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Resumen

El camardén blanco (Penaeus vannamei) es uno de los recursos pesqueros y acuicolas mas
importantes del pais, sin embargo, su produccidon puede verse afectada por la presencia de
florecimientos algales nocivos (FAN). Las toxinas paralizantes (TP: Saxitoxinas y analogos),
producidas por algunas especies de dinoflagelados, cianobacterias y bacterias, son un grupo de
neurotoxinas no proteicas, hidrosolubles y termoestables, las cuales interfieren en los procesos
de sinapsis, bloqueando los canales de sodio-potasio y calcio, provocando paralisis y en casos
extremos la muerte por paro respiratorio en organismos eucariontes. Estas TP pueden
solubilizarse en el medio y entrar a los sistemas de cultivo causando danos directamente a los
organismos, aun cuando no se detecte la presencia de las especies productoras de TP. La
dificultad para extraer las TP disueltas (TPd) del medio acuoso ha dificultado los estudios sobre
sus efectos en organismos acudticos. Por esta razdn, ha surgido el interés de evaluar los efectos
de las TPd en los organismos, principalmente aquellos de interés comercial como P. vannamei,
especialmente durante su desarrollo larvario, el cual es un estadio fundamental para asegurar
una 6ptima produccién. Por esta razén, se implementd, una metodologia reciente para la
extraccién de TPd, realizada con ayuda de columnas de extraccién de fase solida con cartuchos
GCB, para poder identificar y cuantificar la presencia de TP y sus andlogos de manera disuelta en
cultivos de Gymnodinium catenatum mediante HPLC-FLD. Se identificaron 8 andlogos de TP, con
predominio de las toxinas de tipo sulfocarbamoil (>89%) seguido del grupo decarbamoil (<9%) y
en menor medida por toxinas carbamoil (<1%) tanto de manera particulada como disuelta. Los
resultados muestran tasas de recuperacion de TPd de 72.19%. Posteriormente se estudio el
efecto de estas TPd en larvas P. vannamei mediante bioensayos de exposicion aguda a diferentes
diluciones de extractos con TPd (100, 75, 50, 25, y 12%) en los primeros estadios larvarios
(nauplio, zoea, mysis y postlarva 11). Las Concentraciones letales medias (CLso) en cada uno de
los estadios fueron equivalentes a concentraciones de 179.44, 157.35, 49.47 y 59.38 ng STXeq
mL? respectivamente, siendo mysis y Postlarva 11 (PL11) los estadios mds susceptibles a los
efectos de las TPd (p< 0.05) y con tiempos de mortalidad menores a 2h. Adicionalmente, se
analizaron los procesos de biotransformacién mediante la extraccidn y cuantificacién de las TP en
tejidos de camarones PL11 (TPc); se encontré una predominancia del andlogo C1 (>60%) en todos
los tratamientos, cuya concentracion aumenta directamente en relacién a la concentracién de
exposicidon. Finalmente, Los resultados histopatolégicos de larvas PL11 muestran lesiones como
edema y atrofia en hepatopancreas (células Hpb, Hpf y Hpr), y tejido muscular, encontrando
diferencias significativas (p< 0.05) entre el grupo control y las diluciones de 50, 75 y 100%, en
cuanto al tamafio de células (<20um) y porcentaje de cobertura muscular(<60%); tambien se
identificd inflamacion, infiltracion de hemocitos en sistema nervioso, ruptura de fibras
musculares y perdida de hemolinfa en corazén (<50%) asi como atrofia, descamacién y ruptura
de epitelios, al igual que un nuevo registro de vacuolizaciéon en intestino de PL11 expuestas a TPd.
Estos resultados sugieren que la exposicion de los primeros estadios larvarios a TPd tiene efectos
significativos en la sobrevivencia y, por lo tanto, en la produccién de larvas en los laboratorios
cuando los FAN de especies productoras de TP se encuentran en la zona.

Palabras clave: Toxinas Paralizantes Disueltas, Penaeus vannamei, FAN, Cultivo de camardn,
lesiones histopatoldgicas.
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Summary

White shrimp (Penaeus vannamei) is one of the most important fishery and aquaculture resources
in México; however, its production can be affected by algal blooms (HAB). Paralytic toxins (PT:
Saxitoxins and analogues), produced by some dinoflagellates, cyanobacteria and bacteria species,
are a non-protein, water-soluble and heat-stable neurotoxins group, which interfere with synapse
processes, blocking sodium-potassium and calcium channels, producing paralysis and death in
extreme cases by a respiratory arrest in eukaryotic organisms. These PT can be solubilized in the
medium and get in the culture systems damaging the organisms, even when PT-producing species
are not detected. The difficulty in extracting dissolved PT (PTd) from the aqueous medium has
hindered the studies of its effects on aquatic organisms. For this reason, there has been an
interest in evaluating the effects of PTd on organisms, mainly those of commercial interest, such
as P. vannamei, especially during their larval development, which is a fundamental stage to
ensure optimal production. For this reason, a recent PTd extraction methodology was
implemented, with solid phase extraction columns with GCB cartridges, to identify and quantify
the presence of PT and its analogues dissolved in Gymnodinium catenatum cultures mediums by
HPLC-FLD. There were identified eight PT analogues, with sulfocarbamoyl! toxins predominance
(>89%), followed by the decarbamoyl group (<9%) and carbamoyl toxins (<1%) in particulate and
dissolved form. The results show a 72.19% PTd recovery rate, and The PTd effects on P. vannamei
larvae were evaluated by bioassays of exposure to cellular extracts dilutions with PTd (100, 75,
50, 25, and 12%) in the first larval stages (nauplius, zoea, mysis and postlarva 11). The median
lethal concentrations (CLso) at each stage were 179.44, 157.35, 49.47 and 59.38 ng STXeq mL*
respectively; Mysis and Postlarva 11 (PL11) were the most susceptible stages to the effects of TPd
(p< 0.05) and with mortality times lower than 2h. Furthermore, the biotransfortmatio processes
analysis was carried out by cuantification of PT accumulated in PL11 shrimp tissues (PTc), showing
Cl analog predominance (>60%) in all treatments, increasing with exposure shrimp
concentration. Finally, the histopathological results of PL11 larvae showed lesions such as edema
and atrophy in hepatopancreas (Hpb, Hpf and Hpr cells), and muscle tissue, finding significant
differences (p <0.05) between the control group and the dilutions of 50, 75 and 100 %, in terms
of cell size (<20 um) and percentage of muscle coverage (<60%); Additionally, inflammation,
hemocyte infiltration in the nervous system, muscle fiber rupture and hemolymph loss in the
heart (<50%) were identified; also atrophy, desquamation and epithelial rupture, as well as a new
record of vacuolization in the intestine of PL11 exposed to PTd. These results suggest that first
larval stages exposure to PTd has harmful effects on their survival, and may affect larvae
production in laboratories when HABs of TP-producing species are present in the area.

Keywords: Disolved Paralytic Toxins, Penaeus vannamei, HAB, Shrimp culture, histopathological

lesions.
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1. INTRODUCCION

El camardn blanco (Penaeus vannamei, Boone 1931), es uno de los recursos pesqueros y acuicolas
mas importantes del pais, especificamente en la regidn del Pacifico Mexicano. La temporada
nacional de captura de camardn en 2021 registré un volumen de 249,958 toneladas, de las cuales
alrededor del 73% de la produccidn total del pais proviene de la acuacultura; Por su volumen,
ocupa el tercer lugar de la produccién en México, sin embargo, por su valor econémico se
encuentra en el puesto niumero uno, con un monto estimado para ese mismo afio de $23,776
millones de pesos, siendo los estados de Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Nayarit y Baja California

Sur son los principales productores de este recurso (CONAPESCA, 2021).

En los ultimos afios se han registrado diversos problemas en la camaronicultura, como la sanidad
acuicola (Frias-Espericueta et al., 2011), la contaminacion por metales pesados (Paez-Osuna,
2001; Wuy Yang, 2011) asi como la presencia de fendmenos bioldgicos como la aparicién de virus,
bacterias, hongos y florecimientos algales nocivos (Gémez-Gil et al., 2001; Barraza-Guardado et

al., 2004).

Los florecimientos algales nocivos (FAN), son un fenédmeno natural que se caracteriza por una
acumulacién de biomasa algal que puede tener un impacto negativo sobre el medio ambiente, la
salud publica, organismos acuaticos y/o actividades econdmicas, etc. Sin embargo, el término FAN
es un descriptor socioecondmico, pero no estrictamente cientifico, porque se refiere a la
percepcion humana de la nocividad y la variedad de impactos negativos causados por microalgas
tales como dafios fisicos a otros organismos (obstruccién de branquias) causar intoxicaciones a
través de la produccion de sustancias quimicas (toxinas), producidas por diatomeas,
dinoflagelados, cianobacterias, y macroalgas (Smayda, 1997; Kudela et al., 2015). A escala
mundial, incluyendo algunas de las zonas costeras de México, el nimero de especies formadoras
de FAN se esta incrementando rdpidamente al igual que el tiempo de duracion de los FAN (Cortés-

Altamirano et al., 1999; Garate-Lizarraga, 2001; Band-Schmid et al., 2011, Glibert, 2020).

Una de las causas antrépicas que han favorecido estos FAN es la incorporacidon de agua de

desecho a los cuerpos acuaticos producida en las ciudades, las industrias, actividades agricolas y



acuicolas, con lo cual se incrementan las concentraciones de nutrientes como, el nitrégeno y
fosforo en sus diversas formas quimicas y la relacién N:P en la zona costera (Cantoral-Uriza et al.,
2017). Estas condiciones, ademas de las fisicas, como la temperatura, corrientes, turbulencia,
etc., permite que algunas microalgas proliferen en tiempos relativamente cortos y, por tanto,
potencian los efectos negativos del exceso de biomasa y los metabolitos en la salud humanay los
ecosistemas acuaticos (Carreto et al., 2008; Aké-Castillo, 2014; Cortés et al., 2015; Cantoral-Uriza

etal., 2017).

Durante un FAN, se producen una amplia gama de metabolitos con diversas actividades
biolégicas, dentro de los cuales destaca la Saxitoxina y sus analogos, denominados
colectivamente toxinas paralizantes (TP) producidos principalmente por algunos dinoflagelados
marinos como: Alexandrium spp., Pyrodinium bahamense y Gymnodinium catenatum; al igual que
por algunas cianobacterias en ambientes dulce acuicolas (Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermosis y Lyngbya), las cuales son un riesgo para la salud ambiental y humana (Takser
etal., 2016; Flores-Chavarria et al., 2023). La Saxitoxina es conocida como el alcaloide neurotdxico
natural mas potente (Wiese et al., 2010), y en conjunto con sus analogos son los causantes del
sindrome de envenenamiento paralizante por mariscos (EPM 6 PSP, Paralytic Shellfish Poisoning,
por sus siglas en inglés) (MacKenzie, 2014; Zhou et al., 2018; Vilarifio et al., 2018), Las cuales se
distribuyen ampliamente a nivel mundial y se ha observado una correlacidn entre el incremento
en la duracién de los FAN debido al cambio climatico global y al deterioro del ambiente marino

(Chen et al., 2016).

