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Resumen

La industria de la camaronicultura se ha visto afectada por diversos agentes
nocivos, dentro de los que se encuentran las toxinas paralizantes (PSP, por sus
siglas en inglés) por consumo de mariscos asociadas a florecimientos algales
nocivos, que actuan a nivel de la comunicacion celular, bloqueando las senales de
trasmision nerviosa. La informacién de las alteraciones que las PSP producen en
los crustaceos es escasa, por lo que el presente trabajo se enfocd en determinar en
que tejidos se acumulan y cuales son los dafios que causan en juveniles de camardon
blanco (Litopenaeus vannamei). Para ello se expusieron camarones (2.6 £ 0.1 g) a
concentraciones de 104, 10° y 108 cél/L de Gymnodinium catenatum. A las 12 h los
camarones fueron fijados con solucién Davidson para analisis histopatolégicos (54)
y diseccionados para analisis de toxinas (126) separando el hepatopancreas, el
musculo, las branquias y el intestino. Las toxinas fueron determinadas por
cromatografia liquida de alta precision y deteccion por fluorescencia. El perfil de
toxinas de G. catenatum (cepa 62L) estuvo integrado por los analogos GTX2, GTX3,
dcSTX, dcNEO, dcGTX2, dcGTX3, B1 y C1 y C2. En los cortes histolégicos se
identifico la presencia de ruptura en la conexion entre las células gigantes y el
corddn nervioso central y edema en el sistema nervioso central, en el corazén
pérdida de miofibras cardiacas, en el musculo y en las branquias se observo atrofia,

el hepatopancreas presento necrosis y fue el 6rgano que mas acumulo toxinas PSP.

Palabras claves: Analisis histopatoldgicos, bioensayos, camaronicultura,

Gymnodinium catenatum, toxinas paralizantes.



Abstract

The industry of shrimp farming has been affected by various harmful agents, among
which are the paralyzing toxins (PSP) for consumption of shellfish associated with
harmful algal blooms, which act at the level of cellular communication blocking nerve
transmission signals. The information of the alterations that the PSP produce in the
crustaceans is scarce, reason why the present work focused in determining in which
tissues they accumulate and the damages that are caused in juveniles of white
shrimp (Litopenaeus vannamei), the shrimp (2.6 + 0.1 g) were exposed to
concentrations of 104, 10° and 10° cell/L of Gymnodinium catenatum. At 12 h the
shrimp were fixed with Davidson's solution for histopathological analysis (54) and
the rest were dissected for analysis of toxins (126) separating the hepatopancreas,
muscle, gills and intestines. The toxins were determined by high performance liquid
chromatography and fluorescence detection (HPLC-FLD). The toxin profile of G.
catenatum (strain 62L) was composed of the analogues GTX2, GTX3, dcSTX,
dcNEO, dcGTX2, dcGTX3, B1 and C1 y C2. In the histological sections, the
presence of rupture in the connection between the giant cells and the central nervous
cord and edema in the central nervous system was identified, in the heart there was
a loss of cardiac myofibers, atrophy was observed in the muscle and gills, the
hepatopancreas presented necrosis and was the organ that accumulated the highest

concentration of PSP toxins.

Key words: Histopathological analysis, bioassays, shrimp culture, Gymnodinium

catenatum, paralyzing toxin.



1. Introduccioén

La produccidon camaronera mundial, tanto de captura como de cultivo, es de
aproximadamente 6 millones de toneladas anuales, de las cuales entran en el
mercado mundial alrededor del 60%, por lo que es el producto pesquero
comercializado internacionalmente mas importante (FAO, 2010), Es una industria
que aporta considerables ingresos econdmicos a paises en desarrollo o de bajos

recursos (Rosenberry, 1998).

Dentro de los cinco productores a nivel mundial de camardn se encuentran China,
Tailandia, Vietnam, Indonesia e India, en cuanto al continente americano los
mayores productores son: Ecuador, México y Brasil (FAO, 2010) ubicandose nuestro

pais en el séptimo lugar de produccion (SAGARPA, 2017).

En México para el afio 2016, se registré una produccion de 211,096 toneladas,
siendo la segunda especie de importancia entre los productos pesqueros. Los
lideres de la industria camaronicola son los estados de Sonora, Sinaloa, Baja
California Sur, Nayarit y Tamaulipas (SAGARPA, 2017), en Baja California Sur por
ejemplo se logré en el 2016 una produccion de 6,278 toneladas (SAGARPA, 2017).
Siendo las especies de camaron Litopenaeus vannamei, Litopenaeus stylirostris y
Farfantepenaeus californiensis las que representan el mayor numero de capturas

en las costas mexicanas (FAO, 2015).

De acuerdo con SAGARPA (2017) en México hay 56 mil acuicultores operando 9
mil 230 granjas existentes en las 32 entidades del pais, de las cuales mil 447 son

utilizadas para el cultivo de camaron.

La camaronicultura tiene una relevancia econémica en nuestro pais, en el 2016 tuvo
una produccion de mas de 317, 208 millones de ddlares de captura y cultivo del
camarén blanco (Litopenaeus vannamei) (CONAPESCA, 2018), sin embargo, una
de las limitantes del desarrollo de esta industria es la afectacién de las zonas de

captura y de los cultivos por parte de diversos agentes dafiinos como virus,



bacterias, hongos y microalgas nocivas (Gomez-Gil et al., 2001; Barraza-Guardado
et al., 2004).

Diversas especies de microalgas pueden llegar a ser nocivas debido a que producen
toxinas y/o un crecimiento exponencial que puede dar lugar a un fenbmeno conocido
como Floraciones Algales Nocivas (FAN). Segun el panel de expertos de la
GEOHAB (Global Ecology and Oceanography of Harmful Algal Blooms) un FAN es
una proliferacion de algas que puede causar mortalidad masiva de peces,
contaminacion de los mariscos con toxinas, y/o causar dafno ecoldgico por anoxia o
alteracién del habitat (GEOHAB, 2003). De acuerdo con Songhui y Hodgkiss (2004)
y Lewitus et al. (2012), los FAN han incrementado su prevalencia, distribucion
geografica y los impactos negativos que estos eventos provocan en los recursos
acuaticos, en los ultimos afios al parecer estan vinculados al cambio climatico, la

eutrofizacion y al comercio internacional interoceanico (Hallegraeff, 2015).

Los FAN ademas de causar impacto durante los florecimientos pueden provocar
efectos negativos posteriores, como la alteracién en la sucesion de especies del
medio natural, depdsito de materia organica en el fondo marino, alteracién en la
comunidad bentdnica y acumulacion de toxinas en organismos filtradores (Band-
Schmidt et al., 2011).

En diversas partes del mundo se han reportado FAN, causando dafos en peces,
aves, mamiferos marinos, tortugas, en la acuacultura, asi como también
afectaciones en la salud humana (Shumway, 1990; Gessner et al., 1997; Landsberg,
2002; Barraza-Guardado et al., 2004; Lehane, 2000; Van-Dolah, 2000; Leanne et
al., 2005; Pierce et al., 2005; Pierce y Henry, 2008; Callejas et al., 2015; Nufez-
Vazquez et al., 2016).

Richlen et al. (2010) reportaron los dafos provocados por un FAN
delMargalefidinium polikrikoides =Cochlodinium polikrikoides) en el Golfo Pérsico y
el Golfo de Oman que provocdé mortandad de miles de toneladas de peces,
afectaciones a los arrecifes de coral, afectaciones al turismo y perdidas econémicas

debido al cierre de las plantas de desalinizacién en la region.



En el trabajo de Whyte (2001) se reportaron pérdidas aproximadamente de 2
millones de délares debido a un FAN de Cochlodinum sp. provocando mortandades

de peces en las costas de Vancouver de agosto a octubre de 1999.

Guo et al. (2014) senalan pérdidas por 364 millones de dolares provocados por
afectaciones en las pesquerias y en seres humanos en China de 2008 a 2012,
debido a floraciones nocivas de las especies: Karenia mikimotoi, Cochlodinium

geminatum Aureococcus anophagefferen y Prorocentrum donghaiense.

En nuestro pais se han reportado FAN en aguas interiores y en todas las costas
como los trabajos de Aké-Castillo et al. 2012; Aké-Castillo et al. (2014) y Poot-
Delgado (2016) quien realizé un analisis de las floraciones algales que se han
presentado desde 1965 a 2014 en las aguas costeras de Campeche, México
indicando como potencialmente toxicas las especies: Karenia brevis, Pyrodinium
bahamense var. bahamense, Prorocenfrum mexicanum, P. minimum 'y

Cylindrospermopsis cuspis.

Aké-Castillo y Poot-Delgado, 2016 indican a Cylindrotheca closterium, Karenia
brevis, Peridinium quadridentatum var. quadridentatum, Prorocentrum minimum,
Pseudo-nitzschia spp. y Pyrodinium bahamense var. bahamense como las especies
que han formado FAN en el Golfo de México. De acuerdo con Magana et al. (2003)
esta especie ha provocado en la regidon mortandad de peces, problemas

respiratorios en humanos y dafios econdmicos en la zona.

Merino-Virgilio et al. (2014), reportaron las especies causantes de FAN en el periodo
entre 2001-2003, que afectaron al ambiente y a la economia de los pescadores
causando mortandad de peces, crustaceos y moluscos en la peninsula de Yucatan.
En el trabajo de NufRez-Vazquez et al., 2016 se describen los FAN y las afectaciones
que han provocado de 1996 a 2015 en el Golfo de México, sefialando a la especie

K. Brevis como la principal especie nociva en la regién.

En cuanto al Pacifico mexicano los FAN también han provocado afectaciones que

se han reportado en diversos trabajos como el realizado por Garate-Lizarraga et al.
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(2011) en el que se reporta la intoxicacion de doce personas por consumir almeja
cruda y cocida, la cual tuvo una toxicidad de 2541ug STXeq 100 g, ~30 veces
superior al valor permitido para el consumo humano. Estos autores sefalan que la
toxicidad en estos moluscos fue asociada a P. bahamense var. compressum

especie productora de toxinas paralizantes.

Las especies formadoras de FAN que se han reportado recurrentes en las costas
del océano Pacifico mexicano son: Margalefidinium spp., Pseudo-nitzschia spp., G.
catenatum, Mesodinium rubrum, Lingulodinium polyedra, Ceratium divaricatum,
Dinophysis spp., Alexandrium catenella, Ceratium teres, Prorocentrum micans y
Noctiluca scintillans; Cortés-Lara et al., 2004; Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran,
2008; Quijano-Sheggia et al., 2012; Garate-Lizarraga, 2014; Garcia-Mendoza et al.,
2016).

Las FAN han provocado dafos a organismos en cultivo. Cortés-Altamirano y Licea-
Duran (1999), senalan crecimiento lento, susceptibilidad a enfermedades virales y
mortandad en cultivos de camaron expuestos a Prorocentrum minimum microalga

productora de hepatotoxinas y toxinas diarreicas (Shimizu, 1987).

De acuerdo con Garate-Lizarraga et al. (2016), G. catenatum y P. bahamense var.
compressum han causado la mayoria de los FAN en la zona y han sido

responsables de intoxicaciones y decesos humanos.

En cuanto al Golfo de California se han registrado mas de 90 especies de diferentes
grupos causantes de floraciones algales, de las cuales 36 especies son
consideradas potencialmente nocivas (Garate-Lizarraga et al., 2016). Siendo las
especies que han provocado efectos nocivos: Prorocentrum minimum, Akashiwo
sanguinea, Chattonella subsalsa, Chattonella sp., Heterosigma akashiwo,
Thalassiosira sp., Chaetoceros spp., Pseudo-nitzschia spp. y Schizotrix calcicola
(Garate-Lizarraga y Gonzalez-Armas, 2014; Garate-Lizarraga et al., 2016).

Dentro de las especies formadoras de FAN se encuentra el dinoflagelado productor
de toxinas paralizantes G. catenatum que han sido relacionado con diversas
afectaciones en el ambiente, mortandades de organismos silvestres y en cultivo,
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intoxicaciones en personas y pérdidas econdémicas (Mee et al., 1986; Pérez-
Camacho, 1989; Cortés-Altamirano et al., 1997; Band-Schmidt et al., 2010; Nufez-
Vazquez et al., 2011; Garcia-Mendoza et al., 2015).

Este dinoflagelado provoco en el alto Golfo de California en enero del 2015 el FAN
considerado como el mas impactante ocurrido en México, que provoco la muerte de
mas de 5,000 aves y 56 delfines que se alimentaron de sardinas que habian
consumido el dinoflagelado toxico, cabe sefalar que ese evento ocasiond veda en
los cultivos de almeja generosa (importante industria de la regién), disminuyendo
drasticamente la comercializacion del molusco y pérdidas de empleos (Cruz Aguirre,
2015; PROFEPA, 2015; Garcia-Mendoza et al., 2015).

En organismos en cultivo G. catenatum ha provocado el 100% de mortandades en
larvas de camaroén en los anos 1997, 2001 y 2003(Alonso-Rodriguez y Paez-Osuna,
2003), estos autores sefialan que a pesar de la ausencia del dinoflagelado en las
muestras analizadas del agua que se bombea al interior de los estanques las toxinas
hidrosolubles puede ser las responsables de los dafios ocurridos en los organismos

en cultivo.

Por otra parte, también se ha probado la toxicidad de este dinoflagelado en
condiciones de laboratorio exponiendo a postlarvas y juveniles de camardén donde
se observé una mortalidad en tiempos relativamente cortos (horas) (Pérez-Linares,
2008; Pazos-Mandujano, 2012).

En la actualidad, no existe un analisis detallado de la presencia del dinoflagelado y
su efecto cuantitativo de los danos en tejidos, ni de la acumulacion diferencial de las
toxinas en los tejidos de los organismos afectados. Debido a ello ha surgido el
interés por conocer los efectos y dafos que provoca G. catenatum en diferentes
organismos: almejas (Estrada-Mufioz, 2005), copépodos (Palomares-Garcia et al.,
2006), ostiones (Hernandez-Sandoval et al., 2009; Estrada-Mufioz et al., 2010;
Lopez-Cuevas 2013) y camarones (Pérez-Linares et al., 2009; Pazos-Mandujano,
2012).



Por lo cual el presente estudio esta enfocado en determinar el efecto de diversas
concentraciones de G. catenatum en la mortalidad de camarones juveniles, asi
como los dafios y la acumulacion diferencial de las toxinas paralizantes en diversos
tejidos. Esperamos que estos resultados ayuden a entender los efectos de las
toxinas paralizantes en el camaron y poder proponer un diagndstico patologico a
nivel tisular, que sera de gran utilidad para los productores, ya que ayudara a
determinar las causas de las mortalidades en el cultivo de camardn en presencia de
un florecimiento algal de G. catenatum y con ello iniciar procesos para un mejor

manejo ante esta problematica.



2. Antecedentes

De acuerdo con Pérez-Farfante y Kensley (1997), el camardn blanco (Litopenaeus
vannamei) es un invertebrado marino que posee la clasificacion taxondémica

presentada en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de L. vannamei.

Phylum Arthropoda
Clase Malacostraca
Orden Decapoda
Suborden Dendobranchiata
Superfamilia Penacoidea
Familia Penacidae
Género Litopenaeus
Especie vannamei

Este invertebrado es nativo de la costa oriental del océano Pacifico, con una
distribucion natural que abarca desde la costa este del océano Pacifico y el norte
de México, hasta el norte de Peru (Jiang et al., 2000; FAO, 2006).

Abdomen

Figura 1. Vista lateral de la anatomia externa de Litopenaeus vannamei.



2.1 Morfologia

El cuerpo del camarén Litopenaeus vannamei pasa por varias etapas de desarrollo
siendo su ultima metamorfosis en la fase de postlarva, su cuerpo a partir de esa
fase es cilindrico o comprimido lateralmente. El cuerpo del camardn se divide de
manera general en tres partes. La primera parte es el cefalotérax que es la fusiéon
de la cabeza y el térax que se encuentra protegido por un caparazén y esta formado
de las siguientes secciones: rostrum, un par de ojos compuestos, una boca con
mandibulas, un par de anténulas, maxilas, maxilipedos y cinco pares de
pereiopodos (los tres primeros son quelados) que utiliza para desplazarse en el
fondo, en esta parte del organismo se encuentran la mayoria de los érganos como
estbmago, molino gastrico, corazén, glandula antenal, hepatopancreas. En la
segunda parte se encuentran los segmentos abdominales, intestino, parte del
sistema nervioso central, cinco pares de pledpodos de forma plana que utiliza para
nadar (Nguyen Thi, 2012) y en la tercera parte se encuentra el telson y los uropodos

(Figura 1).
2.2 Defensa ante agentes daininos

La primera barrera protectora ante agentes nocivos es el exoesqueleto, compuesto
principalmente de quitina (Séderhall y Cerenius, 1992; Barracco et al., 2008). Sin
embargo, cuando esta barrera se traspasa, se desencadenan una serie de
reacciones inmunoldgicas con la finalidad de neutralizar y eliminar a los agentes
invasores (Barracco et al., 2014). La defensa ante agentes daiinos se inicia al
reconocimiento del patégeno mediante proteinas de reconocimiento patrén que se
producen en el camardn y son secretadas hacia el plasma o localizadas en la
superficie de las células, esto a partir del contacto con el patégeno, a través de sus
componentes y de antigenos ambientales que le indican al organismo la presencia
de los agentes invasores (Barracco et al., 2014). Al ser reconocidos estos agentes
extrafos los hemocitos migran al sitio de infeccion iniciando la fagocitosis del
patdgeno y/o la formacién de nédulos y/o capsulas con la finalidad de neutralizarlos
y eliminarlos (Jiravanichpaisal et al., 2006). Otro de los mecanismos de defensa en
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los camarones ante agentes nocivos se encuentra en el tracto digestivo el cual esta
cubierto por una capa quitinosa que posee un ambiente acido y lleno de enzimas y
efectores antimicrobianos que son capaces de inactivar y digerir la mayoria de los
microorganismos que no son parte de su microbiota natural (Soonthornchai et al.,
2010).

Los camarones poseen un sistema inmune innato, que a diferencia de los
vertebrados no cuentan con una respuesta inmune especifica (Zhen-Ming et al.,

2010), por lo tanto, al no tener un sistema inmunoldgico especifico no se pueden

emplear vacunas para la prevencion de enfermedades (Berger, 2000).

Los principales sistemas de defensa reconocidos actualmente en los crustaceos

son:

1.- Reconocimiento de lo no propio por proteinas de reconocimiento patréon y Dscam
(imnunoglobulinas que pueden ser expresadas por un patégeno) (Barracco et al.,
2014).

2.- Sefalizaciébn y activacion de los hemocitos (lwanaga y Lee, 2005;
Jiravanichpaisal et al., 2006; Soderhall et al., 2011).

