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Resumen

Alexandrium tamiyavanichii es un dinoflagelado marino productor de toxinas paralizantes (TP),
que afecta a diversos organismos. Se han caracterizado 57 analogos de las TP entre los que
destacan la saxitoxina (STX) y las gonyautoxinas (GTX). Los dinoflagelados aumentan la
produccién de TP y en algunas ocasiones la sintesis de analogos de mayor potencia tdxica en
condiciones de estrés, tal como la limitacion de fésforo (LF) y/o exceso de nitrogeno (EN). El
objetivo del presente trabajo fue evaluar el crecimiento poblacional y la producciéon de TP en
cultivos de A. tamiyavanichii aislado de la bahia de La Paz, en condiciones de LF y EN. Asimismo,
se evalud la dindmica de los nutrientes en el medio de cultivo a lo largo de la curva de
crecimiento. Se cultivd a A. tamiyavanichii en medio GSe con diferentes condiciones de
nutrientes: 1) medio GSe sin modificaciones (control), 2) LF y 3) EN. Se realizaron muestreos
cada tercer dia para evaluar la concentracion celular, analizar los nutrientes disueltos en el
medio de cultivo (nitritos, nitratos, amonio y ortofosfatos, por técnicas colorimétricas), asi
como, identificar y cuantificar las TP por medio del método oficial AOAC 2005.06 (HPLC-FLD). Se
realizd una curva de crecimiento de 33 dias a 24°C + 0.3°C; 100 umoles de fotones m?st 12 h
luz:12 h oscuridad. La fase estacionaria de la curva de crecimiento estuvo ausente en todos los
tratamientos. El crecimiento poblacional en el tratamiento LF, provocé un aumento de 3.4 veces
la concentracion celular con respecto al control y EN (p<0.05). No se encontraron diferencias
significativas entre el crecimiento en el control y EN (p>0.05). La mayor concentracién de
toxinas resulté en el control, el dia 21 (309 fmol PSP cél), que corresponde a la fase
exponencial. No se encontraron diferencias significativas en la produccién de toxinas en los
tratamientos propuestos con respecto al control (p>0.05). La SXT fue el analogo que se encontré
en mayor proporcién en todos los tratamientos (>40%) y en todos los dias de muestreo. Aun
cuando al tratamiento de LF no se le adiciond ortofosfato, se determinaron concentraciones
superiores al agua de mar utilizada en el cultivo. Se concluye que los tratamientos de LF y EN no
afectaron la produccién de TP de A. tamiyavanichii, solo la LF promovié el crecimiento
poblacional del dinoflagelado con respecto al control. Este trabajo describe por primera vez la
toxicidad de una cepa de A. tamiyavanichii aislada de costas mexicanas., asi como las
condiciones en las que se promueve el crecimiento.

Palabras clave: Alexandrium tamiyavanichii, exceso de nitrégeno, limitacién de fésforo,
nutrientes, toxinas paralizantes.
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Summary

Alexandrium tamiyavanichii is a marine dinoflagellate that produces paralyzing toxins (PT),
which affects various organisms. More than 57 analogs have been characterized, among which
the saxitoxin (STX) and the gonyautoxins (GTX) stand out. Dinoflagellates increase the
production of TP and, on some occasions, the synthesis of analogs of higher toxic potency under
stress conditions, such as the limitation of phosphorus (LF) and/or excess nitrogen (EN). This
work aimed to evaluate the population growth and TP production in cultures of A.
tamiyavanichii isolated from the Bay of La Paz under conditions of LF and EN. Likewise, the
dynamic of the nutrients in the culture medium was evaluated along the growth curve. A.
tamiyavanichii was grown in GSe medium with different nutrient conditions: 1) GSe medium
without modifications (control), 2) LF, and 3) EN. Samples were carried out every third day to
evaluate the cell concentration, analyze the nutrients dissolved in the culture medium (nitrites,
nitrates, ammonium, and orthophosphates, by colorimetric techniques), as well as, identify and
quantify the TP through the official method AOAC 2005.06 (HPLC-FLD). A growth curve of 33
days was made at 24 ° C + 0.3 ° C; 100 umol of photons m? s™%; 12 h light: 12 h dark. The
stationary phase of the growth curve was absent in all treatments. The stationary phase of the
growth curve was absent in all treatments. The population growth in the LF treatment caused
an increase of 3.4 times the cell concentration concerning the control and EN (p <0.05). No
significant differences were found between growth in control and EN (p> 0.05). The highest
concentration of toxins resulted in the control on day 21 (309 fmol PSP cell!), which
corresponds to the exponential phase. No significant differences were registered in toxins
production in the proposed treatments concerning the control (p> 0.05). SXT was the analog
found in the highest proportion in all treatments (> 40%) and all sampling days. Even when
orthophosphate was not added to the LF treatment, concentrations higher than the seawater
used in the culture were determined. It is concluded that the LF and EN treatments did not
affect the production of PT of A. tamiyavanichii; only the LF promoted the population growth of
the dinoflagellate concerning the control. This work describes for the first time the toxicity of a
strain of A. tamiyavanichii isolated from Mexican coasts, as well as the conditions in which
growth is promoted.

Key words: Alexandrium tamiyavanichii, nitrogen excess, phosphorus limitation, nutrients,
paralyzing toxins.
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1. INTRODUCCION

1.1 Floraciones Algales Nocivas (FAN) y dinoflagelados toxicos

Las Floraciones Algales Nocivas (FAN) son eventos naturales que se dan en ambientes acuaticos,
por la proliferaciéon excesiva y en corto tiempo de ciertas especies de microalgas que pueden
presentarse en miles a millones de células por mililitro (10 a 10° cél mL™?) (1). Se han descrito
alrededor de 5000 especies de microalgas, de las cuales aproximadamente 300 especies son
dinoflagelados (Clase: Dinophyceae) que pueden producir floraciones algales, donde 180
especies han sido registradas como nocivas y 94 especies han sido consideradas como toéxicas

(2, 3).

Las toxinas de los dinoflagelados han sido descritas como de las mds potentes encontradas en la
naturaleza (1). Estas toxinas pueden transferirse a través de la cadena trdfica a los moluscos y
peces que se alimentan de los dinoflagelados (Fig. 1) y provocar dafio a diversos organismos

como el humano (4 - 9).

Se conocen diversos patrones de intoxicacidn asociados al tipo de toxina implicada. Entre las
intoxicaciones mas frecuentes por consumo de mariscos estan: intoxicacion paralizante
(Paralyzing Shellfish Poisoning; PSP), intoxicacion diarreica (Diarrhetic Shellfish Poisoning, DSP),
intoxicacion amnésica (Amnesic Shellfish Poisoning, ASP) y la intoxicacién neurotdxica
(Neurotoxic Shellfish Poisoning, NSP) (10, 11). En los ultimos afios, el incremento en intensidad,
duracion y distribucidn geografica de las ocurrencias de las FAN ocasionada por los
dinoflagelados téxicos, sumados a los reportes de casos de intoxicacion humana, han causado
severas pérdidas econdmicas en la industria pesquera y originado una mayor preocupacién en

temas de salud publica (1).



Figura 1. Diagrama de acumulacién de toxinas de dinoflagelados a lo largo de la cadena trdfica
hasta llegar al consumidor final, el humano (fuente propia).

1.2 Toxinas paralizantes (TP) y Alexandrium spp.

Entre los dinoflagelados toxicos estan los del género Alexandrium spp. (Division Pyrrhophyta:
Filo Dinophyceae). Este género agrupa mas de 42 especies (2), de las cuales se conoce que al
menos la mitad de ellas producen algin tipo de toxina, entre las cuales destacan las Toxinas
Paralizantes (TP) (1, 12 - 18). En Latinoamérica se reconoce la presencia de especies
potencialmente tdxicas del género Alexandrium, tales como A. catenella, A. monilatum, A.
ostenfeldii, A. tamarense y A. tamiyavanichii en las costas tanto del Ocedno Pacifico como del

Atlantico (19).

Las TP constituyen un grupo de compuestos tetrahidropurinicos estrechamente relacionados,
de potencia y actividad biolégica variable. La saxitoxina (STX) es la molécula hidrofilica mas
potente de las TP y es considerada el compuesto activo responsable de la intoxicacién
paralizante por consumo de mariscos (PSP), ademds es la primera toxina paralizante
caracterizada quimicamente (20). Las TP bloquean los canales de sodio dependientes de voltaje
(Nay) en células del sistema nervioso, inhibiendo la generacién del potencial de accién en

membranas excitables, produciendo paralisis neuromuscular en vertebrados (9, 20 - 24).



Los efectos letales de las TP varian de acuerdo al tipo de organismo afectado (crustaceos,
moluscos, peces y humanos) (25 - 27). Los signos clinicos en humanos sujetos a una intoxicacién
a bajas concentraciones de la toxina sugieren entumecimiento de extremidades, la cual, si se
trata de una exposicion prolongada y a altas concentraciones de las TP, puede provocar paro

cardio-respiratorio en el individuo y como consecuencia, la muerte (28 - 30).

Se han caracterizado fisicoquimica y toxicolégicamente mas de 57 analogos de las TP, los cuales
varian en potencia toxica y se subclasifican en grupos de alta a baja toxicidad (grupo
carbamoil>sulfocarbamoil>decarbamoil>benzoatos) (20, 31). Ademads, bajo condiciones acidas,
las TP pueden transformarse a analogos de mayor potencia téxica (32, 33). La Tabla | muestra la
potencia toxica mdaxima de 19 analogos de STX presentes en muestras de moluscos bivalvos
contaminados con TP, donde los Factores de Equivalencia Téxicos (FET) estan representados con

la STX como andlogo de referencia por ser el de mayor potencia toxica (11, 34).

La toxicidad de los dinoflagelados varia segln su especie y la regién en que habitan. El género
Alexandrium independientemente de la regidon en la que se encuentre, es capaz de producir TPy
otras toxinas de tipo lipofilicas. Dentro de las TP, puede producir en mayor proporciéon analogos
del tipo carbamoil (GTX1,23y4) y sus epimeros ay B (1, 9, 15, 35). Sin embargo, para los mares
que rodean Latinoamérica, se ha encontrado que es capaz de producir analgos del tipo
sulfocarbamoil (Ci, y Bi) y carbamoil (GTX14) (19). lgualmente, se ha identificado que la
producciéon de toxinas por la misma especie es dependiente de las variables fisicoquimicas y/o
regionales, ya que al estudiar la misma especie en diferentes zonas geograficas se ha detectado
que la concentracion de TP se puede ver afectada pero no la proporcidon de los analogos

registrados (36 - 38).
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Tabla I. Factor de Equivalencia Téxico (FET) para diversos analogos de las toxinas paralizantes
(TP). Modificada de EFSA (39), FAO/WHO (11) y Turnbull et al. (34).

Analogo de STX FET Peso molecular (g mol 1)
SXT 1.00 299.3
GTX1 1.00 411.4
GTXz 0.36 3954
GTX3 0.64 3954
GTX, 0.73 411.4
GTX1-4 0.99 411.4
GTX23 0.64 3954
NEOSTX 2.00 315.3
GTXs (B1) 0.06 379.4
GTXs (B2) 0.05 395.4
Ci 0.01 475.4
C2 (GTXs) 0.10 475.4
Cs 0.01 491.4
Cs 0.06 491.4
dcGTX:2 0.15 352.3
dcGTXs 0.38 352.3
dcGTX23 0.37 352.3
dcSTX 0.51 256.3
dcNEOSTX (GTX7) 0.20 345.2

STX, saxitoxina; GTX, gonyautoxina; dc-GTX, decarbamoil gonyautoxina; C, carbamoil; NEOSTX, neosaxitoxina; dcSTX,
decarbamoilsaxitoxina; dcNEOSTX, decarbamoil-neosaxitoxina; Colores indican grupos carbamoil, sulfocarbamoil y decarbamoil.

Por otro lado, se ha observado que algunas especies del género Alexandrium son capaces de
desarrollar morfotipos y/o ribotipos para adaptarse a las condiciones medioambientales
especificas (temperatura, calidad del agua, luz y/o predadores). Esta variabilidad hace que la
distribucién global del género, el perfil toxicoldgico para cada especie o bien, su morfologia sean

dificiles de establecer (40 - 44).