Las toxinas paralizantes son neurotoxinas no proteicas, termoestables e hidrosolubles (Huangy
Zimba, 2019) que actuan bloqueando los canales de sodio activados por voltaje en las células
nerviosas, asi como a los canales de potasio y calcio, lo que puede causar paralisis muscular y la
muerte por paro respiratorio al interrumpir la transmisién de los impulsos nerviosos (Strong et
al., 1993; Carmichael, 1994; Ardoz et al., 2010; Cusick, et al., 2013; Ramos et al., 2018 ; Zhou et
al., 2018; Huang y Zimba,2019 ), ademas de la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO)

(O'Neill et al., 2016; Ramos et al., 2018; Zhou et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X22000753#bib0006
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969718339196#bb0070

En las costas de México, especificamente para la region del Pacifico Norte, se ha reportado la
recurrencia de FAN de G. catenatum (Band-Schmid et al., 2010; Garate-Lizarraga et al., 2016;
Escarcega-Bata et al., 2023), especie productora de TP, que ha sido relacionada con diversas
afectaciones en el ambiente, mortandades de organismos silvestres y en cultivo, asi como
intoxicaciones y muertes de personas, al igual que pérdidas econdmicas en estanques de cultivo
de camardn y laboratorios de produccién de larvas (Huei-Meei et al., 1993; Pérez-Camacho, 1989;
Cortés-Altamirano et al., 1997; Band-Schmidt et al., 2010; Nufez-Vazquez et al., 2011; Garcia-

Mendoza et al., 2015; Farabegoli et al., 2018).

Hasta el momento son escasos los estudios que describan y cuantifiquen los efectos de las TP
particulada en los tejidos de P. vannamei (Pérez-Linares et al, 2003; Alonso-Rodriguez et al., 2004;
Flores-Chavarria, 2018; Flores-Chavarria et al., 2023). Sin embargo, estos estudios no
consideraban los efectos de las TP disueltas en el medio, dado a que son compuestos
hidrosolubles, pueden estar presentes en la columna de agua y generar dafios a los cultivos, en
parte, debido a que hasta hace pocos afios no se contaba con la metodologia necesaria para

extraer las TP disueltas del medio.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib16

2. ANTECEDENTES

2.1 Toxinas paralizantes

Las toxinas paralizantes (TP) son compuestos hidrosolubles, estables al calor y al 4cido, y cuando
se cocina el organismo con las toxinas (mariscos, pescado, etc.) estas pueden permanecer en el
alimento e incluso aumentar su toxicidad (Etheridge, 2010). Estas potentes neurotoxinas se
acumulan en los mariscos y se transfieren a los consumidores a través de la cadena alimenticia
(Yang et al., 2017; Tamele et al., 2019). Los sintomas que presentan las personas intoxicadas son:
hormigueo, entumecimiento, dolores de cabeza, debilidad, dificultad para respirar, ataxia,
nauseas, vémitos, disminucién de la coordinacién, disfagia y muerte por paro cardio-respiratorio
“asfixia” (Keevil, 1991; Carmichael, 1994; Hunter, 1995; Toyofuku, 2006; Etheridge, 2010). Los
sintomas seran dependientes de la concentracidn ingerida, ademas de algunos otros factores

metabdlicos como: la edad y el estado de salud de la persona intoxicada.

Miles de casos de intoxicacion humana relacionados con las TP se han producido en todo el
mundo desde el siglo XX, especialmente en las costas del Océano Pacifico y el Atlantico de
América (Tamele et al.,, 2019; Garcia et al., 2004; Kacem et al., 2015; Farabegoli et al.,
2018; Anderson et al., 1996; Lin et al., 1999; Yao et al., 2019). Anualmente a nivel mundial se han
registrado aproximadamente 2000 casos de intoxicados con una tasa de mortalidad humana

promedio del 15% (Orr et al., 2013; Wang et al., 2016).

Desde el primer aislamiento de la Saxitoxina (STX) en almeja mantequilla de Alaska (Saxidomus
giganteus) en 1957 por Schantz et al., se han descrito mas de 57 andlogos naturales de STX, que
varian principalmente en la sustitucidén de los grupos laterales (R1-R5) del esqueleto triciclico de
perhidropurina. Segun la combinacién de los grupos quimicos en las posiciones de los radicales
R1 a R5, los analogos de STX se pueden clasificar como no sulfatada (neoSTX), monosulfatada
(GTX1-6), disulfatada (C1-4), descarbamoilada (dcSTX, dcneoSTX, dcGTXsl1l-4), y deoxy-
decarbamoilada (doSTX, doGTXs1-3), ademas de los andlogos hidrofdbicos recientemente
descritos de tipo benzoatos (Negri et al., 1995, 2007; Briand et al., 2003; Wiese et al., 2010;
Bustillos-Guzman et al., 2011; Cusick y Sayler, 2013; Duran-Riveroll et al., 2013; Walker et al.,

2019). Cabe destacar que la afinidad de cada uno de estos andlogos hacia los canales de sodio-


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib27

potasio y calcio depende del grupo quimico en los radicales R1-R5, debido a la carga neta que le
confiere a la toxina (Fig. 1), y por tanto su factor de toxicidad relativo (FTR) con respecto a la STX,

la cual es el anadlogo con mayor potencia (Tabla 1).

abreviacién:

STX: Saxitoxina

o— Neo: Neo-Saxitoxina
GTX: Gonyautoxina
de: Decarbamato
do: Deoxidecarbamato
carga (enun pH 7.0)
=++
=0
TOXINAS
Carbamato | N-Sulfocarbamato | Decarbamato | Deoxidecarba
mato
Ri1 Rz R; Ry: OCO- Ry: OCONH-503 Ry: OH Ri:H
NH:
H H H STX deSTX doSTX
OH |H H Neo dcNeo
OH |0S0; |H
H 0S05 |H
H H 0S0;
OH |H 0S05

Figura 1. Estructura quimica de las toxinas paralizantes. Tomado de Hernandez-Sandoval et al.,
20009.



Tabla 1. Factor de toxicidad relativa (FTR) de andlogos de toxinas paralizantes aplicado para
calcular la toxicidad total Gymnodinium catenatum. Tomado de: Herndndez-Sandoval, 2010;
Actualizado de Guinle, et al., 20231

FTR
1
0.99
0.36
0.64
0.51
0.15
0.038

0.06
0.006
0.096

Nota: ILos factores de toxicidad relativa (FTR) se calcularon a partir de la actividad especifica en unidades de ratén (MU) por mmol
determinada mediante bioensayo en ratén.

Por otra parte, una vez que las toxinas son ingeridas y asimiladas por los seres vivos, estos
analogos pueden biotransformarse en el tracto digestivo de un analogo a otro cambiando asi su
toxicidad. Diversos trabajos han descrito los principales procesos de biotransformaciéon de
andlogos de Saxitoxina en moluscos bivalvos (Fig. 2) (Cembella et al., 1993, 1994; Oshima et al.,
1995; Bricelj y Shumway, 1998; Wiese et al., 2010). La oxidacién, hidrdlisis, reduccion vy
glucuronidacién son las rutas de metabolizacidén de las TP que convierten a los analogos en una
forma molecular de mayor o menor toxicidad (Garcia et al., 2010; Guéguen et al., 2011) para que
estas puedan ser eliminadas en la orina y las heces fecales (Andrinolo et al., 1999; Botelho et al.,
2012; Bragg et al., 2015). Si bien el metabolismo busca transformar estos compuestos en formas
menos toxicas, se ha visto que algunos de estos procesos tienen la capacidad convertirlos en
analogos de mayor toxicidad, sin embargo, algunas de estas rutas pueden realizarse de manera

reversible.
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Figura 2. Procesos de transformacion de las toxinas paralizantes en bivalvos marinos (de Cembella
et al., 1993, 1994; Oshima et al., 1995; Bricelj y Shumway, 1998; Wiese et al., 2010). 1.
epimerizacion, 2. Reduccién, 3. Hidrdlisis acida, 4. Hidrélisis enzimatica por dinoflagelados. El
simbolo + significa una mayor toxicidad. Cis, cisteina; GSH, glutatién; NeoSTX, neosaxitoxina; STX,
saxitoxina; GTX, goniauotoxinas; dc, decarbamoil; GC, toxinas Benzoato.

La adsorcidn y depuracidn de toxinas dentro de los tejidos de los moluscos varia de una especie
a otra (Bricelj y Shumway, 1998; Mak et al., 2003; Yu et al., 2004; Kwong et al., 2006; Ding et al.,
2017). En 1998, Bricelj y Shumway clasificaron a los bivalvos dependiendo del tiempo necesario
para detoxificarse por debajo del limite maximo permisible (800 pg STXeq kg?*; Comisién Federal
para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, 2015); donde las especies de baja depuracién
presentan tasas de detoxificacion entre 0,1y 4% de STX eq por dia, es decir, que requieren varios
meses a afios para depurarse. Por otro lado, un bivalvo con répida tasa de depuracion tiene una

tasa de eliminacidn entre 6 y 17 % de toxina por dia, lo cual representa entre 1 y 10 semanas,

dependiendo de la cantidad de toxina adsorbida (Bricelj y Shumway, 1998). Sin embargo, pese a



gue se cuenta con esta descripcion en moluscos bivalvos, los estudios realizados para conocer la
dinamica y depuracién de estos analogos, en diferentes organismos como lo es camardén blanco

sOon escCasos.

2.2 Toxinas paralizantes y acuacultura

La presencia de TP ha sido recurrente en zonas donde se desarrollan actividades acuicolas y
pesqueras alrededor de todo el mundo (Costa et al., 2012; Pacheco et al., 2016) donde provocan
impactos econémicos considerables debido a su importancia en materia de riesgo a la salud. Se
ha estimado que al afio se invierten $895 millones ddlares estadounidenses (USD) en todo el
mundo, para el monitoreo y planes de mitigacién de las afectaciones producidas por la presencia
de TP en los productos pesqueros y acuicolas (Orr et al., 2013), sin contar las pérdidas econédmicas

a consecuencia de las vedas sanitarias.

En cuanto a los efectos téxicos y de absorcién de TP en algunos organismos acudticos, se ha
demostrado una acumulacién, depuracién y transferencia tréfica de TP en almejas, peces,
langostas, estrellas de mar y bentos marino (Choi et al., 2006; Jiang et al., 2007; Madigan et al.,
2018; Dean et al., 2020); alteraciones morfolégicas y de comportamiento en pez cebra (Danio
rerio) y trucha arcoiris (Lefebvre et al., 2004; Bakke et al., 2010); estrés oxidativo, dano molecular

y del ADN en peces y bivalvos (Clemente et al., 2010; Silva et al., 2011; Fabioux et al., 2015).

Otros efectos provocados por los FAN de especies productoras de TP en los organismos van desde
una disminucidn del crecimiento, debido al estrés expuesto por ciertas especies y abundancia de
microalgas, hasta ladisminucién de las defensas y el consecuente incremento en la susceptibilidad
a las enfermedades virales, (Alonso-Rodriguez et al., 2004). Lo anterior se refleja
significativamente en pérdidas econdmicas para la industria de la acuacultura. Por ejemplo,
Fuentes et al., (2008), reportaron en el norte de la Regién de Aysén en Chile siete casos de
intoxicaciones humanas y un deceso, ademds de comportamiento anormal en salmones en
cultivos, irritacién en las branquias, produccion excesiva de mucus y mortandad causadas por un
FAN de Alexandrium catenella, especie productora de TP, con pérdidas econdmicas estimadas de

alrededor de 9 millones de délares.



En México, la industria camaronicola se encuentra mayormente en la ecorregién del Golfo de
California, siendo principalmente de tipo semi-intensivo (89%), y en menor proporcion las de tipo
intensivo (2%) y extensivo (9%), con una densidad media de siembra de 13.58 y 7 Postlarvas por
metro cuadrado (PL m2), respectivamente (Schur, 2002; Alonso-Rodriguez et al., 2004). Esta
industria no ha sido la excepcién en cuanto a las afectaciones producidas por la recurrencia de
FAN en las cosas del Pacifico y varios eventos de mortalidad han afectado a esta industria,
particularmente en los meses de febrero a mayo en los afios de 1979, 1985, 1997, 2001 y 2003,
causando problemas en granjas de peces, camarén adulto y en el medio natural, asi como
afectacion en laboratorios de produccién de larvas en Sinaloa (Huei-Meei et al., 1993; Alonso-

Rodriguez y Pdez-Osuna, 2003).