3.- Respuestas inmunocelulares (fagocitosis, formacién de capsulas y ndédulos,
infiltracion y trampas extracelulares de acidos nucleicos que son formadas por DNA,

histonas y proteinas antimicrobianas) (Soderhall et al., 2011).

4.- Produccion de moléculas antimicrobianas (especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno y péptidos antimicrobianos) (lwanaga y Lee, 2005; Jiravanichpaisal et al.,
2006; Lemaitre y Hoffmann, 2007; Soderhall et al., 2011; Barracco et al., 2014).

5.- Melanizacion mediada por el sistema de activacion de la pro-fenoloxidasa
(proPo) (lwanaga y Lee, 2005; Soéderhall et al., 2011; Barracco et al., 2014).

6.- Defensas antivirales (citoxinas analogas e interferones, sistema RNA de

interferencia, apoptosis y autofagia) (lwanaga y Lee, 2005).



Es importante sefalar que el sistema circulatorio en los camarones es abierto, lo
que le permite a la hemolinfa (analogo de la sangre en los vertebrados) llegar
directamente a todos los tejidos del organismo (Ruppert y Barner, 1996). La
hemolinfa esta constituida por una fraccién celular representada por los hemocitos
y por una liquida integrada por el plasma (Barracco et al., 2014), a través de ella se
transportan nutrientes, excretas, oxigeno, hormonas y todos los componentes del
sistema inmunologico. Este liquido circulatorio contiene hemocianina, la proteina
respiratoria en los crustaceos, que tiene un rol importante en la defensa ante
patdgenos, ya que al romperse puede generar fragmentos proteicos con actividad
antimicrobiana, antifungica y también participan en la melanizaciéon (Destoumieux-
Garzoén et al., 2001; Coates y Nairn, 2014). La melanizacion se activa después de
una lesion o infeccidn en los organismos y en la superficie de los agentes dafinos
(Soderhall et al., 2011), liberando compuestos intermedios de fenol toxico o
melanina provocando la inmovilizacion y la muerte de agentes nocivos (Soderhall y
Cerenius, 1998).

En la hemolinfa se encuentran los hemocitos que son células sanguineas que se
producen y parcialmente se diferencian en el tejido hematopoyético antes de ser
liberadas a la hemolinfa (Soéderhall et al., 2011). Los hemocitos se rompen liberando
una variedad de efectores inmunoldgicos en el plasma (Barracco et al., 2014),
participando en la reparacion de heridas, esclerotizacion de la cuticula
(Jiravanichpaisal et al., 2006), también actuan como inmunoefectores ante agentes
nocivos, implicando la fagocitosis. De acuerdo con Barracco et al. (2014), es la
primera linea de defensa celular contra la invasién de microorganismos en la
formacion de nédulos, encapsulacion del patégeno y coagulacion (Johansson y
Soderhall, 1989; Aguirre-Guzman et al., 2009).

La apoptosis es otro de los mecanismos que tiene implicaciones en la respuesta
inmunolégica en los camarones, ocurre en células alteradas y/o infectadas por
patdgenos intracelulares y/o por la toxicidad ambiental causada por diferentes
contaminantes y toxicos en vertebrados, asi como en otros invertebrados (Franco

et al., 2009). Los cambios morfoldgicos que se presentan en las células durante la
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apoptosis se presentan en la figura 2. La apoptosis se inicia como respuesta a
diversos estimulos e incluye varias alteraciones morfolégicas celulares, como el
encogimiento celular, la condensacion de la cromatina, fragmentacion del nucleo y
del ADN, dafio en la membrana, reduccion en el tamafio de la célula y su
fraccionamiento en pequefas vesiculas revestidas por membranas, llamados
cuerpos apoptéticos que contienen material celular degradado y son fagocitados por
endocitosis y fagocitosis por las células vecinas o por macréfagos (Barracco et al.,
2014). Este proceso fisiologico le permite al organismo eliminar células indeseables

sin provocar una respuesta inflamatoria (Cristofolini et al., 2010).

Uno de los métodos mas utilizados para de deteccidon de la apoptosis celular en los
tejidos es la técnica de TUNEL (en inglés: Terminal dUTP Nick End-Labeling)
(Rodriguez-Jaramillo, 2014). Con esta técnica se logra determinar la fragmentacion
de ADN en células individuales, lo cual nos permite conocer la proporcion de las
células que estan muriendo por apoptosis en un momento dado (Alfaro-Moreno et
al., 2000).

Figura 2. Representacion de la apoptosis de una célula, con la formaciéon de cuerpos
apoptoticos endocitados por una célula saludable (tomado de Barracco, 2014).

Otro tipo de muerte celular es la autofagia que es un proceso de degradaciéon
intracelular, que ademas de mantener la homeostasis celular (Cuervo 2004), se
presenta cuando hay carencia de nutrientes o factores estresantes en las células

(Moore et al., 2007). Permitiéndole a la célula eliminar componentes que han sido
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dafados o que no sean necesarios y reutilizarlos para otras funciones. De acuerdo
a Moore y colaboradores (2007), por medio de la autofagia se ayuda a mantener la
integridad el organismo. En la autofagia los componentes citoplasmaticos de la
célula se encapsulan dentro de los autofagosomas, los cuales pasan a los lisosomas
fusionandose vy liberando los componentes para su degradacion y posteriormente

ser liberados al citoplasma para su reutilizacion (Figura 3).

De acuerdo con Larsson y Massucci (2016), hay diversas formas de autofagia: la
macrofagia que degrada grandes porciones del citoplasma y organelos celulares; la
autofagia no selectiva que ocurre continuamente y se induce eficientemente en
periodos de estrés; y la autofagia selectiva que se lleva a cabo en sustratos
especificos, como agregados de proteinas y organelos citoplasmicos o virus

invasores y bacterias.

El mecanismo de la autofagia
Lisosoma
Enzimas

Célula

Atofagosoma

Citoplasma

Doble
membrana

Partes del citoplama, Proteinas
proteinas danadas, virus

Figura 3. Proceso de autofagia en células humanas (tomado de Larsson y Massucci, 2016).

Otra forma de muerte celular es la necrosis, que es el resultado de una lesién celular
irreversible, este proceso inicia con el dafo a la membrana celular (Buja et al., 1993),
de acuerdo con estos autores las alteraciones iniciales del metabolismo y de la
homeostasis electrolitica son inducidas por un agente nocivo en la célula que
pueden activar al menos cuatro vias principales que provocan la pérdida de la

integridad de la membrana, la degradacion de fosfolipidos, produccion de lipidos
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anfipaticos, dafio al citoesqueleto y la generacidén de especies reactivas de oxigeno.
De acuerdo con Buja y colaboradores (1993), los dafios que se producen por la
necrosis en el nucleo son inflamacion (edema), picnosis (ligera condensacion del
ADN), cariorrexis (fragmentacién, cuando presenta estructura cromatinica) y

cariolisois (difuminacion de la estructura cromatinica) (Figura 4).

-
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Célula normal . . s . . :
célulay organulos y expulsién del contenido respuesta inflamatoria

Figura 4. Necrosis (tomado y modificado de Monteiro et al., 2016).
2.3 Sistema nervioso central (SNC)

Se localiza en la parte posterior de la base de los apéndices anteriores de la cabeza,
consiste de tres regiones, normalmente adyacentes unas de otras: un
protocerebrum anterior, un deutocerebrum medio y un tritocerebrum posterior. Esta
formado por ganglios que se encuentran interconectados por un corddn nervioso
central compuesto por fibras sensoriales y motoras, asi como por interneuronas
(Bell y Lightner, 1988).

2.4 Hepatopancreas (HP)

Se encuentra en el cefalotérax, es una glandula conspicua y bilobulada, rodeada
por tejido conectivo, la cual desemboca en el estbmago pildrico esta compuesto por
tubulos simples, poseen un extremo ciego, limitados externamente por tejido
conectivo (Cuartas et al., 2002). Dentro de sus funciones se encuentra la asimilacion
de alimento que se realiza a traves de una serie integrada de procesos, entre los
que incluyen la secrecidon de enzimas digestivas, digestion y absorcién de
nutrientes, almacenamiento y disposicion de productos de desecho (Cuartas et al.,
2002). De acuerdo con Vogt y colaboradores (1985), el hepatopancreas es uno de

los principales érganos que se pueden emplear para determinar el estado de salud
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de organismos en cultivo. El analisis histopatolégico del hepatopancreas ha sido
muy utilizado para el diagnostico de enfermedades ayudando a la prevencion y el

tratamiento en condiciones controladas (Brock y LeaMaster, 1992; Lightner, 1993).

En el hepatopancreas existen cuatro tipos de células: las células E (estan
relacionadas con actividad mitética Franceschini-Vicentini, 2009, células R que
absorben nutrientes del lumen, almacenan lipidos y glucogeno Souza y Petriella,

2000y las células B y F que se describen a continuacion.

2.4.1 Células B

Se encuentran localizadas mayormente en la porcion media y distal con menor
frecuencia en la parte proximal de los tubulos. Son las células mas grandes en el
organo, poseen una gran vacuola y un complejo apical de pequefas vacuolas
(Cuartas et al., 2002; Franceschini-Vicentini, 2009). Estas células son responsables
de la digestion intracelular (Franceschini-Vicentini et al., 2009; Al-Mohanna y Nott,
1986).

2.4.2 Células F

Son células fusiformes basodfilas con citoplasma fibrilar. Estan implicadas en la
absorcion de nutrientes en el proceso digestivo, concentran los materiales
absorbidos en las vacuolas (Al-Mohanna y Nott, 1986, 1987), y secretan el
contenido vacuolar al final del proceso digestivo (Souza y Petriella, 2000; Cuartas
et al., 2002).

De acuerdo con Gibson y Barker (1979) el hepatopancreas es fundamental para la
secrecion y sintesis de enzimas digestivas, retencion temporal de reservas y la
absorcidén de nutrientes, asi como su importante funcién en la desintoxicacion y

excrecion de compuestos xenobidticos (Frias-Espericueta et al., 2008).

2.5 Musculo

El musculo abdominal esta formado por seis segmentos de masa muscular es la
responsable del escape de los organismos ante depredadores al contraer los
14



musculos oblicuos causando flexiéon en el abdomen, la parte dorsal del abdomen
extiende el telson y la parte transversal mantiene la forma del abdomen en la
locomocion del camardn (Brock y Main, 1992; Alday-Sanz, 2010). De acuerdo con
Buckup y colaboradores (2008) el musculo es el tejido donde principalmente se
almacenan las proteinas, las cuales son la fuente primaria de energia en estos

organismos (New, 1976).
2.6 Branquias

El aparato respiratorio de los camarones se encuentra formado por dendobranquias
que se encuentran dentro de las camaras branquiales localizadas en los lados
laterales del cefalotérax. Por medio del movimiento de los pereiopodos el agua es
conducida hacia las dendobranquias donde se lleva acabo el intercambio gaseoso
del biéxido de carbono que contiene la hemolinfa por el oxigeno que se encuentra
en el agua y de ahi es conducido hacia el corazén para su distribucion al resto del
organismo. Otras de las funciones que se llevan a cabo en las branquias son la

excrecion, la osmoregulacion y la fagocitosis (Brock y Main, 1992).

La estructura de las branquias consta de un eje central que se adhiere a la pared
del cefalotérax a través de una estructura tubular, que a su vez se adhiere cerca de
la terminacion ventral del eje central. Las ramificaciones que salen del eje central
son los filamentos primarios que se subdividen a su vez en filamentos secundarios.
En cada division de la branquia se tienen los vasos adyacentes eferentes y
aferentes (Bell y Lightner, 1988).

2.7 Corazon

El corazdn esta localizado en posicion ventral a la cuticula cefalotoracica dorsal y la
epidermis cuticular asociada, y en la parte dorso-posterior del hepatopancreas. Se
encuentra suspendido dentro del pericardio o camara pericardica, por varios
ligamentos suspensorios que lo sujetan en varios puntos. El pericardio protector
rodea al corazén, compuesto por tejido conectivo esponjoso especializado (Bell y

Lightner, 1988). El corazén esta formado por células miocardicas dispuestas en
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bandas, las cuales estan organizadas en haces distintivos tales como el muscularis
frontalis. El arreglo en haces del miocardio da como resultado que el lumen del
corazén esté subdividido en subcamaras (Alday-Sanz, 2010). Los ostiolos que
penetran el epicardio y el miocardio permiten que la hemolinfa pase del pericardio

al lumen de las subcamaras del corazon.

2.8 Intestino

Se considera como un tubo interno que se divide en tres partes: intestino anterior,
que es una estructura con funciones digestivas mecanicas y extracelulares; el
intestino medio que regula los movimientos de lo ingerido dentro del
hepatopancreas donde se lleva a cabo la digestion; y el intestino posterior donde se
realizan los movimientos peristalticos que sirven para expulsar las heces (Morales-
Covarrubias, 2014).

2.9 Organo linfoide

El érgano linfoide forma parte integral del sistema circulatorio. Este 6rgano esta
formado de dos Iébulos distintos cada uno localizado justo en posicidén ventro-lateral
al empalme entre la camara anterior y posterior del estdmago. Los I6ébulos consisten
de una masa basofilica de tubulos anastomorficos, conectandose todos a través de
un solo vaso, la arteria subgastrica, hacia la aorta anterior (Bell y Lightner, 1988).
La funcidén de este 6rgano es filtrar la hemolinfa y eliminar particulas patégenas

circundantes (Alday-Sanz, 2010).

2.10 Glandula antenal

La glandula antenal es el sistema excretor de los camarones, su funcion es similar
a los rifones en los vertebrados. Esta glandula elimina hacia el medio exterior
sustancias de desecho, también participa en la regulacion idnica y osmoreguladora
del organismo. Esta ubicada en la parte anterior al cefalotérax (Bell y Lightner,
1988), formada por un saco que recoge los compuestos a desechar que se abre al
exterior a través de un orificio o nefridioporo situado junto a la base de las antenas

del organismo.
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Corazon linfoide *

Branquias

Figura 5. Vista lateral de la anatomia interna de Litopenaeus vannamei (*Posicion
aproximada del 6rgano).

2.11 Microalgas

Las microalgas constituyen la base de la cadena alimenticia, estos microorganismos
son el principal alimento de especies como ostiones, almejas, también peces y
crustaceos en sus primeras fases de desarrollo. Sin embargo, hay especies de
microalgas que pueden causar dafio a diversos organismos y al ambiente
(Hallegraeff, 1993; Sar et al., 2002; Garate-Lizarraga et al., 2008; Belardi-
Haftallaoni, 2008).

Dentro de las especies que provocan alteraciones se encuentran las que producen
biotoxinas, que de acuerdo con Moestrup y colaboradores (2009), existen 154
especies de microalgas que las producen. Estas biotoxinas son utilizadas por las
microalgas como mecanismos para combatir a depredadores, estrategia para
obtener mas espacio para su desarrollo o contra el crecimiento excesivo de otras
especies (Botana et al., 1996). Las biotoxinas pueden llegar a diversos organismos

por diferentes vias:

1.- Al consumir a las microalgas que las producen.
2.- Cuando se encuentran disueltas en el medio acuatico e ingresan via epitelial.

3.- Por transferencia a través de la cadena alimenticia.
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Estas toxinas se han clasificado de acuerdo a la especie que las origina y por los

efectos o signos clinicos producidos en seres humanos (Tabla 2).

Tabla 2. Sindromes toxicos en humanos y toxinas asociadas. Se presenta el limite maximo
permitido establecido en la legislacién sanitaria y especies productoras de estos
metabolitos. Tomada y modificada de Garcia-Mendoza et al. (2016). UR=Unidades raton,
dosis que mata a un ratén de 20 g en 15 min (Kodama et al., 1990).

) _ _ Limite Efectos en el ser
Sindrome Especie Toxina maximo humano
permitido
Intoxicacion Alexandrium spp., | Saxitoxina y | 800 yg STX | Entumecimiento de cara,
paralizante por Gymnodinium analogos eq/kg cuello, manos, nauseas y
consumo de mariscos catenatum, muerte por paro respiratorio.
Pyrodinium
bahamense
Intoxicacion amnésica | Pseudo-nitzschia | Acido domoico | 20 mg/kg Vomito, diarrea y calambres,
por consumo de spp. desorientacion, vértigo,
mariscos confusién y pérdida temporal
de la memoria.
Intoxicacion diarreica Dinophysis spp. y | Acido 160 Mg | Diarrea, nauseas, vomito, la
por consumo de Prorocentrum spp. | okadaico y | AOeq/kg exposicion crénica promueve
mariscos dinofisistoxina la formacion de tumores en el
s sistema digestivo.
Intoxicacion Karenia brevis Brevetoxinas 20 UR/100 g | Escalofrios, dolor de cabeza,
neurotdxica por debilidad muscular y muerte
consumo de mariscos por paro respiratorio.
Intoxicacién con Azadinium spp. Azaspiracidos | 160 pg/kg
azaspiracidos por
consumo de mariscos
Ciguatera Gambierdiscus Ciguatoxinas 25 UR/100 g | Entumecimiento y temblor de
spp. las manos y pies, vémito y en
casos extremos, muerte por
fallas respiratorias.
No identificado Gonyaulax Yesotoxinas 1 mg/kg
spinifera,
Proroceratium
reticulatum,
Lingulodinium
polyedrum
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Cada uno de los tipos de toxina incluye varios analogos y el limite maximo permitido
de acuerdo con el Codigo Estandar para el Manejo de Moluscos Bivalvos Vivos y
Congelados (CODEX STAND 292-2008, rev. 2015), se expresa como un nivel de
referencia para cada una de ellas (JOINTFAO/WHOO, 2016).

2.12 Toxinas paralizantes

Las toxinas paralizantes (PSP), son un grupo de alcaloides neurotéxicos naturales
conformadas por la saxitoxina (STX) y 57 analogos (Wiese et al., 2010). Son
producidas en el medio marino por dinoflagelados del género Alexandrium, P.
bahamense y G. catenatum; y en aguas dulces por las cianobacterias de los
géneros Anabaena, Cylindrospermopsis, Aphanozimenon, Planktothrix y Lyngbia
(Wiese et al., 2010; Cusick y Sayler, 2013). Estas toxinas son solubles en agua y
termoestables en pH acido (Komada y Ogata, 2008). Pueden clasificarse
estructuralmente en: analogos hidrofébicos no sulfatados, mono-sulfatados,
disulfatados, decarbamioilados y cada uno presenta diferentes niveles de toxicidad
(Wiese et al., 2010). En la figura 6 se muestra la estructura de la saxitoxina y los
analogos producidos por dinoflagelados marinos de acuerdo con Curick y Sayler
(2013).

