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RESUMEN

Las diatomeas son parte importante del fitoplancton marino, durante los Gltimos afios el
estudio de las diatomeas potencialmente toxicas ha sido de gran interés, especialmente el
género Pseudo-nitzschia; actualmente se conoce que 14 de las 35 especies descritas
pertenecientes a este género pueden producir Acido Domoico (AD), una potente neurotoxina
que provoca el Envenenamiento Amnésico por Consumo de Mariscos en seres humanos y
causa efectos nocivos en animales marinos. En este estudio se registra la presencia de AD
disuelto en condiciones naturales de la regién del Pacifico Tropical Mexicano asociado a la
presencia y abundancia de especies pertenecientes a este género, asi como también se
determind el potencial toxico de las diferentes especies cultivadas de la bahia de Mazatlan. La
colecta del material fitoplanctonico se llevo a cabo mediante botella Niskin y fueron fijadas
con yodo lugol para después ser analizadas, mientras que para el establecimiento de cultivos
se tomo muestra directa. La identificacion y cuantificacion del acido domoico se llevo a cabo
mediante cromatografia liquida de alto desempefio-deteccion ultravioleta (HPLC-UV) con un
limite de deteccién de 0.04 ng/ml. Se colectaron 22 muestras en diferentes sitios desde Cabo
Corrientes, Jalisco hasta Acapulco, Guerrero; de las cuales ocho muestras presentan niveles de
acido domoico disuelto, Pseudo-nitzschia multistriata estuvo presente en siete de las ocho
estaciones en las que se encontr6 AD disuelto, se corroboro la presencia de AD de Pseudo-
nitzschia pungens y Pseudo-nitzschia multistriata en condiciones de cultivo. Se reporta a
Pseudo-nitzschia brasiliana en cultivo como especie toxica por primera vez en México
aportando datos de AD disuelto y celular. Cabe mencionar que el presente trabajo es el
primero en México con énfasis en la produccion de acido domoico disuelto en condiciones
naturales y la presencia de especies potencialmente toxicas de Pseudo-nitzschia. Ademas que

incluye estudios de toxicidad en cultivo de tres especies de este género.



ABSTRACT

Diatoms are an important component of marine phytoplankton communities, in recent years
the study of potentially toxic diatoms has been of great interest, especially of those of the
genus Pseudo-nitzschia; currently it is known that 14 of the 35 described species of this genus
can produce domoic acid (DA), a potent neurotoxin that causes harmful effects in marine
animals and poisoning in humans by consumption of the contaminated shellfish. In this study
the presence of dissolved domoic acid (dDA) in natural conditions in the region of the tropical
Mexican Pacific is recorded and associated with the presence and abundance of species of this
genus, and the toxic potential of different species of Pseudo-nitzschia collected in Mazatlan
Bay is determined by their culture. The phytoplankton samples were collected using Niskin
bottles and they were fixed using Lugol's iodine solution for their further analysis, while for
establishment of phytoplankton cultures direct samples of sea water were taken. The
identification and quantification of DA were carried out using high performance liquid
chromatography-ultraviolet detection (HPLC-UV) with a detection limit of 0.04 ng/ml.
Twenty two samples were collected at different locations from Cabo Corrientes, Jalisco to
Acapulco, Guerrero; of which eight showed dDA, Pseudo-nitzschia multistriata was recorded
in seven of the eight sampling sites where dDA was detected, the presence of DA produced by
Pseudo-nitzschia pungens and Pseudo-nitzschia multistriata was corroborated in culture
conditions. Pseudo-nitzschia is reported as toxic species for the first time in Mexico and data
of the dissolved and cellular DA that this diatom produces in culture is provided. Worth
mentioning that this research is the first one in Mexico that emphasizes on the production of
dDA in natural conditions and in the presence of potentially toxic species of Pseudo-nitzschia.
Besides including toxicity studies conducted from the culture of three species of this genus.



1. INTRODUCCION

En el mar se encuentran organismos microscépicos tanto animales como vegetales de
multiples formas que constituyen lo que se denomina plancton, dentro del cual encontramos
dos grandes grupos: la parte animal llamada zooplancton que incluye rotiferos, copépodos,
larvas de peces e invertebrados, y el fitoplancton como la parte vegetal. El fitoplancton marino
es una comunidad de microalgas que habitan en el ambiente pelagico marino y que en su gran
mayoria, tienen la capacidad de fotosintetizar; presentan una gran diversidad de formas
celulares, algunas carecen de movimiento mientras que otras tienen una capacidad limitada
para nadar. La importancia de esta comunidad reside en que es fuente primaria de alimento

para los consumidores del primer nivel tréfico (Hernandez-Becerril, 2003).

Dentro del fitoplancton existen diferentes grupos de organismos, entre los cuales se
encuentran las diatomeas (Bacillariophyta). Uno de los rasgos caracteristicos de las células de
diatomeas es la presencia de una cubierta de silice (didxido de silicio hidratado) que consta de
dos partes asimétricas o valvas unidas por bandas siliceas que simulan ser un cinturén llamado
cingulo, estas valvas o frastulas muestran una gran diversidad de formas muy ornamentadas,
muchas especies forman cadenas u otros agregados mucilaginosos (Round et al., 1990; Hoeck
et al., 1995; Moreno et al., 1996). Las diatomeas han sido divididas en dos grandes grupos
debido a su simetria: céntricas, con simetria radial; y penales, con simetria bilateral y forma
alargada (Hasle y Syvertsen, 1997); ademaés, son celulas pigmentadas y fotosintéticas, sus
cloroplastos presentan lamelas con tres tilacoides y diferentes pigmentos como clorofila a., ¢
y B, p-caroteno, fucoxantina, diatoxantina y diadinoxantina (Jeffrey y Vesk, 1997). Presentan
un ciclo de vida complejo, la mayor parte del tiempo se encuentran en crecimiento vegetativo,
tienen la capacidad de producir células y esporas en estado de reposo (Round et al., 1990;
Edlund y Stoermer, 1997). El crecimiento vegetativo esta caracterizado por la disminucién de
tamafo de los organismos al existir division celular. Esto es provocado por la formacién de
dos nuevos componentes dentro de la célula parental, que resultan en la reduccién del eje
apical, sin cambios significativos en los ejes trans-apical y pervalvar (Amato et al., 2005;
Chepurnov et al., 2005). En el proceso de reproduccion del tipo sexual se lleva a cabo la

restauracion del tamarfio celular, en donde a partir de la formacion de auxosporas se desarrolla



una célula vegetativa de gran tamafio, llamada célula inicial. (Round et al., 1990; Mann, 1993;
Edlund y Stoermer, 1997).

