quinqueradiata (Tanaka et al., 1994). En un
experimento alterno, mucus de piel y branquia de S. quinqueradiata, Pagrus major y
Paralichthys olivaceus estimularon la generacion del O;” por C. marina y H. akashiwo
exhibiendo un incremento de 4-6 veces mas que en condiciones habituales de
crecimiento (Nakamura et al., 1998). A su vez, C. marina provoca también secrecion
de mucus en los canales interlamelares branquiales de S. quinqueradiata al ser
expuestos a 4-10° cél-ml™", cubriéndose completamente por una delgada capa de
mucus, ocasionando un bloqueo de los canales braquiales (Hishida et al., 1997).

Se ha determinado que la exposicidon de S. quinqueradiata a células de
Chattonella provoca severos disturbios en funciones respiratorias, ionoregulatorias y
cardiovasculares (Hishida et al., 1999; Lee et al., 2003). Estos peces mostraron
acidificacién de tejidos y sangre, exhibiendo altas concentraciones del ién potasio
(K*) de 0.76 en comparacioén con el resto de los iones evaluados (Na*, CI', Mg* y
Ca®) que fue de 0.09-0.27. También ocurrié una desintegracién (necrosis) de las
células cloruro que se localizan en branquias de peces y se encargan de la extrusion
del i6n cloro (CI) y del ién sodio (Na’) en contra de un gradiente de concentracion
(Tang et al., 2005). Esta exposicion por Chattonella produjo cambios histologicos y
separacion epitelial (edema) en las lamelas y filamentos branquiales, perjudicando la
capacidad del transporte de iones y gradientes osméticos que cruzan el epitelio y el
transporte activo transepitelial, también se presenté un rapido agotamiento de la
presion parcial del oxigeno arterial al inicio de la exposicidén, todo esto culmind en
conjunto con la muerte de los peces (Ishimatsu et al., 1990; 1996a; 1997). Aunque
otras perturbaciones fisiolégicas tales como desordenes cardiovasculares también
pueden estar involucradas en el efecto de las ERO (Lee et al., 2003)

Diversos autores mencionan que unicamente la produccion de ERO no es la
causa principal de toxicidad en rafidoficeas, donde probablemente otros compuestos
intervienen. Al respecto, se evalué en el pez Rhabdosargus sarba la exposicion a
una alta concentracion de H;O, (500 uM) 25 veces mas que lo que produce C.
marina a una densidad de 8-10% cel'-ml”" (20 uM), Tang et al. (2005) determinaron un

TLso de 3 hy 6 h (500 y 20 uM de H,O,, respectivamente), sin encontrar excesivas
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cantidades de mucus en los tejidos branquiales como en experimentos con C. marina
exclusivamente, por lo que descartaron parcialmente la participacién exclusiva del
H,O, en la toxicidad aguda de C. marina, indicando que probablemente otros
compuestos pueden estar actuando en sinergismo causando la muerte con mayor
eficacia.

La posible relacion de los acidos grasos poliinsaturados y sus productos de
oxidacion como causantes de toxicidad en peces y para las mismas rafidoficeas ha
sido una de las lineas de investigacidon para esclarecer sus efectos. En la década de
los anos 70 y 80 se reportd que los AGPI principalmente el 16:4 y el 18:4 pudieron
ser las principales substancias causantes de las altas mortalidades de diversas
especies de peces en cultivo (Seriola quinqueradiata, S. rivoliana, Spondyliosoma
cantharus y Pagrus major), las cuales se suscitaron durante eventos de FAN
originados principalmente por C. antiqua, C. marina y H. akashiwo. Diversos autores
manifestaron que la muerte fue causada por asfixia, debido a la destruccion de la
superficie de las lamelas branquiales, lo cual originé el decremento del pH de la
sangre de los peces como consecuencia a la falta de transferencia de oxigeno por
parte de la hemoglobina (Okaichi, 1989).

Se ha propuesto que la toxicidad de Chattonella puede estar relacionada al
efecto sinérgico de las ERO con algun otro compuesto, al respecto se ha detectado
que la actividad haemolitica se suscita por la hidrdlisis de lipidos en particular por la
accion del radical OH" de las ERO, con la consecuente formacion de AGPI liberados
cuando las células se rompen (Marshall et al., 2003, 2005b; Kuroda et al., 2005).