La cinética y biotransformacién de toxinas paralizantes por moluscos se resumen
en las revisiones hechas por Cembella et al. (1993 y 1994), Oshima (1995a) y Bricelj
y Shumway (1998). Dentro de los procesos de biotransformacion de las toxinas
paralizantes en bivalvos se pueden destacar principalmente los siguientes cuatro

procesos:

1) Epimerizacién de toxinas sulfocarbamoil (cambio de posicion de los grupos R3 y
4), resultando en un equilibrio del grupo a (toxinas C1y C3) y B (toxinas C2 y C4)

en una proporcion de 1:3 en moluscos.

2) Proceso de reduccion por reductantes dentro del sistema digestivo como la

cisteina y el glutation, donde se transforman las gonyautoxinas a STX y neoSTX.
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3) Pérdida del grupo carbamato y sulfocarbamato por accién de enzimas del
molusco 0,
4) Pérdida del dinoflagelado resultando en un incremento de toxinas

decarbamatadas (Figura 7).

Ra
R4
N
H,N N
2
Division Name * R1 R2 R3 R4
5TX H H H CCOMH:
MNeoSTX OH H H (MCOMH:
GTXI1 OH OS50 H CWOOMH:
Carbamate GTX2 H OS50 H CMOOMH:
GTX3 H H 50y (MCOMHS
GTX4 OH H Q504 CWOOMHS
GTX5 (B1) H H H OCONHSD™
GTX6 (B2) OH H H OOONHS™
Cl1 H OS50 H OCONHSD™
MN-sulfocarbamoyl c2 H H 50y OOCOMNHS™
C3 OH OS50 H OOONHS™
4 OH H 504 OCONHSD™
deSTX H H H OH
deNeoSTX OH H H 0OH
deGTX1 OH OS50y H OH
Decarbamoyl de(GTX2 H OS50 H OH
deGTX3 H H 504 0OH
de(GTX4 OH H OS50y OH
doSTX H H H H
Deoxydecarbamoyl do(GTX2 H H 50y H
do(GTM3 H S0 H H

Figura 6. Estructura quimica de la saxitoxina y analogos mas comunes. En el circulo rojo
se encuentra el grupo purina y en el circulo azul los grupos guanidina. Estos ultimos grupos
son fundamentales en la interaccidon con los canales de sodio. *Abreviaciones: STX
saxitoxina; GTX gonyautoxina (tomado de Curick y Sayler, 2013).
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Figura 7. Esquematizacién de los procesos de transformacién de las toxinas paralizantes
en moluscos bivalvos marinos (A) 1. epimerizacion, 2. reduccién, (B) 3. hidrdlisis acida, 4.
hidrélisis enzimatica por dinoflagelados. Cis, cisteina; GLH, glutation; NeoSTX,
neosaxitoxina; STX, saxitoxina; GTX, gonyauotoxina; dc, decarbamoil (Cembella et al.,
1993, 1994; Oshima et al., 1995a; Bricelj y Shumway, 1998 y Wiese et al., 2010).

2.13 Canales de sodio y toxinas PSP
El canal de sodio tiene una estructura compuesta por tres subunidades

denominadas alfa, beta 1 y beta 2 (Figura 8). La estructura funcional corresponde
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Figura 8. Estructura a nivel de subunidades del canal de sodio. Se muestran el arreglo de
las subunidades alfa y beta 1 (peso molecular de 36 kD) y 2 (peso molecular de 33 kD)
como una estructura transmembrana. Dado que la tetrodotoxina (TTX) y la toxina de los
escorpiones (ScTX) se unen a la unidad alfa, estos se muestran en la figura y sirvieron
como marcas moleculares para identificar y purificar los canales de sodio (Beneski y
Catteral, 1980; Hartshorne et al., 1982; Hartshorne y Catteral, 1984). A la izquierda se
muestra la sefial eléctrica de un canal purificado y estabilizado en una bicapa (Hartshorne
et al.,, 1985). S-S, enlace disulfénico. Los simbolos en anaranjado con una P, son las
posibles zonas de fosforilacion por quinasas (tomado de Caterall, 2014).

a la subunidad alfa mientras que las betas sirven como estructuras de adhesion a
la membrana y como moduladores de la cinética y los procesos voltaje-
dependientes de activacion y desactivacion (Isom et al., 1992, 1995; Srinivasan et
al., 1998; Malhotra et al., 2000; Ratcliffe et al., 2000, 2001; Kazarinova-Noyes et al.,
2001; Brackenbury e Isom, 2011).

Para el caso de la estructura primaria, la subunidad alfa, estd se compone de
aproximadamente unos 2000 aminoacidos organizados en 4 dominios homaologos y
cada uno contienen seis segmentos transmembranicos (Figura 9). Los dominios
estan conectados por "lazos" (loops en inglés), de aminoacidos siendo los lazos que
unen los segmentos 5 y 6 de cada dominio los que son responsables de la

selectividad del ion y por lo tanto de permitir u obstruir su ingreso al citoplasma. El
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segmento de inactivacion ("cerrado del canal"), en contraparte, esta ubicado entre

el dominio Ill - segmento 6 y el dominio V segmento 1.
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Figura 9. Estructura primaria de la subunidad alfa del canal de sodio insertado en la
membrana celular. Los cilindros representan los segmentos elipticos alfa y cada 6 de estos
conforman un dominio (DI al DIV). Las P en circulos en rojo son sitios fosforilacién
(modulacion). En verde se muestra la zona del poro y los circulos blancos son la parte
externa (4 aminoacidos de acido glutamicos) e interna (acido aspartico-acido glutamico-
lisina-alanina) del filtro de seleccion de iones. Esta zona del canal es donde actua la
saxitoxina y la tetradotoxina mientras que la toxina de escorpiones beta y alfa) actian en el
lazo 3 y 4 (tomado de Caterall, 2014).

La estructura quimica base de las toxinas paralizantes presenta un par de
guanidinas que son muy importantes en su electro funcionalidad y por lo tanto en
su afinidad por los canales de sodio (Figura 10). Este par de guanidinas le dan un
caracter eléctrico positivo y por lo tanto de mayor afinidad hacia los canales (caso
de la saxitoxina). Sin embargo, la presencia de uno (caso de las gonyautoxinas) o
dos grupos sulfatados (caso de las toxinas tipo B y C), de caracter negativo, pueden
provocar una tendencia a eléctricamente neutralizar la molécula y con esto una
disminucion importante de la afinidad a los canales de sodio y por lo tanto del posible
efecto en el organismo. Esto se ve reflejado claramente en los factores de toxicidad
relativos (FTR) ya que considerando a la molécula madre como un FTR de la unidad,
las gonyautoxinas y las de tipo B y C tienen un FTR de aproximadamente un 50% y

1% menor, respectivamente (Oshima, 1995a,b).

23



2.14 Mecanismos de accion

El mecanismo principal de accién de las toxinas PSP es alterar especificamente el
transporte del ion sodio debido a su capacidad de unirse a la proteina de la
membrana denominada canal de sodio. Los canales de sodio estan regulados por
voltaje y la interaccion de los grupos guanidino de la STX cargados positivamente
con los grupos cargados negativamente en el sitio 1 del canal de sodio inhibe la
conductancia del canal y la transmisién de potenciales de accion eléctrica
generados por la influencia de iones de sodio en la célula. De esta manera bloquean
el poro del canal e inhiben las sefnales eléctricas, llevando a la muerte por paralisis
respiratoria (Wiese et al., 2010; Cusick y Sayler, 2013; Botana et al., 2017) (figura
10). Ademas de bloquear a los canales de sodio, la saxitoxina también interactua

con los canales de calcio y potasio controlados por voltaje (Cusick y Sayler, 2013).
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Figura 10. Mecanismos de accion de toxinas PSP donde se muestra el bloqueo de los
canales de sodio a nivel de membrana celular por las toxinas A) carbamatos y B) N-
sulfocarbamatos (tomado de Hernandez-Orozco y Garate-Lizarraga, 2006).
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2.15 Gymnodinium catenatum

De acuerdo con Moestrup et al. (2009), el grupo de los dinoflagelados posee 87
especies dafinas y dentro de este grupo se encuentra el dinoflagelado desnudo G.
catenatum descrito a partir de una muestra colectada en un florecimiento algal en el
norte del Golfo de California por H. W. Graham en 1943.

Este dinoflagelado posee un surco que se describe como una espiral en descenso,
la cual es desfasada 1/5 del largo de la célula, el sulcus se extiende desde el punto
antapical hasta el apice, la cual esta rodeada por un anillo semicircular apical. Las
células contienen numerosos cloroplastos pirenoides conspiscuos, los nucleos
estan situados en la parte central de la célula. Las células individuales miden de 34
a 65 uym de largo y de 27 a 43 um de ancho; las células en cadenas miden de 23 a
60 um de largo y de 27 a 43 um de ancho, y el tamafno de las células terminales es

similar a las celulas individuales (Taylor et al., 2003).

G. catenatum se ha reportado en Tasmania (McMinn et al., 1997); en el Atlantico
(Fraga et al., 1988); Corea (Park et al., 2004); Mar Caribe (Barbera-Sanchez et al.,
2004); Hong Kong (Songhui y Hodgkiss 2004); sureste del Oceano indico (Rahardjo-
Sidharta y Ahyadi, 2007); Pacifico suroriental (Vargas-Montero et al., 2008) y

Pacifico Norte (Band-Schmidt et al., 2010), entre otras zonas.

Este dinoflagelado es productor de toxinas PSP, del que actualmente se conocen
mas de 50 analogos de saxitoxina (JOINT FAO/WHO, 2016). En México G.
catenatum se ha reportado desde el Golfo de California hasta las costas del estado
de Oaxaca (Cortés-Altamirano et al., 1995; Ronsén-Paulin, 1999; Lopez-Cortés et
al., 2011) en el Golfo de México (Licea et al., 2013; Zamudio et al., 2013; Poot-
Delgado, 2016). Es abundante en los meses de marzo y abril, usualmente cuando
hay un aumento de nutrientes y en aguas con temperaturas entre 18 y 25°C y
salinidades entre 26 y 30 ups (Band-Schmidt et al., 2004, 2010), ha presentado un
aumento en las costas del Pacifico mexicano y ha formado florecimientos algales
en el Golfo de California (Garate-Lizarraga et al., 2004; 2006; Band-Schmidt et al.,

2005.
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Figura 11. Distribucion de G. catenatum (tomada de Anderson et al., 2012)

En diversas partes del mundo, asi como en nuestro pais se han registrado
afectaciones relacionadas con la presencia de toxinas PSP como el trabajo
realizado por Mee et al. (1986), en el que reportan casos de intoxicacion, el deceso
de tres personas por consumo de mariscos contaminados con G. catenatum y la
muerte de mas de 400 peces en Sinaloa. En el trabajo de Saldate-Castafieda y
colaboradores (1991), reportan 99 intoxicados y la muerte de tres de ellas por el
consumo de moluscos en las costas de Oaxaca, siendo las especies Gonyaulax

catenellay G. catenatum las de mayor presencia.

En el trabajo realizado por Martin et al. (2006) determinaron la presencia de las
toxinas PSP en salmones, en langostas y moluscos (Mytilus edulis) de la bahia de
Fundy en Canada durante un florecimiento de Alexandrium fundyense
(dinoflagelado productor de toxinas paralizantes, encontrando en el tejido de
moluscos concentraciones de 180,000 ug STXeq/kg de tejido cantidad por encima
del maximo permisible), para consumo humano (800 pug de STXeq/kg de tejido), por
encima del maximo permisible para consumo humano (Sobrino-Figueroa y
Mudespacher-Ziehl, 2009; Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-005-
SSA 1-2001, de Salud Ambiental).
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En un estudio realizado por Sephton y colaboradores (2007) en la bahia de Fundy,
Canada, determinaron la presencia de una floracion algal del dinoflagelado
productor de toxinas PSP (Alexandrium fundyense) con una densidad mayor a
3x10° cél/L, la cual se relaciond con la mortandad de salmones (Salmo salar) en
cultivo, los cuales presentaron niveles menores de 4 ugSXTeg/100 g en peso
humedo, estos autores sehalan que las toxinas PSP son letales para estos

organismos.

En el trabajo realizado por Fuentes y colaboradores (2008) en los fiordos del norte
de la Region de Aysén en Chile reportaron siete intoxicaciones humanas y un
deceso. Ademas de comportamiento inusual en salmones en cultivos, dafio en las
branquias y mortandad causadas por un florecimiento de Alexandrium catenella

especie productora de toxinas PSP.

Pérez-Linares y colaboradores (2009), realizaron exposiciones agudas (48 h) y
cronicas (45 dias) en camarones determinando que todas las postlarvas expuestas
a una densidad de 108 cél/L de G. catenatum murieron a las 6 horas de exposicion
y al exponer a los camarones a una concentracién de 10* cél/L se presenté el 100%
de mortalidad a las 17 h. En la exposicidon cronica de postlarvas y adultos de
camaron hubo una mortalidad del 42%, ademas de que se detectaron toxinas
paralizantes en todos los tejidos comestibles del camardn y se reportaron dafos
como: lisis en las células del hepatopancreas, disminucion de la densidad en las

fibras cardiacas y células gliales deterioradas.

Pazos-Mandujano en el 2012, realiz6 un trabajo con postlarvas de camaron
exponiéndolas a siete concentraciones de G. catenatum que variaron de 5x10° a
2x108 cél/L, encontrando una mortalidad del 100% en los camarones expuestos a
la concentracion mas alta del dinoflagelado después de 24 h de exposicion a las
toxinas PSP.

Nunez-Vazquez y colaboradores en el 2013, evaluaron la toxicidad de cinco
especies de botetes de los géneros Sporoides y Lagocephalus del litoral de
Campeche. Determinando la presencia de toxinas PSP (decarbomoil gonyautoxina-
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2, 3, gonyautoxina-2 y 3, neosaxitoxina y saxitoxina: dcGTX2, dcGTX3, GTX2,
GTX3, NeoSTX y STX) en los botetes L. laevigatus 'y S. maculatus.

En un florecimiento en el 2015 en la zona sur de San Felipe a Puertecitos en el Golfo
de California, se identificé a G. catenatum en concentraciones de 20,000 cél/L que
ha sido considerado como el florecimiento mas intenso y perjudicial de la historia en
nuestro pais. Durante este evento se reportd la muerte de mas de 17 mil aves y 300
delfines después de consumir sardinas que a su vez se alimentaron de G.

catenatum (Cruz-Aguirre, 2015).
3. Justificacién e importancia

Las toxinas PSP han ocasionado dafos a diversos organismos en el medio natural
como en organismos en cultivo, en seres humanos y en la economia de la region
en diferentes partes del mundo Alonso-Rodriguez y Paez-Osuna 2003; Sephton et
al., 2007; Fuentes et al., 2008; Nufez-Vazquez et al., 2011, reportandose pérdidas
totales en la produccion camaronicola debido a la falta de personal capacitado para
la identificacidon de las especies que las producen y por el desconocimiento de que
las toxinas paralizantes son hidrosolubles, y pueden encontrarse de manera disuelta

en el medio acuatico e intoxicar a los organismos.

Debido a lo anterior el presente estudio esta enfocado en la determinacién de las
alteraciones y la concentracion de las toxinas producidas por G. catenatum en

diversos tejidos de camarones juveniles.

Este trabajo ayudara a entender los efectos de las PSP en el camarén y ayudara a
proponer un diagndstico patoldgico a nivel tisular, que sera de gran utilidad para los
acuicultores, ya que podran conocer las causas de las mortalidades en el cultivo de
camaron en presencia de un florecimiento algal de G. catenatum y con ello iniciar

procesos para un mejor manejo ante esta problematica.
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4. Preguntas de investigacion e hipotesis

¢En qué érganos y tejidos del camaron blanco (Litopenaeus vannamei) se acumulan

las toxinas PSP?

¢, Qué lesiones histopatologicas, en los diferentes 6rganos y tejidos, se producen en

los camarones juveniles cuando son expuestos a toxinas PSP?
5 Objetivo General

Determinar la acumulacién de las toxinas PSP e identificar las lesiones

histopatoldgicas provocadas en varios tejidos de camarones juveniles.

5.1 Objetivos particulares

1.- Determinar el perfil de toxinas PSP de la cepa 62L de G. catenatum.

2.- ldentificar y cuantificar las toxinas acumuladas en los o6rganos y tejidos
(hepatopancreas, musculo, branquias e intestino) de los camarones.

3.- Describir y cuantificar las lesiones histopatoldgicas, posiblemente asociadas a
las toxinas PSP, en diferentes 6rganos y tejidos de los camarones.

4.- Asociar las concentraciones de las toxinas acumuladas en los diferentes érganos

con las lesiones histopatoldgicas presentadas.
6. Materiales y métodos

6.1 Cultivos de microalgas

Se utilizé la cepa 62L de Gymnodinium catenatum aislada de las costas de
Michoacan en el 2005. La cepa se mantuvo en medio de cultivo GSe (Blackburn et
al., 2001) modificado con la adicién de extracto de lombricompostaje (Bustillos-
Guzman et al., 2015). Durante todas las condiciones experimentales los cultivos se
mantuvieron a una temperatura de 24°C + 1°C, salinidad de 34, con una iluminacion

de 150 ymolm2s~' y en un ciclo de luz: oscuridad 12:12.

Se realizaron escalamientos progresivos en la fase exponencial del cultivo desde

tubos de ensaye de 50 mL con 20 mL de medio GSe hasta matraces de 2 L con 1
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L de medio de cultivo. También se utilizd Chaetoceros calcitrans (microalga no
toxica), fue cultivada en medio f/2 (Guillard, 1973), manteniéndose en las mismas
condiciones que el dinoflagelado toxico. Ambas especies se utilizaron en la fase

exponencial de crecimiento.

Para determinar el volumen necesario de las microalgas para la realizacion del
presente trabajo se realizaron conteos celulares de las dos especies utilizando una
camara Sedgewick-Rafter para G. catenatum (1mL) y una camara neubauer para

C. calcitrans (10ul).

Las dimensiones celulares de ambas especies de microalgas se determinaron con
un micrometro 6ptico a 400X (n= 50 cél), y el volumen celular medio de C. calcitrans
(84 um3) y G. catenatum (41,029 um?3) se calculé de acuerdo con las formulas de
forma para un cilindro ovalado (V = 1/ 4 x d1d2h) y un elipsoide rotacional (V = 1/

6 x d2h), respectivamente (Olenina et al., 2006).
6.2 Aclimatacion de los camarones juveniles

Los organismos fueron donados por la empresa Blue Genetic México. Los
camarones fueron puestos en una bolsa de plastico con aireacion en una hielera
para su traslado a las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia del Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas (IPN-CICIMAR), donde se llevé a cabo el
experimento, con el cuidado requerido para evitar en lo posible condiciones de

estrés para los camarones.