El género Pseudo-nitzschia Peragallo pertenece a la divisién Bacillariophyta, los rasgos utiles
para su identificacién son: valvas fusiformes y alargadas que forman finas cadenas de células
traslapadas, en sus valvas presentan estrias, fibulas e hileras de poroides, dichos rasgos se
pueden observar con mayor detalle por medio de microscopia electronica de transmision
(MET) (Hasle, 1994). Las caracteristicas especificas que definen a las diferentes especies son
la longitud y amplitud de la valva, longitud del traslape de las puntas valvares, forma de las
puntas valvares, densidad lineal de interestrias y fibulas y presencia del interespacio central.
En la mayoria de los casos, la identificacion de las especies es dificil ya que se necesita
analizar la ultra-estructura del himen de los poroides, especificamente el nimero de sectores y
su patron de distribucion. Recientemente, se han utilizado técnicas moleculares para
identificar especies dificiles de diferenciar mediante caracteristicas morfologicas (Lundholm y
Mgestrup 2000; Lundholm et al., 2002, 2003, 2006; Orsini et al. 2002, 2004; Evans et al.
2004, 2005).

En general, el género Pseudo-nitzschia estd relacionado con el fendmeno conocido como
Florecimiento Algal Nocivo (FAN), estos se asocian a eventos de surgencias costeras,
eutrofizacion de ecosistemas costeros y tormentas invernales (Smayda, 1990; Hallegraeff,
1993, 2003; Glibert et al., 2005a y 2005b). Dichos FANs consisten en el crecimiento masivo
de diferentes especies del fitoplancton, este aumento de biomasa puede alcanzar abundancias
desde cientos de miles hasta millones de células por litro de agua, dichos florecimientos
pueden o no ser toxicos, se considera nocivo cuando es producido por especies de microalgas
que afectan a moluscos, peces, aves y mamiferos debido a la produccion de toxinas o a dafios
mecanicos en branquias y alteracion de la calidad del agua, provocando una coloracién sobre
la superficie del mar dependiendo de los pigmentos fotosintéticos que posee cada especie
(GEOHAB, 2001).

Se ha detectado que especies de Pseudo-nitzschia son causantes de intoxicacion amnésica por
mariscos (ASP), ya que son productoras de acido domoico (AD), el cual es un compuesto

natural ubicado en el grupo de los kainatos, asimismo, es un aminoéacido cristalino, soluble en



agua, incoloro e insipido, su peso molecular es de 311 Da (Wright y Quilliam, 1995). Este
acido actla sobre el sistema nervioso central de los seres humanos, produciendo la destruccién
de la célula neuronal. En intoxicaciones menos severas se producen vémitos, abundante
secrecion bronquial, dificultad en la respiracion, pérdida del equilibrio, pérdida permanente de
la memoria, mientras que en casos mas severos puede provocar coma y muerte por paro

respiratorio (Hallegraeff, 1993).

Los niveles celulares de AD de las diferentes especies son muy variables y difieren entre ellos,
siendo Pseudo-nitszchia australis la especie con mayor potencial toxico por su alto contenido
celular de AD, estando entre 5.6-12.7 ug L™ 6 0-117 pg Cel™. Por otro lado, los niveles més
altos de esta toxina en el medio natural se encuentran entre los rangos de 3.8-12.7 ug L™ 6 78-
117 pg Cel™. Cabe mencionar que estos niveles estan asociados a la presencia de esta especie
en las costas de California, E.U.A. (Scholin et al., 2000; Trainer et al., 2000; Schnetzer et al.,
2007). Es importante mencionar que la capacidad de producir AD en condiciones de cultivo es
dificil de comparar, debido a las diferentes condiciones de crecimiento de las mismas (Bates et
al., 1989; Cusack et al., 2002).

Existen diferentes métodos para el analisis de esta toxina debido al impacto negativo que tiene
en ambientes marinos, los mas comunes son: bioensayos en raton, inmunoensayos como la
prueba de ELISA y ensayos quimicos como la cromatografia liquida de alto desempefio
(HPLC) (Pocklington et al., 1990; Quilliam, 2003), que es la técnica analitica preferida, ya
que este tipo de analisis aporta una amplia informacién cualitativa debido a la capacidad de
separar compuestos; y cuantitativa gracias a la comparacion de la altura o del area del pico del
analito con la de uno 0 mas patrones inyectados bajo las mismas condiciones cromatogréaficas
(Jeffrey y Wright, 1997). Por otro lado se ha comenzado a utilizar un método relativamente
nuevo llamado: analisis en tiempo real (DART), este nos permite saber con exactitud el peso

molecular asegurando la presencia de la molécula de nuestro interés.



2. ANTECEDENTES

A nivel mundial existe un extenso nimero de trabajos cientificos relacionados con el potencial
toxico del género Pseudo-nitzschia, siendo detectado en 1987 el primer registro de
envenenamiento por acido domoico en la Isla Principe Eduardo, Canada. Hasta ahora han sido
reconocidas en el mundo 14 taxones del género Pseudo-nitzschia como productoras de AD,
entre las cuales encontramos a P. brasiliana (Sahraoui et al., 2011); P. komadae (Tung Teng
et al., 2014); P. australis, P. cuspidata, P. calliantha, P. delicatissima, P. fraudulenta, P.
galaxiae, P. multiseries, P. multistriata, P. pseudodelicatissima, P. pungens, P. seriata y P.
turgidula (Lundholm, 2015).

En el Pacifico Americano fuera de las costas mexicanas se han detectado varios eventos de
florecimientos algales nocivos relacionados con este grupo de especies. Es el caso de la Bahia
de Monterey de California, EU, en septiembre de 1991 se encontr6 AD producido por
organismos de Pseudo-nitzschia australis con una abundancia de aproximadamente 6.5 a 20 x
10* Céls L™, causando asf la muerte de varios pelicanos pardos y cormoranes por el consumo
de anchoveta. En noviembre del mismo afo, se registré una abundancia de la misma especie
de 6.5 a 20 x 10* Céls L™. Hacia 1992 del 10 al 20 de noviembre reaparecié P. australis,
presentando 4 x 10° Céls L. (Garrison y Walz, 1993).