1.3. Dinoflagelado téxico Alexandrium tamiyavanichii

Alexandrium tamiyavanichii (Balech, 1994) (45) es un dinoflagelado marino plancténico tecado
productor de TP. En el medio silvestre, A. tamiyavanichii tiene una longitud de 31-41 um, asi como
un transdidmetro de 26-35 um (Fig. 2) (46). Durante su ciclo de crecimiento, A. tamiyavanichii se
reproduce mediante divisidon binaria, por lo cual, la presencia de cadenas de 2 o mas células es
comun tanto en el medio silvestre como en laboratorio, sin embargo, se han encontrado cadenas

de 8 o mas células en el medio natural (46). Se distribuye en diversas partes del mundo,



principalmente en aguas costeras de ambientes calidos. La especie se ha registrado en paises

como Japén (47), Malasia (36, 38, 48, 49), Sur de Africa (37), Noreste de Brasil (42) y el Pacifico

Central de México (50 - 52).

Figura 2. Microfotografias de Alexandrium tamiyavanichii (cepa AYPV-1). Barra de escala = 30 um
(fuente propia).

1.4. Rol de los nutrientes en la producciéon de TP

La capacidad que tienen los dinoflagelados para producir metabolitos secundarios esta en funcién
de un déficit y/o competencia por nutrientes del medio, como mecanismo de defensa contra
predadores, como medio de almacenamiento de ciertos nutrientes, o bien, porque cuentan con
el gen necesario para producir diferentes toxinas (12, 13, 35, 53, 54). La concentracion de TP
producidas por los dinoflagelados puede estar influenciada tanto por factores ambientales
(irradiancia, temperatura y salinidad), como por la concentracién y proporcién de los

macronutrientes como fdosforo o nitrégeno, que son esenciales para el crecimiento (12, 55 - 60).

En las ultimas décadas, numerosos estudios han demostrado que la toxicidad a menudo varia
entre las especies de Alexandrium y las cepas de la misma especie que tienen un estado
nutricional diferente (12, 56, 61 - 64). Los dinoflagelados se caracterizan por una disminucién en
las tasas fotosintéticas maximas y altos costos de respiracidon y por lo tanto, se consideran
especies de crecimiento lento (65). Sin embargo a pesar de una aparente desventaja competitiva

bajo una limitacién de nutrientes, los dinoflagelados coexisten con otros grupos de microalgas de



crecimiento rdpido, e incluso florecen frecuentemente en aguas pobres en nutrientes u

oligotroficas (66).

Se ha sugerido que la produccion de toxinas podria ser una adaptacidon que los dinoflagelados
utilizan para compensar la desventaja ecoldgica de su baja afinidad por los nutrientes. Asi, las
toxinas podrian actuar como disuasivo de alimentacion para los herbivoros (67, 68) y la
produccién de toxinas podria mejorar la competencia interespecifica al re-dirigir la presidn de

pastoreo hacia especies de fitoplancton no tdxicas que son competidores potenciales (53).

Entre los macronutrientes que se han estudiado ampliamente en relacién a la produccién de
toxinas por dinoflagelados, se encuentran: el fésforo (P) y el nitrégeno (N). Estos macronutrientes
modulan la produccién de TP, dependiendo de la disponibilidad de las especies inorganicas,
disueltas y reactivas del P (ortofosfato) y N (amonio, nitrito y nitrato) (12, 56, 62, 69 - 71). Se ha
reportado que la produccién de toxinas en dinoflagelados tdxicos es elevada bajo condiciones
limitantes de ortofosfato, P-PO4 (71, 72) y la mayoria de los estudios coinciden en que la limitacion

de N o P reduce el crecimiento de los dinoflagelados (63, 73 - 75).

1.5. El fosforo en la produccion de TP

El fésforo en el medio de cultivo, es un macronutriente que juega un papel importante debido a
gue las microalgas lo utilizan en diversos procesos de su metabolismo primario, es importante en
el tamafio celular, divisidn celular y en el propio metabolismo energético (15, 90). En algunos
dinoflagelados toxicos, la limitacién del fésforo (LF) tiene un efecto positivo en el ciclo de
crecimiento cuando el cultivo llega a la fase estacionaria (13), asi como un aumento significativo
en la produccién de TP y andlogos de mayor potencia toxica en comparacion con condiciones
control y/o limitaciones de otros nutrientes esenciales para el crecimiento del dinoflagelado (12,

16).



1.6. El nitrégeno en la produccion de TP

El exceso de N, induce la produccién de andlogos de mayor potencia téxica, asi como mayor
concentracion de TP a lo largo de su ciclo de crecimiento, debido a que se ha calculado que el
33% del peso molecular de una TP es NH4* y, por lo tanto, el N es necesario para la biosintesis de
toxinas (12, 58, 59, 76). Asimismo, se ha comprobado mediante el uso del isétopo estable *°N,
como fuente de nitrégeno de un dinoflagelado productor de TP, que el aminoacido arginina
puede transformarse a STX dependiendo de la disponibilidad de N en el medio, esto se determiné

mediante la posible ruta intermedia en la sintesis de las TP (9).

La limitacién de nitrégeno en el medio de cultivo, disminuye la produccién de toxinas (62), dando
como resultado una disminucion en la regulacidon de los genes asociados a la actividad de los
cloroplastos, por lo que se sugiere que en dicha condicién es necesario enfocar la energia
obtenida a otros procesos regulatorios del metabolismo de la célula (13). Igualmente, otros
dinoflagelados tienen la capacidad de generar reservas internas de nutrientes tanto de nitrégeno
y fosforo, por lo que al someterlos a un estrés, es decir la limitacién de estos nutrientes, no se

generan cambios en el crecimiento o produccion de sus toxinas (12, 13).



2. ANTECEDENTES

2.1. Alexandrium tamiyavanichii

El dinoflagelado tdxico Alexandrium tamiyavanichii, ha sido poco estudiado con referencia al
posible efecto de la disponibilidad de nutrientes en la produccion de TP. Los trabajos a nivel
mundial que se han realizado con A. tamiyavanichii (Fig. 3) tratan sobre su taxonomia, dispersion,

crecimiento y produccion de toxinas.

O
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Figura 3. Estudios relacionados con el dinoflagelado Alexandrium tamiyavanichii alrededor del
mundo (fuente propia).

En el Indopacifico, se estudio el efecto de la salinidad en la produccién de TP en una cepa de A.
tamiyavanichii aislada en Malasia. Se encontré que, A. tamiyavanichii presentd un crecimiento
dptimo a una salinidad de 25, asi como una concentracién de 80 fmol cél' y una proporciéon mayor
de analogos GTX con respecto a los demds andlogos. No se encontraron efectos significativos
entre la salinidad y la produccién de las TP y se reportd que el perfil téxico de A. tamiyavanichii
fue similar a los perfiles téxicos estudiados en Japén y Tailandia por Lim et al. (38), sin embargo,
la concentracién de toxinas varié debido al sitio de origen de la cepa. Este analisis, establecié que
el sitio de origen de la microalga estudiada influye en la concentracién de toxinas producidas,

pero no en el perfil de toxinas de esta especie (36).



Lim et al. (38), estudiaron los posibles efectos de la temperatura y la concentracién de luz en un
cultivo de A. tamiyavanichiiy evaluaron el crecimiento poblacional, la disponibilidad de nitrégeno
en el medio de cultivo y la produccién de TP. Los resultados muestran que A. tamiyavanichii
presenta mayor proporcién de andlogos GTXs y GTXs y en menor grado la presencia de los
analogos STX, GTX1.a, GTX2-3 y Ca2. Asimismo, se establecié el rango de temperatura éptima para
el crecimiento, la cual fue de 20°C a 25°C. El estrés por temperatura o irradiancia luminica no
afectd la proporcidn de analogos detectados, sin embargo, la concentracién de TP aumentd con
la intensidad luminica de 100 umoles de fotones m2s, obteniendo una concentracién cercana a

186 fmol célt a 25°C.

En el sur de Africa, en una regién cercana al indo Pacifico, se reportd la presencia de algunas
especies de Alexandrium, entre ellas A. tamiyavanichii por primera vez para el continente (37). Se
sugirio que esta especie fue transportada hasta el sur del continente por la ruta de dispersion del
Pacifico Occidental al este Sudafricano debido a que la cepa establecida presenté afinidad
filogenética al clado Asiatico Tropical de A. tamiyavanichii (Fig. 4). La toxicidad celular de esta
especie en Africa fue menor a lo reportado por los investigadores asiaticos (36, 38), con una
toxicidad de 0.26 fmoles STX eq. cél? (0.14 pg STX eq. cél?) conservando la proporcidon de
derivados tipicos de la especie Alexandrium, con la incorporacion del analogo STX, el cual, de

acuerdo a Anderson (1), no es una toxina comun para el género Alexandrium.

Figura 4. Ruta de dispersion del Pacifico Occidental al Este Sudafricano. Modificado de Ruiz-
Sebastian et al. (37).
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En el 2010, se reportd un FAN formado por A. tamiyavanichii en Japon a partir del cual lograron
establecer cultivos del dinoflagelado (47). Se reporté que en el medio silvestre A. tamiyavanichii
produjo 2,410 fmol cél' y un promedio de 283 fmol cél* en cultivo, con un aporte mayormente
del grupo carbamoil (GTX1.4), siendo esta concentracidn y el perfil de toxinas producidas por el

dinoflagelado, similar a lo reportado por Lim & Ogata (36).

También en el 2010 se registrd por primera vez al dinoflagelado A. tamiyavanichii en el noroeste
de Brasil, en muestras obtenidas del medio natural (42). Este estudio sefiala que la corriente de
dispersién Pacifico Occidental al este Sudafricano podria transportar al dinoflagelado de las costas
de Africa al noreste brasilefio, sin embargo, mediante los estudios moleculares, se determiné que
la cepa de Brasil pertenece a un clado diferente al clado asidtico. En cuanto a la produccion de
toxinas, la cepa brasilefia contiene los andlogos STX, GTXs, GTXa, NEOSTX, dcGTX; y dcGTX3 con
una concentracion total de 16.85 fmol cél’, con una mayor presencia de STX (67% mol). Dicho
reporte junto con el estudio de Ruiz-Sebastidn (37), demuestran que la produccién de toxinas

varia segun el lugar de origen de la cepa.

Uno de los reportes mas recientes para A. tamiyavanichii fue en 2014 cuando la especie presenté
un FAN en el puerto Kuantan, Malasia en donde provocd envenenamiento en seres humanos por
consumo de moluscos contaminados con TP (3,560 ug de STX eq. 100 g de tejido de molusco).
Se aislaron durante el FAN, tres cepas en diferentes tiempos de muestreo y se obtuvo una relacion
de menor toxicidad con respecto al tiempo de aislamiento (1) 5,960 fmol cél?, 2) 3,070 fmol cél?
y 3) 1,027 fmol cél, respectivamente). Estos autores solo estudiaron el perfil de las GTXs,
obteniendo como resultado la presencia de GTX14, GTX2-3 y GTXs: la cepa 3, presentd mayor
proporcidon del andlogo GTXs, mientras que las cepas 1 y 2 presentaron mayor proporcion del

epimero GTXi1-4 (49).
2.2. Alexandrium tamiyavanichii en México

En México, se tiene el primer registro de A. tamiyavanichii en las costas del Golfo de California
desde 1995 (77), sin embargo fue hasta el 2003 en donde se obtuvo el primer aislamiento de A.
tamiyavanichii, en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) dentro de la

Colecciéon de Dinoflagelados Marinos (50). Asimismo, Alonso-Rodriguez et al. (78), reportan a la
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especie en las costas mexicanas de Baja California Sur, mientras que Esqueda-Lara & Hernandez-
Becerril (51), reportaron la presencia del dinoflagelado en las costas de Colima, siendo la
publicacién de Hernandez-Becerril et al. (52), el reporte mds reciente en las costas del Pacifico
Central Mexicano. En estos estudios no se realizé la determinacion de TP o la identificacidn
morfoldgica de la especie, por lo que se desconoce si el dinoflagelado en las costas mexicanas
pertenece al clado asidtico o al clado establecido para la cepa de Brasil, asi como la toxicidad que

pudiera presentar durante un FAN.
2.3. El rol de los nutrientes en la produccion de TP en el género Alexandrium

Diversos estudios se han enfocado en el rol que tienen los factores fisicoquimicos y los nutrientes
en la produccion de las TP en el cultivo de Alexandrium spp., entre ellos se encuentra el estudio
de Etheridge & Roesler (40), en el que proponen que para A. fundyense, la temperatura,
irradiancia luminica y salinidad afectan a la produccion de TP de diferentes cepas aisladas a lo
largo del Golfo de Maine (Estados Unidos) y de la Bahia de Fundy (Cdnada). Estos autores
reportaron que la temperatura es el factor con mayor contribucién al cambio en la toxicidad
celular con respecto a la irradiancia luminica o a la salinidad, siendo esta ultima la que menor

impacto tuvo sobre la toxicidad celular, concordando con lo establecido por Maclean et al. (79).