En las instalaciones del laboratorio los juveniles fueron aclimatados previamente a
las condiciones requeridas para el experimento a una temperatura de 24 + 1°C,
salinidad de 34, pH 7.5 y fotoperiodo de 12:12 h. Se alimentaron dos veces al dia,
con alimento comercial balanceado con 35% de proteina (Camaronina), la cantidad
de alimento que se suministré a los organismos fue tomando como referencia el

4.8% del peso total de los organismos.
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6.3 Experimento

Se utilizaron juveniles de camaron con un peso promedio de 2.6 £ 0.5 g, previo al

experimento se mantuvieron en ayuno por 24 h.

Las condiciones en que se llevo a cabo el experimento fueron: Aireacion constante
por medio de difusores, se mantuvieron a una temperatura de 24 + 1 °C, salinidad

34 ups y fotoperiodo de 12:12 h.

Se expusieron 10 camarones juveniles (3 organismos/L), a 104, 10° y 106 cél/L de
G. catenatum en contenedores de plastico de 5 L de capacidad, para los
experimentales se colocoé para la concentracion 10% cél/L 0.0111 L de cultivo de G.
catenatum y 3.321 L de agua de mar filtrada, para la concentracién 10° cél/L se
colocé 0.111 L de cultivo de G. catenatumy 3.331 L de agua de mar filtrada y para
la concentracion 108 cél/L se utilizd 1.11 L de G. catenatumy 2.22 L de agua de mar
filtrada. En el control A s6lo se incubo al dinoflagelado en las mismas condiciones
que los experimentales sin los camarones, para determinar la variacion en la
densidad celular. En el control B se colocaron los camarones con Chaetoceros
calcitrans (microalga no toxica) en una concentracion en bio-volumen similar al del
dinoflagelado. En la concentracion de 10 cél/L se coloco 0.00433 L de cultivo de C.
calcitrans, 0.00678 L de medio de cultivo GSe (esto con la finalidad de completar el
mismo volumen que el utilizado de G. catenatum en el experimental) y 3.322 L de
agua de mar filtrada. En la concentracion de 10° cél/L se colocd 0.0433 L de C.
calcitrans, 0.0678 L de medio de cultivo GSe y 3.222 L de agua de mar filtrada y
finalmente para la concentracion 10° cél/L se utilizd 0.434 L de C. calcitrans 0.677
L de medio de cultivo GSe y 2.22 L de agua de mar filtrada (Figura 12). Todos los

tratamientos se realizaron por triplicado.
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Figura 12. Diagrama del bioensayo de la exposicién de camarones juveniles a las toxinas
PSP producidas por G. catenatum.

6.4 Analisis

6.4.1 Comportamiento

Durante el experimento se realizé un monitoreo visual para determinar si los
organismos presentan comportamiento anormal como: Cambio en la coloracién,
nado erratico, nado superficial (barbeo), pérdida en el reflejo de huida (permiten ser

capturados sin ejercer resistencia) y letargia o debilidad (Cuéllar-Anjel 2008a, 2014).
6.4.2 Tasa de ingesta de los dinoflagelados

Para determinar la tasa de ingesta de los camarones sobre los dinoflagelados, se
tomaron alicuotas de 2 mL de cada uno de los tratamientos y de los controles A al

inicio y final del experimento y se fijaron con solucion lugol.

La tasa de ingesta de acuerdo con Bautista, 1994 y Wetzel y Likens. 2000, es
definida como el numero de células consumidas por un organismo en un tiempo
definido y para su calculo se considerd el conteo inicial y final de los tratamientos,
asi como de los controles utilizando la férmula propuesta por Paffenhéfer (1971).

T1=V (Co-Cy)/t*n
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Dénde: T1: Tasa de ingestion (cél/ind/h)

V: Volumen del contenedor (mL)

Co: Concentracion inicial de los dinoflagelados

Ct. Concentracion final de los dinoflagelados (cél/mL)
t: Tiempo (h)

n: Numero de organismos en el contenedor

cél= Células

ind=individuos (camarones)

h= horas

6.4.3 Toxinas paralizantes

6.4.3.1 Extraccion de toxinas de muestras de G. catenatum

Para determinar el perfil de toxinas de G. catenatum, se tomaron tres alicuotas del
cultivo al iniciar los bioensayos, posteriormente se filtraron 50 mL de forma manual,
utilizando filtros Whatman GF/F de 0.7 ym, cada uno de los filtros se colocd en un

tubo eppendorf y se congelaron a -4°C para su analisis posterior.

Los filtros se maceraron y homogenizaron individualmente en 1 mL de acido acético
0.03 N con ayuda de un homogenizador de vidrio manual, enseguida las muestras
fueron filtradas por acrodiscos de fibra de vidrio (25 mm de diametro) para jeringas
colocandose en tubos de centrifuga de 15 mL y se les agreg6é 3 mL de acido acético

0.03 N. Posteriormente las muestras fueron colocadas en bafio Maria por 12 h.

75 pL de cada muestra de derivatizaron agregando 18.5 pL de acido hidroclorhidrico
al 1.0 N. Las muestras se calentaron por 15 min a 90°C con la finalidad de convertir
las toxinas N-sulfocarbamatadas a sus toxinas carbamatadas correspondientes. Se
enfriaron las muestras a temperatura ambiente y se neutralizaron con 37.5 uL de
acetato de sodio 1 N. Las muestras hidrolizadas asi como los no hidrolizadas fueron

congeladas 20°C hasta su analisis.
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6.4.3.2 Extraccion de toxinas de tejidos de camardn

Siete organismos de cada condicién experimental (camarones expuestos a las
diversas concentraciones y los controles) se disectaron separando las branquias,
intestino, musculo y hepatopancreas. Cada lote de tejidos de cada condicion
experimental se colocoé en un tubo eppendorf previamente pesado. Después de
poner el tejido se volvieron a pesar con la finalidad de obtener el peso de los tejidos,
por la diferencia de peso, posteriormente los viales se congelaron a -40 °C hasta la

extraccion de toxinas.

Para la extraccion, en el caso de los tejidos de hepatopancreas, branquias e
intestino, a cada muestra se le agrego 2 mL de acido acético (0.03 N), se maceré
en un homogenizador eléctrico Fast-Prep 24 5G por 2 min. Se recupero el extracto
y nuevamente se le adicion6 2 mL de acido acético para asegurar una mayor
recuperacion de toxinas. El extracto se filtré a través de acrodiscos de fibra de vidrio
(25 mm de diametro) para jeringas. El extracto se liofilizé y se congelo hasta su
inyeccion en el HPLC-FLD. En el caso de las muestras de musculo, se procesaron
de igual manera que el resto de los tejidos a excepcion de que fueron maceradas
manualmente. Todas las muestras liofilizadas fueron guardadas en el congelador

hasta su re-suspensién para analisis en HPLC-FLD.

Para el analisis de las toxinas en el cromatografo cada muestra se re-suspendio en
400 pL de acido acético 0.03 N y se derivatizaron como se hizo con las muestras

de los filtros.
6.4.3.3 Analisis de toxinas paralizantes por HPLC-FLD

Las muestras de cultivos de G. catenatum y de los diversos tejidos de camarén se
inyectaron a un cromatégrafo de liquidos (Infinity 1260 Il) en corridas independientes
para la identificacion y cuantificacion de las toxinas PSP (Hummer et al., 1997,
modificado por Yu et al., 1998). En todos los casos se inyectaron 100 yL de muestra.
Las toxinas PSP se detectaron utilizando una longitud de onda de excitacién de 333

nm y una emision de 390 nm.
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El procesamiento en el HPLC-FLD se compone de dos fases. La primera es la fase
estacionaria que consiste en una columna Luna 5um RP-C18 (250 mm x 4.6 mm),
Phenomenex y la segunda es la fase movil que consistid en formar un gradiente de

solventes consistente en:

Solucion A: 98.5% de 11 mM &acido octanesulfénico (sal sddica) + 40 mM acido

fosforico, ajustado a un pH de 6.9 con NHs + 1.5% tetrahidrofurano.

Solucion B: 83.5% de 11 mM &acido octanesulfénico (sal sddica) + 40 mM acido
fosférico, ajustado a un pH de 6.9 con NHs + 15.0% acetonitrilio + 1.5%

tetrahidrofurano.

Solucion C: 98.5% de 40 mM &cido fosforico, ajustado a un pH de 6.9 con NH3 +

1.5% tetrahidrofurano.

Con el siguiente gradiente (tiempo en minutos):

Tiempo A (%) | B(%) | C(%) | Flujo (mL/min)
0.0 50 0 50 1.0
10.0 50 0 50 1.0
12.0 0 100 0 1.0
35.0 0 100 0 1.0
36.0 100 0 0 1.0
47.0 100 0 0 1.0
48.0 50 0 50 1.0
57.0 50 0 50 1.0

Para incrementar la fluorescencia de los analogos se utilizé una bobina de reaccion
y una solucién de oxidacién (10.0 mM de acido periddico con 550 mM de NH3) a un
flujo de 0.3 mL/min y una solucién de acidificacion (acido nitrico 1.0 M) a un flujo de
0.4 mL/min.
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La identificacion y cuantificacion de cada analogo se hizo considerando los tiempos
de elucion y los factores de respuesta de acuerdo a Hernandez-Sandoval (2009),
comparando los tiempos de retencion de las muestras y por co-elucién con
estandares comerciales de saxitoxina (STX), Neosaxitoxina (neoSTX),
gonyautoxinas-1, 4 (GTX 1, 4), decarbamoilsaxitoxina  (dcSTX),
decarbamoilgonyautoxinas-2, 3 (dc GTX 2, 3) y N-sulfocarbamoil-11-hydrosulfato
(C1y C2) obtenidas del National Research Council Canada, Halifax, NS, Canada.

6.4.3.4 Analisis estadisticos de toxinas

Los analisis estadisticos que se aplicaron fueron: Estadistica descriptiva en la
toxicidad de G. catenatum. Se realiz6 un analisis de varianza de una via en el
programa Statistica 8.0, para determinar el perfil de toxinas de G. catenatum y
determinar las diferencias entre los tratamiento y los tejidos de los camarones
juveniles. Se realizé una prueba T-Student para determinar diferencia significativa

de los conteos celulares entre las concentraciones y los controles.

Detector de
fluorescencia

Automuestreador

-

oo

Gradiente de la bomba

Procesamiento
de datos

Columna de fase reversible

A1:  Solucion1

A2: Solucion2

A3: Solucién3

A4:  Solucion oxidante
A5:  Soluciénacida

Figura 13. Esquema del equipo de HPLC-FLD (Infinity 1260 Il), se compone de una fase
estacionaria y una fase movil.
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6.5 Lesiones histopatoldgicas

Tres organismos de cada contenedor (9 organismos de cada condicidon
experimental y 9 del control A) a las 12 h, fueron inyectados con la solucion de
Davidson (Bell y Lightner, 1988) en el hepatopancreas, cefalotérax, musculo y se
colocaron en la misma solucion Davidson por 24 h (Hwang et al., 1989).
Considerando que la autolisis inicia rapidamente en los camarones provocando
pérdida de las estructuras tisulares y destruccion de los o6rganos es de gran
importancia que los organismos mueran por el efecto de la inyeccion del fijador. De
acuerdo con Cuéllar-Anjel (2014) el hepatopancreas es el érgano mas susceptible

a este proceso post-mortem por la accion de las enzimas digestivas.

Posteriormente los tejidos de los camarones fueron deshidratados en una serie
ascendente de etanol (70% a 100%), aclarados con xileno, e infiltrados en parafina
en un procesador automatico de tejidos LEICA ASP200S. Enseguida se incluyeron
en parafina liquida a 62°C enfriado a -5°C en un centro de inclusién LEICA
EG1150H y EG1150C. Se realizaron cortes histologicos de 4 ym de espesor en un
micrétomo de rotacion LEICA RM2155, colocados en portaobjetos. Se hicieron 5
cortes en serie de cada muestra. Los tejidos fueron tefidos con Hematoxilina de
Harris-eosina en un tenidor automatico LEICA ST5020 y montados en resina
sintética con cubreobjetos (Lightner, 1996). Finalmente, las preparaciones
histolégicas fueron observadas bajo el microscopio 6ptico compuesto OLYMPUS
BX41 con obijetivos 4, 10, 20, 40 y 100x.

6.5.1 Evaluacion descriptiva, semi-cuantitativa y cuantitativa de
lesiones:

La evaluacién de los dafios y/o alteraciones estructurales en los érganos y tejidos
de los camarones juveniles provocados por las toxinas PSP se realizé de la

siguiente manera:
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6.5.1.1 Descriptiva

En base a la descripcion histolégica de camarones sanos por Bell y Lightner (1988),
se describieron las lesiones histopatolégicas observadas en hepatopancreas
musculo, glandula antenal y corazén de los camarones juveniles expuestos a las
toxinas PSP producidas por G. catenatum, con imagenes digitalizadas de 4, 10, 20,
40 y 100x.

6.5.1.2 Semi-cuantitativa

La evaluacidon semi-cuantitativa se llevo a cabo utilizando imagenes de los tejidos,
obtenidas mediante un sistema de analisis digital de imagenes (Image Pro Premier
v.9.0), registraron los dafios en el sistema nervioso como el edema, infiltracion de

hemocitos y ruptura en fibras del cordon nervioso central que une los ganglios.

En el hepatopancreas se registré la atrofia y la necrosis, en el 6rgano linfoide se
evalu6 el edema y pérdida de la estructura del 6rgano, la atrofia de la glandula
antenal y vacuolizacion. Esto se llevd a cabo considerando diversas areas de cada
organo, en base a la siguiente tabla que consiste en darle un valor numérico al nivel
de dafios y/o alteraciones en los 6rganos y tejidos de los camarones juveniles de
acuerdo al grado de afectacion provocado por las toxinas PSP.

Tabla 3. Guia general para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad al dafio

considerado para cada 6rgano (tomado de Lightner, 1996 y adaptado para el presente
trabajo).

Grado Danos y/o alteraciones
0 No presenta alteraciones en los tejidos
1 Presencia minima de alteraciones en los tejidos
2 Presencia media de alteraciones en los tejidos
3 Presencia alta de alteraciones en los tejidos
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La prevalencia de los danos y/o alteraciones fue determinada de acuerdo a lo

propuesto y modificado de Bush et al. (1997) por medio de la siguiente ecuacion:

No de campos con presencia de dafio

Prevalencia = X 100
No de campos observados

6.5.1.3 Cuantitativa

El tamafo de las células B y F del hepatopancreas se determin6 usando un sistema
de analisis digital de imagenes que consta de un microscopio optico compuesto de
campo claro y contraste de fases OLYMPUS BX45 y una camara clara Nikon Digital
Sight DS-Ri1, utilizando el Sistema Image Pro Premier (v. 9.0). Las mediciones se
hicieron en imagenes a 40x a partir de tres secciones diferentes de cada muestra,
midiendo la altura desde la region basal (en contacto con la membrana basal) hasta
la region apical (borde libre) donde se localiza el lumen, expresandose el tamafio

de las células epiteliales en micras lineales.

El area ocupada por el musculo se determiné en imagenes a 40x a partir de cinco
secciones diferentes de cada muestra. El analisis de imagenes se basa en la
intensidad del color especifico del tejido del musculo y el tejido conectivo, se calcula

automaticamente en pixeles y se expresa en micras cuadradas.
El area de cobertura del musculo (ACM) se calculé como:
ACM= (SAC) (AT) X 100.

Donde ACM es el area de cobertura del musculo, SAC es la suma de areas de
cobertura del color especifico del tejido muscular con tincion Hematoxilina-eosina
en 5imagenes a 40x, expresado en niumero de pixeles normalizados por area (um?),
AT es la suma del area total de las 5 imagenes, expresada en um? (Rodriguez-
Jaramillo et al., 2008).

El area de cobertura de los filamentos branquiales (ACB), se determiné de la

siguiente manera:
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ACB= (SAC) (AT) X 100

Donde ACB es el area de cobertura de los filamentos branquiales, SAC es la suma
de areas de cobertura del color especifico del tejido branquial con tincidon
Hematoxilina-eosina en 5 imagenes a 40x, expresado en numero de pixeles
normalizados por area (um?), AT es la suma del area total de las 5 imagenes,
expresada en nimero de pixeles normalizados por area (um?) (Rodriguez-Jaramillo
et al., 2008). La cuantificacion de los filamentos branquiales fusionados se realizé

analizando tres areas de cada muestra en imagenes de 20x.

6.5.2 Analisis estadisticos de variables histologicas cualitativas y

cuantitativas

La normalidad de los datos de histologia se verificé con la prueba Shapiro Wilk, y la
homogeneidad de varianza se determind utilizando la prueba Levene. Los datos se
compararon por analisis de varianza (ANOVA) unifactorial considerando como
factores las concentraciones 104, 10°y 10° cél/L de toxinas PSP, donde las variables
de respuesta fueron la necrosis en el hepatopancreas, la altura de las células By F
del hepatopancreas, el area de cobertura del musculo y el area de cobertura de los
filamentos branquiales. Un valor de p<0.05 fue considerado como estadisticamente
significativo. En los casos donde se encontraron diferencias significativas se realizé
un analisis a posteriori de comparacion de medias, utilizando la prueba de Tukey
HSD. Todos los analisis se realizaron con el software Statistica 8.0 (StatSoft inc.,
Tulsa, UK).
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7. Resultados

7.1 Sobrevivencia

En los organismos en el tratamiento control, asi como en los organismos expuestos
a las concentraciones 10* y 10° cél/L de G. catenatum hubo una sobrevivencia del
100% sin embargo, en los juveniles expuestos a la densidad mayor de 10° cél/L la
sobrevivencia fue del 83.33%, presentdndose muerte de los juveniles después de

las 8 h de iniciada la exposicion a las toxinas PSP, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Sobrevivencia de los camarones expuestos a las concentraciones 104, 10° y 108
cél/L de G. catenatum.

Concentraciones

104 cél/L 108 cél/L 108 cél/L
Tiempo h Sobrevivencia (%)
0-2 100 100 100
2-4 100 100 100
4-6 100 100 100
6-8 100 100 93
8-10 100 100 86
10-12 100 100 83

7.2 Comportamiento

Los organismos de los controles al igual que los juveniles expuestos a la
concentracion mas baja de G. catenatum, presentaron un comportamiento normal
en todo el experimento, mostrando respuesta inmediata a los cambios de luz y de
movimiento. Sin embargo, los camarones que se encontraban en la concentracién

106 cél/L de G. catenatum, a la primera hora de exposicion mostraron un
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comportamiento normal, posteriormente a las dos horas de exposicién a las toxinas
PSP los organismos presentaron mayor actividad (signo clinico posiblemente
asociados a danos por toxicidad), posteriormente algunos camarones mostraron
comportamiento anormal como nado erratico y pérdida del equilibrio como se
describe en la tabla 4. Es importante mencionar que en las ultimas dos horas todos
los organismos de la concentracion mas alta permanecian muy cerca de los

aireadores, sin movimiento.