En el otofio de 1996 y en 1998, se reconocid la presencia de altas concentraciones de Pseudo-
nitzschia sp., este suceso fue asociado con la intoxicacion de mamiferos acudticos en las
costas de California, EU por efecto del consumo de peces portadores de AD (GOmez-Aguirre
et al., 2004). En mayo de 1998 en San Luis Obispo, California se encontraron varados 72
leones marinos presentando vomito, diarrea y desorientacion, de estos el 50 % fallecieron;
asimismo se encontraron aves muertas; estos padecimientos se relacionan con el AD
producido por la diatomea P. australis, esta toxina fue encontrada en tejidos y sangre de los
organismo infectados. En la Bahia de Monterey, en la segunda mitad de mayo de 1999, se
presentd una floracion por un lapso de 2-3 semanas de P. australis, la cual alcanzd un pico
méaximo de 200.000 células por litro; como era de esperarse, se registraron peces con una
concentracion de AD de 50-250 mg por pescado entero, igualmente se analizaron toxinas en



anchovetas y a este fendmeno se le atribuyen diversas alteraciones en los leones marinos
(Scholin, 1999).

En las costas del Pacifico Mexicano han sido registradas diferentes especies de Pseudo-
nitzschia con potencial toxico como son: P. australis, P. brasiliana, P. delicatissima, P.
fraudulenta, P. mutiseries, P. seriata, P. pseudodelicatissima y P. pungens, algunas de ellas
de amplia distribuciéon como P. pungens y otras como P. australis estan restringidas a aguas
frias (Hernandez-Becerril, 1998; Hernandez-Becerril y Diaz-Almeyda, 2006; Hernandez-
Becerril et al., 2007; Garate-Lizarraga et al., 2007; Garcia-Mendoza et al., 2009; Ahuja-
Jiménez, 2012; Rivera-Vilarelle et al., 2012). Sin embargo, no existe ningun reporte de
envenenamiento en humanos ni organismos marinos por &cido domoico en el Pacifico
mexicano, a pesar del registro de eventos de mortalidad masiva de aves y mamiferos marinos

en la region norte del pais, perteneciente al Golfo de California.

Sierra-Beltran et al (1997) documentd en los Cabos, Baja California Sur la muerte de aves
marinas alimentadas por pescado contaminado por AD, pero no se identifico a la especie de
Pseudo-nitzschia responsable de la produccién de esta toxina.

Por otro lado, uUnicamente se han presentado tan solo dos trabajos que reportan
concentraciones de AD en el medio natural identificando a la especie responsable, el primero
sucedio en la Bahia de La Paz en donde se reporta a P. fraudulenta como productora de AD
(Garate-Lizarraga et al., 2007); el segundo ocurri6 en la Bahia de Todos Santos, Baja
California, identificandose a P. australis como principal especie asociada a la presencia de
AD en la zona (Garcia-Mendoza et al., 2009). En cuanto a estudios de toxicidad en
condiciones de cultivo sélo hay uno referente a P. australis (Santiago-Moreno, 2011). Es por
eso que el presente trabajo es de gran importancia, ya que en nuestro pais es evidente la falta
de informacion especifica acerca de este fendmeno, que pueda proporcionar datos de especies
y su potencial tdxico, ademas los estudios mencionados se han llevado a cabo en el Golfo de
California, mientras que este trabajo abarca zona costera y oceanica desde Mazatlan, Sinaloa

hasta Acapulco, Guerrero.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Caracterizar el potencial toxico de especies pertenecientes al género Pseudo-nitzschia en

condiciones naturales y de cultivo.

3.2. Objetivos Particulares

= Identificar las especies potencialmente toxicas del género Pseudo-nitzschia
encontradas en el area de estudio.

= Detectar la presencia de acido domoico (AD) disuelto en condiciones naturales de la
region central del Pacifico Tropical Mexicano, asociado a la presencia de especies
pertenecientes al género Pseudo-nitzschia.

= Determinar el potencial toxico de las diferentes especies cultivadas provenientes de la

bahia de Mazatléan, Sinaloa.



= 4. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

México cuenta con 4,188 km de costa correspondientes al Pacifico Mexicano (Meneard y
Smith, 1966), que se ha sectorizado de acuerdo a criterios climéaticos-oceanograficos en cuatro
regiones, siendo estas: la costa occidental de la Peninsula de Baja California, el Golfo de
California, el Pacifico tropical mexicano y el Golfo de Tehuantepec (Hernandez-Becerril et
al., 2003), de las cuales dos de las cuatro regiones han sido consideradas para el presente
estudio.

En el presente trabajo, el muestreo se realiz6 en dos areas diferentes (Fig. 1), la primera dentro
de la bahia de Mazatlan, Sinaloa, localizada en la region del Golfo de California, cuya
influencia llega hasta Cabo Corrientes, Jalisco. Se caracteriza por presentar una capa
superficial de alta salinidad, una fuerte fluctuacion de temperatura (9 a 22°C) y un patrén de
circulacion complejo (Cano-Pérez, 1991). En marzo, tiene influencia de la Corriente de
California, mientras que en septiembre, cobra importancia la Corriente Norecuatorial.
También, el Golfo de California es caracterizado como una zona de alta fertilidad resultado de
las altas concentraciones de nutrientes, debido al proceso de mezcla de las masas de agua por
las fuertes corrientes de marea y por efectos de adveccion que se traducen en la existencia de
remolinos en la zona (Lepley et al., 1975). Asimismo en la costa oriental del golfo se
presentan surgencias marinas durante invierno-primavera y en la regidén occidental durante
verano-otofio (Ayala-Torres y Pacheco-Sandoval, 1991; Monreal et al., 1999; Hernandez-
Becerril et al., 2003).

La segunda area esta ubicada entre las coordenadas geograficas 20° 27. 08" N; 105° 53. 381" O
y 16° 11. 042"N; 100° 6.192 O, que comprende las aguas oceanicas que son adyacentes a los
estados de Jalisco, Colima, Michoacan y Guerrero. Esta region corresponde al Pacifico
Tropical Mexicano (PTM) ubicada entre Cabo Corrientes hasta la frontera con Guatemala, en
esta zona la columna de agua esta influenciada por 4 tipos de masas de agua superficiales: a)
el agua superficial tropical, b) el agua superficial subtropical, c) el agua superficial de la
Corriente de California y d) el agua de la Corriente Norecuatorial (Garfield et al., 1983). La
columna de agua se caracteriza por tener una capa superficial con temperatura practicamente

constante a lo largo del afio; las oscilaciones mas agudas no sobrepasan los 5°C debido a la



influencia de surgencias e intromision de la Corriente de California. Asimismo presenta una
termoclina somera (entre 10 y 30 m) y permanente (Herndndez- Becerril et al., 2003). Las
aguas calidas del PTM son densas debido a la intensa evaporacion que permite la accion de

fendmenos de conveccion que causan una fuerte mezcla en la capa superficial (Wyrtki, 1965).