Estos eventos coinciden con la presencia de “mareas rojas” en la zona costera de donde se
abastecen de agua los laboratorios y granjas, en los cuales se ha encontrado que recurrentemente
estd presente el dinoflagelado G. catenatum. En un evento de FAN en estanques de camarén de
P. vannamei en noviembre de 1998, en La Paz, B.C.S., Alonso-Rodriguez et al., (2004) midieron
concentraciones de TP en camarones, encontrandose valores de 10 pg STXeq 100g, aunque en
las muestras de fitoplancton no se observaron especies toxicas, por lo que estos autores infirieron
gue era posible que la ingestién de especies téxicas haya sido previa a la recoleccién de las

muestras de camardn para el andlisis de toxinas.

En estudios recientes, se probd la toxicidad de este dinoflagelado en condiciones de laboratorio
exponiendo a Postlarvas y juveniles de camarén a concentraciones agudas (de 103, 10*y 10° cél
L'1) y crénicas (45 dias a 103 cél L) de G. catenatum, donde se observé mortalidad en pocas horas
(entre 6y 17 horas), ademas de reportar la presencia de TP en todos los tejidos comestibles del
camaron y dafios como: lisis en las células del hepatopancreas, disminucion de la densidad en las
fibras cardiacas y deterioro en las células del sistema nervioso (Pérez-Linares, 2008; Pazos-
Mandujano, 2012). Por otra parte, Flores-Chavarria (2018) también describié el comportamiento
anormal, nado errdtico, desorientacién y pérdida del equilibrio tras ser expuestos a diferentes
concentraciones celulares de cultivo de G. catenatum (10 10°y 10° cél mL™?), adicionalmente, en

este trabajo se describid la acumulacién de TP en diferentes tejidos de los organismos, asi como
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las lesiones histopatoldgicas provocadas por estas moléculas en sistema nervioso,

hepatopancreas, musculo, branquias, etc.

Dichos estudios se llevaron a cabo en postlarvas y juveniles de esta especie, sin embargo, no
existen estudios en cuanto a los efectos de estos compuestos en los primeros estadios del

desarrollo de P. vannamei.

2.3 Toxinas paralizantes en el desarrollo larvario

Bajo condiciones naturales las microalgas proporcionan una mezcla balanceada de sustancias
nutritivas para alimentar a los crustaceos durante sus primeros estadios larvales y al zooplancton
que forma parte de la cadena alimenticia (Brown, 1997). En los camarones, este desarrollo
larvario comprende tres estadios: nauplio, zoea y mysis, antes de ser una postlarva (PL) (Fig. 3).
Cada estadio larval comprende de 3 a 6 subestadios en las cuales hay cambios en la morfologia,

capacidad natatoria y en el comportamiento alimenticio (Garcia-Pinto y Ewald, 1974).

Durante sus primeros estadios, estas larvas se desarrollan en el ambiente oceanico y a medida
gue avanzan en su desarrollo se acercan a la costa, llegando a las fases de PL y juvenil a refugiarse
en ambientes estuarinos. Una vez alcanzada su etapa adulta nuevamente presentan habitos
predominantemente ocednicos (Rodriguez y Reprieto 1984; Martinez y Torres 1995). Por tanto,
durante el proceso de reproduccidon de P. vannamei, la calidad de las larvas es crucial para
incrementar las tasas de supervivencia, crecimiento y metamorfosis. Por consiguiente, la
presencia de un FAN productor de TP durante su desarrollo afectara directamente el éxito o el

fracaso de la produccidon de camardn tanto de cultivo como silvestre (Ramos et al., 2022).
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Figura 3. Ciclo de vida de un camardn peneido tipico (Modificada de Bayley y Jham, 1992).

Es posible que un FAN de G. catenatum durante el desarrollo larvario pueda afectar el crecimiento
del camardn, producir bajo rendimiento o prolongar el ciclo de cultivo hasta alcanzar la talla
comercial, ademas de incrementar el riesgo de infecciones provocando mortalidad del camardén
(Pérez-Linares et al, 2003), aunado a ello y debido a la escasez de personal capacitado para la
identificacion de las especies que las producen, asi como la falta de monitoreo y el
desconocimiento de que las TP pueden encontrarse de manera disuelta en el medio acudtico e
intoxicar a los organismos, es posible que en algunos casos se produzcan pérdidas significativas
en la produccién camaronicola desde el proceso de produccién de larvas (Alonso-Rodriguez et al.,

2004).

2.4 Toxinas paralizantes disueltas

En los eventos de mortalidad masiva de larvas de camardn en laboratorios de Sinaloa en los afios
1997, 2001 y 2003 reportados por Huei-Meei, et al., (1993) y Alonso-Rodriguez y Paez-Osuna
(2003), pese a que no se encontraron células de fitoplancton en el agua bombeada de la playa, se
sugiere que, dado que la toxina es hidrosoluble, es muy probable que estas moléculas hayan

pasado a través del filtro del agua de bombeo hacia los laboratorios.
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La influencia de los factores ambientales en la produccién de TP de dinoflagelados se ha
convertido en una nueva linea de investigacion debido a los dafios que estos metabolitos
provocan a la industria de reproduccién marina y la salud humana (Lim et al., 2010; Yang et al.,
2011; Xu et al., 2012; Pangetal., 2017; Guan et al., 2018; Griffin et al., 2019; Hii et al., 2019 ). Sin
embargo, todos estos estudios solo se han centrado en la produccién de TP intracelulares de las
algas toxigénicas, solo unos pocos trabajos se han enfocado en las toxinas extracelulares
(Lefebvre et al., 2008; Costa et al., 2010), debido a la falta de un método eficaz para la extraccion
de estas moléculas disueltas en el agua. De hecho, se ha planteado que la concentracion de las
TP extracelulares de algunas algas pueden ser incluso mayor que las toxinas TP intracelulares

(Yangetal., 2011).

La notable reduccion en la tasa de supervivencia de camarones misidos en el medio de cultivo de
algas productoras de TP indica que estos compuestos extracelulares causan dafios significativos
a los organismos acudticos (Chen et al., 2007). Por tanto, conocer el perfil y concentracién de TP
extracelulares en el medio de cultivo de G. catenatum es significativo para comprender su efecto
nocivo y persistencia en el medio acuatico; para ello es esencial contar con un método preciso
para la extraccion de TP en el medio de cultivo de algas toxigénicas. Sin embargo, hasta hace poco

no se contaba con un método para la extracciéon TP extracelulares en el medio.

Hasta hace algunos afios, la cromatografia liquida de interaccidon hidrofilica-espectrometria de
masas de alta resolucién (HILIC-HRMS) se ha utilizado ampliamente para la deteccion e
identificacion rapida de varias TP en algas y mariscos (Hummer et al., 1997, Yu et al., 1998; Blay
etal, 2011; Liet al., 2013; Cho et al., 2015; Chen et al., 2016). En 2020 Lijun et al., desarrollaron
un método para la extraccidn de toxinas paralizantes extracelulares, combinando HILIC-HRMS con
un método de pretratamiento; estos autores reportan tasas de recuperacién de TP superiores al
85.5%. Adicionalmente, con este método, determinaron cuantitativamente por primera vez la
concentracion de TP extracelulares en el medio de cultivo de Alexandrium minutum y
Alexandrium tamarense en un cultivo que se llevd durante 35 dias, alcanzando concentraciones

celulares de 8.5 x 10* y 3.3 X10* céls mL* respectivamente.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib31
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib49
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib49
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib36
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320308812#bib12
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Cabe destacar que cuando hablamos de especies productoras de TP, cada una de ellas presenta
perfiles diferentes en cuanto a la biosintesis de analogos de STX; en este trabajo realizado por
Lijun et al., (2020) se cuantificaron las toxinas para los dinoflagelados de las especies A. minutum
y A. tamarense, encontrando seis andlogos para estas cepas (GTX1, GTX2, GTX3 y GTX4, asi como
C1y C2). En 2010 Band-Schmidt et al., reportaron el perfil de TP producidos por Gymnodinium
catenatum para cepas mexicanas, correspondiente a los analogos STX, neoSTX, GTX2-3, dcGTX2-
3, B1, C1y C2, al igual que se ha reportado la presencia de andlogos de tipo benzoato GC1-GCS6,
GCla-GC6a y GC1b-GC6b (Negri et al.,2007; Vale 2008a; Vale 2008b; Bustillos-Guzman et al.,
2011; Duran-Riveroll et al., 2013), sin embargo, aun no se ha caracterizado el perfil de toxinas

extracelulares para esta especie.

Por otra parte, pese a que la Norma Oficial Mexicana (NOM-129-SSA1-1995) establece un valor
limite de 800 ug STXeq kg de tejido para consumo humano, y a que se tiene establecido una DLso
intraperitoneal en ratones para la Saxitoxina purificada de 10 pg Kg* de peso, y por via oral de
263 pg Kg' de peso (Chorus y Bartram, 1999), y dado a que se ha demostrado la presencia de
estos compuestos de manera disuelta en el medio de cultivo, es imperativo adoptar un enfoque
toxicoldgico distinto al evaluar las TP mas alla de considerar Unicamente las dosis, se debe analizar
las concentraciones a las que estas sustancias toxicas pueden inducir mortalidad en los

organismos acuaticos.

Por tal motivo, este estudio se enfocd en la evaluacion de los efectos en los primeros estadios
larvarios de P. vannamei, asi como los danos en sus diferentes tejidos, originados por las
exposiciones a toxinas paralizantes disueltas. Para ello, se implementd y estandarizo una
metodologia para la extraccidn de TPd en medio de cultivo, y cuantificacion mediante
cromatografia liquida de alta precisién (HPLC-FLD). Adicionalmente, para conocer los sintomas y
danos de estas toxinas en larvas P. vannamei, se realizaron bioensayos de exposicién aguda a
diferentes diluciones de extractos con TPd (100, 75, 50, 25, y 12%) en los primeros estadios

larvarios (nauplio, zoea, mysis y postlarva), para su posterior analisis histopatoldgico.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, se ha reportado la presencia de FAN de Gymnodinium catenatum de manera
recurrente en las zonas del Pacifico norte mexicano (Band-Schmidt et al., 2010; Garate-Lizarraga
et al., 2016; Escarcega-Bata et al., 2023) donde se desarrollan una gran cantidad de actividades
acuicolas, como la industria camaronicola, que es una de las actividades mas importantes del pais

por su volumen de produccién y valor econdmico.

Estos organismos productores de TP representan un riesgo potencial para la producciéon acuicola
nacional, sin embargo, debido a la falta de estudios enfocados en la evaluacidn de su impacto en
la salud de los organismos, asi como de metodologias para la extraccidén de las toxinas disueltas,

incluidas las TP y sus analogos en el agua, este riesgo no ha sido completamente delucidado.

Dado que las TP son hidrosolubles y persistentes en el ambiente, es crucial comprender los
posibles efectos y dafios que pueden generar a los organismos, principalmente aquellos que
representan un interés econémico, como lo es el camarén blanco (Penaeus vannamei) entre
otros. Especialmente durante las primeras etapas de su desarrollo larvario (nauplio, zoea, mysis,
hasta llegar a postlarva) donde se debe prestar atencidén especial a su desarrollo y estado éptimo,

con el objetivo de asegurar una buena produccion.