Los resultados de la concentracion de dinoflagelados entre los tratamientos y los
controles no fueron diferentes ya que en el caso de las concentraciones de 10% y
10° cél/L no se encontraron células al final del experimento. Para el caso de la
concentracion del tratamiento de 10° se encontraron al final del experimento 283.3
1 50.6 cel/mly en los controles (259.5 £ 10 cel/ml). No hubo diferencias significativas
entre las concentraciones experimentales y las de control (t test = 0.05) por lo tanto

asumimos que no hubo ingesta de dinoflagelados por los camarones.
7.3 Perfil de toxinas de la cepa 62L de G. catenatum

Los analogos presentes en la cepa 62L de G. catenatum fueron 10: gonyautoxina
2, gonyautoxina 3, decarbamoil saxitoxina, decarbamoil Neosaxitoxina, decarbamoil
gonyautoxina 2, decarbamoil gonyautoxina 3 y del grupo de las toxinas
sulfocarbamoil hubo B1, B2, C1y C2 (Figura 14).

La contribucion de cada uno de estos analogos en peso se encuentra en la figura
30 donde se puede observar que los analogos que presentan un mayor peso fueron:
C2 con 55.96 ng/g y B2 con 39.91 ng/g. Por otra parte, los analogos C2 con 31.51%
y B2 con 25.62% fueron los de mayor porcentaje molar (Figura 15). Considerando
la suma del peso y su toxicidad relativa se considera que tienen una toxicidad celular
de 0.021 ng de STXeq/g. La cepa 62L presenté una toxicidad de 20.86 pg STXeq/cél
y un peso de toxinas de 153.83 pg/cél.
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Figura 14. Peso (ng/g) de los analogos Figura 15. Porcentaje molar de los
en la cepa 62L de G. catenatum analogos de la cepa 62L de G. catenatum

7.4 Toxinas en tejidos de camaron
7.4.1 Tratamiento10* cél/L de G. catenatum

7.4.1.1 Concentracion de toxinas

Los resultados de los analogos de toxinas paralizantes encontradas en los diversos
tejidos del camardn se muestran en la tabla 5. Para el caso del hepatopancreas, la
dcGTX3 con 310.12 ng/g fue la que obtuvo una mayor concentracién seguida de la
GTX2 (177.51 ng/g), la dcGTX2 también fue un analogo abundante presentando
una concentracion de 143.85 ng/g. En el musculo las toxinas dcGTX2 y 3 son las
mas abundantes, alcanzando concentraciones de 29.82 y 23.39 ng/g
respectivamente. En las branquias se ve una mayor concentracién de los analogos
B2 y C2 con concentraciones de 205.64 y 46.43 ng/g de tejido, respectivamente. En
el intestino, se registré una mayor concentracion de los analogos B2 y dcNEO con

una concentracion de 418.72 y 142.87 ng/g, respectivamente.

En términos de la concentracion total el hepatopancreas fue el tejido con la mayor
concentracion de toxinas con 873.50 ng/g, seguido del intestino (632.10 + 671.85),
branquias (268.15 + 397.27) y el musculo (79.02 + 5.99). Las variaciones de las
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desviaciones estandar (Ds), muestran una gran variaciéon entre muestras en casi

todos los analogos (Tabla 6).

En cuanto a la toxicidad total expresada en nanogramos de saxitoxina equivalente
por gramo (ng STXeq/g), el hepatopancreas fue el tejido que presentd la mayor
toxicidad (468.39) seguido del intestino (72.25), musculo (46.06), y branquias
(12.19) (Tabla 7).

Tabla 5. Concentracién (ng/g) de los analogos de toxinas paralizantes en los diferentes

tejidos analizados en el tratamiento de 10" cél/L de G. catenatum. Decarbamoil saxitoxina
(dcSTX), decarbamoil neosaxitoxina (dcNEO), gonyautoxina 2 y 3 (GTX 2 y 3), toxina tipo
B1 (B1), toxina tipo B2 (B2), toxina tipo C2 (C2). Desviacion estandar en italicas.

GTX2 GTX3 decSTX dcNEO dcGTX2 dcGTX3 B1 B2 C2
| HP 17751 | 91.79 | 23.65 996 | 143.85 | 31012 [0.13| 80.54 |35.95
4845 | 81.75 | 17.78 9.07 | 108.15 | 269.74 |0.12| 32.79 | 32.57
| Musculo 8.91 3.07 4.9 3.54 29.82 23.39 0 492 | 047
3.8 3.15 1.14 6.14 6.95 22.35 0 437 | 0.81
| Branquias | 2.31 0.47 0.37 8.13 227 1.96 [0.56 | 205.64 | 46.43
1.96 0.82 0.14 7.36 0.86 0.74 10.48| 356.19 | 40.16
[ Intestino 0 4.45 091 |14287 | 552 3.61 [2.51| 418.72 | 53.52
0 4.09 0.58 58.2 3.5 1.77 |14.35| 725.25 | 49.17

Tabla 6. Concentracion total (ng/g) de toxinas paralizantes en los diferentes tejidos
analizados en el tratamiento de 10" cél/L de G. catenatum. Desviacion estandar (SD).

Tejido ng/g SD
HP 873.5 428.24

Musculo 79.02 5.99
Branquias 268.2 397.27
Intestino 632.1 671.85
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Tabla 7. Toxicidad total en (ng STXeq/g) en los diferentes tejidos analizados en el
tratamiento de 10" cél/L de G. catenatum. Desviacion estandar (SD).

Tejido ngSTXeq/g SD
HP 468.39 326.39
Musculo 46.06 11.06

Branquias 12.19 5.75
Intestino 72.25 23.75

7.4.1.2 Concentracidon molar de toxinas

En los tejidos del hepatopancreas y del musculo se ve claramente el predominio de

las dcGTX2, 3y la GTX2 que contribuyeron entre el 60 y 75% del total de las toxinas.

También se presentaron las toxinas sulfocarbamoiladas pero en un porcentaje

menor. En las branquias las toxinas B2 (28%) y C2 (36%), fueron las que tuvieron

un mayor porcentaje molar, seguidas por las decarbamoiladas. En el caso del

intestino también se observaron estos analogos, aunque la dcNEO representd mas

del 50% del total (Figura 16).

Si agrupamos estos analogos por su estructura quimica, en el hepatopancreas y

musculo la contribucidn mas abundante fue de los analogos carbamoilados y

decarbamoilados (Figuras 17a-d) mientras que el grupo sulfocarbamoil represento

el mayor porcentaje molar en las branquias e intestino.
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Figura 16. Variacion en el porcentaje molar de los diversos analogos de toxinas
paralizantes en hepatopancreas del tratamiento de 10* cél/L de G. catenatum. decarbamoil
saxitoxina (dcSTX), decarbamoil gonyautoxinas (dcGTX2 y 3), decarbamoil neosaxitoxina
(dcNEO), gonyautoxina 2 y 3 (GTX 2 y 3), toxina tipo B 1 (B1), toxina tipo B2 (B2), toxina
tipo C2 (C2).
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Figura 17. a, b, ¢ y d. Concentracion molar (%) de los diversos analogos agrupados de
toxinas paralizantes hepatopancreas (A), musculo (B), branquias (C) e intestino (D), en el
tratamiento de 10* cél/L de G. catenatum. Los analogos agrupados son: GTX2 + 3 (GTX),
decarbamoil neosaxitoxina (dcNEO) + decarbamoil saxitoxina (dc), y toxina tipos B + C
(ByC). La linea vertical representa la desviacion estandar.

7.4.2 Tratamiento 10° cél/L de G. catenatum

En cuanto a la identificacién y cuantificacién de toxinas en los tejidos de los
organismos expuestos a la concentracién 10° cél/lL no fue posible obtener

resultados, debido a problemas en el analisis por HPLC-FLD de las muestras.
7.4.3 Tratamiento de 10° cél/L de G. catenatum

7.4.3.1 Concentracion de toxinas

La concentracion de los analogos de las toxinas paralizantes en los diferentes
tejidos de los camarones expuestos a G. catenatum se encuentran en la tabla 8. En
el hepatopancreas los analogos que presentaron una mayor concentracion fueron
la dcGTX3 (824.64 ng/g) y la GTX3 (813.65 ng/g). En el musculo la dcGTX2 fue la
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de mayor concentracion con 83.69 ng/g, seguida de la dcGTX3 con 28.46 ng/g. En
las branquias se observa una mayor concentracion de las toxinas B2 (32.56 ng/g) y
C2 (170.92 ng/g). En cuanto al intestino presenté una mayor concentracion de los

analogos B2 y C2, con 1453.69 y 1694.17 ng/g, respectivamente.

Considerando la concentracion total de toxinas el hepatopancreas fue el tejido que
presentd la mayor concentracion de 3285.33 £ 1623.20 ng/g, seguido del intestino
con (3159.84 ng/g), en las branquias hubo una concentracion de 222.56 + 228.48
ng/g y en el musculo hubo una concentracion de 147.05 + 35.69 ng/g (tabla 9). De
igual manera que en la concentracién anterior el hepatopancreas fue el tejido que
presentd la mayor toxicidad total, seguido del intestino, el musculo y las branquias
(Tabla 10).

Tabla 8. Concentracion (ng/g) de analogos de toxinas paralizantes en tejidos de camardn
expuestos a 10° cél/L de G. catenatum. decarbamoil saxitoxina (dcSTX), decarbamoil

neosaxitoxina (dcNEO), gonyautoxina 2 y 3 (GTX 2 y 3), toxina tipo B 1 (B1), toxina tipo B
2 (B2), toxina tipo C2 (C2). Desviacion estandar en italicas.

GTX2 GTX3 dcSTX dcNEO decGTX2 dcGTX3 B1 B2 Cc2

| HP 433.071813.65| 9744 | 5844 | 5927 | 824.64 | 0.69 | 169.65 0
319.421494.59| 2295 | 40.55 | 139.58 | 240.91 | 0.52 | 121.31 0

| Musculo 568 | 234 | 1376 | 3.04 83.69 28.46 0 10.09 0
4.92 | 0.58 7.65 2.64 46.5 26.09 0 1.72 0
|Branquias 1.76 2.3 0.32 5.14 1.92 353 |[411| 3256 | 170.92
085 | 1.71 0.28 8.91 1.68 24 6.69 | 56.39 | 243.88
|Intestin0 5.79 | 6.83 1.14 | 100.5 6.92 5.52 10.8 |1453.69 | 1694.17
283 | 299 026 | 44.74 1.6 2.03 7.04 | 1583.7 | 393.75

Tabla 9. Concentracion total de toxinas paralizantes (ng/g) en tejidos de camardn expuestos
a 108 cél/L de G. catenatum. Desviacion estandar (SD).

Tejido ng/g SD
HP 3285.3 1623.2
Musculo 147.05 35.69
Branquias 222.56 228.48
Intestino 3159.2 1173.5
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Tabla 10. Toxicidad total en nanogramos de saxitoxina equivalente por gramo (ng STXeq/qg)
en los diferentes tejidos analizados en el tratamiento de 106 cél/L. de G. catenatum.
Desviacién estandar (SD)

Tejido ng STXeq/g SD
HP 1755 559.43
Musculo 87.52 19.47
Branquias 25.56 27.22
Intestino 225.9 38.14

7.4.3.2 Concentracion molar

En el hepatopancreas la toxina dcGTX3 fue la de mayor abundancia con 28.97 y
GTX3 con 22.55 del % molar. En el musculo las toxinas dcGTX2 y dcGTX3 con
52.96% y 21.62% fueron las mas abundantes, respectivamente. Por otra parte, en
las branquias los analogos B2 y C2 tuvieron un mayor porcentaje molar con 23.15
y 60.99% respectivamente. De igual manera en el intestino los analogos B2 y C2
fueron los que mostraron un mayor porcentaje molar de 355 y 57.68,

respectivamente (Figura 18).

Al agrupar estos analogos por su estructura quimica, se ve claramente el predominio
del grupo de los carbamoilados y sulfocarbamoilados en los tejidos del
hepatopancreas, asi como del musculo, sin embargo en las branquias e intestino
son los grupos carbamoilados y decarbamoilados los que representan un mayor

porcentaje molar (Figuras 19a-d).
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Figura 18. Variacién en el porcentaje molar de los diversos andlogos de toxinas
paralizantes en hepatopancreas del tratamiento de 10° cél/L de G. catenatum. decarbamoil
neosaxitoxina (dcSTX), decarbamoil gonyautoxinas (dcGTX2 vy 3), decarbamoil
neosaxitoxina (AcNEO), gonyautoxina 2 y 3 (GTX 2 y 3), toxina tipo B 1 (B1), toxina tipo B2
(B2), toxina tipo C2 (C2).
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Figura 19 (a, b, c y d). Concentracion molar (%) de los diversos analogos agrupados de
toxinas paralizantes en hepatopancreas (A), musculo (B), branquias (C) e intestino (D) en
el tratamiento de 108 cél/L de G. catenatum. Los analogos agrupados son: GTX2 + 3 (GTX),
decarbamoil neosaxitoxina + decarbamoil saxitoxina (dc), y toxina tipos B + C (ByC). La
linea vertical representa la desviacién estandar.

Al realizar una comparacion de los grupos: GTX2 + 3 (GTX), decarbamoill
neosaxitoxina + decarbamoil saxitoxina (dc), y toxina tipos B + C (ByC)
considerando el porcentaje molar de las concentraciones 104 y 10° cél/L en los
tejidos hepatopancreas (H), musculo (M), branquias (B) e intestino (I), se observaron
diferencias significativa para GTX p=0.000391, dc p=0.0005 y ByC p=0.0001. Las
letras minusculas indican las diferencias entre los grupos de toxinas en los tejidos,
siendo significativamente diferentes el grupo homogéneo (a) para GTX en
hepatopancreas en 10° cél/L, con respecto al grupo homogéneo (c) en musculo,
intestino, branquias en 108 cél/L, e intestino 10 cél/L. No existiendo diferencias
significativas en los grupos homogéneos (ab) de hepatopancreas 10* cél/L, grupo
(abc) de musculo 104 cél/L, y grupo homogéneo (bc) de branquias 104 cél/L. Para el

grupo de toxinas dc se encontraron diferencias significativas entre el grupo
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homogéneo (a) de musculo 10* y 108 cél/L, con respecto al grupo homogéneo (b)
de branquias 10* y 108 cél/L e intestino 10° cél/L. No existiendo diferencias
significativas entre los anteriores y el grupo (ab) de intestino 10* y hepatopancreas
10% y 108 cél/L. En cuanto al grupo de toxinas ByC se encontraron diferencias
significativas entre el grupo homogéneo (a) de intestino y branquias de 108 cél/L con
respecto al grupo homogéneo (c) representado por hepatopancreas asi como
musculo 10* y 108 cél/L. No existiendo diferencias significativas de los grupos
anteriores con respecto al grupo (ab) de branquias10* cél/L y el grupo homogéneo
(abc) de intestino 10% cél/L, asi como con respecto al grupo (bc) de hepatopancreas
104 cél/L (Figura 20).

Grupos de toxinas
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Figura 20. Variacién de la concentracion molar de los analogos agrupados de toxinas
paralizantes GTX2 + 3 (GTX), decarbamoil neosaxitoxina + decarbamoil saxitoxina (dc), y
toxina tipos B + C (ByC) en hepatopancreas (H), musculo (M), branquias (B) e intestino (1)
de las concentraciones 10* y 10° cél/L. Los datos fueron analizados usando las
concentraciones de G. catenatum por tejido como factor y la concentracion molar (%) de
los grupos de toxinas como variables dependientes en un ANOVA unifactorial (n=24). Las
letras individuales indican diferencias significativas entre medias (post hoc de Tukey) y las
letras en grupo indican que no hubo diferencias significativas.
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7.5 Resultados histopatologicos
7.5.1 Sistema nervioso

En las lesiones histopatoldgicas observadas en el sistema nervioso de los
camarones juveniles se encontré6 edema grado 1 en el 90% de los tejidos de los
camarones expuestos a la concentracion de 10* cél/L, infiltracion de hemocitos
grado 1 en el 77% de los ganglios, asi como separacion del corddn nervioso ventral
de las células gigantes grado de severidad 1 en algunos organismos, por lo cual al
presentar grado 1 de severidad indica que si hubo presencia de dafios sin embargo

fue minima.

En los tejidos de los camarones expuestos a la concentracién de 10° cél/L se
identifico edema grado 1 y 2 en el 100% de los tejidos observados, infiltracion
hemocitica grado 1 en el 100% de las muestras y separacion del cordén nervioso

ventral de las células gigantes en el 100% de los organismos con grado 2.

También se determin6é edema en el 100% de las muestras de los organismos
expuestos a la concentracion de 10° cél/L de G. catenatum con grados 2 y 3. La
infiltracion hemocitica se manifesté en el 100% de los tejidos con grado 1 y
separacion del cordén nervioso ventral de las células gigantes en el 100% de los
organismos con grado 3. En la figura 21 se puede observar que en los organismos
expuestos a las tres concentraciones de G. catenatum se presento infiltracion
hemocitica en el ganglio supraesofagico de los juveniles de camaron. Todos los
organismos expuestos al dinoflagelado toxico presentaron edema como se muestra
en la figura 22. En cuanto a los dafnos en el cordén nervioso central se observa
ruptura de la conexion entre las células gigantes y el cordon nervioso central como

se indica en la figura 23.

Por otra parte, se observo la presencia de eosinofilia atipica marcada entre las
células del cordon nervioso central en el 1% de los tejidos expuestos a la

concentracion mas alta del dinoflagelado toxico.
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Figura 21. Corte histolégico transversal del ganglio supraesofagico de L. vannamei
expuesto a células de G. catenatum A) Control, tejido del neuropilo normal; B)
Concentracion 10* cél/L; C) Concentracion 10° cél/L; D) Concentracion 108 cél/L, infiltracion
hemocitica (h). Tincion H&E (100x).
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Figura 22. Corte histoldgico transversal del cordon nervioso central compuesto por fibras
sensoriales de L. vannamei expuesto a células de G. catenatum A) Control, fibras del tejido
conectivo circumesofagico normales; B) Concentracién 10* cél/L; C) Concentracion 10°
cél/L; D) Concentracion 108 cél/L, edema (e). Tincién H&E (100x).
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Figura 23. Corte histolégico de ganglios supraesofagicos de L. vannamei expuesto a
células de G. catenatum. A) Control, ganglio segmental normal, las células y cordén
nervioso central que interconecta a los ganglios normales; B) Concentracién 10* cél/L,
normal; C) Concentracién 10° cél/L; D) Concentracién 10° cél/L, edema (e), ruptura de
conexion entre las células gigantes y el corddn nervioso central (r). Tincion H&E (100x).