Figura 1. Area de estudio. A: Zona correspondiente a Mazatlan, Sin. y B: Zona

correspondiente a la region central del Pacifico Tropical Mexicano
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Actividades de campo

Se realizaron dos tipos de colecta, la primera para el establecimiento de cultivos el dia 14 de
marzo de 2013 procedente de la bahia de Mazatlan y la segunda, para determinar la
comunidad del medio natural proveniente de la campafia oceanografica realizada del 2 al 13
de abril de 2013 a bordo del Buque Oceanografico “El Puma” de la Universidad Nacional
Autonoma de México durante el crucero MareaR-V. La seleccion de las estaciones de
muestreo para este caso (Cuadro 1), se realiz6 considerandose las estaciones de muestreo
establecidas en el derrotero del crucero.

Cuadro 1. Sitios de muestreo

Estacion Lat. N. Long. O.
3 20°27. 080" 105°53. 381"
5 20°17. 312 105° 42. 003"
7 20°17. 655 106° 04. 229
9 20°17. 336 106° 25. 276"
16 19°18. 653" 105° 02. 357"
20a 18° 28. 286" 104° 44, 371"
21 18°45. 763" 104° 32. 952
23 19°03. 360° 104° 22. 622
25 18°15. 819 103° 28. 639"
28a 17° 36. 365 103° 37. 925
29 17°54. 704 103° 28. 750
31 18°12. 897" 103°19. 945
32 18°09. 744" 103°10. 933
34 17°47. 784 102° 09. 074
37 17° 27. 947" 102° 15. 591°
38a 17°09. 709 102° 22. 138’
42 16°49. 117" 099° 53. 159
44 16° 39. 433’ 099° 55. 702"
45 16° 29. 766 099° 59. 251"
46a 16° 11. 042" 100° 06. 192"
PG 17°07. 818" 100° 54. 885"
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5.1.1. Colecta de material fitoplanctnico

La colecta de material para el establecimiento de cultivos se realiz6 mediante muestras

directas y fue trasladado en vivo al laboratorio.

El muestreo de fitoplancton para la determinacion de la comunidad natural, se realizé por
medio de una botella Niskin con capacidad de 10 L, correspondiente a la profundidad del
primer méximo de clorofila registrado en el perfil del fluorimetro acoplado al CTD.
Posteriormente se fijé con solucién de Lugol hasta una concentracion final de 2%. Las
muestras colectadas se trasladaron al laboratorio, en donde se realizo el anélisis cualitativo y
cuantitativo para conocer el nimero de organismos de las diferentes especies de Pseudo-

nitzschia por litro de agua de mar.

5.1.2. Muestreo para el analisis de acido domoico (AD)

El material a analizar fue tomado directamente de los cultivos establecidos en fase
exponencial; se identifico y determind el AD del medio acuoso del cultivo asi como el de la
biomasa. En el caso de las muestras del crucero, el material fue tomado de la misma botella
Niskin correspondiente a las muestras de fitoplancton, para esto, se filtraron 70 ml de agua en
filtros Millipore de 0.45 pum con el fin de separar la materia disuelta de la particulada
colectando el agua filtrada en frascos obscuros con capacidad de 70 ml, los cuales se

mantuvieron en refrigeracion durante el transporte al laboratorio y hasta su analisis.
5.2. Actividades de laboratorio
5.2.1. Establecimiento de cultivos
Para la fase de cultivo, la muestra se dejé 14 horas en el cuarto de cultivo para que los
organismos se aclimataran, después se filtré 1 L con filtros millipore de 1.2 um de abertura de

poro con el fin de concentrar el material bioldgico, posteriormente se realiz6 la separacion de

organismos mediante el método de aislamiento por pipeteo (Gonzalez et al., 1995)
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colocandose en placas de cultivo celular de 96 pozos previamente llenados con medio f/2
(Guillard, Sigma-Aldrich), al alcanzar una densidad apreciable por medio del color verdoso,
los organismos fueron resembrados en placas de 24 pozos y después escalados hasta un
volumen total de 200 ml. Durante el establecimiento y mantenimiento de los cultivos se utilizo
medio f/2 (Guillard, Sigma-Aldrich), con un periodo de 12:12 luz-obscuridad y temperatura
ambiente (20-23 °C).

5.2.2. Observacion e identificaciéon del material fitoplancténico

La identificacion del material bioldgico de los cultivos y de las muestras in situ se realizo
mediante microscopia optica (MO) usando microscopio Olympus BX40 con objetivos de 40X
y 100X y un Carl Zeiss Axiolab con objetivos de 10X, 40X, y 100X y oculares de 10X,
adicionalmente se hicieron observaciones en microscopia electronica de transmision (MET)
por medio de un microscopio JEOL, para lo cual el material fue previamente lavado y
montado por el método de Simonsen (1974), el cual consiste en enjuagar la muestra con agua
destilada 6 veces, por medio de centrifugacion (1500 rpm, durante 5 minutos) con el fin de
remover tanto la sal del agua como el fijador, agregar permanganato de potasio y dejar por un
periodo de 24 hrs, adicionar acido clorhidrico concentrado en proporcion 1:1, calentar la
solucion suavemente con una lampara de alcohol hasta que adquiera una tonalidad incolora o
ligeramente amarillenta, y finalmente se enjuagd la muestra como al inicio (Ferrario et al.,
1995).

5.2.3. Determinacion de acido domoico por cromatografia liquida de alto
desempefio (HPLC)

La identificacion y cuantificacion del AD disuelto y AD celular se realiz6 mediante
cromatografia liquida de alto desempefio-deteccion ultravioleta (HPLC-UV), para el caso de
las muestras del medio natural se siguié el método propuesto por Vera-Avila et al., (2011) el
cual consiste en una doble extraccion en fase solida (SPE) seguida por la transferencia en linea
y el andlisis del extracto completo por HPLC-UV. Primero, mediante una SPE fuera de linea

en cartuchos de fase reversa C18 se logrd la preconcentracion del AD a partir de 70 ml de
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muestra y una eliminacion de impurezas. Posteriormente, el extracto se diluy6 y se cargd en
una precolumna de fase reversa polimérica, el cual se eluyd y analizd en linea. Se requiri6 de
la adicién de acido perclérico (HCIO,4) 0.01 My de un agente formador de pares de iones
(Hexano sulfonato de sodio 0.5 M) a la solucién de carga para la retencién del analito
hidrofilico en el cartucho y la precolumna. Este método tiene un limite de deteccién de 0.04
ng/ml y se ha utilizando como referencia un estandar CRM-DA-e (National Research Council-

Canada). Para las muestras de cultivo se realizaron modificaciones en el método.