Este trabajo ayudarda a comprender los efectos de las exposiciones agudas en las larvas de
camaron, el papel de estas toxinas disueltas presentes en condiciones naturales, asi como sus
posibles impactos en la produccién de larvas para el cultivo, dando lugar a las siguientes

preguntas de investigacion:

I.  ¢éCuales son los andlogos de TP que produce G. catenatum de manera extracelular y en

gué concentraciones?

II.  éCudl es la concentracidon letal media (CLso) del contenido celular disuelto de G.
catenatum, incluidas las toxinas paralizantes, en los primeros estadios larvarios del

camaron blanco?
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¢En alguno de los estadios larvarios del camardn es mas susceptibles a los efectos de las

TP disueltas?

éCudles son los efectos a nivel histopatolégico en los diferentes tejidos de las larvas
cuando son expuestos a diferentes concentraciones del contenido celular disuelto de G.

catenatum, incluidas las toxinas paralizantes?
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4.HIPOTESIS

La exposicidn de Penaeus vannamei a extractos celulares disueltos de Gymnodinium catenatum,
tiene efectos letales en los primeros estadios larvarios, ademas, producird dafios tisulares en los
organismos, siendo alguno de los estadios (nauplio, zoea, mysis o postlarva) mds susceptibles a

los efectos de estas toxinas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los efectos de la exposiciéon aguda del camardn blanco (Penaeus vannamei) al contenido

celular disuelto de Gymnodinium catenatum, en los primeros estadios larvarios.

5.2 Objetivos particulares

Implementar una técnica para la extraccién de toxinas disueltas y transformacién quimica
de analogos de Saxitoxina.

e Cuantificar las toxinas disueltas de cultivos del dinoflagelado Gymnodinium catenatum.

e Determinar la CLspen los primeros estadios larvarios de Camarén blanco.

e Describir y cuantificar los dafios a nivel tisular en los diferentes érganos de las larvas

producidos por la exposicién a extractos celulares disueltos de Gymnodinium catenatum.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Cultivo y cosecha de dinoflagelados.

Se cultivd la cepa BAPAZ_10 de Gymnodinium catenatum aislada de la Bahia de La Paz por la Dra.
Christine Johana Band Schmidt, en agua de mar filtrada, esterilizada y enriquecida con medio GSe,
adicionado con extracto de lombricompostaje (Bustillos-Guzman et al., 2015). Las cepas se
mantuvieron a una temperatura de 24°C = 1°C, salinidad de 34, con una iluminaciéon de 150
umolfoton m? s-! y con un ciclo de luz-oscuridad 12:12h. Los cultivos se escalaron
progresivamente desde tubos de ensaye de 50 mL con 20 mL de medio GSe hasta matraces de 2
Lcon 1 Lde medio de cultivo. Para conocer la cinética de crecimiento de G. catenatum se tomaron
muestras cada 8-10 dias y se realizaron conteos celulares utilizando una cdmara Sedgewick-

Rafter.

6.2 Obtencidon de muestras para el andlisis de toxinas paralizantes

Una vez que los cultivos de G. catenatum alcanzaron la biomasa requerida, estos fueron
cosechados para su andlisis de toxinas. La cosecha se llevé a cabo mediante la filtracién de cada
cultivo, utilizando filtros de fibra de vidrio GF/F de 47 mm de didmetro de 0.7 um de tamafio de
poroy con ayuda de una bomba manual de vacio. De cada muestra, se registro el volumen filtrado
y el conteo celular para establecer la relacién de células presentes en cada filtro, los cuales fueron

preservados en congelacidn para su posterior andlisis de TP.

Por otra parte, el extracto de TP se obtuvo mediante la metodologia propuesta por Frangdpulos
et al. (2004), donde los filtros equivalentes a una concentracion 4x108 células de G. catenatum se
maceraron con 2mL de agua de mar filtrada y esterilizada; Una vez obtenida una mezcla
homogénea, el extracto fue sonicado en 3 ciclos de 1 min x 1 min de reposo. Posteriormente, se
centrifugd por 25 min (12,000 rpm a 15°C) y utilizando una jeringa, el sobrenadante se pasé a
través de acrodiscos de fibra de vidrio (25 mm de didmetro) y 0.45 um de tamano de poro para

finalmente ser aforado a 100 mL con agua de mar filtrada y esterilizada.
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6.3 Extraccion de toxinas paralizantes particulada y disuelta

La extraccion de toxinas intracelulares o particuladas (TPp) se llevé a cabo mediante la
metodologia propuesta por Yu et al., (1998) La cual consiste en macerar los filtros GF/F marca
Whatman utilizando una varilla de vidrio, Posteriormente, se adicionaron 4 mL de acido acético
0.03 N. Una vez macerados los filtros, estos son sonicados en 3 ciclos de 1 min x 1 min de reposo.
Posteriormente se pasaron a tubos de centrifuga y se centrifugaron por 25 min (12,000 rpm a
15°C) y el sobrenadante se paso a través de acrodiscos de fibra de vidrio (25 mm de didmetro) y

0.45 um de tamaiio de poro utilizando jeringas para su posterior andlisis por HPLC.

La extraccion de toxinas paralizantes disueltas (TPd) se realizé basado en la metodologia descrita
por Lijun et al.,, (2020), donde las TP extracelulares en el cultivo de G. catenatum fueron
concentradas en columnas de extraccién de fase solida (SPE) usando cartuchos de (Graphitized
Carbon Blacken) (250 mg, 6mL) producidos por NanoChrom; Los cartuchos se preacondicionaron
con 3mL de acetonitrilo y posteriormente con 3mL de acetonitrilo/agua/acido acético
(20:80:1,v/v/v), luego, se hicieron fluir en los cartuchos 100 mL de medio de cultivo con las toxinas
disueltas ajustando el pH a 3 con &cido férmico (Acido férmico 2.5%) a una velocidad de flujo de
3mL min. Los cartuchos fueron enjuagados con 1mL de solucién de dcido férmico (pH 3) y se
secaron al vacio durante 5 min. Las TPd contenidas en la columna se recuperaron eluyendo
acetonitrilo/agua/acido acético (75:25:0.25,v/v/v); con la finalidad de maximizar el porcentaje de
recuperacién de toxinas, se realizaron cinco enjuagues con 3mL de esta mezcla en lugar de tres
como lo plantean los autores; de igual manera para concentrar las toxinas, se sustituyd el método
de evaporacién con rotaevaporador por el uso de una Liofilizadora durante 24 h, para ello, fue
necesario previamente evaporar los solventes con ayuda de nitrogeno gas. El residuo recuperado
fue resuspendido con 2mL acido acético 0.03 N y se filtré a través de una membrana de 0.22 um

(nylon 66), el extracto se mantuvo a -20 °C hasta su andlisis por HPLC-FLD.

6.3.1 Identificacion y cuantificacion de toxinas paralizantes por HPLC

Para la derivatizacién, 150 plL de cada extracto se mezclaron con 37 ulL de acido hidroclorhidrico

1.0 N, esto se incubd por 15 min a 90 °C para convertir las toxinas N-sulfocarbamatadas a sus
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toxinas carbamatadas correspondientes. Luego de enfriarse a temperatura ambiente, la muestra
se neutralizé con 75 plL de acetato de sodio 1 N. Los hidrolizados y las muestras se almacenaron

a -20 °C hasta su analisis (antes de 24 h).

Los extractos hidrolizados y no hidrolizados se inyectaron en el cromatégrafo de liquidos en
corridas independientes para la identificacion y cuantificaciéon de las TP. Las toxinas N-
sulfocarbamatadas (incluyendo GTX5/B1 y GTX6/B2) se cuantificaron calculando el incremento
del pico maximo para relacionarlas con las toxinas carbamatadas formadas durante el

tratamiento con HCl (B1 a STX, B2 a neoSTX, C1 a GTX2, C2 a GTX3, C3 a GTX1y C4 a GTX4).

El sistema de cromatografia utilizado fue un HP 1260 infinity Il que consiste en un auto-
muestreador, desgasificador, bomba cuaternaria, dos bombas binarias usadas para las reacciones
post-columna, un detector de fluorescencia, una columna C-18 y un reactor postcolumna. Las TP
se detectaron usando una longitud de onda de excitaciéon de 333 nm y una de emisién de 390 nm.
La identificaciéon de las TP tanto particuladas como disueltas se realizé utilizando el método
comatografico de Hummert et al., 1997 (modificado por Yu et al, 1998), comparando los tiempos
de retencidn de las muestras y por coelucién con estdndares comerciales de: saxitoxina (STX),
neosaxitoxina (neoSTX), goniautoxinas-1,4 (GTX 1,4), decarbamoilsaxitoxina (dcSTX),
decarbamoilgoniautoxinas-2,3 (dc GTX 2,3) y N-sulfocarbamoil-11-hydrosulfato (C1,2) (National

Research Council Canada, Halifax, NS, Canada).

6.4 Estandarizacion del método

Para corroborar la efectividad del método, se evalud el porcentaje de recuperacion de TPd con
este método de extraccidn; Para ello, se extrajeron las TP de 2 filtros provenientes de un mismo

cultivo, con el mismo volumen filtrado.

Uno de estos filtros se extrajo utilizando el método tradicional de extracciéon de TPp propuesto
por Yu et al., (1998) como control, el otro filtro se procesé mediante la metodologia planteada

por Lijun et al., (2020).
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Para evitar la subestimacion de estos porcentajes de recuperacion, se realizé el ajuste de
recuperacién de toxinas considerando la pérdida de muestra que pudiera generarse durante el
procesamiento para la liofilizacidon y reconstitucion de la muestra para su posterior analisis por
HPLC; Para ello, también se evalud el porcentaje de recuperacién de un tercer filtro proveniente
del mismo cultivo el cual se extrajo utilizando de igual forma la metodologia de Yu et al., (1998)

el cual adicionalmente paso por los procesos de liofilizacién y reconstitucién de la muestra.

La posterior identificacion y cuantificacién de analogos de TP mediante HPLC se realiz6 mediante

la metodologia previamente descrita en la seccién 6.3.1.

6.5 Diseio experimental

Se evaluaron los efectos Agudos de las TPd en larvas de P. vannamei en sus primeros estadios
larvarios (nauplio, zoea, mysis y postlarva 11). Estas larvas fueron donadas por la empresa
“Comercializadora de Larvas, Nauplios y Camarén, S.A de C.V.”, ubicada en Mazatlan, Sinaloa.
Cada estadio correspondié a un lote de 5,000 larvas almacenadas en una bolsa con inyeccion de
oxigeno y contenidas en una hielera. La movilizacién de los organismos se realizé via aérea
evitando un tiempo de entrega mayor a 24 h. Se transportaron a las instalaciones del laboratorio
humedo de nutricién acuicola del CIBNOR donde pasaron por un proceso de aclimatacién para
evitar el estrés térmico, utilizando bafo maria incrementando la temperatura 1 °C cada media
hora, hasta poder ser depositadas en contenedores de 20 L, donde se mantuvieron en agua de

mar a 27 °C con aeracién y una salinidad de 34.

Para el mantenimiento de los organismos, se adiciond todos los dias alimento vivo (microalga
Isochrysis sp. obtenida del Laboratorio de Alimento vivo de CIBNOR, S.C., asi como 2 g de alimento
paletizado especifico para cada subestadio; una vez aclimatados y en condiciones éptimas para

cada estadio, el bioensayo se llevé a cabo de la siguiente manera:

6.5.1 Ensayo de toxicidad aguda

Para determinar la CLsp en L. vannamei se utilizd la metodologia planteada por Llanos-Rivera y

Astuya-Villalon (2023), utilizando placas de 96 pozos, en las cuales, para evitar que ocurra la
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evaporacion del contenido de los pocillos, se rellenaron con 1.2 mL de agua de mar la primera y

ultima fila, ademas de la primera y ultima columna de la placa (Lineas en figura 4).