7.5.2 Hepatopancreas

El 100% de los organismos expuestos a las tres concentraciones presentaron
alteraciones en los tejidos de este 6rgano, identificandose la presencia de necrosis
(nucleos picndticos), delaminacion de tubulos, atrofia y desprendimiento celular. Se
cuantificod la necrosis considerando el area de cobertura de la lesion y la altura de
las células b y f como evidencia de dafio en el tejido. Los resultados nos indican que
hubo una relacién directa entre la presencia de necrosis y la concentracion de

células de G. catenatum (Figura 24) se obtuvieron diferencias significativas
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(P=0.000391) entre dos de las concentraciones, siendo mayor la necrosis en la
concentracion 108 que en la menor 10% cél/L.

Se presentd una disminucién del tamafo de las células B comparadas con los
controles y los experimentales como se observa en las figuras 25, se obtuvieron
diferencias significativas (P=0.000018) siendo mayor la altura de las células B del
control (20.62 +0.42 um) y menor la altura en las tres concentraciones104 cél/L
(17.44 £0.94pm) 10° cél/L (15.91% 1.21um), 10° cél/L (15.23 +1.48um). También se
presentd una disminucion del tamaio o altura de las células F comparadas con los
controles y los experimentales como se observa en la figura 26, se obtuvieron
diferencias significativas (P=0.000860), siendo mayor la altura del control (11.42 +
0.56um) y menor la de la concentracion 10° cél/L (7.83 £ 0.27 um).

Las alteraciones histopatologicas en el hepatopancreas de los juveniles como
atrofia y necrosis se pueden observar en las figuras 27 y 28 en esta ultima, se puede
observar el dafio severo que se presentaron en los organismos expuestos a la

concentracion mas alta.

Grado de necrosis
o = N w
O O = O N O W O,
o

104 cél/L 10° cél/L 106 cél/L

Figura 24. Variacion de los grados de necrosis (media + error error estandar). Los datos
fueron analizados usando la concentracién de G. catenatum como factor (p=0.000391) y
los grados de necrosis como variables dependientes en un ANOVA unifactorial (n=30). Las
letras distintas indican diferencias significativas entre medias (post hoc de Tukey).
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Figura 25. Variacion de la altura celular para evaluar atrofia en células b (media + error
estandar). Los datos fueron analizados usando la concentracion de G. catenatum como
factor (p=0.000018) y la altura de las células b como variables dependientes en un ANOVA
unifactorial (n=30). Las letras distintas indican diferencias significativas entre medias (post

hoc de Tukey).
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Control 104 cél/lL 10°cél/lL 10° cél/L

Figura 26. Variacién de la altura celular para evaluar atrofia en células f (media + error
estandar). Los datos fueron analizados usando la concentracion de G. catenatum como
factor (p=0.000860) y la altura de las células f como variables dependientes en un ANOVA
unifactorial (n=30). Las letras distintas indican diferencias significativas entre medias (post
hoc de Tukey).
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Figura 27. Corte histolégico de hepatopancreas de L. vannamei A) Control, las células B
que presentan una gran vacuola y las células F con su apariencia fibrosa; B) Concentracién
10* cél/L, delaminacion de tdbulos (d); C) Concentracién 10° cél/L; D) Concentracion 108
cél/L, desprendimiento celular (dc), atrofia (a), necrosis (n). Tinciéon H&E (100x).
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Figura 28. Corte histolégico de hepatopancreas de L. vannamei A) Control, tubulos
normales en forma de estrella; B) Concentracion 10* cél/L; C) Concentracion 10° cél/L; D)
Concentracion 108 cél/L, atrofia (a), desprendimiento celular (dc), necrosis (n). Tincion H&E
(100x).

7.5.3 Musculo

El 100% de los juveniles presentd atrofia de los fasciculos musculares evaluada
mediante el area de cobertura muscular, mostrando diferencias significativas
(P=0.000004) entre el control y las tres concentraciones de G. catenatum siendo
mayor en el control (104,729 + 969 um?) que en las tres concentraciones 104, 10°y
108 cél/L (79,009 + 2,256 um?, 84,125 + 1,534, 79, 859 +5,932) respectivamente
(Figura 29). En algunos organismos en las concentraciones de 10°y 108 cél/L, se
observo infiltracion, atrofia, también grandes alteraciones al citoplasma en los
organismos expuestos a la concentracion mas alta como se observa en la figura 30,
por otra parte, se presenté ruptura de los fasciculos musculares en los organismos
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expuestos a las tres concentraciones y en la concentracion mas alta se observo
también infiltracion hemocitica (Figura 31). Las letras distintas indican diferencias

significativas entre medias (post hoc de Tukey).

a
b b b
8x104
6x104
4x104
2x10¢
0

Control 104 cél/lL 10°cél/lL 10° cél/L

Area de cobertura pm2

Figura 29. Variacion del area de cobertura muscular (media * error estandar) usando la
concentracién de G. catenatum como factor (p=0.000004) y el area de cobertura como
variable dependiente en un ANOVA unifactorial (n=30). Las letras distintas indican
diferencias significativas entre medias (post hoc de Tukey).
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Figura 30. Corte histolégico transversal del musculo de L. vannamei A) Control, fibras
organizadas dentro de los fasciculos musculares; B) Concentraciéon 10* cél/L; C)
Concentracion 10° cél/L; D) Concentracion 10° cél/L, edema en los fasciculos musculares
(e), atrofia (a). Tincion H&E (100x).
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Figura 31. Corte histolégico longitudinal del musculo de juveniles de L. vannamei A)
Control, fasciculos musculares normales; B) Concentracion 10 cél/L; C) Concentracién 10°
cél/L; D) Concentracién 108 cél/L, ruptura de los fasciculos musculares (r) e infiltracién
hemocitica (h). Tincion H&E (100x).

7.5.4 Branquias

Se determin6 atrofia (calculada a través de la cobertura de los filamentos
branquiales) en las tres condiciones experimentales, se obtuvieron diferencias
significativas (P=0.005398) entre el control (1,436 + 44um?) y la concentracion 108
cél/L con el promedio mas alto de (1149 + 37 um?) (Figura 32). En cuanto a la
cantidad de los filamentos branquiales fusionados, como se puede apreciar en la
figura 33, hubo un aumento proporcional de los filamentos fusionados con el
incremento de la densidad celular de G. catenatum. Se obtuvieron diferencias
significativas (P=0.0001) entre el control (2.51 + 0.2) y la concentracion 105 cél/L
(9.77 £ 2.1) y 108 cél/L (16.22 + 2.63). Lo cual indica que hay una relacion directa
con las alteraciones en las branquias de los organismos y la concentracion de
microalgas toxicas. La comparacion de la fusion de los filamentos branquiales de
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los organismos expuestos a las tres concentraciones del dinoflagelado toxico y del
control se muestra en la figura 34, como se observa en los camarones expuestos a
la concentracion 108 cél/L tuvieron una mayor presencia de lamelas fusionadas.

a

€1400 ab
= ab b
@ 1200
£1000
=
g 800
o 600
=)
o 400
(0]
< 200

0

Control 104céllL  105cél/lL 10%cél/lL

Figura 32. Variacion del area de cobertura de los filamentos branquiales (atrofia) (media
error estandar) utilizando la concentracion de G. catenatum como factor (p=0.005398) y el
area de cobertura como variable dependiente en un ANOVA unifactorial (n=30). Las letras
distintas indican diferencias significativas entre medias (post hoc de Tukey).
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Figura 33. Variacién del nimero de filamentos branquiales fusionados (media % error
estandar). Los datos fueron analizados usando la concentracion de G. catenatum como
factor (p=0.0001) y el niumero de filamentos como variables dependientes en un ANOVA
unifactorial (n=30). Las letras distintas indican diferencias significativas entre medias (post
hoc de Tukey).
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Figura 34. Corte histolégico de branquias de juveniles de L. vannamei A) Control, lamelas
branquiales normales; B) Concentracion 10* cél/L; C) Concentracion 10° cél/L; D)
Concentracion 10° cél/L, lamelas fusionadas (If). Tincién H&E (100x).

7.5.5 Organo linfoide

El 56% de los organismos expuestos a las toxinas PSP presentaron edema como
se observa en la tabla 11 los organismos expuestos al a concentracidon mas alta
presentan edema grado 3 lo cual indica dafio severo en los tejidos, también se
observo en el 2% de los juveniles pérdida de la estructura normal del érgano. En
cuanto a los dafnos relacionados con G. catenatum en el érgano linfoide se observo

que en el control asi como en las concentraciones 10% cél/lL y 10% cél/L no
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presentaron alteraciones y solo en la concentracién mas alta se observé edema,

perdida de tejido y de la estructura del 6rgano (Figura 35).

Tabla 11. Grados de edema en el 6rgano linfoide en juveniles de camardn expuestos a G.

catenatum.

Organo linfoide
Concentracién cél/L Grado de edema
104 0-1
10° 1-2
106 3

Figura 35. Corte histolégico del 6rgano linfoide de L. vannamei A) Control, tibulos normales
con lumen simple, una matriz estromal de senos intersticiales y de tejido conectivo fibroso;
B) Concentracién 10*cél/L; C) Concentracion 10° cél/L; D) Concentracion 108 cél/L, edema
(e), pérdida del tejido (pt), pérdida en la estructura de las células (pe). Tincion H&E (40x).
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7.5.6 Glandula antenal

El 100 % de los organismos expuestos a las toxinas PSP presentaron atrofia y un
45% del total de los organismos presentd vacuolizacién, como se muestra en la
tabla 12 los organismos expuestos a la concentracion 10° cél/L del dinoflagelado
presentaron grado de atrofia y de vacuolizacién mas alta lo que indica un grado
severo en este 6rgano y en esta concentracion. Dentro de las alteraciones que se
presentaron en este tejido fueron: atrofia, infiltracion de hemocitos y descamacion

del epitelio como se indica en la figura 36.

Tabla 12. Grados de atrofia y de vacuolizacion en la glandula antenal.

Glandula antenal
Grado de Grado de
Concentracion cél/L| atrofia vacuolizacion

104 2-3 0-1
10° 2 0-1
106 2-3 2-3
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Figura 36. Corte histolégico de glandula antenal de juveniles de L. vannamei A) Control,
células epiteliales normales; B) Concentracion 10* cél/L, atrofia (a) y desprendimiento
celular (dc); C) Concentracion 10° cél/L; D) Concentracion 10° cél/L, infiltracion de
hemocitos (ih) y descamacién del epitelio (de). Tincion H&E (60x)

7.5.7 Corazon

Los organismos expuestos a la concentracion de 10* cél/L de G. catenatum no
presentaron alteraciones, sin embargo expuestos a las dos concentraciones
mayores presentaron pérdida de masa muscular (células miocardicas) y de
hemolinfa indicando que en estos organismos el corazén dejéo de bombear la

hemolinfa hacia el sistema circulatorio (Figura 37).
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Figura 37. Corte histolégico del corazén de L. vannamei A) Control, 6rgano normal; B)

Concentracion 104 cél/L; C) Concentracion 105 cél/L; D) Concentracién 106 cél/L, pérdida de
hemolinfa (ph), pérdida de masa muscular (pm). Tincion H&E (4x).
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7.6 Relacion entre toxicidad y danos celulares

Los dafios mas evidentes asociados a la concentracidn de toxinas y toxicidad se
ven claramente en el sistema nervioso central donde se presentdé edema severo y
ruptura del 100% del corddn nervioso ventral en organismos expuestos a la

concentracion mas alta de toxinas.

Otro 6rgano que muestra dafos importantes en funcion a la toxicidad es el
hepatopancreas que presentan un aumento de casi el doble en la necrosis de sus
tejidos. Ademas, los resultados indican que la concentracion total de toxinas PSP
encontradas en este 6rgano fue mas del triple en los organismos expuestos a la
concentracion mas alta de G. catenatum en comparacidén a los que estuvieron

expuestos a la menor concentracion.

También hubo una reduccidn significativa del tamafo en las células B del
hepatopancreas. En cuanto a las células F, estas presentaron una reduccién hasta
de un 20% aproximadamente en los organismos expuestos a la concentraciéon
mayor del dinoflagelado téxico. Estos resultados indican claramente que hay una
relacion directa entre la concentracion y la toxicidad de las toxinas PSP con los

dafos presentes en este érgano del camarén.

En cuanto al musculo hubo atrofia de los fasciculos musculares, y se observo
diferencia significativa entre los organismos del control y los expuestos a las células
de G. catenatum, sin embargo, los dafios observados en los tejidos no aumentaron

con forme aumento la concentracion del dinoflagelado.

A nivel de branquias se observé diferencia significativa en la atrofia en los filamentos
branquiales en comparacién con el control sin embargo, entre las tres
concentraciones utilizadas el dafio fue similar. En cuanto a la fusién de los
filamentos branquiales hubo un aumento proporcional de los filamentos fusionados
con la densidad de G. catenatum, presentandose un aumento del triple de
filamentos fusionados en la concentracidon mas alta que tuvo una toxicidad total de
25 ng STXeq/g.
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En el 6rgano linfoide y la glandula antenal mostraron una relacion directa entre las

afectaciones observadas y la concentracion celular de G. catenatum.
8 Discusion
8.1 Sobrevivencia

Se han reportado mortandades de organismos expuestos a toxinas PSP en el medio
natural, en cultivo y a nivel experimental como el trabajo de Pazos-Mandujano
(2012) quien expuso postlarvas de camaron a siete concentraciones de G.
catenatum, iniciando mortandad en los organismos a partir de la primera hora de
exposicion a las concentraciones: 9.99x10°, 1.25x108, 1.58x108 y 2x10° cél/L del
dinoflagelado toxico, con una mortandad del 100% de los camarones expuestos a

la concentracion 2x10° cél/L en 24 h.

Por otra parte, en el trabajo realizado por Pérez-Linares, 2008. Reportdé mortandad
del 100% en postlarvas de camardn expuestas durante 6 horas a la concentracion
108 cél/L de G. catenatum. En cuanto a nuestros resultados los juveniles de camarén
expuestos a las concentraciones 104y 10° cél/L no presentaron mortandades en las
12 horas de exposicion, sin embargo en la concentracion mas alta (10° cél/L) se
presentd mortandad a partir de las 8 horas de exposicidon a G. catenatum. La
diferencia en el tiempo de mortandad en los camarones posiblemente pudiese estar
relacionada con el perfil toxico de la cepa de G. catenatum utilizada y el estadio de

vida de los camarones.
8.2 Ingesta del dinoflagelado toxico

De acuerdo a nuestros resultados no hubo diferencias significativas entre las
concentraciones de G. catenatum en los diversos tratamientos con respecto al
control (t test = 0.05), por lo tanto asumimos que los camarones no ingirieron los
dinoflagelados, sin embargo es posible que los camarones pudieran consumir de
manera accidental las células. Es importante considerar que estos dinoflagelados

excretan al medio las toxinas PSP que son hidrosolubles (CITA) ademas que si las
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células al morir, como lo indican los controles, liberan su contenido celular inluyendo
las toxinas y estas podrian ser la causa de los dafios observados en los organismos.
En un estudio realizado por Fuentes y colaboradores (2008) relacionaron la
presencia de toxinas PSP producidas por A. catenella con la mortandad de
salmones en cultivo indicando que a pesar de que los peces fueron alimentados con
alimento artificial los organismos fueron afectados por las células vegetativas y por
sus toxinas disueltas, considerando que las células pueden liberar las toxinas
(Lefevre et al., 2008).

8.3 Efecto de la exposicion a G. catenatum en el comportamiento de los

camarones

En los seres humanos los efectos que provocan las toxinas PSP que se han
observado van desde sintomas tipicos como entumecimiento de labios y en
extremidades superiores, dificultad en el habla, cefalea en casos leves, hasta la
incidencia de otros sintomas como, paralisis muscular problemas respiratorios e
incluso la muerte (Catterall, 1985; Mee et al., 1986; Rodrigue et al., 1990; Saldate-
Castafeda et al., 1991; Kao, 1993; Gessner et al., 1997; Sanchez-Flores, 2011;
Callejas et al., 2015). En el caso de animales, el ejemplo claro es en ratones,
organismos utilizados en los bioensayos para la determinacion de estas toxinas,
donde se observa disnea, saltos, respiracion agitada, ataxia, convulsiones y muerte.
En organismos acuaticos como moluscos bivalvos, se observa falta de retracciéon
del sifon, valvas abiertas, dificultad para enterrarse, inflamacion y ruptura en la
glandula digestiva, inflamacion en el intestino, alteracion en los filamentos
branquiales, reduccion en la tasa de alimentacion y fusion en branquias (Estrada-
Munoz, 2005; Garcia-Lagunas, 2014).

En cuanto a los signos clinicos de los moluscos bivalvos expuestos a las toxinas
PSP se encuentran: Estrés metabdlico, retraccion del manto, contraccion del
musculo abductor, paralisis e incapacidad de cerrar las valvas (Estrada et al., 2010;
Escobedo-Lozano et al., 2012). Escobedo-Lozano y colaboradores (2012)

expusieron a moluscos bivalvos de Argopecten ventricosus a toxinas PSP de G.
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catenatum para determinar la tasa de ingesta, acumulacion y la biotransformacion
de las toxinas. Las almejas de manera inmediata produjeron pseudo-heces,
cerraron parcialmente sus valvas, disminuyeron su tasa de ingesta y presentaron

paralisis en el musculo abductor.

En el presente trabajo se observo una considerable disminucioén en la capacidad
natatoria de los camarones al grado de quedar postrados al fondo de los
contenedores, esta disminucidon de la capacidad de natacion también se ha
reportado en otros organismos expuestos a toxinas PSP como el trabajo realizado
por Samson et al., 2008, en el que alimentaron con copépodos (Coullana
canadensis) que contenian toxinas PSP a tres especies de peces
(Pseudopleuronectes americanus, Cyprinodon variegatus y Fundulus heteroclitus)
reportando que el consumo de seis copépodos fueron letales para los organismos,
dentro de los efectos subletales que presentaron aquellos que consumieron menos
de seis copépodos fueron: Disminucion en la capacidad captura de la presay en el
rendimiento de natacién, de acuerdo con estos autores la disminucion en la
capacidad de capturar su presa y la vulnerabilidad a los depredadores por la
disminucién de su capacidad natatoria puede reducir la sobrevivencia de los
organismos ademas de que se facilita la transmision de las toxinas PSP a través de

la red trdfica.