De igual forma, para las especies A. tamiyavanichii y A. minutum, se determind el efecto que
provoca la temperatura y la salinidad, asi como el aprovechamiento del nitrégeno disuelto en el
medio de cultivo en la produccién de TP (38). Se encontré que las tasas de crecimiento y la
produccién de TP de los dinoflagelados estan influenciados por la temperatura y la irradiancia
luminica, obteniendo mayores tasas de crecimiento y produccion de TP en un rango de
temperatura de 20 a 25°C a una irradiancia luminica de 100 umoles de fotones m?2s™. También,
el nitrato disuelto en el medio de cultivo disminuyd conforme el paso del tiempo en todas las
condiciones, sin embargo, la temperatura y la irradiancia luminica afectaron el aprovechamiento
del nitrato, debido a que a mayor irradiancia y temperatura, el nitrato se encontré a menores
concentraciones con respecto a aquellos cultivos en donde la irradiancia luminica y la

temperatura era menor.
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Por otra parte, se han estudiado poblaciones naturales de A. catenella aisladas del Golfo de
Maine, donde se investigd la divergencia genética generada por nutrientes tales como silicatos y
nitrito + nitrato (44). En este estudio, se determinaron por lo menos 3 agrupaciones
genéticamente distintas de A. catenella debido a la dispersion de la especie en el Golfo. Cada
agrupacion puede generar FAN dependiendo de la carga de nutrientes a la cual estén expuestos
en el medio natural. Aun cuando en el estudio no se determind la producciéon de TP en cada
agrupacion, se propone que la produccion de TP varia en cada uno de ellos debido a las
condiciones a las cuales estdn expuestos en el medio natural y por la diferenciacion genética

provocada.
2.4. El rol del fésforo en la produccion de TP en el género Alexandrium

Se han estudiado diferentes especies del género Alexandrium en condiciones de limitacién de
fésforo (LF) para evaluar el efecto que tiene este nutriente sobre la produccién de TP. Anderson
et al. (56) encontraron que la LF en un cultivo de A. fundyense provoca una disminucién en el ion
fosfato por célula, incrementando a su vez 3 veces la concentracion total de TP registradas con
respecto al control. Asimismo, en A. tamarense, la concentracién de TP liberadas al medio siguio
un patrdén similar al crecimiento de la especie, en donde la concentracién aumenté hasta llegar al
pico maximo de produccion (hasta 160 fmol cél, dependiendo el tratamiento) y disminuyé la

produccién conforme el cultivo llegé a la fase estacionaria.

En perspectiva, algunos estudios apuntan que la LF en cultivo de ciertas especies del género
Alexandrium, entre ellas A. tamarense y A. minutum, no afecta el crecimiento poblacional con
respecto a los controles (12, 13), esto puede deberse a reservas de fosforo intracelulares, a la
concentracion de fésforo natural en el agua de mar o bien, debido al fésforo adicionado por el
indculo. Boyer et al. (12) notaron la aparicién de quistes temporales en la fase exponencial del
cultivo de A. tamarense e infieren que fue debido a la falta del ortofosfato, sin embargo el
enquistamiento no se presentd de manera estadisticamente significativa. En este estudio, los
autores encontraron una concentracion de TP 1.5 veces mayor en el tratamiento LF con respecto

al control, sin presentar una modificacion en la proporcién de los analogos de TP registrados.
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Perini et al. (15) estudiaron la LF en 4 diferentes cepas de A. minutum aisladas del mar
Mediterraneo. El crecimiento de la especie estuvo caracterizado por una fase exponencial corta
y un bajo aprovechamiento del fésforo disuelto en el cultivo, lo que confirma que las reservas
energéticas del dinoflagelado fueron suficientes para crecer en el tratamiento LF (12, 13), sin

embargo, no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la produccién de TP.

La limitacién inicial de nitrégeno LN y el fésforo LF en cultivos de A. minutum y posteriormente a
los mismos cultivos se someten a una adicién de los nutrientes faltantes (enriquecimiento de
nitrégeno, EN y enriquecimiento de fésforo, EF), muestra que los cultivos no presentan
diferencias en cuanto al aprovechamiento de los nutrientes disueltos en el medio de cultivo, sin
embargo, la concentracidn intracelular de los nutrientes se mantiene en un estado de limitacion,

asi como, la produccién de toxinas es mayor en condiciones LF y menor en condiciones LN (13).

Otros autores se han enfocado en analizar cultivos continuos en fase exponencial de diferentes
especies del género Alexandrium, entre ellas A. pacificum, utilizando diferentes concentraciones
de nutrientes (cultivo control, LF, LN, EF y EN), asi como diferentes tasas de adicion de medio de
cultivo fresco (0.05, 0.1, 0.15 y 0.2 d'!) para conocer cudl era el efecto que las diferentes tasas en
el crecimiento poblacional y en la produccién de TP (16). Reportaron que en el tratamiento de LF,
la concentracién celular aumentd rapidamente entre los primeros dias de muestreo hasta
alcanzar la fase estacionaria, con respecto a los demds tratamientos. Unicamente la tasa de
adicion del medio de 0.1 d! en el tratamiento de LF provocé una diferencia significativa en la
produccién de TP con respecto a las demds tasas de adicidn y los demds tratamientos (de 17 a 80
veces mayor concentracién de TP), sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
la concentracidn celular y la produccidn de toxinas a lo largo del experimento en dicho

tratamiento.
2.5. El rol del nitrégeno en la produccion de TP en el género Alexandrium

En el caso del nitrogeno en el medio de cultivo, se han realizado diversos estudios en cuanto al
efecto que genera el LN y EN en diferentes especies de Alexandrium. John & Flynn (62) evaluaron
dichas variables en la formulacidon del medio de cultivo en el dinoflagelado A. fundyense y se

concluye que la adicién de nitrato al medio de cultivo provoca altas concentraciones celulares,
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sin embargo, estas concentraciones no se pueden sobrepasar debido a que el cultivo entré en
una LF provocada por el crecimiento y la produccién de TP en el tratamiento de EN estuvo por
debajo del control. Inclusive, cuando se adicionaron bajas concentraciones de nitrato, se
obtuvieron mayores concentraciones de TP, de mas de un orden de magnitud con respecto al

control.

El efectodela LNy EN en cultivos de A. fundyense con una posterior adicién de didxido de carbono
(CO,) al cultivo en la fase de limitacion de nutrientes, mostré que las células en cultivo con EN
presentaron un crecimiento moderado con respecto al control, asi como una mayor
concentracién de TP con respecto al tratamiento de LN (58). Dado lo anterior, se concluyé, que la
adicion de CO; al cultivo, funciond para que la célula reenfocara la energia requerida para
procesar el carbono del medio, en la asimilacién de otros nutrientes, lo que puede significar a una

mayor producciéon de TP.
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3. JUSTIFICACION

A. tamiyavanichii es un dinoflagelado marino productor de toxinas paralizantes (TP), consideradas
como unas de las toxinas mas potentes encontradas en la naturaleza. Estos compuestos, ademas
de provocar severos dafios a la fauna marina e intoxicacién en humanos, son de gran interés
debido a su potencial en la medicina humana para tratar diversas enfermedades neuroldgicas y
como analgésico, entre otros usos. Su concentracion y purificacién de estas toxinas ha permitido
la produccién de estandares analiticos para identificar y cuantificar toxinas en muestras
contaminadas, asi como para realizar experimentos que permiten conocer sus posibles

aplicaciones en biomedicina.

La produccion de toxinas de los dinoflagelados para fines de investigacién requiere, entre otras
cosas, del entendimiento de las necesidades nutricionales del dinoflagelado en cultivo para
identificar las variables que modulan el crecimiento, la concentracién de toxinas y el tipo de
analogos que presentan. De esta manera, también se puede llegar a comprender el desarrollo de

una floracién algal toéxica y su adaptacion ecoldgica en condiciones de estrés.
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4. HIPOTESIS

Las toxinas paralizantes (TP) son resultado del metabolismo secundario de Alexandrium
tamiyavanichii y la produccién de las mismas se modifica en funcion de la disponibilidad de

nutrientes en el medio de cultivo, entonces:

H1: Si el dinoflagelado se encuentra en condiciones estresantes tales como la limitacion
de fésforo (LF) o exceso de nitrégeno (EN), se producird mayor concentracién de toxinas
paralizantes del tipo carbamoil, derivados de mayor potencia tdxica, con respecto al

control.

H2: Al limitar en fdsforo al dinoflagelado, su crecimiento poblacional se vera disminuido

con respecto al control.

H3: Al enriquecer en nitrégeno el medio de cultivo, el crecimiento poblacional del

dinoflagelado aumentara con respecto al control.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los nutrientes en el medio de cultivo sin modificaciones y en condiciones
de limitacién de fésforo y exceso de nitrégeno, sobre la produccién de toxinas paralizantes

(TP) durante el ciclo de crecimiento del dinoflagelado Alexandrium tamiyavanichii.

5.2 Objetivos particulares

5.2.1 Comparar el crecimiento poblacional del dinoflagelado.
5.2.3 Evaluar la dindmica de los nutrientes en el medio de cultivo.
5.2.2 Comparar la produccién de toxinas paralizantes y el perfil toxicolégico del

dinoflagelado.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencidon de Alexandrium tamiyavanichii

La cepa de A. tamiyavanichii (AYPV-1) se obtuvo de la Coleccion de Dinoflagelados Marinos del
CIBNOR (50; Anexo A). Esta cepa fue aislada por Diana Géngora Gonzdlez en abril de 2003 de
forma vegetativa de la Bahia de La Paz, BCS, México (24° 17’ 12.66” N, 110° 20’ 31.92” Q) y fue
caracterizada taxondmicamente con analisis morfométrico y molecular (secuenciacion genética
del gen marcador 28S ADNr de la subunidad mayor ribosomal) por el Laboratorio de Taxonomia

y Ecofisiologia de Dinoflagelados Marinos por la Dra. Lourdes Morquecho Escamilla.

Para el mantenimiento de la cepa, las células se cultivaron en medio GSe (80; Anexo B), en
condiciones de temperatura constante (21 + 0.5°C), con un fotoperiodo de 12 h luz: 12 h
oscuridad, a una irradiancia luminica de 35 umoles de fotones m2s! y salinidad entre 34 y 36. Se
utilizaron frascos de cultivo (BIOLITE) de poliestireno con recubrimiento antiadherente de células
con capacidad de 75 mL con tapas de polietileno de alta densidad, inoculados al 10% v:v, inéculo

del cultivo de dinoflagelado:medio de cultivo.

La aclimatacién de la cepa para las condiciones de los tratamientos del experimento, se realizod
en una incubadora de gradiente (RIT 450, marca REXMED). Se llevaron a cabo 4 resiembras con
21 dias de diferencia cada una, aumentando 1°C en cada resiembra, comenzando a una
temperatura de 21°C hasta 242C. Una vez habituada a 24°C, se procedio a la aclimatacion de la
cepa a una mayor irradiancia luminica, la cual fue de 35 umoles de fotones m2sta 100 + 10
umoles de fotones m2 s, mediante 2 resiembras a los 15 dias de crecimiento. Una vez
comprobada la supervivencia del cultivo a la irradiancia luminica y la temperatura propuesta, se
prosiguid al escalamiento del cultivo, en matraces de vidrio de 1 L de capacidad al 50% del
volumen con un indculo del 20% para cada matraz, dejando un espacio del 30% para suministro

de aire.
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6.2 Diseno experimental

La fase experimental (Fig. 5) consistié en determinar los efectos de los macronutrientes disueltos
de fésforo y nitrégeno sobre la cinética de crecimiento de Alexandrium tamiyavanichii en dos

respuestas principales:

1. Dindmica de los nutrientes en el medio de cultivo (medio control, limitacién de fésforo y
altas concentraciones de nitrégeno).
2. Produccién y modificacion de los analogos de toxinas paralizantes (TP) sintetizados por la

disponibilidad de nutrientes.