5.2.4 Abundancia celular

La abundancia de organismos de Pseudo-nitzschia en cultivo se obtuvo mediante conteo de
organismos en cdmara Sedgwick-Rafter tomando un mililitro del cultivo, para los organismos
obtenidos de las muestras directas se utilizé el método de Uterméhl, dejando sedimentar la
muestra 48 horas en camaras de 25 ml (Edler y Elbracheter, 2010), ambas camaras fueron
observadas en un microscopio invertido Carl Zeiss Invertoskop con objetivo de 20 X. Cada
celula fue considerada como un individuo de la especie correspondiente, incluyendo las
unidades de las cadenas de diatomeas, donde cada célula se contd por separado, ya que la
unidad que se replica es la célula, no la colonia (Villafafie y Reid, 1995). Como resultado de
esto, se expres6 como reportandose como el nimero de individuos de Pseudo-nitzschia de

cada especie en CélsL™.
5.3. Actividades de Gabinete
5.3.1. Descripcion de las especies
Una vez identificadas las especies de Pseudo-nitzschia se elabor6 un listado de especies, en el
cual se consideraron todas las especies registradas como toxicas pertenecientes al género
Pseudo-nitzschia presentes en los cultivos y en muestras obtenidas del medio natural, se

incluyd su descripcién morfoldgica, referencias bibliogréficas, distribucion, ademas de
fotografias de microscopia Optica y microscopia electronica de transmision.
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6. RESULTADOS

Se identificaron un total de cinco especies registradas como téxicas del género Pseudo-
nitzschia, las cuales se describen a continuacion en orden alfabético, considerando su
ubicacién taxondmica (Round et al, 1990; Hasle & Syvertsen, 1997; Hernandez-Becerril,
1998, 2000, 2006). Cabe mencionar que del total de las especies encontradas, tres de ellas se

pudieron establecer en cultivo.

DIVISION: BACILLARIOPHYTA
CLASE: BACILLARIOPHYCEAE
SUBCLASE: BACILLARIOPHYCIDAE
ORDEN: BACILLARIALES
FAMILIA: BACILLARIACEAE
GENERO: Pseudo-nitzschia Peragallo

ESPECIE: P. brasiliana Lundholm, Hasle et
Fryxell
ESPECIE: P. delicatissima (Cleve) Heiden
ESPECIE: P. fraudulenta (Cleve) Hasle
ESPECIE: P. multistriata (Takano) Takano
ESPECIE: P. pungens (Grunow ex Cleve) Hasle

6.1. Descripcion de las especies

Pseudo-nitszchia brasiliana Lundholm, Hasle et Fryxell

Descripcion: Células dispuestas en cadenas largas (4-6 células) en fase exponencial y
generalmente solitarias en fase estacionaria, valvas con margenes rectos y extremos
redondeados, rafe excéntrico y no interrumpido por nddulos centrales, células con dos
cloroplastos color amarillo marrén situados a lo largo de la pared celular y a cada lado del
nucleo central, largo 50-65 pum, ancho 1.8-3 um, fibulas e interestrias 20-26 en 10 um,

poroides 7-10 en 1 um (Fig. 2).
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Referencias: Lundholm et al., 2002. Fig. 21-45.

Figura 2. Pseudo-nitzschia brasiliana. A: Cadena (ML); B: Células en reproduccion
vegetativa (ML); C: Detalle inter-valvar (MET); D: Detalle de la parte terminal de la valva
(MET) y E: Frastula completa (MET)

Pseudo-nitzschia delicatissima (Cleve) Heiden in Heiden et Kolbe

Descripcion: Células en cadenas largas (4-6 células), valvas con margenes rectos y extremos
redondeados, rafe excéntrico, sin nodulo central, largo 50-65 pum, ancho 1.8-3 um, fibulas e

interestrias 18-26 en 10 um, poroides 8-9 en 1 um (Fig. 5).

Referencias: Hasle, 1965. Lam. 2, Fig. 10. Lam. 15, Fig. 19-23. Lam. 16, Fig. 3-7.

Pseudo-nitzschia fraudulenta (Cleve) Hasle

Descripcion: Son organismos coloniales con valvas fusiformes, débilmente silicificadas, la
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superposicion de las células en las cadenas es bastante corta, pseudonddulo central, canal del
rafe delgado, largo: 70-86 um, ancho: 3.8-5.3 um, fibulas 13-15 y estrias 24-26 en 10 um, 2
hileras de poroides de forma circular a triangular, 6 poroides en 1 um.

Referencias: Hasle & Syvertsen, 1997, p. 313, lam. 70; Hernandez-Becerril, 1998, p. 80, fig.
8-11; Kaczmarska et al., 2005, p. 8. fig. 24-29.

Pseudo-nitzschia multistriata (Takano) Takano

Descripcion: Células solitarias o dispuestas en cadenas cortas o largas en fase exponencial (2-
10 células), sigmoideas en vista cingular y lanceoladas en vista valvar, ausencia de espacio
central, largo 45-60 um, ancho 3.9-4.4 um, 18-21 fibulas en 10 pm, 27-29 estrias en 10 um
y 7-8 porosen 1 pm (Fig. 3).

Referencias: Rhodes et al., 2000. Fig. 1 A-F; Orsini et al., 2002. Fig. 10-13.

Figura 3. Pseudo-nitzschia multistriata. A: Célula en vista cingular (ML); B: Célula en vista
valvar (ML); C: Ausencia de espacio central (MET); D: Detalle de la parte terminal de la
valva (MET); E: Detalle de las estrias (MET) y F: Bandas de Cingulo (MET).

Pseudo-nitszchia pungens (Grunow ex Cleve) Hasle
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Descripcion: Células dispuestas en cadena (2-13 células), las células en la cadena se traslapan
cerca de un tercio de la longitud de la célula. Valva lineal a lanceolada con extremos
puntiagudos, ausencia de espacio central, largo 94-109 um , ancho 3-4 um, fibulas 10-12 en
10 pm, interestrias 10-12 en 10 um, 3-4 porosen 1 um (Fig. 4).

Referencias: Hasle, 1993; Hallegraeff, 1994. Fig. 3 a—i; Hasle et al., 1996, Fig. 3-6 y 30-37.

Figura 4. Pseudo-nitzschia pungens. Ay B: Cadena de células vivas (ML); C: Apice de la
frustula (MET); D: Bandas de cingulo (MET) y E: Detalle de la parte intermedia de la
frastula.

A manera de resumen se presentan algunos de los rasgos caracteristicos para la identificacion

de las especies de Pseudo-nitzschia, ademas se expresa que especies fueron cultivadas
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Datos morfométricos de las especies registradas como téxicas de Pseudo-nitzschia
encontradas en el area de estudio.