Existen pocos trabajos sobre el efecto de G. catenatum y sus toxinas en crustaceos.
Fuentes-Pascacio (2010) expuso de copépodos Pseudodiaptomus euryhalinus a
dos densidades celulares de G. catenatumy a una mezcla del mismo dinoflagelado
con Chaetoceros calcitrans (microalga no téxica) con la finalidad de determinar la
bioacumulacién y los efectos téxicos del dinoflagelado. Después de seis horas de
exposicién hubo aletargamiento prolongado permanecieron en el fondo del acuario,

comportamiento que coincide con lo que se encontrd en este trabajo.

En un estudio realizado por Palomares y colaboradores (2006) se determiné que las
toxinas PSP producidas por G. catenatum no provocaron efectos adversos en los

copépodos de A. clausi especie que se encuentra coexistiendo en la misma bahia
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que el dinoflagelado toxico. De acuerdo a estos autores la ingesta y la tasa de
produccion de huevos fueron mayores en el cultivo alimentado solamente con G.
catenatum, por lo que concluyen que la especie podria tener un papel importante

en el control de la aparicion de FAN de este dinoflagelado.

Dentro de los efectos de la exposicion a G. catenatum en los camarones del
presente estudio (Tabla 4) se encuentran la pérdida de equilibrio, nado erratico,
inmovilizacion de los organismos en el fondo de los acuarios y problemas
respiratorios. Este ultimo sintoma posiblemente este asociado a los dafios
observados en los tejidos branquiales. Estos signos coinciden con lo reportado por
Martin y colaboradores (2006), quienes al exponer a salmones a diversas
concentraciones de toxinas PSP observaron nado hiperactivo en el momento de
que los peces iniciaron su contacto con las toxinas, reanudando posteriormente su
posicion al fondo de los acuarios y finalmente la muerte. Este tipo de
comportamiento también se observd en postlarvas de camardon expuestas a
diversas concentraciones de G. catenatum, asi como en juveniles y adultos de

camarones inyectados via intramuscular con saxitoxina (Pérez-Linares, 2008).

Otro comportamiento observado en los camarones juveniles al estar expuestos a
las diferentes concentraciones de G. catenatum en el presente trabajo fue que
nadaron inicialmente hacia la superficie y/o posteriormente permanecian cerca de
las piedras aireadoras. Talavera et al. (1999) observaron que en estanques en
condiciones criticas de falta de oxigeno los camarones en cultivo presentaban nado
erratico en la superficie y con tendencia a permanecer en las orillas de los
estanques. El comportamiento de permanecer cerca o encima de los aireadores es
un indicativo de la falta de oxigeno producida probablemente por la paralisis parcial
del sistema respiratorio del camarén y por lo tanto de la disminucién en la obtencién
y el transporte de oxigeno hacia tejidos produciéndoles condiciones de hipoxia a los

organismos.
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8.4 Perfil de toxinas paralizantes en G. catenatum

El perfil de toxinas de la cepa 62L de G. catenatum utilizada en el presente trabajo,
muestra un perfil con 10 analogos de saxitoxina: dcNEO, dcSTX, GTX 2, GTX3,
dcGTX2, dcGTX3, B1, B2y C 1/2. Estos analogos coinciden con los reportados por
Bustillos-Guzman et al. (2015) quienes analizaron ocho cepas de G. catenatum del
Pacifico mexicano mediante HPLC-FLD y espectrofotometria de masas. Desde el
punto de vista cuantitativo sus resultados indican la presencia en bajas
concentraciones de las toxinas decarbamoil neosaxitoxina (dcNEO), decarbamoil
gonyautoxina 1,4 (dcGTX 1,4) y decarbamoil saxitoxina (dcSTX) quienes en
conjunto y en promedio (en base molar) fueron menores al 6%, mientras que lo
analogos menos potentes del grupo sulfocarbamoil (tipo B y C) fueron las mas
abundantes, particularmente las C1 y C2 con un promedio de 85%. Para el caso de
las toxinas dcGTX2, 3 y dcGTX1, 4, las cuales no se encontraron en este trabajo,
estas pudieran estar presentes, pero en concentraciones por debajo de los limites
de deteccién (Bustillos-Guzman et al., 2015). Nuestros resultados confirman una
mayor presencia del grupo sulfocarbamoil en las cepas de nuestro pais, en este
estudio con mas del 72% molar, como lo establece el trabajo de revisién de Band-
Schmidt et al. (2010).

Los resultados del presente trabajo también coinciden parcialmente con lo reportado
por Quijano-Sheggia et al. (2012) en la Bahia de Santiago y Bahia Manzanillo,
Colima (STX, NEO, GTX2, GTX3, dcSTX, dcGTX2, dcGTX3, B1, B2, C1y C2), perfil
similar al del presente trabajo a excepcién de STX y NEO que no se encuentran en

la cepa que utilizamos y dcNEO que si estuvo presente en este trabajo.

En Bahia Concepcién del Golfo de California Garate-Lizarraga et al. (2004)
reportaron siete analogos de toxinas paralizantes, siendo las principales la dcGTX2,
la dcGTX3 y el analogo B1, que en el perfil de la cepa utilizada en este trabajo no
se identificd. En cuanto a los analogos C1y C2 se reportaron con bajos porcentajes,
contrario a lo determinado en nuestro trabajo teniendo C1 14.99% molar y C2
31.51% molar.
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Hernandez-Sandoval y colaboradores (2009), determinaron la concentracién y el
perfil toxico de G. catenatum de una proliferacion presentada en la Bahia de La Paz,
Baja California, en el 2007. Identificando ocho toxinas, siendo los analogos C1y C2
las que representaron un mayor porcentaje molar, lo cual coincide con nuestros

resultados.

En el trabajo realizado por Pérez-Linares (2008) determinaron siete toxinas PSP
siendo las dominantes la dcSTX, la GTX2 y 3. En el presente trabajo no se
determind el primer analogo y en cuanto a los dos ultimos si estan presentes pero
en bajo porcentaje molar GTX2 (0.29) y GTX3 (0.03). Band Schmidt y colaboradores
(2005) describieron el perfil de 16 cepas de G. catenatum aisladas de la Bahia
Concepcidn, los analogos dcSTX, dcGTX 2, GTX 3, C1 y C2 estuvieron presentes
en todas las cepas analizadas, lo cual coincide con los analogos de la cepa

utilizadas en el presente trabajo.

De acuerdo a las concentraciones de cada uno de los analogos (tabla 8) y
considerando los factores de toxicidad relativa de cada analogo, calculamos una
toxicidad celular de 21 ng STXeg/cél lo cual se encuentra en los rangos reportados

previamente para estas cepas (Band-Schmidt et al., 2005; 2008; 2016).

La diferencia en el perfil y la variacion de la toxicidad de diversas cepas del mismo
dinoflagelado toxico pudiesen estar relacionado con la cepa utilizada y/o al método
para la identificacion del perfil y con los cambios fisiolégicos de las células durante
las diferentes fases de crecimiento y las condiciones de cultivo (Band-Schmidt et
al., 2006; Bustillos-Guzman et al., 2012). La toxicidad también varia entre muestras

que son de campo y de cultivo (Cembella 1998).

En este estudio se utilizdé una cepa que tiene predominantemente analogos de tipo
By C (72% molar) y decarbamoiladas (27% molar), lo que implica que en términos
de cantidad se esta exponiendo al camardn a concentraciones altas de toxinas pero

con una baja toxicidad (Tabla 8).
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Los resultados muestran claramente que los analogos de mediana y mayor potencia
son acumulados tanto en el musculo como en el hepatopancreas, con un perfil muy
diferente al perfil inicial encontrado en el dinoflagelado. Las razones de esta
acumulacién podrian asociarse a los procesos de biotransformacion que pueden ser
importantes. Hasta el momento no hay informacién de los procesos de
biotransformacion de las toxinas paralizantes en crustaceos, se conoce el proceso
de la cinética y la biotransformacion en moluscos (Cembella et al., 1993, 1994;
Oshima 1995a; Bricelj y Shumway, 1998) destacando principalmente los siguientes

tres procesos:

1) Epimerizacién de toxinas sulfocarbamoil (cambio de posicion de los grupos R3 y
4) resultando en un equilibrio del grupo (toxinas C1y C3) y (toxinas C2 'y C4) de 1:3

en moluscos.

2) Procesos de reduccion por reductantes dentro del sistema digestivo como la

cisteina y el glutation, donde se transforman las gonyauotoxinas a STX y NeoSTX.

3) Pérdida del grupo carbamato y sulfocarbamato por accién de enzimas del

molusco resultando en un incremento de toxinas decarbamatadas (Figura 38).

En algunas especies de almejas se observa una rapida decarbamolizacion
enzimatica mientras que otras tienen una baja capacidad de biotransformarlas,
ademas los procesos de biotransformacion se observan mas rapidamente en
organismos que son alimentados con toxinas estructuralmente mas complejas como

las sulfocarbamoil (Bricelj y Shumway, 1998).

La otra fuente de analogos que pudieron ser también una fuente de
biotransformacion la constituyen los analogos tipo benzoato (Negri et al., 2007, Vale,
2008, Duran-Riveroll et al., 2017). Estas toxinas al perder el grupo benzoato (Vale,
2008; 2015) y en el caso especifico de las toxinas GC1, GC2 y GC3, se convierten
en dcGTX2, dcGTX3 y dcSTX, respectivamente (Figura 38), de acuerdo a Bustillos-
Guzman y colaboradores (2015) estas tres toxinas son parte del perfil de cepas de

G. catenatum de Bahia Concepcion.
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En otro estudio realizado por Duran-Riveroll y colaboradores (2017), detectaron 10
nuevos analogos benzoil, en cultivos concentrados de dos cepas de G. catenatum
del Golfo de California y del Pacifico Mexicano (cepa utilizada en el presente
estudio). Sin duda, estos analogos pudieron ser los sustratos para la
biotransformacién por los camarones en nuestro estudio y complementaria la
explicacion de las diferencias encontradas en el perfil de toxinas paralizantes en los
camarones con respecto al dinoflagelado. Desafortunadamente, la metodologia
utilizada en este trabajo no permite la deteccion de los analogos benzoil, sin
embargo es posible que a través de las diferentes rutas metabdlicas en el camarén
se biotransformaron y como resultado de ello se observan diferencias en los

analogos presentes en los diversos organos analizados.

HO

R2 R3 R2 R3
GC1 H 0S0; dcGTX2  H 0S0,
GC2 0SO,; H —— > dcGTX3 0SO; H
GC3 H H deSTX H H

Figura 38. Estructura de las toxinas paralizantes tipo benzoato y derivados de su hidrdlisis
por la actividad de enzimas carbamoilasas (Vale, 2008a).

El proceso de biotransformacion también ha sido descrito de manera parcial para
los seres humanos (Rodrigues et al., 2012; Garcia et al., 2004; Garcia et al., 2009).
Estos ultimos autores, por ejemplo, realizaron un estudio para determinar in vitro la
biotransformacién enzimatica de las toxinas PSP (especificamente la GTX3 y la
GTX2) en fracciones microsémicas de higado de seres humanos. Estos autores

senalan que las toxinas se biotransformaron por glucoronizacién al adherirseles una
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molécula de glucosa a la GTX2 y la GTX3, dando como resultado glucorénico-
gonyautoxinas 2 y 3. Otra de las alternativas de biotransformacion que indican estos
autores es por un proceso de oxidacion que convierte las toxinas GTX2y 3 en GTX1
y 4. Estas ultimas, y también por glucoronizacion se transforman en glucoronico-
gonyautoxinas 1 y 4 estos productos finales llamados glucoronidos, son
compuestos, que constituyen una primer mecanismo de eliminacion de las toxinas
debido a que la unién de glucosa a la toxina les confiere una mayor hidrosolubilidad,
y por lo tanto una mayor probabilidad de poder excretarlos en la orina y la bilis.
Sugiriendo que esta es una via metabdlica de desintoxicacion y excrecion de toxinas
PSP en humanos (Rodrigues et al., 2012).

8.5 Toxinas en tejidos de camardn

Los resultados del presente trabajo muestran que en el hepatopancreas y musculo,
las formas menos complejas del grupo decarbamoil (GTX2 y 3 y dcGTX2/3 vy
dcNEO), son las que presentan un mayor porcentaje molar. En contraste, en las
branquias e intestino, las toxinas de mayor prevalencia fueron la B2 y la C2. Esto
se ve de manera mas clara al agrupar los analogos por su estructura quimica: Se
observa que en hepatopancreas y musculo predominan los analogos del grupo de

los decarbamoil y carbamoil (< 80 y 5% respectivamente).

En contraste, en branquias e intestino el grupo de analogos sulfocarbamoil fue el
que tuvo mayor dominancia con mas del 60 y 40% molar en las concentraciones de
G. catenatum de 10* y 108 cél/L. Estas diferencias sugieren que los procesos de
biotransformacion o eliminacion de las toxinas han sido menores en branquias e
intestino. La exposicion directa de branquias de los camarones al agua y por lo tanto
a los dinoflagelados, pudo provocar que éste se adhiera a las branquias y de ahi
que las toxinas detectadas sean parecidas a las del dinoflagelado. En el caso del
perfil del intestino, este refleja material poco procesado o digerido por lo que también
es similar al perfil de toxinas encontradas en el dinoflagelado. Se considera que en
el hepatopancreas por los procesos enzimaticos realizados por las proteasas,
carboxipeptidasa, las aminopeptidasas, lipasas y amilasas, las maltasas y las
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quitinas presentes en el hepatopancreas (Ceccaldi, 1997), las toxinas paralizantes
se biotransformaron siendo distribuidas posteriormente a diferentes 6rganos y

tejidos entre ellos el musculo.

las toxinas se biotransformaron pasando posteriormente al musculo, las toxinas

pasaron por procesos

Montoya y Carreto (2007) determinaron la presencia de gonyautoxina (GTX) en
estdmago, rifiones, higado, intestino de aves marinas (Larus dominicanus y Sterna
maxima) ademas la presencia de STX en el riidn y el higado de S. maxima, estos
senalando a Alexandrium tamarense como el posible productor de las toxinas. Sus
resultados coinciden con nuestro estudio ya que también encontramos
gonyautoxinas (GTX) en hepatopancreas, musculo, branquias e intestino, por otra
parte en este trabajo se logré identificar en las postlarvas de camardn dafos en la
glandula antenal cuya funcion esta relacionada con la excrecion de los desechos en

los vertebrados y es realizada por los rifiones.

Por otra parte, los resultados obtenidos por Smith y colaboradores (2001), indican
que las bacterias de diversos moluscos tienen diferentes capacidades para utilizar
y transformar analogos de PSP sefalando que juegan un rol importante en la
transformacién y eliminacion de las toxinas en los bivalvos. Por lo que seguramente
la comunidad bacteriana también influye en la biotransformacién de toxinas en los

camarones juveniles.

De manera cuantitativa los resultados muestran que en las concentraciones de 10*
y 108 cél/L de G. catenatum en el hepatopancreas presentd la toxicidad mayor
(468.39 y 1755 ngSTXeq/g, respectivamente), seguido del intestino con 72.25 y
225.92 ngSTXeq/g, respectivamente. En cuanto al musculo se determind una
toxicidad de 46.06 y 87.52 ngSTXeq/g y en el caso de las branquias en ambas
concentraciones se determiné 12.19 y 25.56 ngSTXeq/g, respectivamente. Estos
resultados nos indican que en el hepatopancreas hubo una mayor concentracion de
toxinas que en el resto de los érganos del camardn, lo cual coincide con lo reportado
por Sephton y colaboradores 2007, quienes encontraron que en la glandula

80



digestiva (analogo del hepatopancreas en los camarones) de langostas expuestas
en el medio natural a un florecimiento de Alexandrium fundyense dinolfagelado
productor de toxinas PSP, la toxicidad fue mayor en ese 6rgano (entre 129 y 646 ug

STX eq/100 g) que en musculo y branquias.

En el trabajo reportado por Montoya y Carreto (2006), sefialan una mayor
acumulacion de las toxinas PSP en el intestino de las aves marinas L. dominicus
con 3.89 pmol de GTX4/100 g de tejido y en S. maxima 3.63 pmol de GTX4/100 g
de tejido, lo que indica que la entrada de las toxinas hacia los organismos fue via
oral, siendo una de las dos vias de entrada consideradas en los camarones del
presente trabajo, donde identificamos una mayor concentracion de toxinas PSP en
el hepatopancreas que es parte importante del sistema digestivo de estos

organismos.

8.6 Dainos histopatologicos producidos por toxinas paralizantes en
tejidos

De acuerdo con la literatura se han reportado diferentes afectaciones en los
camarones por diversos agentes dafiinos como: Bacterias (Ibarra-Gamez et al.,
2007), metales pesados (Frias-Espericueta et al., 2008), parasitos (Cuéllar-Anjel,
2008), y enfermedades infecciosas (Pefa-Navarro y Varela-Mejias, 2016). Sin
embargo, en cuanto a las alteraciones que provocan las toxinas o especies
fitoplanctonicas nocivas los estudios son escasos (Deng et al., 2017; Morales-
Covarrubias et al.,, 2016; Pérez-Morales, 2016). La mayoria de los trabajos
relacionados con toxinas se han realizado en moluscos bivalvos (Bricelj y Shumway,
1998; Estrada et al., 2010).

Para el caso especifico de las toxinas PSP y los dafios histolégicos en camarones,
Pérez-Linares y colaboradores (2009) documentaron la desorganizacion celular del
neuropilo de los ganglios, encontrando deterioro en las células gliales. El neuropilo
es parte fundamental de los ganglios, es el encargado de procesar la respuesta a
estimulos y donde se realiza la sinapsis Pérez-Linares, 2008. En el presente trabajo

ademas de ello, se identificd en los ganglios una pérdida severa del tejido, edema,
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ruptura de la conexion entre células gigantes, asi como células gliales y el cordén
nervioso ventral. Las toxinas paralizantes al afectar el sistema nervioso, bloquean
los canales de sodio, provocando una ausencia de la comunicacién con el resto de
los 6rganos, particularmente con el sistema neuronal de recepcion de estimulos,
sistema auténomo y ganglionar, haciendo imposible la realizacién de funciones
motoras basicas (Trainer y Baden, 1999; Oliveira-Soares et al., 2004). Lo cual, en
este estudio puede asociarse al comportamiento erratico, falta de coordinacion,
paralisis y tendencia de los camarones a subir a la superficie 0 permanecer sobre

los aireadores.

Pérez-linares (2008) reporto lisis y degradacion celular en el hepatopancreas de
camarones expuestos a toxinas PSP, en el presente trabajo se observo atrofia y
necrosis, dafios que han sido reportado en camarones expuestos a hepatotoxinas
(Morales-Covarrubias et al., 2016) y metales pesados (Frias-Espericueta et al.,
2008).