Con el uso de micropipetas desde una caja Petri con el material bioldgico, se tomd cada larva en
un volumen de 20 pL (en el caso de los estadios mysis y PL11, para evitar lastimar a los
organismos, se recortd la punta de la micropipeta para colectar las larvas), y se depositaron al
azar un organismo en cada uno de los pozos que correspondieron al control y los distintos
tratamientos, con un total de 30 organismos por condicién experimental. El grupo control
correspondié a 1.3 mL de agua de mar filtrada. En el caso de los tratamientos, se realizaron
diluciones seriadas al 50% del extracto de G. catenatum (100%, 75%, 50%, 25%, y 12.5%)
quedando un volumen final en cada pocillo de 1.2 mL (Figura 4; Tabla 2). Los bioensayos se

realizaron en cada uno de los estadios larvarios (nauplio, zoea, mysis).

Control 100% 75% 50%

IOGTMTMOO®>»
IOGTMMmMOO®>»

25% 12.5%
! I

30 org/tratamiento x 6 tratamientos = 180 org

IOTMMOO >

Figura 4. Disefio experimental para bioensayos con larvas de P. vannamei en placas de 96 pozos.
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Tabla 2. Voliumenes de toxina disuelta/agua de mar a agregar en cada pozo por tratamiento para
prueba experimental en placa de 96 pozos. Volumen final: 120 pL.

Vol. De aguade  Vol. De extracto

Tratamiento mar (pL) de toxinas (uL)
Control 100 0
100% 0 100
75% 25 75
50% 50 50
25% 75 25
12.5% 87.5 12.5

Nota: 100 pL. de volumen agregado + 20 L. para la toma del organismo

Para el caso de PL11, debido a que los organismos tenian una mayor talla, se utilizaron placas de
12 pozos; Cada pozo con 6 larvas en un volumen total de 4 mL, con 6 pozos por condicién
experimental (Fig. 5), manteniendo la proporcién 1:5 de volumen para la toma de los organismos

con relacién al volumen adicionado para cada tratamiento (Tabla 3).
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Figura 5. Disefo experimental para bioensayos con Postlarvas de P. vannamei en placas de 12
pozos.
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Tabla 3. Volumenes de toxina disuelta/agua de mar a agregar en cada pozo por tratamiento para
prueba experimental en placa de 12 pozos. Volumen final: 4 mL.

. Vol. De aguade  Vol. De extracto
Tratamiento

mar (mL) de toxinas (mL)
Control 3.33 0
100% 0 3.33
75% 0.83 2.5
50% 1.66 1.66
25% 2.5 0.83
12.50% 2.92 0.41

Nota: 3.33 mL. de volumen agregado + 660 pL. para la toma de organismos (110 uL por larva)

Dado que cada uno de los estadios y subestadios transcurren en lapsos de horas, la mortalidad se
cuantificé a las 4 horas de iniciado el bioensayo, llevando a cabo observaciones cada 15 a 20 min,
donde se observé el comportamiento de las larvas (Nado errdtico, paralisis, o que no respondan
a estimulos fisicos con una pipeta). Al finalizar el experimento, los organismos fueron recuperados
y procesados para la extraccion (apartado 6.3), identificacion y cuantificacion (apartado 6.3.1) de
TP en los tejidos de los camarones, asi como para la evaluacién de las posibles lesiones

histopatoldgicas que pudieran generar las TP extracelulares diferentes tejidos.

Mediante la funcién “drm” del programa estadistico Rstudio, se modelaron y graficaron las curvas
Dosis-respuesta para cada estadio, a partir de las cuales se calcularon las concentraciones de
contenido celular disuelto capaz de generar mortalidad en el 50% de los individuos en cada fase

del desarrollo larvario (CLsp).

6.6 Extraccion de TP en tejidos de PL11 de Penaeus vannamei

Se tomaron 6 organismos de cada tratamiento para extraer las TP acumuladas en los tejidos de
los camarones (TPc). Estas larvas fueron filtradas a través de un filtro de fibra de vidrio GF/F con
ayuda de una bomba manual de vacio y congeladas en sobres de papel aluminio. Posteriormente,
la extraccién de TP en los tejidos de las PL11 se llevd a cabo mediante la metodologia propuesta

por Yu et al.,, 1998 (Apartado 6.3).
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La cuantificacion de TP en tejidos de camarones de igual forma se realizd utilizando la
metodologia previamente descrita en el apartado 6.3; La extraccién y cuantificacién de TPc se

realizo por triplicado (apartado 6.3.1).

6.7 Evaluacion de lesiones histopatoldgicas

Las larvas de cada condicidén experimental y de los controles se fijaron en solucién de Davidson
durante 48 h (Bell y Lightner, 1988). Posteriormente los tejidos de los camarones fueron
deshidratados en una serie ascendente de etanol (70% a 100%), aclarados con xileno, e infiltrados
en parafina en un procesador automatico de tejidos LEICA ASP200S, para pasar a un proceso de
inclusién en parafina liquida a 60 °C. La inclusion de las muestras se llevd a cabo en Paraplast X-
Tra con punto de fusidn de 54-56 °C en un centro de inclusiéon LEICA EG1150H y EG1150C. Se
realizaron cortes histoldgicos de 4 um de espesor en un micrétomo de rotacion LEICA RM2155,
para extenderlos se colocaron en un bafio de flotacién con agua y grenetina al 1% a 43°C. Para
observar la mayor parte de tejidos se elaboraron cortes en serie, obteniendo de 10 a 20 laminillas
de cada bloque de parafina conteniendo de 5 a 10 larvas. Enseguida se tomaron los cortes del
bafo de flotacién con portaobjetos y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24h. Los
tejidos se tifieron con Hematoxilina de Harris-eosina (H&E) en un tefiidor automatico LEICA
ST5020 y se montaron en resina sintética con cubreobjetos (Lightner, 1996). Finalmente, las
preparaciones histolégicas se observaron bajo el microscopio éptico compuesto OLYMPUS BX41
con objetivos 4, 10, 20, 40 y 100x. Se tomaron imagenes con una cdmara digital para microscopio

marca Nikon Digital Sight DS-Ri1® conectada a una computadora.

Los dafios y/o alteraciones estructurales en los érganos y tejidos de los camarones causados por

las TPd se evaluaron en el estadio PL11 y se realizaron de la siguiente manera:

6.7.1 Descriptiva

Con base en la descripcion histolégica de camarones sanos por Bell y Lightner (1988), se
describieron las lesiones histopatoldgicas observadas en los tejidos de las larvas de camarones
expuestos a las TPd producidas por G. catenatum con imagenes digitalizadas en magnificaciones

de 4, 10, 20, 40 y 100x.
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6.7.2 Semi-cuantitativa

La evaluacién semi-cuantitativa se llevd a cabo utilizando imagenes digitalizadas
(microfotografias) de los tejidos, obtenidas mediante un sistema de analisis digital de imagenes
(Image Pro-Premier v.9.0), registrando los dafios en los érganos, dandole un valor numérico al
nivel de dafios y/o alteraciones en los drganos y tejidos de acuerdo con el grado de afectacidn

segln lo propuesto por Lightner (1996), provocados por las TPd en las larvas de camarén.

El grado de dafio histoldgico observado en los tejidos de cada tratamiento se determiné de
acuerdo con el porcentaje del total de campos con daio histolégico encontrado sobre el total
observado en el nimero de muestras de cada tratamiento (ninguno, leve, moderado y severo =
0, 1, 2 y 3) de los campos con daio histolégico, en comparacién con las secciones control. La

prevalencia de dafio en los tejidos se determind segun Bush et al. (1997).

6.7.3 Cuantitativa

El tamafio (altura) de las células Hpb del hepatopdncreas se determiné usando un sistema de
analisis digital de imagenes Image Pro Premier (v. 9.0). Las mediciones se realizaron en imagenes
a 40x a partir de tres secciones diferentes de cada muestra, midiendo la altura desde la regién
basal (en contacto con la membrana basal) hasta la regién apical (borde libre) donde se localiza

el lumen, expresandose el tamaio de las células epiteliales en micras lineales.

El drea ocupada por el musculo fue determinada en imagenes a 40x a partir de cinco secciones
diferentes de cada muestra. El analisis de imagenes se basa en la intensidad del color especifico
del tejido del musculo y el tejido conectivo, se calcula automaticamente en pixeles y se expresa

en micras cuadradas.

6.8 Analisis estadisticos de variables histoldgicas cualitativas y cuantitativas

La normalidad de los datos de histologia se verificd con la prueba Shapiro Wilk y la homogeneidad
de varianza fue determinada mediante la prueba Levene. Dado que los datos presentaron una

distribucién no normal, las diferencias entre los tratamientos se compararon por andlisis de
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varianza no paramétrico de Kruskall-Wallis, con valor de significancia de p<0.05. En los casos
donde se encontraron diferencias significativas se realizd un analisis a posteriori de comparacion
de medianas, utilizando la prueba de Bonferroni. Todos los analisis se realizaron con el software

estadistico Rstudio 4.3.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Estandarizacién del método: Porcentaje de recuperacién

Se identificaron 8 andlogos de saxitona en la cepa BAPAZGC_10, los porcentajes de recuperacion
de cada uno de los andlogos identificados obtenidas con el método de extraccién propuesto por
Lijun et al., (2020) para toxinas disueltas se muestran en la tabla 4. Los analogos que presentaron
el mayor porcentaje de recuperacion fueron B1, GTX3, C1y C2 (98.27, 97.22, 84.63 Y 70.54 %,

respectivamente).

Cabe destacar que los valores de TP obtenidos a partir del método propuesto por Yu et al., (1998)
fueron ajustados al porcentaje de recuperacion de toxinas después de su procesamiento de

liofilizacidn y reconstitucién de muestra, el cual fue del 92.61%.

Tabla 4. Porcentaje de recuperacion por analogos de TPd con el método de extraccién de Lijun et
al., (2020).

Conc. Muestra Conc. Muestra

Anélogo particulada 1 disuelta _ % Recuperacion
(ng STXeqmL ') (ng STXeq mL™?)

GTX 2 1.66 0.70 42.14
GTX 3 0.84 0.82 97.22
dcSTX 0.83 0.26 31.06
dcGTX2 5.04 1.57 31.06
dcGTX3 3.66 1.55 42.38
Bl 0.13 0.13 98.27
Cc1 116.77 98.83 84.63
Cc2 652.1 460.01 70.54
Total 781.03 563.86 72.19

Nota: Valores ajustados al porcentaje de recuperacion después del proceso de liofilizacién.

Con este método de extraccion y recuperacién de toxinas disueltas y tras realizar las
modificaciones de incrementar el nUmero de enjuagues a las columnas, al igual que optar por el
proceso de liofilizacion, se logré obtener un porcentaje de recuperacioén total del 72.19% de las

TPd presentes en el medio de cultivo de G catenatum.
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7.2 Cuantificacion y perfil de toxinas de extractos de cultivo de G. catenatum

Se obtuvieron las concentraciones de TP de G. catenatum tanto particuladas (TPp; intracelulares)
como disueltas (TPd; extracelulares) durante la cinética de crecimiento de un cultivo de G.

catenatum con una duracion de 35 dias (Fig. 6).