Marshall et al. (2003) proponen como accion de toxicidad de Chattonella que
pequefias cantidades de acidos grasos libres pueden ser toxicos para peces,
mencionan que 0.2 mg-L™" del acido 20:5w3 (acido eicosapentaenoico) en presencia
de superoxido (Oy) presenta un TLso de 83 min. lo cual es equivalente a 4 mg-L™" del
4cido eicosapentaenoico o alrededor de 1-10° cél-ml™ de un cultivo de Chattonella,
resaltando que ambas concentraciones son téxicas para peces. Ademas plantean un
efecto sinérgico, mencionan que la presencia de acidos grasos libres con ERO
pueden dafar las membranas de las branquias lo cual puede resultar en la muerte

del pez, para lo cual proponen 3 posibles escenarios: 1. Ruptura de las membranas
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branquiales resultando en una capacidad respiratoria reducida, 2. Absorcion de
acidos grasos libres o superoxido (O2’) dentro del torrente sanguineo reduciendo el
pH de la sangre suprimiendo la capacidad respiratoria u osmoregulatoria y/o 3.
Destruccion de las células cloro reduciendo la capacidad osmoregulatoria.

Los mecanismos precisos de toxicidad por los que las rafidoficeas en
particular de Chattonella spp. causan muertes masivas de peces y pérdidas

econdmicas millonarias en acuacultura siguen siendo controversiales.
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8.3. Litopenaeus vannamei

La ontogenia inicial de Litopenaeus vannamei es similar al de otras especies
de crustaceos pertenecientes a la familia Penaeidae, los estadios larvales
comprenden tres fases: nauplio, zoea y mysis durante las cuales se presentan
diversos cambios morfoldgicos vy fisiolégicos (Anderson et al., 1949; Kitani, 1986). La
fase de nauplio comprende 6 estadios, durante esta etapa las larvas forman sus
apéndices mandibulares y pequefios dientes, por lo que en esta fase solo asimilan
nutrientes de reservas vitelinas acumuladas previamente durante la formacién del
huevo, debido principalmente a que presentan tracto digestivo rudimentario y
apéndices ventrales sin funcion. La fase de zoea comprende 3 estadios, en esta fase
los apéndices destinados para su alimentacion asi como el tracto alimentario se han
completado y son funcionales, consistiendo de boca, es6fago, estbmago, intestino y
ano, iniciando su alimentacién exégena de fuentes fitoplancténicas. La fase de mysis
comprende 3 estadios con morfologia semejante a los adultos aunque sin las
estructuras sexuales desarrolladas, esta fase se caracteriza por el cambio en su
alimentaciéon de fitoplanctéfaga a zooplanctéfaga (Anderson et al., 1949; Kitani,
1986).

La evaluacion de las diversas cepas de Chattonella se inicié en la fase de
nauplio 2 6 3 de L. vannamei y culminé al alcanzar la fase de zoea 3. Las cepas que
exhibieron el menor tiempo en provocar la mortalidad a L. vannamei fueron las cepas
de C. marina var. ovata CMOPAZ-2 y -3, al suministrarlas en concentraciones de
3:10° cél'ml™, mostrando los porcentajes de mortalidad mas altos (~100 %) a las 120
h. Los resultados obtenidos con estas dos cepas, revelaron una estrecha similitud
entre ellas para cada observacion, con un TLs calculado de 3 dias y 19 h del tiempo
total de exposicion, aunque cabe mencionar que fueron solo 19 h de exposicion en la
fase de zoea 1, lo que implica que estas cepas al ser ingeridas se mostraron
altamente toxicas.

Las cepas que siguieron en grado de toxicidad fueron C. marina var. ovata
(CMOPAZ-1) en concentraciones de 3 y 6 -10° cél'ml”, asi como C. marina var.
marina (ISJ) (CSJV-2) en concentraciones de 3-10° cél'ml”. Estas dos cepas

mostraron tendencias similares en el efecto toxico contra L. vannamei, presentando
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un TLsp calculado de ~4 dias 10 h. La cepa de C. marina var. marina (BACO) (CSCV-
1) en concentraciones de 3 y 6 -10° cél'ml”, asi como la cepa de Chattonella
subsalsa (CSNAV-1) se mantuvieron con porcentajes de mortalidad muy cercanos a
los obtenidos con las cepas anteriores, ya que se calculé un TLsp de ~5 dias.