Especie Nodulo | Largo | Ancho | Fibulase Poroides | Cultivada
central (um) (um) | interestrias | en1lpum
en 10 pm
Pseudo-nitzschia 50-56 1.8-3 20-26 7-10 Sl
brasiliana
Pseudo-nitzschia X 50-65 1.8-3 18-26 8-9 NO
delicatissima
Pseudo-nitzschia X 70-86 3.8- 13-15 6 NO
fraudulenta 53
Pseudo-nitzschia 45-60 3.9- 12-21 7-8 Sl
multistriata 4.4
Pseudo-nitzschia 94-109 3-4 10-12 3-4 Sl
pungens

6.2. Analisis de muestras del medio natural
6.2.1. Analisis de &cido domoico (AD)
Las 22 muestras de agua de mar, colectadas con el fitoplancton durante el crucero, han sido
procesadas y analizadas, asi como también se realiz6 el estudio de los datos cromatogréficos

correspondientes para la identificacion y cuantificacion del AD, de las cuales s6lo ocho
muestras arrojaron concentraciones de AD disuelto (Fig. 5; Cuadro 3, anexo I).
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Figura 5. Mapa de las estaciones que presentan &cido domoico.

La mayor concentracion de &cido domoico encontrada en la zona de estudio corresponde a la
estacion 31 (Maruata, Michoacan) con 0.69 ng/ml de AD, lo cual coincide con la mayor
concentracion de células encontradas. Se realiz6 un andlisis de regresion lineal, el cual sugiere
que a pesar de que coincide la mayor concentracion de AD con la mayor concentracion de
celulas, no existe relacion alguna entre estas. Por otro lado la estacion 5 correspondiente a
Cabo Corrientes, Jalisco arrojé la menor concentracion de AD siendo 0.04 ng/ml, cabe

mencionar que en ambas estaciones la especie mas abundante fue P. delicatissima.

Cuadro 3. Abundancia de Pseudo-nitzschia y concentracion de acido domoico de agua de mar
por estacion

Muestra | Profundidad Abund,ancizfl1 Concentracic’)_r11 de AD
(m) total (Céls L™) (ng mI'Y)
ES 20 108 530 0.04
E/ 31 24 211 0.20
E16 16 68 458 0.06
E31 20 329 764 0.69
E34 18 155 539 0.10
E45 38 25 881 0.33
E46a 43 25 046 0.05
EPG 5 155 282 017
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6.2.2. Abundancia de células

La estacion que alcanzo los valores més altos de abundancia del género Pseudo-nitzschia en
este estudio es la estacion 31 con un total de 329 764 Céls L™ mientras que la estacion con
menor nimero de células es la 7 con 24 211 Céls L™ (Cuadro 3), cabe mencionar que la
primera coincide con la concentracion mas alta de acido domoico. Por otro lado, la especie
mayor representada en todas estaciones es Pseudo-nitzschia delicatissima, seguida de P.
pungens, P. multistriata y P. brasiliana.

6.3. Andlisis de muestras de cultivo

6.3.1. Analisis de &cido domoico (AD)

Se realizaron pruebas con muestras de cultivo para determinar cuél era el procedimiento
Optimo a seguir en el procesamiento de estas muestras, debido a que el método propuesto por
Vera-Avila et al. (2011) esta disefiado especificamente para la determinacion de AD disuelto
de agua de mar y tuvo que adecuarse para medir el AD disuelto y celular de cultivos. Se
realizaron tres pruebas diferentes. La primera consistio en inyectar el medio acuoso de cultivo
directamente en el equipo para ver si la concentracion del AD disuelto era suficientemente alta
y permitia identificarlo y cuantificarlo sin necesidad de concentrar. Debido a que el resultado
fue negativo, se realizd la extraccion en fase sélida (SPE) de la misma muestra para la
concentracion del AD eventualmente presente. Se obtuvo un resultado positivo para la
muestra analizada, ya que en el cromatograma se observo la presencia del pico de AD. Cabe
sefialar que la muestra analizada en esta prueba corresponde a un cultivo de Pseudo-nitzschia
pungens. Las otras dos pruebas se realizaron con el objeto de encontrar el método mas
adecuado para procesar la biomasa e identificar el AD celular. Inicialmente se pensé en
separar los organismos del medio de cultivo mediante filtracion, someter el filtro a maceracion
para romper las células y liberar al AD; por lo tanto, fue necesario realizar un estudio previo
para corroborar que el material de los filtros no generara interferencias en el andlisis
cromatografico. Esto se realizé probando dos diferentes filtros de 0.45 um de abertura de poro

y 47 mm de diametro, siendo uno GF/F de fibra de vidrio y el otro Millipore de nitrocelulosa.
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Se pasaron 70 ml de una solucién acuosa a través de cada filtro, una vez hecho esto, se coloco
cada filtro en un tubo para centrifuga de 15 ml, procediendo a macerarlo. El primero se
macer6 en 6 ml de agua destilada y el segundo en 1 ml de metanol agregandosele después 5
ml de agua. Ambos fueron centrifugados a 6000 rpm por 20 min recuperandose el
sobrenadante, el cual fue inyectado directamente en el equipo de cromatografia (HPLC) y
posteriormente se concentré en una precolumna de fase reversa polimeérica y se transfirio al
cromatografo para su analisis. EI cromatograma del extracto inyectado directamente no
mostré ninguna interferencia, pero una vez que éste fue concentrado se obtuvo un
cromatograma con mdltiples picos, algunos de los cuales podrian interferir seriamente en la
identificacion y cuantificaciéon del AD. Por ello, se decidié descartar este procedimiento para
la preparacion del material sélido. Asimismo se concluyd que la mejor opcién para el
tratamiento de las muestras era someter 70 ml de cultivo total a dos periodos de congelacion-
descongelacion para romper las células y liberar el AD celular, posteriormente fue colocado
en el ultrasonido por 20 minutos para después ser filtrada con un filtro Millipore de 0.45 pum
de abertura de poro y 47 mm de diametro, el liquido filtrado fue sometido a extraccion en fase
sélida, para después proceder con el procedimiento del método propuesto por Vera-Avila et
al. (2011).

Se analizaron tres cultivos en fase exponencial de diferentes especies del género de los cuales
los tres presentan concentraciones de &cido domoico disuelto y celular, siendo P. pungens la
especie con la mayor concentracion de AD disuelto, mientras que P. brasiliana es la de menor
concentracion; por otro lado P. multistriata es la especie que produjo mayor cantidad de AD

por célula (Cuadro 4).