En el caso de las TPp, las concentraciones para el dia 3 de cultivo fue de 22.81 ng STXeq mL 7,
alcanzando las mayores concentraciones en el dia 14 con un valor de 77.46 ng STXeq mL *%; Estas
concentraciones TPp son consistes con la etapa de cultivo en la que se presenté la mayor densidad
celular (1032 cél mL?). Posterior a este muestreo, comenzé la etapa de decaimiento y muerte del

cultivo, llegando al dia 35 con un valor minimo de 4.28 ng STXeq mL™* (Fig. 6).

En cuanto a las TPd, las concentraciones oscilaron desde los 1.9 ng STXeq mL? al dia 3 de cultivo,
hasta llegar a una concentracién final de 252 ng STXeq mL* al dia 35. Las toxinas disueltas
incrementaron de manera significativa a partir del dia 21, donde inicié el decaimiento del cultivo,
lo cual corresponde a la liberacién de las TP particuladas, al ser diseminadas al medio tras la lisis

celular (Fig. 6).
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Figura 6. Concentraciones de TP particuladas y disueltas a lo largo de las etapas de cultivo de G.
catenatum.
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7.2.1 Perfil de toxinas

Se identificaron 8 analogos de la STX de la cepa GCBAPAZ_10 de G. catenatum tanto particuladas
como disueltas, correspondiendo a una composicion de los siguientes andlogos de STX en
porcentaje molar:

Disuelta:

C1>C2 > dcGTX2 > dcSTX > dcGTX3 > GTX2 > GTX3 > B1

Particulada:
C2 > C1 > dcGTX3 > dcGTX2 >GTX3 > GTX2 > dcSTX > B1
Esta composicidn presenta variaciones en la dominancia de sus analogos; si bien de manera
particulada estd compuesta predominantemente por el andlogo C2 y C1 (76.76 y 19.35 %,
respectivamente). Por otro lado, en las TPd C1 es el analogo que se encuentra en mayor
porcentaje molar con 43.34%, mientras que el analogo C2 corresponde a un 39.82%, ambos

andlogos (C1y C2) pertenecen a las toxinas de tipo Sulfocarbamaoil.

En términos de porcentaje molar promedio por grupo, las toxinas de tipo sulfocarbamaoil
representan el 92.72% y 89.99% (TPp y TPd, respectivamente), seguidas por las toxinas
decarbamoil, con un 6.34% y 9.52%, mientras que las toxinas carbamoil Unicamente se

encuentran en porcentajes menores al 1% en ambos casos (Fig. 7).
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Figura 7. Porcentaje promedio de andlogos por grupo de TP particuladas y disueltas en cultivo de
G. catenatum.

El grupo de toxinas con mayor aporte a las TPp al inicio del cultivo pertenecen al grupo de las
toxinas sulfocarbamoil con un 98.03% molar, sin embargo, a los 35 dias del experimento, este
porcentaje disminuyd hasta un 64.35%. Por otro lado, las toxinas decarbamoil incrementaron
desde 1.09% en el tiempo inicial, hasta un 30.30% al dia 35. De igual forma, los andlogos de toxinas

carbamoil aumentaron desde un 0.88% hasta un 5.35% al finalizar el cultivo (Fig. 8A).

Durante las fases de crecimiento de G. catenatum la proporcidon de estos andlogos muestra
variaciones principalmente en la fase estacionaria y de muerte, donde se observa una
transformacion de andlogos de tipo sulfocarbamoil a analogos de tipo decarbamoil. Por otra
parte, en las TPd, las toxinas sulfocarbamoil al inicio del cultivo representaban un 88.09%, al final
del cultivo, estas disminuyeron a un 77.70%; Por otra parte, los analogos de toxinas decarbamoil
aumentaron de un 10.14% a un 22.15%. Finalmente, los analogos de tipo carbamoil también

disminuyeron desde 1.78% iniciado el cultivo, hasta un 0.14% al final del experimento (Fig. 8B).
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Figura 8. Porcentaje de analogos por grupos de TP particuladas y disueltas en cultivo de G.
catenatum a lo largo del tiempo de cultivo; A) TPp; B) TPd.

7.3 Bioensayo de toxicidad aguda con larvas de Penaeus vannamei.

Se obtuvieron los porcentajes de mortalidad para cada uno de los estadios, obteniendo
diferencias significativas mediante la prueba de Kruskall-Wallis y mediante la prueba post-hoc de
Bonferroni, se determind que los estadios mas susceptibles a los efectos de las TPd en cuanto a
su sobrevivencia corresponden a los estadios de mysis y PL11; Los estadios de nauplio y zoea no

son estadisticamente diferentes entres si (Fig. 9).
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad por estadio larvario de P. vannamei ante diferentes diluciones
de extracto celular disuelto de G. catenatum. (a)(b): Diferencias significativas entre grupos.
(p<0.05) para prueba de Kruskall-Wallis; Prueba Post-hoc de Bonferroni. Programa Rstudio.
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7.3.1 Concentraciones letales medias (CL50)

Se obtuvieron modelos dosis-respuesta mediante la funcién “drm” del programa estadistico
Rstudio, a partir de los cuales se calcularon las CLsp para cada uno de los estadios con sus
respectivos intervalos de confianza; las CLsp para cada uno de los estadios (nauplio, zoea, mysis y
PL11) fueron de 65.72 (£5.94), 57.63 (+3.80), 18.12 (+1.22) y 21.75 % (+£1.92), respectivamente
(Fig. 10).

La concentracién de TPd en el extracto de contenido celular de G. catenatum corresponde a una
concentracién de 273.05 ng STXeq mL%, por lo que dichas CLsp para cada estadio son equivalentes

a concentraciones de 179.44, 157.35, 49.47 y 59.38 ng STXeq mL, respectivamente.
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Figura 10. Modelo Dosis-Respuesta y estimacion de Clso en larvas de P. vannamei. Mediante la
funcién drm en programa Rstudio. (p< 0.05). A) nauplio; B) zoea; C) mysis; D) PL11.
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En el caso de los estadios de nauplio y zoea, las primeras mortalidades en las mayores diluciones
se presentaron a partir de los 30 min; mientras que las mortalidades registradas luego de 4 horas
deiniciada la exposicidn al extracto de G. catenatum, se presentaron en todas las concentraciones

probadas (Tablas 5y 6).

Tabla 5. Porcentaje de mortalidad en nauplios para cada tratamiento durante el bioensayo de
exposicién a TPd.

Mortalidad (%)
Dilucién
Tiempo (min)  Control 100% 75% 50% 25% 12%

5 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
30 0 13 0 4 0 4
60 0 23 14 7 4 4
90 0 46 14 7 7 4
120 0 60 20 10 7 7
150 0 66 24 10 7 7
180 0 73 40 10 10 7
210 0 80 47 14 14 7
240 0 80 54 17 14 7

Tabla 6. Porcentaje de mortalidad en zoeas para cada tratamiento durante el bioensayo de
exposicién a TPd.

Mortalidad (%)

Dilucion
Tiempo
(min) Control 100% 75% 50% 25% 12%
5 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
30 0 13 4 4 0 4
60 0 23 10 7 4 4
90 0 46 14 7 7 4
120 0 60 20 10 7 7
150 0 66 37 17 7 7
180 0 73 a7 20 10 7
210 0 80 55 24 14 10
240 0 80 70 33 16 10

Para el caso de los estadios de mysis y PL11, ademas que sus mortalidades son estadisticamente
diferentes a los estadios anteriores, se registraron las mayores mortalidades transcurridas apenas

2 horas, registrando las primeras muertes desde los 5 min de iniciada la exposicién (Tablas 7 y 8).
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Tabla 7. Porcentaje de mortalidad en mysis para cada tratamiento durante el bioensayo de
exposicién a TPd.

Mortalidad (%)
Dilucién
Tiempo (min)  Control 100% 75% 50% 25% 12%
5 0 10 3 0 0 0
15 0 30 18 15 10 10
30 0 416 36 30 26 18
60 0 60 50 46 40 30
90 0 76 73 53 46 36
120 0 90 73 60 53 47

Tabla 8. Porcentaje de mortalidad en PL11 para cada tratamiento durante el bioensayo de
exposicion a TPd.

Mortalidad (%)
Dilucién

Tiempo (min)  Control 100% 75% 50% 25% 12%
5 0 6 3 0 0 0
15 0 30 20 18 12 7
30 0 46 43 36 27 19
60 0 63 56 46 40 25
90 0 80 80 66 44 28
120 0 94 88 78 53 31

Las larvas del estadio PL11 fueron utilizada para el andlisis histoldgico, debido a que es el estadio
en el cual se realiza la entrega de las larvas a los acuicultores para la siembra y por ende, es de
gran interés conocer el estado de estas larvas a la hora de la entrega y buscar opciones para
mitigar y/o prevenir el contacto toxinas-larvas y asi garantizar una mejor calidad de entrega y con

ello, una buena producciéon de camarén en las granjas.

7.3.2 Descripcion del comportamiento de las larvas expuestas al contenido celular de G.
catenatum

Adicionalmente, se registraron los signos clinicos ante la exposicion de las larvas a los extractos
celulares disueltos de G. catenatum, que dependiendo del estadio y el tiempo de exposicidn se

describieron de manera general en los organismos (Tabla 9).
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Tabla 9. Signos clinicos en PL11 expuestas a extractos celulares G. catenatum

Nivel de exposicion Signos clinicos

Inicial Nado activo en circulos.

Aletargamiento, ataxia, perdida de equilibrio,
Bajo disminucion de respuesta de fototaxis, reduccion en

rango de movimiento de apéndices.

Nado errdtico, ataxia, sin desplazamiento dentro del
Medio
pozo, falta de respuesta a estimulos fisicos.

Paralisis, espasmos en ojos y apéndices, palpitacién
Terminal
del corazdn visible.

No se aprecia ningun espasmo en ojos ni apéndices,
Muerte ecoldgica
no hay actividad cardiaca visible en el organismo.

7.4 Acumulacién de TP en tejidos de PL11

Después de ser expuestas a diferentes tratamientos del extracto de TPd, es importante conocer
la dindmica de estas toxinas al ingresar al organismo. Es por ello por lo que se cuantificaron las

concentraciones de TP en los tejidos de camarones (TPc).

Los resultados obtenidos demostraron que las concentraciones totales promedio de TPc por
organismo son consistentes con la presencia de TPd: Los tratamientos con mayores
concentraciones de TPc corresponden a los tratamientos de mayores concentraciones (100, 75y
50%) con valores superiores a los 14 ngSTXeq org™?, mientras que en los tratamientos menores

(25 y 12%) se encuentran concentraciones de TPc inferiores a los 6 ngSTXeq org™ (Fig. 11).
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Figura 11. Concentracidn total promedio por organismo de TP en tejidos de PL11 de Penaeus
vannamei.