Diseno experimental

Determinacién de nutrientes

Experimento

Grasshoff, 1983)

R — . .
Curvas de crecimiento / son 972
LF s = .
',', S 3 2 Gglllarrd(1973) 0 Ortofosfatos (Koroleff, 1983)
W -33dias ) - f
- ’ -
‘enn’ ® -0 Aads
39
Control ‘ 8 ‘ ‘ Toxinas paralizantes
3 £ —
" € ———
N HPLC-FLD [—
— T .
empo Lawrence et al. (2005) -
Recuento
ce: - Método oficial ——
celular Gréfico esperado de la cinética de — M
w crecimiento de A. tamivavanichii
LeGresley &
24°C McDermott (2010) Analisis estadistico
¢ 100 umoles de fotones m-2 S_1 Determinacién de que estado de concentracién
y genera andlogos de mayor potencia toxica durante el
.'.', 1 12 hluz: 12 h oscuridad ciclo de crecimiento de A. tamiyavanichii
’ Lim et al. (2006)

Figura 5. Diagrama del disefio experimental establecido para la realizacién de este proyecto
(fuente propia).

El disefio experimental consistié en inocular el cultivo primario obtenido de A. tamiyavanichii en
tres condiciones experimentales. Para esto se utilizaron 126 frascos de poliestireno (BIOLITE) de
250 mL, los cuales se clasificaron aleatoriamente en tres grupos experimentales de 42 frascos
cada uno: 1) medio GSe como medio control (80); 2) medio GSe limitado en fésforo y 3) medio
GSe con exceso de nitrégeno. La variacion en la cantidad de fésforo y nitrégeno en el medio de
cultivo se calcularon de acuerdo a lo presentado en el Anexo C. En cada caso, se adicionaron 125

mL de medio de cultivo con un 10% de inéculo proveniente del cultivo primario.



20

El experimento se mantuvo durante 33 dias a una temperatura constante de 24 + 0.2°C en una
incubadora RIT 450 (REXMED). El fotoperiodo consistié en ciclos de 12h luz: 12 h oscuridad y una
irradiancia luminica constante de 100 + 10 umoles de fotones m2 s, durante el ciclo luminoso,
la cual se registré cada dia con un luxémetro (Extech modelo 407026). Se afladieron dos controles
de los medios de cultivo sin dinoflagelados para dar seguimiento a la variacion de las
concentraciones de cada nutriente durante la fase experimental: se utilizaron 3 matraces por
tratamiento con capacidad de 1 L con medio de cultivo al 50% del volumen maximo. Cada tercer
dia se muestrearon aleatoriamente tres frascos de cultivo de cada tratamiento sin reposicion del

frasco. Para el dia O y el dia 33 se muestrearon 6 frascos.

6.3 Curva de crecimiento

Para el recuento celular se obtuvieron alicuotas de 2 mL de cada recipiente experimental por
duplicado y se fijaron con solucién acida de lugol al 1% final (81). El conteo se llevd a cabo con
una camara de Sedgewick-Rafter de 1 mL de capacidad (82), en un microscopio Olympus (IX50).
La concentracidn celular se expresd en cél mL™. Se estimé la tasa de crecimiento especifica (u;
ecuacion 1) y el tiempo de generaciéon (Tg; ecuacién 2) de acuerdo a Guillard (83), mediante las

ecuaciones que se muestran a continuacién:

AX
w=LN— (1)
Dénde: p = divisiones / dia; x = densidad celular; t = tiempo
LN 2
Tg = o (2)

Ddénde: Tg (dias); i = tasa de crecimiento especifica
6.4 Determinacidn de nutrientes: amonio, nitritos, nitratos y ortofosfatos

Para la determinacién de nutrientes se tomaron 60 mL de cada frasco experimental muestreado
y se filtraron con filtros de jeringa de nylon de 0.45 um de poro. De cada frasco se tomaron 20 mL

del sobrenadante por duplicado y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.

La determinacion de nutrientes disueltos en el medio de cultivo consistié en la cuantificacion de

fosforo inorgénico como ortofosfatos (PO43), nitrégeno inorganico como amonio (NHz*), nitrito
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(NO2) y nitrato (NOs"). Para la determinacién de nutrientes se descongelaron las muestras y se

realizaron diluciones tal como se describe en la Tabla Il.

Tabla Il. Diluciones de las muestras analizadas para cada nutriente.

Dilucién Nitritos Nitratos Ortofosfatos
1:10 X - X
1:50 - X X
1:100 - X X

Para cuantificar la concentracion de fosforo inorganico, como ortofosfatos, se utilizé la técnica de
Koroleff (84) donde se hace reaccionar los iones fosfato disueltos en el medio con molibdato de
amonio y acido sulfurico para generar acido fosfomolibdico de coloracion amarilla,
posteriormente se reduce por el acido ascérbico al complejo azul de molibdeno cuya absorbancia

se mide a 880 nm (Anexo D).

En el caso de la determinacién de amonio se utilizé la metodologia descrita por Strickland &
Parsons (85), utilizando como éstandar de amonio la preparacién de Koroleff (86). La técnica se
basa en la reaccion del amonio presente en la muestra con fenol e hipoclorito de sodio, dando
como intermediario monocloramina, utilizando nitropusiato de sodio se cataliza la reaccién para

producir el compuesto azul de indofenol, el cual se detecta a 640 nm (Anexo E).

Para la determinacion de nitritos se realizé la metodologia descrita por Grasshoff (87) en la cual
se hace reaccionar los iones nitrito con sulfanilamida, produciendo un compuesto azo colorido

con una maxima absorbancia a 540 nm a un rango de pH entre 1.5y 2 (Anexo F).

En el caso del nitrégeno inorganico como nitrato (NOs") se realizoé la determinacidn por el método
descrito en Standard Methods (88) en donde se realizan las mediciones de absorbancia a 220 nm
y 275 nm, eliminando la interferencia ocasionada por la materia organica a 220 nm, de igual
manera, la adicion de HCl 1 N previene interferencias de hidréxidos y carbonatos de hasta 1 g L*!

(Anexo G).
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Una vez analizadas las curvas patrén para cada nutriente disuelto, asi como las muestras, se
realizd regresion lineal en Excel para transformar las lecturas de absorbancia a concentraciones

en micromoles del nutriente por litro de medio de cultivo= micromolar (umol L= uM).
6.5 Identificacion y cuantificacion de toxinas paralizantes en el medio de cultivo

Para la identificacidn y cuantificacién de toxinas se tomaron 60 mL de cada frasco muestreado,
se llevaron a congelacion y descongelacion 3 veces y se filtraron con filtros de jeringa de nylon de
0.45 um de poro. De cada alicuota se tomaron 20 mL del sobrenadante por duplicado y se
almacenaron a -20°C hasta su procesamiento. La determinacién de la toxicidad y perfil téxico se
realizé de manera individual para el sextuplicado inicial y final, sin embargo, para las muestras del

dia 3 al dia 30, se realizaron muestras compuestas del triplicado de muestreo en 30 mL (1:1:1).

La deteccidon y cuantificacion de TP fue realizada por la analista Ing. Biot. Lidia Iliana Moreno
Hernandez en el Laboratorio de Biotoxinas Marinas mediante el método oficial AOAC 2005.06
(89, 90) por cromatografia liquida acoplada a un detector de fluorescencia (HPLC-FLD), con
oxidacién pre-columna. Se incluyeron los controles sin células en la identificacion y cuantificacidon
de TP con la finalidad de probar que el medio de cultivo no genera interferencias en la

determinacion de los andlogos.

Las TP se identificaron mediante el tiempo de retencién de los analitos en los cromatogramas de
cada muestra y comparandolos con los obtenidos de los estdndares. Las muestras fueron
inyectadas al cromatédgrafo de liquidos después de aplicar lisis celular por el método de
congelacion y descongelacidn, por lo cual no se realizd una hidrélisis de la muestra con la finalidad
de conocer el perfil toxicoldgico nativo de Alexandrium tamiyavanichii. Se midié el area de los
picos y tiempos de retencién de cada derivado detectado para conocer la concentracion de cada
derivado. La transformacion de unidades de pg mL™ de los estandares a concentracion de TP (fmol
cél?), asi como la toxicidad (pg de STX eq. cél?) se realizd con base en los pesos moleculares y

factores de toxicidad de Oshima (91, 92), los cuales se enlistan en la Tabla lll.

Los estandares utilizados para la determinacién de HPLCL-FLD fueron adquiridos al Institute for
Marine Bioscences (National Research Council of Canada), cuyo derivado y numero de lote

fueron: STX (20110316), dcSTX (20110713), NEOSTX (20170411), dcNEOSTX (20170413), GTX1.4
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(20160608), GTX,.3 (20170419), GTXs (20120301), GTXs (20140313), dcGTX2-3 (20141203) y Ciz

(20110706).

Tabla Illl. Valores utilizados para la transformaciéon de los resultados volumétricos de
cromatografia liquida a valores de concentracidn y concentracién basada en toxicidad.

Analogo Peso molecular (g mol'l)  Factor de toxicidad

STX 299.3 1

GTX23 352.3 0.638
dcGTXz3 352.3 0.377
Cl., 475.4 0.096

6.6 Analisis estadisticos

Para conocer las diferencias significativas en el crecimiento poblacional del dinoflagelado entre
los tratamientos y el control, se realizé la conversién del crecimiento de cél mL* a logaritmo
natural (LN). Se hizo una comparacion de pendientes, de modo que el crecimiento exponencial
se considerd como una tendencia lineal. Por ultimo, se realizé una comparacién de pendientes
en pares por medio de un analisis de covarianza (ANCOVA), el tratamiento control vs. LF, el control

vs. EN y finalmente LF vs. EN.

Para conocer las diferencias significativas en la produccion de TP entre el control y los
tratamientos propuestos, se realizé una prueba t para medias de muestras emparejadas en las
cuales se comparé la concentracion inicial y final de cada andlogo (STX, GTX3-3, C1-2 y dcGTXz-3) en
cada tratamiento (control, LF y EN). Posterior a ello, para conocer cudl fue el efecto en los
analogos registrados en el control y en los tratamientos LF y EN, se realizé un analisis de varianza
de un factor en donde se compard el mismo analogo (inicial y final, por separado) entre
tratamientos. Por ultimo, para conocer qué estado del medio de cultivo generé una mayor
concentracion de TP, se hizo una prueba t para medias de dos muestras emparejadas donde se
tomo la concentracién total de TP por cada dia de muestreo y se compard entre tratamientos

(control y LF; control y EN; LF y EN). Todos los estadisticos tuvieron un nivel de confianza del 95%.
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Para el caso de los nutrientes, por cada nutriente, se realizé una prueba t para medias de muestras
emparejadas por tratamiento: control y LF; control y EN y por ultimo, LF y EN. Cada estadistico se

realizé con un nivel de confianza del 95% utilizando la media de cada determinacion.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas del crecimiento celular

Durante el periodo de cultivo del dinoflagelado se observaron diferencias morfoldgicas entre las
cadenas formadas por el dinoflagelado en los tratamientos. Al inicio del experimento en el control
y los tratamientos LF y EN, la cepa estudiada presentd organismos de forma individual, asi como,
cadenas de 2 a 5 células, con forma ovoide y el cingulo marcado. No se observaron cadenas
mayores a 6 células en ningun tratamiento. Sin embargo, en el tratamiento LF hubo mayor
presencia de cadenas de 2 células y ausencia de cadenas de 4 células a partir del dia 09, mientras
que en el tratamiento EN se encontraron células redondeadas y sin presencia de cingulo a partir

del dia 12 y generalmente de manera individual.

7.2. Curvas de crecimiento

En el cultivo de A. tamiyavanichii en el control y el tratamiento LF se registraron las fases de
crecimiento: latencia, exponencial y muerte, mientras que en el tratamiento EN solo se
obtuvieron la fase exponencial y de muerte. En todos los casos, la fase estacionaria no fue muy
clara ya que se observé que la fase de decaimiento se presentd rdpidamente después de alcanzar
la maxima densidad celular. El tratamiento LF presentd un mayor crecimiento poblacional con
respecto al control y al tratamiento de EN. El incremento en la LF fue de 3.4 veces mayor en el
pico maximo de crecimiento (dia 30) que en el tratamiento control y 2.4 veces mayor que EN (Fig.

6).