Cuadro 4. Abundancia y concentracion de &cido domoico de cultivos

Especie Ab,unda}?cia Contenido celular de Concentrrf\lcién
(CelsL™) AD (ng ml™)
(pg Cél™) Disuelto | Celular
Pseudo-nitzschia brasiliana 65.9X10° 0.00137 0.09 0.09
Pseudo-nitzschia multistriata 49X10° 0.00081 0.13 0.04
Pseudo-nitzschia pungens 25.4X10° 0.00275 0.38 0.07
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6.3.2. Abundancia de células de cultivos
La especie con mayor abundancia alcanzada en fase exponencial de las diferentes especies

cultivadas fue P. brasiliana con un total de 65.9X10° Céls L™, sequida de P. pungens y P.
multistriata con la menor cantidad, siendo 25.4X10° Céls L™ (Cuadro 4).
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7. DISCUSION

7.1. Caracteristicas de las especies

Pseudo-nitszchia brasiliana Lundholm, Hasle et Fryxell

P. brasiliana fue encontrada en las estaciones 5 (Cabo Corrientes, Jalisco) y 31 (Maruata,
Michoacéan). En México ha sido reportada en bahia de Manzanillo y bahia de Santiago durante
un monitoreo comprendido entre octubre de 2009 a diciembre de 2010 (Rivera-Vilarelle et al.
2013).

Pseudo-nitzschia delicatissima (Cleve) Heiden in Heiden et Kolbe

Esta especie se hizo presente en todas la estaciones muestreadas. Se ha encontrado en las
costas de Baja California (Hernadndez-Becerril, 1998) y en el Pacifico mexicano frente a bahia
de Manzanillo y bahia de Santiago en Colima; y en la Bahia de Maruata en Michoacén
(Quijano-Scheggia et al., 2010; Ahuja-Jiménez, 2012), puede ser cosmopolita (Hasle y
Syvertsen, 1997).

Pseudo-nitzschia fraudulenta (Cleve) Hasle

P. fraudulenta se encontrd en las estaciones 16 (Manzanillo, Col.), 31 (Maruata, Mich.). P,
fraudulenta ha sido reportada a lo largo de las costas del Pacifico Mexicano por Hernandez-
Becerril (1998) y Hernandez-Becerril et al. (2007), en la Bahia de Mazatlan por Gémez-
Aguirre et al. (2004) y en Michoacén por Ahuja-Jiménez (2012).
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Pseudo-nitzschia multistriata (Takano) Takano

Esta especie fue encontrada en todas las estaciones excepto en la 46a (Acapulco, Gro.). Hay
reporte de esta especie en la bahia de Manzanillo y bahia de Santiago sin reporte de toxinas
(Rivera-Vilarelle et al. 2013).

Pseudo-nitszchia pungens (Grunow ex Cleve) Hasle

P. pungens fue encontrada en todas las estaciones muestreadas. Se ha reportado como
cosmopolita (Hasle y Syvertsen, 1997), en México ha sido reportada en el Pacifico por
Hernandez-Becerril (1998).

7.2. Andlisis de muestras del medio natural

7.2.1. Analisis de &cido domoico (AD)

Se ha encontrado que diferentes cepas de Pseudo-nitzschia brasiliana provenientes de Brasil,
Espafia y Malasia no han sido productoras de acido domoico (Lundholm et al., 2003, Quijano-
Scheggia et al., 2010), mientras que en la laguna de Bizerta, TUnez se registré una
concentracion de 0.0095 pg Cél™*(Sahraoui et al., 2011).

P. delicatissima ha sido asociada a la intoxicacién en mamiferos marinos y en aves por acido
domoico en Baja California (Herndndez-Becerril et al., 2007), por otro lado, Bates et al.
(1998), mencionaron que en la Isla Principe Eduardo, Canada; se registr6 como productora de
acido domoico (AD) junto con otras especies del mismo género; en condiciones de cultivos
aislados, sus clones produjeron 5 fg de AD por célula. Fryxell y Hasle (2003) reportaron que
la prueba de deteccion del &cido domoico, fue positiva. Por otro lado, Lundholm et al. (2006),
realizaron cultivos seleccionados de esta especie procedentes de Puerto Shelter, Hong Kong;
Aveiro, Portugal; Dinamarca, e Italia en los cuales no detectaron la produccion de AD.

Hasle (1965) report6 a P. fraudulenta como tdxica en Nueva Zelanda y Australia, también fue
reportada por Cortes-Altamirano y Sierra-Beltran (2008) en 2006 como una de las especies
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formadoras de florecimientos algales muy densos en las costas del Golfo de California y del

Pacifico Tropical Mexicano siendo productora de acido domoico.

Por otro lado P. multistriata es la segunda especie con mayor produccién de acido domoico en
cultivo (Orsini et al. 2002). En México ha sido reportada en diferentes sitios pero sin analisis

de toxinas.

Pseudo-nitzschia pungens fue el agente causal de una evento toxico que ocurrio en 1987 en la
Isla Principe Eduardo, Canada, en donde esta especie fue el organismo responsable (Bates et
al., 1989; Hallegraeff, 1995; Hasle y Fryxell, 1995). Se han hecho diferentes estudios
toxicoldgicos con diferentes cepas de esta especie encontrandose como positiva la produccion
de AD (Fryxell y Hasle, 2003).

Se cree que la produccion de acido domoico esti asociada a un estrés fisioldgico por la
limitacién en la disponibilidad de macronutrientes o micronutrientes y la forma de nitr6geno
disponible para el crecimiento de los organismos, es por ello que se realizd un analisis de la
relacion entre nitrégeno-fosforo (NID:PO,) y la produccion de acido domoico, todos los
valores de NID:PO, encontrados en la zona de estudio son menores a la proporcion de
Redfield establecida (16.1) y no se observé una tendencia o patrén al relacionarla con las
concentraciones de &cido domoico (Libes, 2009).

Actualmente en México no existen trabajos que arrojen datos especificos de concentraciones
de acido domoico disuelto en el medio natural, es por ello que el presente trabajo es de gran
importancia, ya que esta especificamente enfocado al potencial toxico del género Pseudo-
nitzschia, ademas abarca diferentes puntos costeros y oceanicos del Pacifico tropical

mexicano.
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7.3. Analisis de muestras de cultivo
7.3.1. Analisis de &cido domoico (AD)

Pseudo-nitzschia brasiliana ha sido reportada en Tunez como productora de acido domoico
con 0.0095 pg AD CéI™* mediante la utilizacién de cromatografia liquida de alto desempefio-
fluorenilmetil oxicarbonilo (HPLC-FMOC) (Sahraoui et al., 2011), comparable a la
encontrada, en este trabajo se reporta con 0.00137 pg AD CéI™* por medio de cromatografia

liquida de alto desempefio- deteccion ultravioleta (HPLC-UV).