Al igual que con Chattonella en este estudio, se ha observado en diversas
microalgas formadoras de FAN que las concentraciones celulares influyen en la
sobrevivencia y en el comportamiento de L. vannamei. Al exponer postlarvas de L.
vannamei a diversas concentraciones celulares de los dinoflagelados Gymnodinium
catenatum y Karenia brevis en concentraciones menores a 10° cél'ml” los
organismos sobrevivieron mas de 48 h mostrando un comportamiento normal, en
cambio los organismos expuestos a concentraciones mayores a 10* célml’
mostraron comportamiento anormal y muerte entre 6 y 32 h posteriores a la
exposicion. Pérez-Linares et al. (2009) notaron que 50 % de las células de ambos
dinoflagelados fueron ingeridas por los camarones en los primeros 90 minutos de la
exposicion. Aunado a esto, se ha documentado el efecto de toxinas paralizantes
extraidas de G. catenatum por exposicidn aguda en juveniles y adultos de L.
vannamei, Pérez-Linares et al. (2008) determinaron que dosis superiores a 5 UR
(unidades ratén) (equivalente a 1.1 ug/g de STX) causan la muerte en juveniles de L.
vannamei (3.8 g), mientras que dosis mas bajas (= 1 UR) provocaron paralisis de
pereidpodos, desequilibrio, nado atipico, posicionamiento lateral en el fondo del
tanque, espasmos musculares, convulsiones y contracciones abdominales, a su vez
reportaron que 6rganos clave como el corazéon y el cerebro fueron severamente
dafiados con pérdida de cohesion y reduccidn de la densidad celular lo cual fue
determinado por histologia. Mencionaron que con todas las dosis probadas (0.5, 1, 5
UR para juveniles y 5 y 20 UR para adultos) notaron movimientos irregulares de
branquias, pledpodos y maxilipedos para juveniles y adultos, resaltando que todas
las dosis fueron letales, siendo los juveniles mas susceptibles (de 55 seg a 2 min 11
seg) que los adultos (de 2 min 56 seg a 6 min 36 seQ).

Con los ensayos de toxicidad de L. vannamei realizados en este trabajo, se
observaron diferencias en el efecto de las cepas Chattonella subsalsa (CSNAV-1), C.
marina var. marina (CSPV-3, CSJV-2 y CSCV-1) y C. marina var. ovata (CMOPAZ-1,
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-2 y -3). Se observé de manera general que las concentraciones de 3:10° cél'ml” de
todas las cepas evaluadas culminé con el 100 % de mortalidad de L. vannamei, cabe
mencionar que estas concentraciones son comunes en la naturaleza (Lu & Gdbel,
2000; Tiffany et al., 2001; Jugnu & Kripa, 2009).

En todos los tratamientos los efectos en la mortalidad se observaron a partir
del inicio de la fase de zoea 1, justo al inicio de la alimentacion exogena. Las células
de todas las cepas de Chattonella suministradas fueron consumidas durante las tres
fases de zoea de L. vannamei, adicionalmente se observo que también consumié las
microalgas control Tetraselmis suecica y Chaetoceros calcitrans con porcentajes de
mortalidad menores al 25 %, por lo que probablemente los efectos en la mortalidad
de L. vannamei fueron por ingesta y no por contacto, debido a que el efecto en las
fases de nauplio fue nulo.

A pesar de que se considero la posibilidad de que las cepas de Chattonella
presentaban caracteristicas nutricionales inadecuadas para el desarrollo y
sobrevivencia de L. vannamei, se observé que C. subsalsa (CSNAV-1) y C. marina
var. marina BAPAZ (CSPV-3) en concentraciones de 6:10° cél'ml”, mostraron
porcentajes de mortalidad inferiores (20.83 y 4.17 %, respectivamente) a los
obtenidos con las microalgas control. Se ha documentado que las rafidoficeas
producen mayor cantidad de compuestos toxicos cuando se encuentran en su fase
de crecimiento exponencial en comparacién con su fase estacionaria (Twiner & Trick,
2000; Liu et al., 2007), por lo que los resultados obtenidos en este estudio nos
pueden indicar que compuestos toxicos generados por las células de las diversas
cepas de Chattonella al ser suministradas en fase de crecimiento exponencial
pueden estar implicados como la causa principal de mortalidad en L. vannamei.

El efecto téxico del género Chattonella sobre larvas de L. vannamei se ha
observado en campo, en la Bahia de Kun Kaak, Sonora, diversos laboratorios de
produccion de post-larvas de camarodn resultaron afectados con la mortalidad del 40
% de su produccion, esto debido a que en la Bahia se registré6 un evento de FAN
dominado por el género Chattonella y mediante el canal de llamada introdujeron
células de Chattonella a sus sistemas causando las bajas (Barraza-Guardado et al.,
2004).
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En investigaciones realizadas con postlarvas de L. vannamei suministrando
microalgas formadoras de FAN conocidas por su toxicidad se han documentado
repercusiones en tallas y pesos menores asi como bajas tasas de crecimiento en
relacion a los controles, tal como lo observado por Pérez-Linares et al. (2003) con la
exposicion a la cianobacteria Schizothrix calcicola, en estos ensayos no encontraron
diferencias en los porcentajes de mortalidad, sin embargo notaron que la actividad
alimenticia se redujo, posteriormente detectaron a partir de cortes histolégicos que
presentaban dafios en el tracto gastrointestinal, lo cual pudo interferir en la
asimilacion de nutrientes, en nuestro estudio las larvas expuestas a Chattonella no
fueron medidas, sin embargo se observé sin cuantificar un efecto de menor talla
sobre las larvas expuestas a concentraciones de 3-10° cél-ml™ con la mayoria de las
cepas en relacion a las expuestas a los controles y a las cepas de Chattonella con
concentraciones de 6-10° cél'-ml™, las larvas con menor talla aparente se registraban
muertas en la siguiente observacion, por lo que quizas un efecto en la asimilacion de
nutrientes por parte de los compuestos toxicos producidos por las rafidoficeas en