Se observaron diferencias significativas en el crecimiento del dinoflagelado entre LF y EN con
respecto al control (p<0.05). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el

crecimiento entre la condicién de LF y EN (p>0.05) (Fig. 7).
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Figura 6. Curvas de crecimiento de Alexandrium tamiyavanichii durante 33 dias a 24°C, en el
control y en los tratamientos de limitacién de fésforo (LF) y enriquecimiento de nitrégeno (EN).
Los valores estan representados por su media + desviacidn estandar.
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Figura 7. Concentracién celular de Alexandrium tamiyavanichii expresada en Logaritmo Natural
(LN), con una tendencia lineal en el control y los tratamientos de limitacion de fosforo (LF) y
enriquecimiento de nitrégeno (EN). Diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control (*).
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Se obtuvieron las tasas promedio de crecimiento para cada condicion (Tabla IV), siendo en el
medio control y el medio LF, donde se obtuvo la mayor tasa de crecimiento con 0.13 y 0.15
divisiones dia’!, respectivamente. Mientras que en el tratamiento EN se presentd una menor tasa

siendo de 0.11 divisiones dia™t.

Tabla IV. Tasas de crecimiento promedio (i) y tiempo de generaciéon promedio (Tg) para
Alexandrium tamiyavanichii en el control y los tratamientos.

Tasa de crecimiento Tiempo de generacion
Tratamiento . 1
promedio dia™ (p) promedio dia™ (Tg)
Control 0.13 9.90
Limitacidn de fésforo 0.15 9.43
Enriquecimiento de nitrégeno 0.11 14.14

7.3. Produccidn de toxinas paralizantes

En el medio control, la concentracion de toxinas muestran que la cepa de A. tamiyavanichii (AYPV-
1) contiene 309 fmol cél™ (72 pg de STX eq. cél?) a los 24 dias de crecimiento y la composicién de
los andlogos corresponde al 47% mol de STX, 42% mol de GTXz-3 y 11% mol de dcGTX,-3 (Fig. 8).
En los dias de muestreo 9, 18 y 30, se registré una disminucidn en la concentracion total de TP,
sin embargo, durante los dias de muestreo mencionados, el analogo STX se presentd en mayor
proporcidn con respecto a los demas dias de muestreo. La concentracién del andlogo dcGTXz-3
incrementa gradualmente a lo largo del experimento, excluyendo los dias donde la concentracion

de TP fue menor (dia 9, 18 y 30).
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Figura 8. Concentracién e identificacion de analogos de TP de Alexandrium tamiyavanichii a 24°C
en el tratamiento control. Los andlogos registrados fueron STX (saxitoxina), GTX»-3 (gonyautoxina,-
3) y dcGTXz-3 (decarbamoil gonyautoxinaz-3). Las columnas representan la concentracidon de TP
(fmol cél) por dia de muestreo.

En el tratamiento de LF, este provocd una disminucién estadisticamente significativa (p<0.05) en
la produccién de TP del dinoflagelado con respecto al control. La concentracion mas alta
registrada fue de 164 fmol cél (74 pg de STX eq. cél?) al tercer dia de crecimiento. El perfil
toxicolégico fue similar al del control, registrando a la STX en mayor proporcién con respecto a
los demas analogos registrados. El analogo GTX;-3 estuvo ausente en el dia 6 y 12, donde la STX
representd el 100% de los andlogos registrados, sin embargo, la concentracion total de TP
registrada para estos dias fue menor con respecto a los demas dias de muestreo. El analogo
dcGTX,-3 se presentd a partir del dia 15, hasta el final del experimento. El tratamiento se
caracterizo por la aparicién del analogo de baja toxicidad Ci-; al finalizar el experimento en el dia

33, sin embargo, la concentracion fue de 6 fmol cél? (2 pg de STX eq. cél?) (Fig. 9).
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Figura 9. Concentracién e identificacion de analogos de TP de Alexandrium tamiyavanichii a 24°C
en el tratamiento de limitacién de fésforo. Los analogos registrados fueron STX (saxitoxina), GTX»-
3 (gonyautoxinay-3), carbamoili, (Ci2) y dcGTX2-3 (decarbamoil gonyautoxinaz-3). Las columnas
representan la concentracion de TP (fmol cél) por dia de muestreo.

En el tratamiento de EN, se presentd una menor concentracién de TP con respecto al control y
similar al tratamiento de LF, siendo la maxima concentracidn registrada en el tratamiento de 163
fmol cél (38 pg de STX eq. cél') a los 21 dias de crecimiento. La concentracién total de TP en los
primeros 4 muestreos (dia 0, 3, 6 y 9) se mantuvo en los mismos niveles, mientras que en los dias
subsecuentes (12, 15y 21) la concentracion total de TP aumentd considerablemente. Al final del
experimento en los dias 27 al 33, la concentracidn registrada de TP se estabilizd entre 122 + 12
fmol cél! (29 + 2 pg de STX eq. cél?). El perfil toxicoldgico en el EN al inicio del experimento (dia
0y 3), registré Unicamente el andlogo GTX,-3, seguido (dia 6 y 9) al andlogo STX en un 100% con
respecto a los demas dias de muestreo. La aparicidon del andlogo dcGTX,-3 fue estable a partir del
dia 15 y estuvo ausente al dia 24 de muestreo, similar a la LF donde estuvo ausente al dia 27 de

muestreo (Fig. 10).
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Figura 10. Concentracion e identificacién de analogos de TP de Alexandrium tamiyavanichii a 24°C
en el tratamiento de enriquecimiento de nitrogeno (EN). Los andlogos registrados fueron STX
(saxitoxina), GTX2-3 (gonyautoxinaz-3) y dcGTX,-3 (decarbamoil gonyautoxinaz-3). Las columnas
representan la concentracion de TP (fmol cél) por dia de muestreo.

Se encontraron diferencias significativas en la produccidn de TP al finalizar el experimento en los
tratamientos LF y EN con respecto al control (p<0.05, en cada caso), en el cual se registré la mayor
produccién de TP. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre la produccién

final de TP de la LF y EN (p>0.05) (Fig. 11).

La concentracién total de TP al iniciar el experimento se considera homogénea al no encontrar
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05), sin embargo, no se puede afirmar que
la produccion final de TP en los tratamientos sea diferente a la concentracidn inicial de los mismos
(p>0.05). Unicamente para los casos seleccionados con (*) en la Fig. 11 se encontraron diferencias

significativas en la concentracidn inicial y final del tratamiento (p<0.05).



31

250
Control a a |LF EN W STX
% OGTXz-3
&
9 200 O0dcGTXz-3
(%]
< B STX eq.
< a b
2 5150 " a b
23 % N
(=) a a a
© ¢ a a a
§ « 100 .
§ b b E b |,
c b
(@] 50 *
© b
N[ 6] |b ﬂ
b
0 5
Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Tratamientos

Figura 11. Concentracion e identificacion de andlogos de TP de A. tamiyavanichii al inicio y fin del
experimento (dia 0 y dia 33). Control indica medio GSe sin modificaciones, LF, limitacién de
fosforo y EN, enriquecimiento de nitrégeno. Los valores estdn representados por su media +
desviacidon estandar. Las lineas continuas separan los tratamientos realizados. Diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos con respecto al control (a,b). Diferencias significativas
(p<0.05) en el mismo tratamiento (*).

El perfil toxicoldgico si se vio afectado al iniciar cada tratamiento con respecto al control, debido
a que en la limitacion de fésforo no se detectd al inicio del experimento la presencia del andlogo
dcGTX2-3, mientras que en el tratamiento de enriquecimiento de nitrégeno no se detectd la

presencia de los andlogos de STX y dcGTX2-3.
7.4. Nutrientes disueltos en el medio de cultivo

7.4.1. Ortofosfatos
La concentracion de fésforo inorganico, como ortofosfatos disueltos, mostrd variaciones en el
control durante el desarrollo del experimento, el dia 18 y nuevamente al dia 33 cuando solo se
determind la mitad de la concentracién suministrada al inicio del experimento. Sin embargo, en
los dias 12, 24 y 27, la presencia del nutriente superd la concentracion adicionada originalmente

al medio de cultivo. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones
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determinadas en las condiciones LF y EN durante el experimento con respecto al control. De igual
forma, se encontraron diferencias significativas en la concentracion registrada entre la LF y el EN,
esto debido a que la limitacidn de fosforo estuvo caracterizada por la no adicidn del nutriente al

medio de cultivo (p<0.05).

La concentraciéon de ortofosfato en el medio de cultivo EN no varié con respecto a la
concentracion inicial del experimento, manteniéndose entre los 90 y 110 uM de P-POgs a lo largo
del experimento. Esta condicion se cumplié en el tratamiento LF, donde no se adiciond
ortofosfato al medio de cultivo y se registré unicamente el ortofosfato del agua de mar que se

utilizé para preparar el medio (Fig. 12).
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Figura 12. Concentracion de ortofosfatos en el control y los tratamientos LF (Limitacidon de
fosforo) y EN (Enriquecimiento de nitrégeno). Los valores estdn representados por su media +
desviacién estandar. Diferencias significativas (p<0.05) con respecto al control (*).

7.4.2. Amonio
La determinacion de amonio en el medio de cultivo estuvo caracterizada por una disminucion del
nutriente una vez que se le adicion6 el dinoflagelado en los tratamientos LF y EN. El tratamiento
EN presenté mayor concentracién del nutriente disuelto en el medio de cultivo (12 uM de N-NHa)

con respecto al control y a LF, los cuales no alcanzaron los 6 uM de N-NHg (Fig. 13).
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Ningun tratamiento (LF y EN) presento diferencias significativas (p<0.05) en la concentracién de
amonio durante del experimento con respecto al control. Sin embargo, los dias 15 y 30 en el
tratamiento EN, se presentaron picos del nutriente disuelto, superiores a los encontrados en el

control y la LF.
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Figura 13. Concentracion de amonio en el control y los tratamientos LF (Limitacién de fésforo) y
EN (Enriquecimiento de nitrégeno), en el cultivo de A. tamiyavanichii a 24°C. Los valores estan
representados por su media * desviacién estdndar. No se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en los tratamientos con respecto al control.

7.4.3 Nitrito

El tratamiento LF durante el experimento generd un aumento en la concentracidon de nitrito hasta
alcanzar los 6 uM de N-NO; al dia 33 con respecto al tratamiento control que no alcanzé en el
mismo punto de muestreo los 2 uM de N-NO,. De igual manera, en el tratamiento de EN se puede

observar un aumento de nitritos cada 9 dias a partir del dia 12 (Fig. 14).

En el control y los tratamientos, el registro de nitrito se vio influenciado por el paso del tiempo.
Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre el control y los tratamientos LF y EN,
siendo los tratamientos donde se registraron mayores concentraciones. De igual forma, se
encontraron diferencias significativas entre la LF y el EN (p<0.05), en donde la LF la deteccidn del

nutriente fue mayor.
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Figura 14. Concentracién de nitritos en el control y los tratamientos LF (Limitacidn de fésforo) y
EN (Enriqguecimiento de nitrégeno) en el cultivo de A. tamiyavanichii a 24°C. Los valores estan
representados por su media + desviacion estandar. Diferencias significativas (p<0.05) en los
tratamientos con respecto al control (*).

7.4.4 Nitrato
Los resultados obtenidos en la determinacién de nitrato en el medio de cultivo en los primeros
muestreos de cada uno de los tratamientos mostraron que, la concentracién nominal no coincidié
con la obtenida del nutriente analizado, sin embargo, en el tratamiento control y LF son similares,

concordando con las formulaciones realizadas en el Anexo 3 (Fig. 15).

El control se caracterizé por una tendencia decreciente de nitrato al paso del tiempo, sin
embargo, en los dias 12, 24 y 33, se presentaron picos del nutriente. En el caso del tratamiento
de LF, se presentd un aumento de nitrato desde el inicio del experimento hasta el dia 6 y posterior
a ello, la concentracidn disminuyd considerablemente hasta el dia 27, la cual fue la menor

registrada para todos los tratamientos (cercana a los 1600 uM de N-NO3).

Asimismo, el nitrato en el tratamiento de EN, presentd una mayor concentraciéon al inicio del
experimento, la cual estuvo cercana a la duplicacion del ion con respecto al tratamiento control
y al tratamiento LF, dicha condicién cumple con lo propuesto para el experimento, en donde el

EN se caracterizé por duplicar la concentracién nominal del ion al inicio del experimento (Fig. 15).
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Ningln tratamiento presentd déficit de nitrato a lo largo del experimento, por lo que este
nutriente no se considera un limitante de crecimiento. Sin embargo, se observa una disminucién
del nutriente al dia 27 en el control y el tratamiento LF, los cuales tuvieron un inicio homogéneo

en la concentracion del nutriente disuelto.