Por otra parte, de los 8 andlogos presentes en el extracto de TP de G. catenatum al que fueron
expuestos las larvas, solo 7 de ellos fueron identificados en los tejidos de los camarones siendo
los siguientes:
TPd:
C1/C2 /dcGTX2 / dcSTX / dcGTX3 / GTX2 / GTX3 / B1

TPc:
C1/C2/dcGTX2 / dcSTX / dcGTX3 / GTX2 / B1
La composicién de los andlogos en términos de porcentaje molar fue variable entre los tejidos de
las PL11 entre los tratamientos (Fig. 12), en donde se observa que a mayor concentracion de
toxina a la que fueron expuestas las larvas, se presenta una mayor proporcion del analogo C1
seguidos de andlogo C2 en el caso de los tratamientos de 12, 25 y 50%, lo cual probablemente
puede significar que este es el resultado final de la biotransformacion de estas toxinas en el
metabolismo de los camarones. Cabe destacar que en todos los tratamientos se observa la

predominancia del analogo C1, con porcentajes molares superiores al 60% en los tejidos de los

camarones.
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Figura 12. Porcentaje molar por larva de analogos de TP en tejidos de PL11 de Penaeus vannamei
en los diferentes tratamientos.
7.5 Lesiones histopatoldgicas

7.5.1 Musculo

En PL11 expuestas a los tratamientos de contenido extracelular disuelto de G. catenatum, se ha
identificado edema en el musculo de los organismos; el grado de afectacion en los tejidos es
consistente con la dilucion del extracto (Fig. 13), mostrando edema de grado 1, en los
tratamientos de 12 y 25% (Figs. 13B y 13C), y edema de grado 2 en los tratamientos de 50 y 75%
(Figs. 13D y 13E). Los tratamientos en los que se identificé edema grado 3 fueron el de 100% asi
como en algunos organismos del tratamiento de 75%. Aunado a ello, en estos ultimos
tratamientos es posible identificar la infiltracién hemocitica, correspondiente a respuesta inmune
de los organismos, asi como la ruptura de fasciculos (desgarre) musculares; Estas lesiones pueden
considerarse a nivel de atrofia en los tratamientos de 75 y 100% (Figs. 13E y 13F). Adicionalmente

en los tratamientos con mayores concentraciones del extracto (75 y 100%) se observaron algunas
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regiones en la que se aprecia una infiltracién y acumulacion hemocitica atipica en el musculo (Fig.

14).

Ademas de las lesiones antes descritas, de manera cuantitativa se obtuvieron disminuciones
significativas en el porcentaje de cobertura de fibras musculares en los tratamientos del 50, 75 y
100% con respecto al grupo control (Fig. 15), debido al considerable dafio causado por el edema
y la ruptura de los fasciculos musculares con respecto a tejidos musculares sanos presentes en
los controles; Pese a que se ha observado y descrito la inflamaciéon y edema en el tratamiento del
12%, estas afectaciones no representan diferencias significativas con respecto al grupo control en

cuanto al porcentaje de cobertura muscular en estos organismos.
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Figura 13. Corte histolégico de musculo en larvas PL11 de P. vannamei. A) Control; B) Tratamiento
12%; C) Tratamiento 25%; D) Tratamiento 50%; E) Tratamiento 75%; F) Tratamiento 100%;
Ruptura de los fasciculos musculares (r), Infiltracién hemocitica (h), Edema (e), Atrofia (a). Tincidn
H&E (Magnificacion 40x).
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Figura 14. Corte histolégico de musculo en larvas PL11 de P. vannamei, Tratamiento 100%;
Infiltracién hemocitica (h), Edema (e), Atrofia (a), Acumulacién hemocitica atipica (O). Tincidén
H&E (Magnificacion 40x).
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Figura 15. Porcentaje de cobertura de musculo en larvas PL11 entre tratamientos. (a)(b): Las
barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre si (p< 0.05) para
prueba de Kruskall-Wallis; Prueba Post-hoc de Bonferroni. Programa Rstudio.
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7.5.2 Hepatopancreas

En hepatopancreas se registraron dafios en las células Hpb y el resto de las células epiteliales (Hpf
y Hpr); en larvas expuestas a los tratamientos de 12, 25 y 50% (Figs. 16B, 16C y 16D) se
identificaron disminuciones en el tamafio de algunas células, sin embargo, en el caso del
tratamiento de 50% las células Hpb presentaron un mayor tamafio. Por otra parte, en los
tratamientos de 75y 100% (Figs. 16E y 16F), también se observo pérdida de la forma de estrella
tipica y delaminacidn de tubulos del hepatopancreas, asi como en algunas regiones se presenta
el perdida de volumen de las células epiteliales, al igual que en el caso de tratamiento de 100%
es posible identificar el desprendimiento celular de la membrana basal y descamaciéon de
epitelios, los dafos en los tratamientos con mayores concentraciones corresponden a atrofia en

este érgano.

Las mediciones de células Hpb y el resto de las células epiteliales (Hpf y Hpr) del hepatopdncreas
de los organismos, se han encontrado disminuciones significativas en cuanto a la altura de dichas
células entre los tratamientos del 100, 75 y 50 % con respecto al grupo control (Figs. 17 y 18), los
tratamientos de 12 y 25%, pese a que registraron disminucion en el tamano de las células, esta

no fue estadisticamente significativa.



Figura 16. Corte histolégico de hepatopdancreas en larvas PL11 de P. vannamei, A) Control; B)
Tratamiento 12%; C) Tratamiento 25%; D) Tratamiento 50%; E) Tratamiento 75%; F) Tratamiento
100%; Delaminaciéon de tubulos (dt), atrofia (a), Descamacién de epitelios (d), Infiltracion
hemocitica (h), Células B (Hpb). Tincion H&E (Magnificacidn 40x).
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Figura 17. Altura de células Hpb del hepatopdncreas en PL11 entre tratamientos. (a)(b): Las barras
que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre si (p< 0.05) para prueba
de Kruskall-Wallis; Prueba Post-hoc de Bonferroni.
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Figura 18. Altura de células Hpf y Hpr del hepatopdncreas en PL11 entre tratamientos. (a)(b): Las
barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre si (p< 0.05) para
prueba de Kruskall-Wallis; Prueba Post-hoc de Bonferroni. Programa Rstudio.
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7.5.3 Tracto digestivo

Pese a que en este estudio no se evalud la ingesta de microalgas productoras de TP por parte de
los camarones, sino que las toxinas se encontraban disueltas en el medio, se observaron dafos

en los epitelios del tracto digestivo de los organismos bajo los diferentes tratamientos.

Por una parte, no se observa disminucién significativa de tamafio (altura) en las células de los
tratamientos de 12 y 25% (Figs. 19A y 19B), sin embargo, es posible identificar la presencia de
aparentes vacuolas que se encuentran presentes en todos los tratamientos, lo cual hasta el
momento no se habia registrado en células epiteliales del tracto digestivo del camardn. Si bien en
el grupo control existen alguna de estas vacuolas, la recurrencia es muy baja. La presencia de
estas vacuolas en los tratamientos de 12 y 25% representan un dafio de grado 1 en estos
tratamientos, mientras que en el tratamiento de 50% (Fig. 19C), ademads de una mayor presencia
de vacuolas en los epitelios, se observan regiones con atrofia en las células, representando asi un

daino a los tejidos de grado 2.

Por otra parte, en este estudio se observé que los tratamientos con concentraciones del 75% y
100% (Figs. 19E y 19F) tienen efectos significativamente negativos en la morfologia y funcion de
las células del tracto digestivo, lo que puede tener consecuencias graves para la salud; en el caso
del Tratamiento de 100% se produce una reduccién importante del volumen celular en varias
regiones del tracto digestivo; En algunas regiones las células pierden su estructura normal y
pueden incluso romperse, representando un dafio en los epitelios de grado 3, correspondiente a
atrofia. En cuanto al tratamiento de 75% se observa una alta incidencia de vacuolas en la mayoria
de las células del tracto digestivo, por ello, algunas células aumentan su tamafio, debido a la
presencia de grandes vacuolas en su interior. En general, las células comienzan a perder su forma

y conformacién, volviéndose redondeadas y desorganizadas.
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Figura 19. Cortes histologico de intestino en larvas PL11 de P. vannamei; A) Control; B)
Tratamiento 12%; C) Tratamiento 25%; D) Tratamiento 50%; E) Tratamiento 75%; F) Tratamiento
100%; Epitelio intestinal (Epm); Lumen (Lum); Vacuolas (v); Atrofia (a); Ruptura de los epitelios
(r); Infiltracién hemocitica (h); Fibras musculares (Mus); Hepatopancreas (Hep). Tincién H&E
(Magnificacion 40x).
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Adicionalmente, se han identificado regiones del tracto digestivo donde se aprecia una
acumulacién importante de células desorganizadas, que pudieran estar bloqueando el paso del
alimento, y presentando intestino permeable, ademds zonas con elevada descamacion celular
(células que fueron expulsadas del epitelio) e infiltracién hemocitica (Fig. 20), en los epitelios del
tracto digestivo de los organismos tratados con las mayores diluciones de los extractos de toxinas

(75 y 100%).

Figura 20. Corte histoldgico en intestino de larvas PL11 de P. vannamei; Tratamiento 100%:
Atrofia (a); Descamacion de epitelios (d), Infiltracién hemocitica (h); Tincion H&E (Magnificacion
40x).

Al evaluar cuantitativamente el tamafio de las células epiteliales del intestino de los camarones,
se encontraron disminuciones significativas entre los epitelios de los tratamientos de 25, 50, 75 y
100% con respecto al grupo control (Fig. 21). Siendo el tratamiento del 100% el que presenta una
mayor atrofia o pérdida de volumen. Por otra parte, al evaluar el tamafio de las vacuolas
presentes en estas células, se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el resto
de los tratamientos (Fig. 22), siendo el tratamiento de 75% el que presentd las vacuolas de mayor
tamafio; las vacuolas en el tratamiento de 100% son menores a las del 75% y esto puede deberse
en gran medida a que cuando las larvas son expuestas al 100% del extracto, estas mas bien
demuestran una pérdida de tamafio o volumen severo de los epitelios, razén por la cual, el

tamafio promedio de las vacuolas disminuye.
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Figura 21. Altura de células epiteliales de intestino en PL11 entre tratamientos. (a)(b): Las barras
que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre si (p< 0.05) para prueba
de Kruskall-Wallis; Prueba Post-hoc de Bonferroni. Programa Rstudio.
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Figura 22. Diametro de vacuolas en intestino de PL11 entre tratamientos. (a)(b): Las barras que
no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre si. (p< 0.05) para prueba de
Kruskall-Wallis; Prueba Post-hoc de Bonferroni. Programa Rstudio.
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7.5.4 Corazdn

En cuanto al corazén, se puede observar una pérdida de hemolinfa en el interior de este, en
funcidn del tratamiento (Fig. 23). Mientras que en el control se observa al corazén aun lleno de
hemolinfa (Fig. 23A), en los tratamientos de 12 y 25% se logra apreciar una menor cantidad de
hemolinfa presente en este 6rgano, presentandose un dafio de grado 1 (Figs. 23By 23C). Por otra
parte, en el tratamiento de 50% se observan corazones con una disminucién considerable de la
hemolinfa en el interior, asi como infiltracién hemocitica, lo cual corresponderia a corazones con

dafo de grado 2.

Finalmente, en los tratamientos de 75 y 100% se observan corazones con perdida severa de
hemolinfa; También se observa la perdida de musculo cardiaco, en la figura 21F solo quedan las
fibras musculares cardiacas de la pared del corazén, ya no se ven las fibras musculares en el

interior, las que forman auriculas y ventriculos (Figs. 23E y 23F).
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12%; C) Tratamiento 25%; D) Tratamiento 50%; E) Tratamiento 75%; F) Tratamiento 100%;
Pericardio (Per), Valvula (Val), Hepatopancreas (Hep), Fibras musculares (Mus) Hemolinfa (He),
Ruptura de los fasciculos musculares (r), Infiltracién hemocitica (h). Tincion H&E (Magnificacion
40x).
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Al evaluar cuantitativamente el porcentaje de cobertura de hemolinfa y fibras cardiacas entre los
diferentes tratamientos, encontramos que no existen diferencias significativas entre el grupo
control con respecto a los tratamientos de 12 y 25%, sin embargo, los danos generados a los

corazones de los tratamientos de 50, 75 y 100% presentan diferencias significativas con respecto

al grupo control (Fig. 24).
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Figura 24. Porcentaje de cobertura de hemolinfa en corazén de larvas PL11 entre tratamientos.
(a)(b): Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre si
(p<0.05) para prueba de Kruskall-Wallis; Prueba Post-hoc de Bonferroni. Programa Rstudio.