fase de crecimiento exponencial no queda descartado.
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9. CONCLUSIONES

Las cepas del género Chattonella del Golfo de California presentaron
diferencias en densidad celular, tasa de crecimiento y talla, ademas de presentar
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas diferentes. Chattonella subsalsa (CSNAV-
1) presentd la mayor densidad celular, C. marina var. marina BAPAZ (CSPV-1)
presento la mayor tasa de crecimiento por dia y C. marina var. marina BACO (CSCV-
1) presentd la mayor talla.

El perfil de pigmentos encontrado en las cepas de Chattonella es similar a lo
reportado en la bibliografia. La cepa de Chattonella marina CSNAV-1 presenta la
mayor cantidad de pigmentos clorofilas y carotenoides indicando condiciones
adaptativas a diferentes intensidades de luz de acuerdo a su perfil de pigmentos en
comparacioén con el resto de las rafidoficeas examinadas.

Las cepas de Chattonella del Golfo de California no producen brevetoxinas.
Las cantidades de los acidos grasos 18:4 w3 (acido estearidénico) y 20:5 w3 (acido
eicosapentaenodico) detectadas en las cepas de Chattonella son ligeramente mas
altas que las reportadas en la bibliografia.

Las cepas de Chattonella evaluadas en este trabajo causaron efectos toxicos
en la ontogenia inicial de peces y crustaceos, lo cual se vio reflejado en los
porcentajes de mortalidad. En Paralabrax maculatofasciatus, la fase de embridén en
segmentacion fue la mas sensible para la mayoria de las cepas, con excepcion de C.
marina var. marina (BACO) (CSCV-1) la cual fue inocua. En Litopenaeus vannamei la
fase de zoea fue la mas sensible con todas las cepas suministradas.

En conclusion, se observd un efecto diferencial entre las diversas cepas de
Chattonella y sus concentraciones al ser suministradas a embriones de P.
maculatofasciatus y a nauplios de L. vannamei, siendo que las mismas cepas
tuvieron efectos diferentes en cada grupo de los organismos de prueba, por lo que

algunas cepas pueden afectar solo a un grupo o ambos.
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10. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

El efecto de diferentes cepas de Chattonella del Golfo de California fue
evaluado en dos organismos de gran importancia pesquera, la cabrilla arenera
Paralabrax maculatofasciatus y el camardn blanco Litopenaeus vannamei, se
encontré que hubo efectos de mortalidad en ambos casos, por lo que se recomienda

evaluar los siguientes aspectos como complemento a esta investigacion:

Al observar los distintos efectos por cada cepa de Chattonella en este trabajo,
se sugiere seguir realizando investigaciones con rafidoficeas del litoral mexicano, con
el fin de determinar si otras poblaciones de rafidoficeas en costas mexicanas son
generadoras de compuestos tdxicos o si son inocuas para el medio marino.

En relacion a los estudios con peces, se recomienda seguir realizando
bioensayos con embriones de peces de diferentes especies, con el objetivo de
determinar si algunas especies de peces son mas propensas a los efectos
provocados por Chattonella.

En el caso de los camarones se sugiere profundizar en los estudios de
comportamiento alimenticio y requerimientos nutricionales con el fin de elucubrar si
los efectos por consumo de Chattonella son estrictamente determinados por sus
compuestos téxicos.

Se sugiere detectar a nivel histolégico si existen dafios en los organismos
expuestos a las diferentes concentraciones de Chattonella.

Se recomienda realizar bioensayos en las siguientes fases de desarrollo de
peces y crustaceos con el fin de evaluar si existen efectos en estas etapas por parte
de las diversas cepas de Chattonella y en su caso investigar si pueden ser
revertidos.

La produccién de compuestos téxicos por parte de Chattonella, ain no es
clara, por lo que se sugiere identificar los posibles compuestos que causen

mortandad en peces, moluscos y crustaceos, asi como sus posibles detonantes.
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