Pseudo-nitzschia multistriata ha sido cultivada en diferentes partes del mundo, la
concentracién encontrada por medio de HPLC-FMOC es 0.28 pg AD Cél* (Amato et al.,
2010), ademas mediante la utilizacion de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-
MS) se obtuvieron dos concentraciones, siendo 0.645 pg AD Cél™y 0.697 pg AD Cél™* (Sarno
y Dahlmann, 2000 y Orsini et al., 2002), asimismo se encontré una concentracion de 0.001-
0.697 pg AD cél™ en la misma cepa de cultivos provenientes del Golfo de Napoles, Italia
(Orsini et al., 2011), mientras que en Nueva Zelanda se encontrd una concentracion de 0.04 pg
AD CéI™* mediante la utilizacién de LC-MS (Trainer et al., 2012), cabe mencionar que en el
analisis de muestras que se realiz6 en este estudio, P. multistriata obtuvo una concentracién
de 0.00081 pg AD Cél™* por medio de HPLC-UV siendo mucho menor a la registrada por los

autores mencionados.

Las concentraciones de AD celular encontradas de Pseudo-nitzschia pungens son 0.47 pg AD
CélI™ en Nueva Zelanda por medio HPLC-UV (Rhodes et al., 1996), mientras que en Estados
Unidos se ha encontrado una concentracién de 0.070 pg AD Cél™* por medio de HPLC-FMOC
(Trainer et al., 1998) y 0.018 pg AD CéI™* por medio de ensayo de unién de receptor (RBA)
Baugh et al., 2006, finalmente en Francia se encontré una concentracion de 0.2 pg AD Cél™*
por medio de HPLC-UV (Calu et al., 2009). En el presente trabajo se reporta una
concentracion de 0.00275 pg AD Cél* (HPLC-UV), siendo menor a la registrada por los

autores mencionados.
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A nivel mundial existen diferentes estudios a cerca de la toxicidad de especies de Pseudo-
nitzschia, sobre todo de P. australis que es la especie que produce mas toxina. Otras especies
estudiadas son P. multiseries, P. multistriata y P. pungens, entre otras. Algunos autores
registran que no siempre hay produccién de &acido domoico en las diferentes cepas
establecidas, se cree que varia de acuerdo al area geografica de procedencia, la forma de
nitrégeno disponible, pH elevado, temperaturas e irradiancia alta, esto debido al impacto en la
ruta metabolica de la sintesis de este metabolito o indirectamente por la regulacion de las tasas
de division celular. Ademéas se cree que a menor concentracion de hierro (Fe) disponible,
mayor sera la concentracion de la toxina, por lo tanto el Fe puede afectar el crecimiento de
especies toxicas, también se propuso que las bacterias juegan un papel importante pero no
esencial en la produccion de AD (Trainer et al., 1998; Garcia-Mendoza et al., 2009; Santiago-
Morales, 2011; Trainer et al., 2012).

Es importante resaltar que P. brasiliana se reporta como toxica por segunda vez en el mundo
y por primera vez en México, aportando datos de concentracion de AD disuelto y AD celular,
ademés de la abundancia celular del cultivo. Es evidente la falta de informacion de la
toxicidad de este género y sobre todo a nivel de especie, esto quiza debido a la problematica

del establecimiento de cultivo.
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. CONCLUSIONES

Se identificaron 5 especies potencialmente toxicas en la zona de estudio, de las cuales se
logré el establecimiento de cultivo de 3 de ellas.

Se encontré la presencia de AD disuelto en condiciones naturales de ocho de las 22
muestras de agua de mar colectadas en el area de estudio.

Pseudo-nitzschia multistriata estuvo presente en siete de las ocho estaciones en las que se
encontré AD disuelto.

Se reporta a Pseudo-nitzschia brasiliana en cultivo como especie tdxica por primera vez
en México aportando datos de AD disuelto y celular.

Se corrobora la produccion de AD por Pseudo-nitzschia pungens y Pseudo-nitzschia
multistriata en condiciones de cultivo. Ademas, fue la especie con menor concentracion de
AD disuelto y celular

Se utiliz6 una nueva metodologia para la cuantificacion del acido domoico, la cual arrojé
resultados comparables con las metodologias utilizadas en otros estudios a nivel mundial.
Cabe mencionar que el presente trabajo es el primero en México con énfasis en la
produccién de acido domoico disuelto en condiciones naturales y la presencia de especies
potencialmente tdxicas de Pseudo-nitzschia. Ademas que incluye estudios de toxicidad en
cultivo de tres especies de este género.
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10. ANEXO

10.1. Cromatogramas de las muestras analizadas

Cromatogramas de las estaciones donde se encontré acido domoico, con un tiempo de

retencion promedio de 6.770 minutos, en rojo se representa el estandar de acido domoico y en
azul cada muestra.
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Figura 1. Cromatograma de la estacion 5.
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Figura 2. Cromatograma de la estacion 7.
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Figura 3. Cromatograma de la estacion 16.
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Figura 4. Cromatograma de la estacion 21.
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Figura 5. Cromatograma de la estacion 31.
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Figura 6. Cromatograma de la estacion 34.
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Figura 7. Cromatograma de la estacion 45.
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Figura 8. Cromatograma de la estacion 462.
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Figura 9. Cromatograma de la estacion PG.
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10.2. Andlisis directo en tiempo real (DART)

Se realizd un estudio de andlisis directo en tiempo real (DART) para corroborar la presencia
de acido domoico (AD) en las muestras analizadas, el DART es una técnica de ionizacién, el
cual es un hibrido de impacto electrénico, ionizacion quimica y bombardeo rapido de 4tomos,
el tratamiento previo de la muestra es minimo y se presenta como una herramienta simple para
la confirmacion cualitativa de la identidad quimica mediante el peso molecular (Vaclavik et
al., 2009).

266

Figura 1. Espectro de estandar de acido domoico (AD).

Es importante mencionar que el peso molecular de AD es de 311 Da. y coincide con pico
correspondiente a 311, cabe mencionar que el pico es pequefio debido a la baja concentracién
de la muestra analizada (estandar 7.96 pg L%) (Fig. 1.)

Referencia: Vaclavik, L., C. Tomas, H. Vojtech y J. Hajslova. 2009. Ambient mass

spectrometry employing direct analysis in real time (DART) ion source for olive oil quality
and authenticity assessment. Analytica Chimica Acta 645; 56—63
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