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la concentracion registrada en los
tratamientos LF y EN a lo largo del experimento con respecto al control, sin embargo, no se puede
decir que las concentraciones registradas en el tratamiento LF con respecto al tratamiento de EN

sean distintas (p>0.05).
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Figura 15. Concentracion de nitratos en el control y los tratamientos LF (Limitacion de fésforo) y
EN (Enriqguecimiento de nitrégeno) en el cultivo de A. tamiyavanichii a 24°C. Los valores estan
representados por su media + desviacion estandar. Diferencias significativas (p<0.05) en los
tratamientos con respecto al control (*).
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8. DISCUSION

8.1. Crecimiento de Alexandrium tamiyavanichii a 24°C

Alexandrium tamiyavanichii presentd un crecimiento atipico en las condiciones propuestas
(control, LF y EN) debido a que la fase de latencia y estacionaria tipicas en el cultivo de microalgas
se omitié en todos los casos. Estos resultados concuerdan con los reportados por Lim et al. (38)
para la misma especie en donde los primeros 15 dias de crecimiento no se presentd la fase de
adaptacion y llegd a su pico maximo de crecimiento a los 14 dias de cultivo, a 25°C con una

irradiancia de 100 umoles de fotones m?2s™,

Varios autores argumentan que la adicidon de nutrientes como el nitrégeno y la limitacion del
fésforo provocan una disminucién en el crecimiento poblacional de diferentes especies de
dinoflagelados productores de TP (64, 73, 74, 75). En el presente trabajo se observé lo contrario,
debido a que los tratamientos EN y LF provocaron aumentos significativos en la concentraciéon
celular detectada a lo largo del experimento con respecto a la condicidn control. Lo anterior se
puede deber a que la concentracién de fésforo presente en el agua de mar, utilizada para la
preparacion del medio limitado, fue la concentracion idénea para el crecimiento del
dinoflagelado (12). También, otro factor a considerar es que los dinoflagelados tienen reservas
energéticas las cuales pueden utilizar en condiciones de estrés por lo que al verse limitado en

algln nutriente como el fésforo puede no tener un efecto negativo (13).

En experimentos de limitacién de nutrientes donde se estudié organismos del género
Alexandrium y no se adicioné P y N, los dinoflagelados aprovecharon el N y/o P disuelto en el
medio de cultivo (12, 16, 71, 79). En el presente estudio, no se llevd a cabo dicho proceso ya que
las concentraciones de ambos nutrientes se mantuvieron estables a lo largo del crecimiento de
A. tamiyavanichii en LF y EN. Otros autores (53, 56, 58, 59, 62, 93) se han enfocado en diluir el
medio de cultivo para llegar a los estados de limitacién de nutrientes, estos estudios han
demostrado que el estado limitante de nutrientes aun cuando se adicionan en bajas
concentraciones causan una mayor produccién de toxinas con respecto al control.
Adicionalmente, algunos autores han trabajo con agua de mar sintética (AMS) donde no se
reporta la remocion de nutrientes por los dinoflagelados, sin embargo los trabajos de AMS se han

realizado para ensayos moleculares, para esclarecer rutas metabdlicas o bien, para la
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incorporacion de isétopos estables de N o P en el cultivo como lo describen Cho et al. (9) y Laabir

etal. (35).

En cuanto al tratamiento EN, John & Flynn (62) y Eberlein et al. (58), mencionan que el N afiadido
provoca un mayor crecimiento poblacional, similar a lo que encontramos en el presente estudio.
Sin embargo, estos autores detectaron una disminucidn en el P debido a la alta concentracidn
celular en el medio. Esta limitacion de P no se observd en el presente trabajo ya que la

concentracion de fosforo en el tratamiento EN se mantuvo estable.

8.2. Produccion de TP en el cultivo de Alexandrium tamiyavanichii a 24°C

Respecto a la concentracidon de TP en Alexandrium tamiyavanichii, Lim & Ogata (36), Lim et al.
(38) y Sagara et al. (47), reportan una produccion de TP de 60 a 359 fmol cél?, dependiendo del
medio de cultivo utilizado [Medio ES (94), 380 uM NOs y 12 uM PO4 y Medio ES-DK (94); 430 uM
NOsy 13 uM POs). Estos resultados son similares a las concentraciones de TP reportadas en este
trabajo, siendo el tratamiento control donde se detectd la mayor concentracidon de TP. Sin
embargo, Mohammad-Noor et al. (49) reportd 3 cepas de A. tamiyavanichii, capaces de producir
de 1,026 a 5,962 fmol cél* (Medio f/8, 22 uM NOs y 1 uM PO4(95)) superior a lo registrado en las
otras cepas. Ademas, el Unico registro que se tiene de una cepa americana con respecto a la
produccién de TP en condiciones de laboratorio es de Menezes et al. (42), en el que la

concentracién de toxinas es inferior con 15.56 fmol cél! (Medio f/2, 88 uM NOs y 4 uM POa).

Asimismo, referente a la presencia de los andlogos de STX, el registro que se obtuvo no
correspondid a lo reportado por otros autores, debido a que la mayoria ha identificado para A.
tamiyavanichii una mayor produccion de Gonyautoxinas del tipo 1 a 4 (36, 37, 38, 42, 47, 49),
siendo que en el presente estudio se identificaron los analogos STX, GTX2-3, dcGTX23 y Ci-2. En
todos los tratamientos, la presencia de STX representd el mayor porcentaje de los andlogos
registrados a lo largo del experimento, sin embargo, conforme avanzé el tiempo de cultivo, se
presentaron analogos de menor potencia toxica, como el andlogo dcGTX»-3, a partir del dia 21 de
cultivo en el control y a partir del dia 15 en los tratamientos LF y EN. Frangopulos et al. (71) y

Guerrini et al. (72), encontraron resultados diferentes a los reportados en este trabajo en otras
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especies del género Alexandrium, donde argumentan que a mayor tiempo de cultivo, se

presentaron analogos con mayor potencia toxica.

Por otra parte, el EN provocd andlogos de mayor potencia tdxica en el cultivo a partir del dia 6y
9, cuando solo se presentd la STX en un 100% con respecto a los demds analogos. Este efecto
concuerda con lo reportado con diversos autores, en donde la adicion de nitrato al medio de

cultivo favorece la presencia de analogos de mayor potencia téxica (12, 56, 62, 69, 70, 71, 72).

8.3. Nutrientes disueltos en el cultivo de Alexandrium tamiyavanichii

8.3.1. Ortofosfato en el medio de cultivo

La disminucién en la concentracion de ortofosfato en el control no tienen una relacidn aparente
con el crecimiento poblacional, sin embargo para los dias 9 y 18, esta disminucidn se derivd en
andlogos de mayor potencia tdxica con respecto a los demads dias de muestreo. Este aumento de
TP concuerda con lo establecido por diversos autores (12, 13, 15, 16), sin embargo, los resultados
de produccién de TP que se reportan corresponde a una limitacion de P en el medio de cultivo,
mientras que en el presente estudio, este efecto no se pudo apreciar debido a que la

concentraciéon de ortofosfatos se mantuvo estable en el control y en el tratamiento EN.

Con el tratamiento de LF, el ortofosfato del agua de mar utilizada fue la concentracién éptima
para el crecimiento poblacional del dinoflagelado, siendo similar a la reportada por Mohammad-
Noor et al. (49) para la misma especie en donde al agua de mar se le agregé 1 uM de P-PO4. Aln
cuando los autores (12, 13, 15, 16), concuerdan que bajo LF se obtiene una mayor produccién de
TP, en el presente trabajo, no se encontrd dicho efecto ya que los niveles de ortofosfato en el
experimento aumentaron durante los primeros 2 dias de muestreo, sin agregar el nutriente en el

medio.

En el tratamiento de EN, debido a la poca variacién del ortofosfato presente en el medio de
cultivo, asi como un crecimiento poblacional constante, se considera que el ortofosfato no afecté
el crecimiento poblacional, ni tampoco favorecid la sintesis de analogos de mayor potencia téxica

tal como lo indica Han et al. (16) cuando el cultivo se encuentra enriquecido en nitrégeno.
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8.3.2. Amonio en el medio de cultivo

El amonio en el medio de cultivo presenté un aumento a partir del dia 15y 18 en el caso del EN 'y
LF, respectivamente; esto se atribuye a que el crecimiento poblacional aumenté
significativamente. Frangopolus et al. (71) argumentan que este crecimiento poblacional
aumenta la respiracién celular, liberando amonio al medio como desecho metabdlico, una vez

que los cultivos llegan a la fase de decaimiento o muerte.

La determinacion de amonio en el control y los tratamientos (LF y EN), mostrd bajas
concentraciones a lo largo del experimento. Esto se puede deber a que el tipo de muestreo fue
sin repeticidn, por lo que el frasco de cultivo solo fue abierto una vez para obtener la muestra, lo
gue demuestra una buena calidad del medio y una baja produccion de desechos metabdlicos (9,
59).

8.3.3. Nitrito en el medio de cultivo

De igual forma que en el caso del amonio, la presencia del ion nitrito estuvo asociado a la fase de
crecimiento del dinoflagelado en todos los tratamientos, al transcurrir el tiempo de crecimiento,
la disponibilidad de nitrito aumentaba, es por ello que se habla de un aprovechamiento del nitrato
en el medio de cultivo para su posterior paso a nitrito, sin embargo, no se encontrd algun efecto
tal como lo describe Brandenburg et al. (60), en donde la presencia de nitrato facilitd la

produccién de toxinas de mayor potencia téxica en ninguno de los tratamientos.

9.3.4. Nitrato en el medio de cultivo

La disponibilidad de nitrato en el medio de cultivo presentdé grandes fluctuaciones en los medios
de cultivo de todos los tratamientos. En el caso de la LF se observé que en los dias de muestreo 3
y 6 hubo un aumento de este nutriente con respecto al inicio, lo cual es contrario a lo reportado
por diversos autores (53, 66, 71). Sin embargo, a partir del dia 9, el cultivo empezé a consumir el
nitrato disponible, lo cual explica las concentraciones celulares detectadas a lo largo de este
tratamiento. Se puede suponer que la célula, al encontrarse con nutrientes de alta calidad como
lo es el nitrato, enfocd su energia en reproduccién, generando de esta manera mayor

concentracion celular con respecto al control y al EN.
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A su vez en el tratamiento de EN, se registr6 un consumo de la mitad de la concentracion
administrada de nitrato del dia inicial al dia 3, sin embargo, esto no favorecié un mayor
crecimiento poblacional o la presencia de andlogos de mayor potencia tdxica al dia consecutivo
de muestreo, fue hasta el dia 9 cuando A. tamiyavanichii solo produjo STX en un 100% con
respecto a los otros andlogos registrados en los dias anteriores, concordando con la ventaja

adquirida por el EN que Brandenburg et al. (60) reportan para A. ostenfeldlii.
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9. CONCLUSIONES

v’ El crecimiento poblacional de Alexandrium tamiyavanichii en la condicién LF fue mayor
con respecto al control en el pico maximo de concentracion celular detectada, de igual
forma la condicién LF no fue limitante para el crecimiento del dinoflagelado o la
produccidn de toxinas paralizantes.

v Se encontraron diferencias significativas en el crecimiento poblacional en la condicién EN
con respecto al control, por lo que la adicion de nitrégeno aumentd el crecimiento
poblacional del dinoflagelado, sin embargo esta condicién no afectd la produccion de
toxinas.

v Se encontraron diferencias significativas entre la produccidn de toxinas paralizantes (TP)
en el cultivo de A. tamiyavanichii en el control con respecto a LF y EN, la cual fue de 2
veces mayor, siendo la STX el andlogo con mayor proporcién en todos los casos (C, LF y
EN).

v' En todos los casos, la produccidn de TP por A. tamiyavanichii se comportd de la misma
manera, conforme el cultivo avanzé en el tiempo, se registraron analogos de menor
potencia toxica con respecto al inicio del experimento.

v’ El estrés provocado por la LF en cultivo provocd que la cepa presentara mayor variedad
de analogos de TP, por lo que fue posible cuantificar dcGTXz-3 en un menor tiempo de
cultivo y el andlogo Ci-; al finalizar el experimento, ambos analogos considerados de

menor potencia con respecto al grupo carbamoil (STX y GTX»-3).
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Anexo A. Formato de cesidn de uso de la cepa AYVP-1.

®, ~
= CENTRO DE ‘/ \
INVESTIGACIONES i
BIOLOGICAS L
DEL NOROESTE, S.C.