Otro efecto importante de las toxinas paralizantes fue una disminucion del tamano
de las células B, cuya funcion es la absorcion de particulas mediante pinocitosis, de
igual manera se presentd una disminucion de la presencia de las células F. Estas
ultimas sintetizan y secretan enzimas digestivas, ademas, por medio de pinocitosis,
capturan nutrientes y dan origen a las células B (Puello-Cruz, 2013). En algunos
estudios se ha considerado la reduccion de las células presentes en el
hepatopancreas como indicativo de dafio en este 6rgano (Frias-Espericueta et al.,
2008; Morales-Covarrubias et al., 2016), sin embargo en el presente trabajo se
utilizé el tamafo de las células como indicativo de afectacion. De acuerdo con Al-
Mohana et al. (1989), una disminucion en la cantidad de las células del
hepatopancreas podria ser muestra de la utilizacion de sus reservas de nutrientes,
debido a un aumento en la demanda de energia para la osmoregulacion, en cuanto
a la reduccioén en el tamafo de las células, también podria ser indicativo de una
mayor demanda de energia en el organismo para su sobrevivencia y por otra parte

posiblemente no hay absorcién de alimento.
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En cuanto al érgano linfoide de acuerdo con nuestros resultados se presenté edema
en el 56% de los organismos expuestos a las toxinas PSP y pérdida de la estructura
del 6rgano en camarones expuestos a la concentracién mas alta de G. catenatum,
esta deformacion del érgano se ha reportado con anterioridad en camarones
expuestos a hepatotoxinas producidas por Microcystis aeruginosa (Morales
Covarrubias et al., 2016).

Las branquias son el primer érgano expuesto a sustancias toxicas en el ambiente
debido a su constante contacto con el medio externo y varios autores han descrito
lesiones en los filamentos branquiales de diversos organismos provocadas por los
efectos de agentes dafinos (Estrada-Mufioz 2005; Frias-Espericueta et al., 2008;
Escobedo-Lozano et al., 2012; Pena-Navarro y Varela-Mejias, 2015; Morales-
Covarrubias et al., 2016). Por ejemplo, Frias-Espericueta y colaboradores (2008)
observaron dilataciéon de los filamentos branquiales y pérdida de la estructura
regular del epitelio columnar en camarones expuestos a diversos niveles de una
mezcla de metales pesados. También, Morales-Covarrubias y colaboradores (2016)
encontraron edema severo, nucleos picnéticos, hiperplasia e infiltracion de células
de hemolinfa. En nuestro estudio los efectos provocados por las toxinas paralizantes
en las branquias de los juveniles de camaron, fueron atrofia y fusién de los
filamentos, siendo mayores en la concentracion mas alta, estos dafos podrian
explicar el comportamiento de asfixia de los camarones (permanecer muy cerca de

las piedras aereadoras).

Los factores que provocan estrés en los organismos son cuando se induce a una
excesiva actividad, a la presencia de contaminantes a cambios drasticos de
temperatura, de salinidad y a bajas concentraciones de oxigeno, los cuales
propician cambios fisiologicos y metabdlicos en los organismos (Carrefio-Ledn,
2000; Puente Carredn, 2009). En nuestro caso, lo camarones juveniles al
encontrarse expuestas a condiciones no aptas para su desarrollo, como es la
exposicion a las toxinas que ocasiona lesiones en el sistema respiratorio,
provocando una disminucién en el ingreso de oxigeno a través de las branquias,
induciendo estrés e hipoxia en los camarones.
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En la glandula antenal se presentdé atrofia en los tubulos, necrosis, infiltracion
hemocitica y vacuolizacion, lo que concuerda con los resultados de Morales-
Covarrubias y colaboradores (2016) al exponer a postlarvas de camardn a
Microcystis aeruginosa especie productora de hepatotoxinas. Como se menciona
anteriormente, la glandula antenal es parte integral del sistema circulatorio (Bell y
Lightner, 1988) y su funcion es la regulacion ionica, osmdética y de fluidos. Por lo
que podemos asumir que estas funciones en los camarones fueron disminuidas o

inhibidas por las toxinas PSP.

En el corazdn, la densidad de las fibras cardiacas esta asociada a la distribucién de
la hemolinfa (irrigacion) a través de las arterias a los diferentes érganos, de tal
manera que una alta densidad de fibras puede asociarse a una mejor funcion
cardiaca (Martinez, 2007). En nuestro trabajo en el caso de los controles, la
densidad de las células miocardicas fue mayor que en los juveniles expuestos a las
toxinas PSP los cuales presentaron una menor densidad de masa muscular en las
concentraciones mas altas de G. catenatum. Lo cual indicaria que el corazén
disminuyé o dejo de bombear hemolinfa al sistema circulatorio, provocando un
desabasto en las subcamaras del corazon. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Pérez-Linares (2008) que al exponer a los camarones en diversos
estadios de desarrollo a una exposicion aguda, cronica y por inyeccion de toxinas

PSP disminuyo la densidad de fibras cardiacas y hubo pérdida de tejido.

Existe evidencia que demuestra que en crustaceos decapodos como Procambarus
clarkiiy Homarus americanus el flujo de la hemolinfa y el calibre de las arterias se
incrementan por la actividad muscular, aumentando el suplemento de hemolinfa a
los musculos abdominales para incrementar la demanda metabdlica cuando son
sometidos a dicha actividad. De esta manera, la cantidad de hemolinfa se dirige
hacia las extremidades como los apéndices, estructuras bucales y musculos, ya que
durante la actividad muscular se requiere un alto grado de reoxigenacion (Reiber et
al., 1997: Reiber y McMahon, 1998). Este hecho aunado a que los crustaceos
presentan un sistema vascular donde participa el tejido endotelial (Wilkens et al.,
1997) y la distribucién de la hemolinfa se lleva a cabo por canales especificos
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(McLaughlin, 1983; McMahon, 2001) se asume que en los camarones juveniles
disminuy6 su funcion debido al efecto de las toxinas en el musculo, , por lo tanto, el

corazén dejé de bombear hemolinfa.

El musculo estriado o esquelético constituye el aparato locomotor de los
organismos, responde a estimulos voluntarios siendo capaz de alcanzar gran fuerza
en un lapso breve de tiempo, pero también se fatiga rapidamente, posee células

alargadas y multinucleadas llamadas fibras musculares (Welsch y Sobotta, 2010).

En el musculo estriado de los somitas los camarones presentaron infiltracion
hemocitica, necrosis y atrofia en las fibras musculares, los cuales podria ser
causados por el efecto de las toxinas y/o por los espasmos bruscos que
manifestaron los organismos al estar expuestos a las toxinas provocando
rompimiento en las fibras. La atrofia muscular que se presenté en los camarones
expuestos a G. catenatum es por tanto la expresion morfolégica de una deficiencia
funcional y estructural de una célula, o de un tejido, lo que implica una preexistencia
de normalidad celular e histica. En la atrofia que se observé en el musculo de los
camarones expuestos, se presentaron grandes alteraciones al citoplasma, nucleo
celular y del tejido. Estas modificaciones van acompafiadas de profundas
alteraciones citoplasmaticas que pueden conducir a la pérdida de la union entre el
citoesqueleto y el sarcolema, y finalmente, a la necrosis de la fibra muscular. En
este caso de atrofia muscular, el citoplasma se vio mas afectado, que fue evidente
por la reduccién cuantitativa de éste, hasta el punto de que, provocé una reduccion
uniforme del volumen celular. La atrofia muscular se refiere a la reduccion de las
fibras musculares y consecuentemente de la fuerza muscular, lo que se traduce en
una disminucién de la actividad contractil asi como la disminucion del contenido de
proteinas musculares y por lo tanto la reduccién en el area del musculo (Ramirez-
Ramirez, 2012). Esto lleva a que las células atrofiadas muestren una disminucion
importante en el area o un cese de la funcién, como lo registrado en los camarones

juveniles.
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En el presente trabajo evaluamos el musculo estriado en los somitas del abdomen
de los camarones, cuya funcion es la locomocion y responder a los estimulos y
alcanzan el pico maximo de contraccién que mantienen durante el estimulo. Sin
embargo, el musculo estriado también esta presente en érganos como eséfago,
intestino medio, la aorta posterior y los lobulos ovaricos que estan dentro del
hemocele, los cuales estan totalmente rodeados por el musculo abdominal, cuya
funcion también debié haber sido afectada por las toxinas. Las células musculares
no se dividen durante la vida de un organismo, sélo se forman durante el periodo de
gestacion (miogénesis), debido a que son altamente diferenciadas, por lo tanto, la
recuperacion de las fibras musculares en los organismos expuestos no podria ser
posible, lo cual conlleva a una pérdida de sus funciones, Haciendo a los camarones
expuestos a toxinas PSP mas vulnerables a los depredadores en el medio natural y

al canibalismo en condiciones de cultivo.

Todas las modificaciones de caracter morfolégico de las células pueden afectar a
células aisladas o grupos de ellas, por consiguiente, la modificacion de un tejido
completo. Todos los estimulos que pueden actuar sobre una célula son en realidad
estimulos funcionales: Cuando éstos exceden los limites fisiolégicos, pueden
lesionar a la célula hasta anular los procesos vitales, o bien, provocar notables
modificaciones regresivas. De lo anterior, es claro que los resultados sugieren que
las PSP provocan dafios que llevan a la disfuncién o cese de las funciones celulares

y del tejido muscular.

En las branquias de los moluscos bivalvos se filtran las células planctdnicas
incluyendo las toxicas y las transportan al eséfago luego al estbmago y los
diverticulos digestivos. Ahi las toxinas se liberan y entran a los tejidos circundantes
y luego se transportan, probablemente por la hemolinfa, y se acumulan en otros
tejidos haciendo a los bivalvos inadecuados para el consumo humano (Shumway
1989: Bricelj y Shumway, 1998). En el caso de los camarones, las toxinas PSP,
pueden ingresar via sistema alimenticio de forma celular y disuelta por la boca,
pasan al eséfago y continuan hasta el estbmago donde ya las células vivas del
dinoflagelado han sido fragmentadas y su contenido celular incluyendo las toxinas
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PSP son liberadas. Por su bajo peso molecular, las PSP son rapidamente
absorbidas en el estbmago y luego es transportada al hepatopancreas. En este
ultimo dérgano se mezclan con enzimas digestivas donde se considera son
biotransformadas, también se considera que el pH presente en el intestino de los
camarones que es de 5.5 a 9, puede ser un factor importante de biotransformacion
(Ceccaldi, 1989). Las condiciones basicas es un factor que provoca la
desnaturalizacion (Shimizu, 2004) o cambios estructurales en la PSP (Cembella et
al., 1993, 1994; Oshima et al., 1995a; Bricelj y Shumway, 1998; Wiese et al., 2010).
Las toxinas PSP son estables en medio acido, pero son inestables en condiciones
alcalinas oxidandose facilmente (COFEPRIS, 2010).

Otra de las posibles vias de entrada de las toxinas es a través de las branquias
debido a que se encuentran en contacto directo con el medio acuatico. De acuerdo
a nuestros resultados no se encontraron células en el tejido branquial de los
camarones, por lo que se considera que las toxinas ingresaron en los juveniles de
manera disuelta. Al entrar en contacto con las branquias fueron transportadas en la
hemolinfa hacia el corazon, en donde todo el contenido de la hemolinfa como
oxigeno, nutrientes y en este caso las toxinas PSP fueron dispersadas a todos los

organos del camaron.

La acumulacién de toxinas es gradual en los diversos tejidos y es proporcional a la
concentracion y al tiempo de exposicion a los dinoflagelados téxicos. La persistencia
de las toxinas paralizantes en los tejidos depende de los mecanismos de absorcién,
acumulacién, eliminacion, localizacion anatémica y las transformaciones que se
presentan en cada tejido. Por lo que en este trabajo se demuestra que la exposicion
de los camarones a las toxinas PSP afecta de forma importante todas las funciones
fisiologicas basicas del camaron, desde la respiracion hasta la excrecion. Esto se
debe considerar durante el manejo de organismos en cultivo, ya que la reduccion
de sus funciones vitales puede reducir la resistencia de esta especie ante la presion
de algun agente patdogeno u otro estrés ambiental que provoque la muerte y

pérdidas econdmicas para el acuicultor.
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8.7 Posible efecto de PSP en el camaron

Aunque el mecanismo de accidn de las toxinas PSP que describen en el presente
trabajo es especulativo porque no se realiz6 un estudio patolégico como tal, se
puede argumentar que los resultados de esta investigacidon apuntan a que los
camarones tienen un contacto principalmente con toxina en forma disuelta y que
esta penetra via branquial hacia el torrente sanguineo. Una vez en el sistema
circulatorio, las toxinas son llevadas a todo el organismo donde bloquea los canales
de sodio provocando paralisis parcial. Ademas, la falta de oxigeno en el organismo
provocado por el bloqueo de las terminaciones neuronales cardiacas, lleva al
organismo a condiciones de hipoxia con la consecuente disminucion del aporte
energético e induccién al metabolismo aerdbico. Esto conlleva a la muerte celular
de tejidos como el sistema nervioso, de alto requerimientos energéticos, y de otros
tejidos y por lo tanto la activacidn del sistema inmune para deshacerse de las células
dafadas o muertas (fagocitosis). A nivel de tejido branquial la barrera paracelular
puede ser modificada por la falta de energia (ATP) como lo sugieren Gunzel y Yu
(2013) y de esta manera permeabilizar mas la branquia con el consecuente paso de
las moléculas de PSP, ademas de agua y otros iones. Es plausible entonces pensar
que los dafios en tejido nervioso y quizas en sistema cardiaco y branquial es cada
vez mayor hasta ser irreversible comprometiendo su funcionalidad y por lo tanto
mortal. Es importante senalar también que si bien G. catenatum es productor de
toxinas PSP, también puede ser productor de otro tipo de moléculas toxicas como
el aminoacido no proteico B-N-methylamino-L-alanine (Lage et al., 2014) u otro
posible tipo de toxinas no determinadas aun y que estas, en conjunto con las PSP,
pueden ejercer una sinergia en el organismo con las consecuencias

histopatoldgicas, etoldgicas y mortales aqui descritas.
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9. Conclusion

Los resultados de este trabajo muestran claramente que los camarones presentaron
signos de comportamiento anomalos ademas dafios celulares asociados a la
presencia de las toxinas. Aunque nuestro objetivo se enmarca en una relacion
cuantitativa de los cambios respecto a un control (camarones sin exposicion a las
toxinas paralizantes), también se hizo el esfuerzo de tener algunos parametros
descriptivos y semi-cuantitativos. Si bien este proceso de evaluacién es subijetivo,
este ha permitido una valoracion mas objetiva. Por ejemplo, la evaluacion de las
variables de altura de las células del hepatopancreas o la valoracion del area de
cobertura de branquias y de musculo, ha permitido relacionar la concentraciéon de
exposicion a estas variables observandose una relacién directa entre estas. Asi
mismo, en la exposicion con la mayor concentracion del dinoflagelado (10° cél/L) se
tuvo un 20% de disminucion del area branquial con respecto al control y un 11% en
la concentracion menor (10* cél/L). Por lo tanto, una primera conclusion es que esta

metodologia de valoracion es adecuada en este tipo de estudio.

La utilizacion de esta metodologia permitié ver que las concentraciones del
dinoflagelado téxico en algunos casos esta relacionado directamente con los dafios
presentados en los organismos (infiltracion hemolitica, separacion del cordén
nervioso ventral, fusion de lamelas, necrosis de células del hepatopancreas,
edemas, entre otros), sin embargo en algunos oérganos la afectacion (atrofia
muscular, area de cubertura de los filamentos branquiales) no depende de la
concentracion de las toxinas presentes en el medio acuatico. Lo anterior es
importante en caso de que se requiera diagnosticar la presencia de
microorganismos productores de PSP o sus toxinas en baja densidad. También
desde el punto de vista ecoldgico es relevante ya que, en el medio natural, el hecho
de que concentraciones tan bajas como 10* cél/L provoquen dafios severos, como
en la atrofia muscular, este dano hace mas vulnerables a los organismos a sus

depredadores y con esto compromete su sobrevivencia.

89



Por otra parte, las afectaciones presentadas en los organismos expuestos a las
toxinas PSP son similares a las causadas por otros agentes dafiinos como virus y
metales pesados a excepcion de los dafios observados en el sistema nervioso
central en el corazon y en el tejido muscular que también se presentan con otras
patologias, pero en menor magnitud, por lo que se podrian considerar como un

primer indicativo de dafios provocado por toxinas PSP en camarones.

Finalmente, al igual que otros investigadores (Linares et al., 2009) se encontrd que
las toxinas PSP tienen un efecto importante a nivel de los tejidos y 6rganos de los
camarones asi como en su comportamiento. Estos efectos fueron asociados al
consumo directo del dinoflagelado por esos autores. Sin embargo, como lo muestra
este trabajo, esta forma de ingestion fue practicamente nula, o que nos permite
sugerir que estos resultados se asocian a los efectos de la toxina disuelta en el agua
de mar. Los efectos de las toxinas en disoluciéon han sido poco estudiados por lo
que este trabajo es una contribucion a este campo y servira como antecedente en

futuros estudios.

Para corroborar lo anterior es importante la utilizacion de otras herramientas que
nos permitan a través de analisis de expresion de genes determinar una condicion
mas puntual de los dafios en los camarones con la concentracion de las toxinas
PSP. La produccion de toxinas disueltas en dinoflagelados ha sido objeto de pocos
estudios. En el experimento de este trabajo, los datos claramente muestran que la
concentracion inicial y al tiempo final del experimento las densidades celulares
fueron estadisticamente iguales lo que implica una nula ingestién de células de G.
catenatum por los camarones. Evidentemente que aun con este analisis la
posibilidad de que hayan ingerido algunas células es real dado que los métodos de
conteos tienen sus limites de confianza. Sin embargo, este consumo debié ser muy
bajo por lo que la exposicion a las toxinas debidé ser mayoritariamente por la
liberacion de las toxinas al medio al morir las células y por otro a la excrecidn natural
que los dinoflagelados hacen al medio (Hsieh et al., 2000; Lefevre et al., 2008; Reis
Costa et al., 2010). Por ejemplo, Hsieh y colaboradores (2000) encuentran
cantidades importantes de toxinas PSP (=50ug) en el medio de cultivo, indicando

90


https://link.springer.com/article/10.1007/s00227-005-0048-8#CR25

la liberacion de estas toxinas por parte del dinoflagelado Alexandrium tamarense.
Otra evidencia de la produccion de toxinas disueltas se refleja en el hecho de que
larvas expuestas al medio donde se cultiva G. catenatum también mueren luego de
unas horas de exposicién (Pazos-Mandujano, 2012, Bustillos-Guzman, com. pers.).
De lo anterior, podemos sugerir que los efectos observados en este estudio estan

asociados particularmente a esta forma de exposicion.
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