FORMATO DE ENTREGA DE CEPAS

No. Control: 01/0319b

Fecha: 26/03/2019

DATOS DEL SOLICITANTE

Nombre: Dr. Rosalba Alonso Rodriguez

Institucién: Laboratorio de Biotoxinas Marinas | Unidad Académica Mazatlan | Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia | Universidad Nacional Auténoma de México

Domicilio: Av. Joel Montes Camarena s/n, Col. Playa Sur, Mazatlan, Sin., C.P. 82040

Teléfono: 52 669 9852845 al 48, Laboratorio Ext. 225; Servicios Académicos Ext. 240

e-mail: rosalba@ola.icmyl.unam.mx

INFORMACION SOBRE LA(S) CEPA(S) QUE SE ENTREGAN

Especie: Alexandrium tamiyavanichii

Axénica: NO | Clonal: NO | Unialgal: sI

Clave(s): AYPV-1

Tipo aislamiento: Célula vegetativa

Localidad de aislamiento: Bahia de La Paz, B.C.S., México

Coordenadas geograficas: 24°17'12.66"N, 110°20'31.92"W

Fecha de aislamiento: abril de 2003

Persona que realizé la colecta: José Bustillos Guzman

Persona que realizd la identificacion taxondmica:  Lourdes Morquecho Escamilla

Persona que realizé el aislamiento: Diana Géngora Gonzalez

Medio de cultivo utilizado: GSe

Condiciones de cultivo
Temperatura Ciclo de Luz-oscuridad Periodicidad de su mantenimiento
(°0) (h) (dias)

20°%2 12:12 28

Observaciones: Le pedimos tomar en cuenta el procedimiento de distribucién, depésito y resguardo
de cepas, particularmente los numerales 8, 9y 10 (ver al reveso)

if\ é . Dra. Rosalba Alonso Rodriguez

Nombre y firma en el entendido de que
recibio indculos vivos de las cepas
solicitadas

Dra. Lourdes Morquecho E.
Curadora
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Centro de Investigaciones Bioldgicas de Noroeste, S.C. (CIBNOR)
Av. IPN #195. Playa Palo de Santa Rita Sur. La Paz, Baja California Sur. México C.P. 23096
Tel:(52) (612) 1238484, ext. 3329
E-mail: lamorquecho@cibnor.mx
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PROCEDIMIENTO DE DISTRIBUCION DE CEPAS

Se pretende que la CODIMAR sea reconocida como una coleccion de referencia a nivel nacional e internacional para

el estudio de los dinoflagelados nocivos. La coleccion no tiene fines de lucro, pero requerira de la entrada permanente de
recursos econdmicos para su mantenimientoy crecimiento. Por esto, se da un valor econdmico a las cepas.

También nos reservamos el derecho de restringir la distribucion de cepas que estén siendo sujetas a investigaciones

propias del CIBNOR, en el entendido de que estaran disponibles una vez que los trabajos de investigacion hayan concluido y
publicado los resultados. La informacidn de restriccion de las cepas que se encuentren bajo esta modalidad estard indicada
en el listado de cepas.

Las solicitudes de material biologico se sujetaran, sin distincion alguna, a las siguientes reglas:

Los interesados en material biolégico de la CODIMAR deberan dirigirse al curador responsable de la CODIMAR (Dra.
Lourdes Morquecho Escamilla).

Los formatos de solicitud de cepas se recibiran por correo electrdnico {lamorquecho@cibnor.mx).

Las cepas se ponen a disposicién del sector académico nacional y latinoamericano a un costo de $100 ddlares +
gastos de envio. Para otras instituciones extranjeras las cepas tendran un costo de $110ddlares + gastos de envio.
Si la solicitud esta integrada por cepas con cualidades toxicas, deberd integrarse un documento avalado por la
institucion solicitante que certifique que Unicamente serdn utilizadas para fines de investigacion y con todas las
medidas de seguridad y ética cientifica.

Las instrucciones para llevar a cabo el pago de las cepas se enviara por correo electronico al solicitante una vez que
se reciba y evalué la solicitud. Si el solicitante requiere una cotizacion, ésta le serd enviada por correo electrénico.
Una vez cubierto el costo de las cepas solicitadas y enviado el comprobante de depdsito, se requeriran de 10-20 dias
habiles para mandar por paqueteria y/o entregar personalmente las cepas, esto de acuerdo a lo especificado en el
formato de solicitud.

Todas las cepas se mantienen en medio liquido, por lo que se enviardn por triplicado en recipientes de plastico con
tapon de rosca y empaquetadas en contenedores térmicos para minimizar cambios bruscos de temperatura.
También se anexara un formato de entrega que incluird los datos generales de la cepa y condiciones en que fue
crecida. Es dificil garantizar la supervivencia de las cepas durante el traslado (particularmente las que tienen un
crecimiento inestable). Sugerimos por tanto el uso del servicio de carga area o establecer contacto con colegas o
amigos que viajen a La Paz y puedan trasladar de forma répida las cepas a su regreso. En este Ultimo caso, no se
incluirian gastos de envio, pero se deberd dar a conocer con anticipacion el nombre de la persona y el dia que
recogera las cepas. Las cepas se le entregardn siempre y cuando se identifique y muestre copia del comprobante de
depdsito.

Queda estrictamente prohibido revender, redistribuir o donar a terceros las cepas adquiridas de la CODIMAR.

De los productos que se generen con el uso de las cepas, se debera indicar la procedencia e informacion general
de la cepa (incluyendo clave y persona que la aislo), dando créditos a la CODIMAR del Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste, S. C.

10. La creacion de patentes con las cepas de la CODIMAR quedan estrictamente prohibidas.

Laboratorio de Taxonomia y Ecofisiologia de Microalgas Marinas | Coleccion de Dinoflagelados Marinos (CODIMAR)
Centro de Investigaciones Bioldgicas de Noroeste, S.C. (CIBNOR)
Av. IPN #195. Playa Palo de Santa Rita Sur. La Paz, Baja California Sur. México C.P. 23096
Tel:(52) (612) 1238484, ext. 3329
E-mail: lamorquecho@cibnor.mx
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Anexo B. Preparacion del medio de cultivo GSe (80).

Para la preparacién del medio de cultivo GSe se requieren 2 soluciones: solucion de nutrientes y

extracto de suelo.

La solucion de nutrientes, es una mezcla de 5 soluciones (soluciones de nitratos, fosfatos,
selenio, metales traza y vitaminas), es decir, los nutrientes necesarios para que la microalga
pueda crecer. Por otra parte el extracto de suelo funciona para adicionar algunos compuestos

secundarios para facilitar el crecimiento.

La preparacion de cada solucidén se realiza con agua desionizada, esterilizada en autoclave a
121°C por 15 minutos y son validas por un periodo de 1 afo, a menos de que se especifique otro

método y/o tiempo de almacenamiento.

1. Solucidn stock de macronutrientes para el medio de cultivo

Tabla V. Soluciones stock de macronutrientes.

Numero de  Solucidon stock

‘. Reactivo Volumen (mL)
solucién

. 10 g de nitrato de

1 Nitrat 100
ratos potasio (KNOs)

348 g de fosfato

2 Fosfat ‘. 100
ostatos dipotasico (K;HPQ,)

3 selenio 0.00129 g de 4cido 1,000

selenioso (H,Se0s)

2. Solucion stock Pll de metales traza

La mezcla de metales Pll se realiza disolviendo los siguientes compuestos en 1 L de agua

desionizada conforme a la Tabla VI.
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Tabla VI. Preparacion de la soluciéon stock de metales traza.

Compuesto Cantidad (g)
Na,-EDTA 2H,0 6.00
FeCl; 6H,0 0.29
H5BO; 6.85
MnCl, 4H,0 0.86
ZnCl, 0.06
CoCl, 6H,0 0.26

3. Solucidn stock de vitaminas

Para preparar la solucidon stock de vitaminas, primeramente se preparan las siguientes

soluciones con agua desionizada conforme a la Tabla VII.

Tabla VII. Preparacion de soluciones individuales de vitaminas.

Numero de solucion Compuesto Cantidad (g) Volumen (mL)
1 Vitamina B12 0.0001 100
2 Biotina 0.0002 100
3 Tiamina-HCl 0.1000 100

Estas disoluciones se esterilizan por filtracién, en vez de autoclave y se mantiene en frasco
ambar en refrigeracion. La estabilidad de las soluciones de vitaminas es Unicamente de 3 meses.
Una vez realizadas las soluciones individuales de vitaminas, la solucidn stock de vitaminas se

prepara conforme a la Tabla VIII.

Tabla VIII. Preparacién de solucién stock de vitaminas.

Compuesto Cantidad (mL)
Solucidn de vitamina B12 0.5
Solucion de biotina 1.0
Solucion de tiamina-HCl 50

La solucion stock de vitaminas se esteriliza por filtracion con membrana de 0.22 um y se

mantiene en frasco ambar en refrigeracion. Se puede almacenar por un periodo de 3 meses.
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4. Extracto de suelo

Para la preparacién del extracto de suelo, se obtiene tierra negra preferentemente de vivero. La
tierra no debera comercial, ya que en la mayoria de los casos dicha tierra contiene fertilizantes

y/o insecticidas que podrian afectar el cultivo.
El extracto de suelo se prepara de la siguiente manera:

1. Se pesan 500 g de tierra negra (libre de pesticidas) en un matraz.

2. Se mezclaen 1L de agua desionizada.

3. Se esteriliza la mezcla en un recipiente que del doble de la capacidad que la
mezcla. La esterilizacién se realiza por autoclave a 121°C y 15 Ib pulg™ de presion
durante 60 minutos.

4. Se deja enfriar el resultado de la esterilizacion por una noche.

5. Se filtra la mezcla con ayuda de una gasa, algoddn y otra gasa. Se exprime el
algododn al finalizar la filtracién. Evitar resuspender el suelo.

6. El filtrado se centrifuga a 5,000 rpm por 20 minutos y se recupera el
sobrenadante.

7. El sobrenadante se lleva a esterilizacién en autoclave a 121°C y 15 Ib pulg? de
presién durante 15 minutos.

8.  El resultado de la esterilizacion se mantiene en oscuridad protegiendo la botella

con aluminio. La solucidn es vigente durante 1 afio.

5. Solucidon de nutrientes

La solucidn stock de nutrientes se prepara conforme la Tabla IX.

Tabla IX. Preparacion de la solucién de nutrientes del medio GSe.

Solucion stock Cantidad (mL)
Nitratos 20
Fosfatos 10
Vitaminas 10
Metales 50
Selenio 10

Agua desionizada 100
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La solucién de nutrientes se esteriliza por filtracién con membrana de 0.22 um y se mantiene en

frasco dmbar en refrigeracion. Se puede almacenar por maximo 1 afio.

6. Preparacion del medio GSe

La preparacion del medio de cultivo GSe se desglosa en la Tabla X.

Tabla X. Preparacién del medio GSe.

Compuesto Cantidad (mL)
Agua de mar estéril 800
Agua desionizada estéril 200
Solucién de nutrientes 20
Extracto de suelo 5

El agua de mar (filtrada previamente con membrana de 0.45 um y 0.22 um) vy el agua
desionizada, deberdn ser esterilizadas por 15 minutos a 121°C a 15 |b pulg'2 de presidn. La
adicién de la solucién de nutrientes y la solucién de extracto de suelo, se realizard a través de un

filtro de 0.22 um, una vez que el agua se haya enfriado al paso del tiempo.

El medio de cultivo podra ser utilizado al momento de prepararse o podra refrigerarse a 4°C por

un periodo maximo de 1 ano.
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Anexo C. Modificaciones propuestas al medio de cultivo GSe (80).
Siguiendo la metodologia descrita por Blackburn et al. (80) la cantidad de nitrato a agregar al

medio de cultivo es de 100 g de KNOs por litro de solucidn stock de nitrato. La férmula para

calcular la molaridad de una sustancia esta dada por (ecuacién 3)

M=——- (3)
K =39.098
N =14.067
0=15.999x3=47.997
Es decir, 101.1623 U
Si sustituimos la ecuacién anterior, M = = 1011623 — () 9885 mol L1 para la solucién

stock, si de esta solucion se toman 2 mLy se disuelven en 1 L, entonces se tendra una molaridad

final en el medio de cultivo de 1977 uM.

De igual forma, la concentracién de ortofosfato presente en el medio de cultivo se calcula
agregando 34.8 g de K;HPO,4 en 1 L de agua destilada. Una vez disuelta se toman 2 mL de dicha
disolucién y se llevan a 1 L de medio de cultivo, finalmente la concentracion de fosfatos

disueltos es de 399 uM en el medio.

K=39.983 x 2 =78.197
H=1.008

P=30.974

0=15.999 x4 = 63.996
Es decir, 174.174 U

De esta forma, se contd con una relacidon éptima entre nitrégeno y fésforo presente en el medio
de cultivo de manera que el dinoflagelado disponga de los nutrientes necesarios para su

crecimiento (1977 uM NOs: 399 uM POy, o bien, 5 N: 1 P).

Para el experimento de exceso de nitrégeno se duplicéd la concentracidn de nitréogeno presente
en el medio de cultivo, con una concentracidn final de nitratos de 3954 uM. De esta forma se

obtuvo una relacion de 3954 uM NOs: 399 uM POy, 0 bien, =10 N: 1 P).
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Esto se logré preparando la solucidn stock por separado, sin mezclar las soluciones como lo
menciona el autor, de lo contrario la concentracidon de nitrogeno y fosforo podria crecer o

decrecer de manera equitativa.

Por ultimo, para el experimento de limitacion de fésforo no se adiciond fosforo al medio de
cultivo, es decir la concentracion final de ortofosfatos en el medio de cultivo consistid del
ortofosfato disponible en el agua de mar utilizada, mientras que la concentracién de nitrégeno
se mantuvo como lo indica el medio comercial (1977 uM NO3) para obtener la limitacién de

fosforo (relacion 10 N: 0 P).

En la Tabla XI, se desglosa la preparacidén de las soluciones de nutrientes de cada medio de
cultivo (control, limitado y enriquecido). La cantidad de solucidn de nutrientes a agregar a cada

medio de cultivo continud siendo 20 mL en cada medio (Tabla X, anexo 2).

Tabla XI. Medio GSe y modificaciones al medio de cultivo propuestas.

Medio GSe Medio GSe

.. Medio GSe limitado en enriquecido

Solucidn stock , .
fésforo en nitrato
Cantidad (mL)

Nitratos 20 20 40

Fosfatos 10 0 10

Vitaminas 10 10 10

Metales 50 50 50

Selenio 10 10 10

Agua desionizada 100 100 100
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Anexo D. Determinacion de ortofosfatos en el medio de cultivo (84).
La preparacion de los reactivos para la determinacion de ortofosfatos es la siguiente:

- Solucion reductora.
Pesar 10 g de acido ascérbico y diluir en 50 mL de agua desionizada mas 50 mL de H,SO4 4.5 M
(12.5 mL de &c. sulfurico concentrado aforado en 50 mL de agua desionizada). La solucién es
estable por 1 mes, se recomienda almacenar en recipiente de cristal color ambar en

refrigeracion.

- Reactivo de mezcla.
Disolver 2.5 g de molibdato de amonio en 25 mL de agua desionizada. Adicionar 70 mL de ac.
sulfirico 4.5 mol (17.5 mL de acido concentrado + 52.5 mL de agua desionizada).
Pesar 0.1 g de tartrato de antimonio y potasio, disolver en 4 mL de agua desionizada. Mezclar
las dos soluciones anteriores, guardar en cristal a resguardo de la evaporacion. La estabilidad de

la solucion es de 6 meses.

- Estandar de ortofosfatos.
Pesar y secar 0.3 g de fésforo monobdsico de potasio (KH,PO4) a 100°C por 1 h. Una vez seco,
pesar y disolver 0.136 g del reactivo en 100 mL de agua desionizada con 0.2 mL de acido

sulfurico 4.5 M. Se almacena en cristal ambar por 1 ano.
Estandar = 10,000 umol Lt p-PO,

- Disolucidn diluida de ortofosfatos.
Tomar 0.1 mL del estandar y llevar a 100 mL con agua desionizada, se debe hacer esta dilucién

al momento de utilizarla y no dejar pasar mds de 1 hora.
Estandar diluido= 10 umol Lt p-PO,

Antes de analizar las muestras es necesario realizar una curva de calibracién para conocer que
concentraciones seran las permitidas dentro del rango normal. En la Tabla XIl se desglosa la

construccion de la curva de calibracion para ortofosfatos.
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Tabla XII. Construccién de curva de calibracién para ortofosfatos.

DISOLUCION (uMOL L) EST. DILUIDO (ML) AGUA DESIONIZADA (ML)

BLANCO REACTIVO (BR) 0 10
0.10 100 ul 9.9
0.50 500 ul 9.5
1.00 1 9
2.00 2 8
4.00 4 6
5.00 5 5
6.00 6 4
8.00 8 2
10.00 10 0

El procedimiento para realizar la medicion de ortofosfatos se realiza midiendo 10 mL de
muestra en un vial de cristal, al cual se le adicionan 0.2 mL de solucién reductora y se agita.
Posteriormente se le agregan 0.2 mL de la mezcla de reaccidn y se agita nuevamente. Para la
lectura se debera reposar la reaccion por 30 minutos y se lee la absorbancia a 880 nm contra un

blanco de agua desionizada.
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Anexo E. Determinacién de amonio en el medio de cultivo (85).

Para la cuantificacion de amonio disuelto en el medio de cultivo se recomienda que la
preparacion de todos los reactivos, asi como el agua que se utilice en la preparacion de la curva
de amonio sea agua desionizada hervida previamente y enfriada a temperatura ambiente. La

preparacion de los reactivos para la determinacion de amonio es la siguiente:

- Nitroprusiato de sodio al 0.5%.
Pesar 0.5 g de nitroprusiato de sodio y disolver en 100 mL de agua desionizada. Guardarlo en un

frasco ambar por 1 mes.

- Disolucion alcohol-fenol.
Disolver 10 g de fenol en 100 mL de alcohol etilico 95%. Se guarda la disolucién en polietileno

por 1 mes.

- Disolucion oxidante.
Pesar 10 g de citrato de sodio y 0.5 g de NaOH en 50 mL de agua desionizada, se agregan 12.5
mL de cloro comercial una vez disueltos los reactivos. Se almacena en polietileno por un

maximo de 1 mes. No adicionar el cloro hasta utilizarla por primera vez.

- Disolucion estandar de amonio (86).
Secar 1 g de cloruro de amonio a 100°C por una hora y guardarlo en un desecador, entonces
pesar 0.535 g de cloruro de amonio (NH4Cl) en 1000 mL de agua desionizada. Agregar 3 gotas de
cloroformo como conservador. Guardar en un frasco de vidrio color ambar por 1 afo en
refrigeracion.

Estandar = 10,000 pmol L™ de N-NH,4

- Disolucidn diluida de amonio.
Tomar 1 mL del estandar de amonio y llevar a 100 mL con agua desionizada, se debe hacer esta

dilucion al momento de utilizarla y no dejar pasar mds de 1 hora.

10 mL del estandar diluido = 100 pmol L™ N-NH,4
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Antes de analizar las muestras es necesario realizar una curva de calibracién para conocer que
concentraciones serdn las permitidas dentro del rango normal. En la Tabla XIll se desglosa la

construccion de la curva de calibracidn para amonio.

Tabla XIII. Construccién de curva de calibracién para amonio.

DISOLUCION (uMOLL?)  EST.DILUIDO (ML) AGUA DESIONIZADA (ML)

BLANCO REACTIVO (BR) 0 10
1 100 L 9.9

5 500 plL 9.5

10 1 9

20 2 8

40 4 6

50 5 5

60 6 4

80 8 2

100 10 0

Bajo la campana de extraccidn se miden 10 mL de muestra en un vial de cristal. Se adicionan 0.4
mL de la disolucién de fenol y se agita. Posteriormente, agregar 0.4 mL de la disolucién de
nitroprusiato y agitar. Por uUltimo agrega 1 mL de la disolucidn oxidante y se deja reposar por 1 a

2 horas.

Si hay desarrollo de color en los primeros 5 minutos es necesario repetir el analisis. De no ser
asi, se procede a la lectura de la absorbancia de las muestras contra un blanco de agua destilada

a una longitud de onda de 640 nm.
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Anexo F. Determinacion de nitritos en el medio de cultivo (87).

Los reactivos preparados se almacenan a una temperatura de 4°C protegiéndolos de la

evaporacion.

- Sulfanilamida.
Pesar 1 g de sulfanilamida y disolver en 10 mL de HCI concentrado. Aforar a 100 mL y esperar a

enfriar. Se almacena en envase de polietileno por 6 meses.

- N- (1-naftil) — etilendiamina dihidroclorhidrica (NED).
Pesar 0.1 g de NED y disolver en 100 mL de agua desionizada. Se almacena en envase de

polietileno por 6 meses.

- Estandar de nitritos.
Pesar y secar 0.2 g de nitrito de sodio a 100°C por 1 h. Una vez seco, pesar y disolver 0.0690 g de
nitrito de sodio en 100 mL de agua desionizada. Se almacena en recipiente de cristal color
ambar por 1 afo.

Estandar = 10,000 pmol L™ N-NO,

- Disolucion diluida de nitritos.
Tomar 0.1 mL del estandar y llevar a 100 mL con agua desionizada, se debe hacer esta dilucién

al momento de utilizarla y no dejar pasar mds de 1 hora.
Estandar diluido = 10 pmol LY N-NO,

En la Tabla XIV se desglosa la construccién de la curva de calibracién para nitritos.



65

Tabla XIV. Construccién de curva de calibracidn para nitritos.

DISOLUCION (uMOL L)  EST. DILUIDO (ML)  AGUA DESIONIZADA (ML)

BLANCO REACTIVO (BR) 0 10
0.10 100 pL 9.9
0.50 500 pL 9.5
1.00 1 9
2.00 2 8
4.00 4 6
5.00 5 5
6.00 6 4
8.00 8 2
10.00 10 0

Para realizar las determinaciones de nitritos, se miden 10 mL del punto de la curva/ muestra en
un vial de cristal de 20 mL. Se agrega 0.2 mL de sulfanilamida y se agita vigorosamente. Se
mantiene en reposo 5 minutos, luego se agregan 0.2 mL de NED. Se agita nuevamente y se deja
en reposo 10 minutos. Pasados 10 minutos se lee la absorbancia contra un blanco de agua

desionizada a 540 nm de longitud de onda.
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Anexo G. Determinacion de nitratos en el medio de cultivo (88).

Los reactivos preparados se almacenaran a una temperatura de 4°C protegiéndolos de la

evaporacion.

- Acido Clorhidrico (HCI) 1M.
Disolver 8.3 mL de acido clorhidrico concentrado en 100 mL de agua desionizada. Se almacena

en frasco de polietileno por 6 meses.

- Estdndar de nitratos
Pesar y secar 0.2 g de nitrato de potasio a 100°C por 24 h. Una vez seco, pesar y disolver 0.072 g
de nitrato de potasio en 1000 mL de agua desionizada. Se almacena en recipiente de cristal

color ambar por 1 ano.
Estdndar = 10,000 umol L'l N-NO;

- Disolucion diluida de nitritos.
Tomar 0.1 mL del estandar y llevar a 100 mL con agua desionizada, se debe hacer esta dilucién

al momento de utilizarla y no dejar pasar mds de 1 hora.
Estandar diluido = 10 umol L'l N-NO;

Antes de analizar las muestras es necesario realizar una curva de calibracién para conocer que
concentraciones estaran dentro de los puntos establecidos en la misma. Si los valores obtenidos
en la determinacién de la concentracion estuvieran por arriba de la concentracion mas alta de la

curva, serd necesario diluir la muestra y repetir el procedimiento.

En la Tabla XV se presenta que volumen y en que proporciones sera la curva.
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Tabla XV. Construccidn de curva de calibraciéon para nitrato.

ESTANDAR DILUIDO

DISOLUCION (pMOL L) AGUA DESIONIZADA (ML)

(ML)

BLANCO REACTIVO (BR) 0 10
1 100 pL 9.9
5 500 plL 9.5
10 1 9
20 2 8

40 4 6
50 5 5
60 6 4
80 8 2
100 10 0

NOTA: Tomando en cuenta que la tabla nos indica una concentracién de 10 pmol maximo N-NO3 L™, esta se toma para realizar
la disolucion estandar diluida, tomando 0.1 mL del estandar concentrado (10,000umol L'l) y aforando a 100 mL.

El procedimiento para analizar las muestras y la curva es el siguiente:

1)
2)
3)
4)
5)

Medir 10 mL en un vial (muestra/curva).

Agregar 0.2 mL de HCl 1M

Esperar 5 minutos.

Medir la absorbancia a 220 nm, con un blanco de agua desionizada.

Medir la absorbancia a 275 nm para determinar interferencias

Para el calculo de concentracién se deberd restar la absorbancia obtenida a 275 nm a la

absorbancia obtenida a 220 nm para obtener la absorbancia libre de contaminantes organicos.