7.5.5 Sistema nervioso

Se identificaron dafos a los ganglios nerviosos, consistentes con las diluciones del extracto de G.
catenatum con respecto al control (Fig. 25). En ellos se puede observar edema de tipo 1 en los
tratamientos de 12 y 25% (Figs. 25B y 25C), mientras que comenzamos a ver edema de tipo 2 e
infiltracion hemocitica en el tratamiento del 50% (Fig. 25D). Finalmente encontramos daios
severos como edema grado 3, infiltracién hemocitica y ruptura de cordones nerviosos en los

tratamientos de 75 y 100% (Figs. 25E y 25F).
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Figura 25. Corte histoldgico de ganglios en larvas PL11 de P. vannamei A) Control; B) Tratamiento
12%; C) Tratamiento 25%; D) Tratamiento 50%; E) Tratamiento 75%; F) Tratamiento 100%;
Ganglio (Gan), Fibras interneuronales (Fsm), Células neurosecretoras (Nsc), Edema (e). Tincion
H&E (Magnificacion 40x).



53

Al evaluar de manera cuantitativa estos dafios, encontramos que existen diferencias significativas
entre el grupo control y el resto de los tratamientos en cuanto al porcentaje de cobertura del
tejido nervioso en los ganglios de los organismos debido a la inflamacién provocada por la
exposicidon a estas toxinas (Fig. 26). Incluso existen diferencias significativas entre los tratamientos
del 12 y 25% (Figs. 26B y 26C) con respecto a los tratamientos del 75 y 100% (Figs. 26 E y 26F), lo
cual indica que, bajo estos ultimos tratamientos, las lesiones generadas a los tejidos son bastante
severas, mientras que el tratamiento de 50% corresponderia a un dafio de tipo intermedio, y los
tratamientos de 12 y 25% representan lesiones leves, pero significativamente distintas al grupo

control.

A diferencia del resto de los 6rganos evaluados en este trabajo, el tejido nervioso es el Unico que
presenta diferencias significativas entre todos los tratamientos con respecto al grupo control, lo

cual lo convierte en el tejido mds sensible a los efectos de las toxinas disueltas.

100 1 _'_(a)
. (b) (b)
== [0

o (c) |(c)  Tratamiento
- E Control
2
© B3 12
2 50+ B 2
Q
O B 50
O
o Bl 75

27 E= 100

0_

Control 12 25 50 75 100

Tratamiento

Figura 26. Porcentaje de cobertura de tejido nervioso en larvas PL11 entre tratamientos. (a)(b)(c):
Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes entre si (p< 0.05)
para prueba de Kruskall-Wallis; Prueba Post-hoc de Bonferroni. Programa Rstudio.
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8. DISCUSION

8.1 Cuantificacion y perfil de toxinas paralizantes de G. catenatum

En el trabajo realizado por Lijun et al. (2020), se cuantificaron por primera vez las concentraciones
de TPd extracelulares en el medio de cultivo de A. minutum, el perfil de toxinas que presento fue
GTX2, GTX3, GTX1, GTX4 del grupo carbamoil, asi como toxinas sulfocarbamoil de tipo C1 y C2.
Las concentraciones totales de los seis andlogos extracelulares durante la curva de crecimiento
oscilaron entre 4.0 y 754.7 ng STXeq mL™. En el presente trabajo, las concentraciones de TPd
oscilaron entre los 1.9 y 252 ng STXeq mL? (Fig. 6), lo que representa una concentracion
considerable en el medio con respecto a la toxina intracelular e indudablemente, estas toxinas
tienen un efecto importante en los organismos acuaticos, como los que evaluamos en este

trabajo.

Por otra parte, es crucial comprender que cuando tenemos especies diferentes de microalgas
productoras de TP, cada una de ellas presenta variaciones en cuanto a su perfil y biosintesis de
andlogos de STX, por tanto, las concentraciones y perfiles de TPd pueden variar entre especies, e
incluso entre cepas de la misma especie. Ortiz et al., (2019) reportaron para Alexandrium
catenella la presencia de los andlogos GTX4, GTX3, GTX2, dcGTX2 y dcGTX3, con el predominio de
los andlogos C2 y C1; Mientras que Lijun et al. (2020) identificaron en A. minutum seis analogos
GTX2, GTX3, GTX1, GTX4, Cly C2, en este estudio se lograron identificar ocho analogos tanto de
manera disuelta como particulada (C1, C2, dcGTX2, dcSTX, dcGTX3, GTX2, GTX3, B1) dominados
principalmente por andlogos de tipo sulfocarbamoil en un 92.72 y 89.99%, respectivamente (Fig.
7). Estos resultados son similares a los encontrados en trabajos previos en los que se han
caracterizado el perfil de toxinas de cepas de G. catenatum aisladas del Golfo de California, las
cuales se caracterizan por un alto porcentaje molar de andlogos de toxinas tipo sulfocarbamoil
(C1y C2), por encima del 70% en base molar (Bustillos-Guzman et al., 2015; Fernandez-Herrera,

etal., 2022; Hernandez-Sandoval et al., 2022).

Adicionalmente, este estudio presenta por primera vez una comparacion entre el perfil de TP
tanto de manera intracelular como extracelular; Si bien en ambos casos las toxinas de tipo

sulfocarbamoil representan en gran medida la toxicidad total de G. catenatum, existen ligeras
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variaciones en cuanto a la proporcion de analogos en esta cepa entre las particuladas y las
disueltas. Por consiguiente, es posible observar variaciones en las proporciones de los diferentes
analogos a lo largo de las fases de crecimiento, principalmente en las ultimas etapas del cultivo,
donde se observa una transformacién de andlogos de tipo sulfocarbamoil a analogos de tipo
decarbamoil (Fig. 8). Esto puede deberse principalmente a que existe un vinculo entre el estado
nutricional del cultivo y la biosintesis de STX en dinoflagelados marinos y cianobacterias (Hwang
y Lu, 2000; Lim et al., 2006; Vargas et al., 2020), debido a que la molécula de STX, consiste en un
33% de N (Taroncher-Oldenburg et al., 1999). En diferentes estudios se ha demostrado que las
concentraciones de TP en dinoflagelados se ven afectados significativamente por factores
quimicos como la fuente y concentracion de N y P disponibles (John y Flynn, 2000; Leong et al.,
2004; Hernandez-Sandoval et al., 2022). Es por ello, que en nuestro estudio encontramos una
mayor producciéon de TPp el dia 14 del cultivo, donde este se encontraba bajo condiciones

Optimas (Fig. 6).

Las concentraciones de TPd aumentan de manera importante al llegar a la fase de decaimiento y
muerte del cultivo, que no es mas que el acumulado de las toxinas que ya se estaba produciendo
de manera extracelular por el cultivo, mas las TPp que fueron liberadas al medio tras la lisis de las
células por el envejecimiento del cultivo (Martin et al., 2007). Esto es importante ya que
usualmente se asocia que tras la finalizacién de un FAN de especies productoras de TP, la
problematica de toxicidad ha terminado, sin embargo, es en esta etapa donde se presentan las

mayores concentraciones de estos compuestos de manera disuelta (Fig. 6).

Por otro lado, se tiene registro que para saxitoxinas en agua superficial se ha observado una
persistencia de entre 1 a 2 meses (Cantoral-Uriza et. al., 2017), lo cual representa un nuevo reto
de manejo ante la recurrencia de FAN de especies productoras de TP para las industrias acuicolas,
ya que aun pasado un evento de FAN de G. catenatum estas toxinas todavia pueden encontrarse
disueltas, entrar en los sistemas de criaderos o cultivos de camardn cercanos y transportarse en
la fuente de agua, a pesar del uso de sistemas de filtracién, ya que cuando no se tiene un control
especifico de las aguas que van a ser utilizada como medio de cultivo, se puede provocar retrasos

y muchos inconvenientes a lo largo del proceso de produccion (Prasertsri et al., 2014).
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8.1.2 Estandarizacion del método de extraccion de TPd

La implementacidn del método para la extraccién de analogos de TPd presentes en el medio de
cultivo de G. catenatum representé un reto metodoldgico para el presente trabajo, en parte,
debido a la naturaleza hidrosoluble de estas toxinas, lo cual dificulta la extraccion del medio
acuoso, ademas que el medio de cultivo de estos dinoflagelados tiene un alto contenido en sales
y una matriz compleja; es por ello que hasta el 2020 las TPd en el medio de cultivo no podian ser
cuantificadas directamente por métodos instrumentales (Lefebvre et al., 2008; Jansson y Astot,
2015; Castrec et al., 2018; Lijun et al., 2020). En este estudio, después de realizar modificaciones
al método descrito por Lijun et al. (2020), se logré un porcentaje de recuperacion de TPd de 72.

19%, cercano al reportado por estos autores superiores al 85.5% (+ 7.6%).

Si bien los autores reportan porcentajes de recuperacién mayores utilizando la misma mezcla de
disolventes (Acetonitrilo/Agua/Acido acético) para los analogos GTX2 (98,8%), GTX3 (79,4%),
GTX1 (95,9%) y C1 (95,4%), cabe destacar que estos mismos autores mencionan que el flujo de
carga de muestra también es un factor importante que afecta la recuperacion de toxinas. Lijun et
al., (2020) establecieron como éptimo un flujo de 3 mL min’, encontrando disminuciones
significativas en la recuperacién de los diferentes analogos de toxinas con respecto a flujos de 1
y 6 mL min'l. En este estudio, debido a la falta de instrumentacién especializada, no fue posible
controlar el flujo a través de las columnas con precisidn, por tanto, es posible que esto haya
influido en un menor porcentaje de recuperacién reportado en el presente trabajo. Por
consiguiente, para tratar de ajustar esta disminucién en la recuperacién de las TPd se realizd la
modificacién de realizar un mayor nimero de enjuagues de la columna GCB, con lo cual se obtuvo
un mejor rendimiento de este método ya que con un mayor numero de enjuagues nos
aseguramos de recuperar la mayor cantidad posible de las toxinas que quedan retenidas en las

columnas (Boundy et al., 2015; Rey et al., 2018).

Finalmente, debido a que se optd por sustituir el uso del rotaevaporador por la liofilizacion de la
muestra para ser concentrada, se realizé el ajuste del porcentaje de recuperacidn de las toxinas
después de ser procesadas para la liofilizacion con la finalidad de no subestimar este porcentaje

de recuperacién, tomando en consideracion que durante este proceso se realizaron cambios de
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recipientes, con lo cual es posible que se produzca pérdida de muestra; Sin embargo, pese a ello,

los porcentajes de recuperacion tras la liofilizacion corresponden al 92. 61%.

8.2 Bioensayos de toxicidad

8.2.1 Mortalidad en Penaeus vannamei

En este estudio se modelaron y calcularon por primera vez las CLso en los primeros estadios
larvarios de P. vannamei expuestas a TPd en el medio de cultivo. Si bien los trabajos de Pérez-
Linares, (2008) y Flores-Chavarria (2018), fueron los primeros trabajos en determinar la
mortalidad de P. vannamei ante la presencia de G. catenatum en diferentes concentraciones
celulares de este dinoflagelado (10% 10> y 10° cél mL?), estos trabajos no consideraron la
presencia de estas toxinas de manera disuelta, y dejaron de lado los efectos de estas toxinas en
etapas previas del desarrollo larvario, proceso durante el cual ocurren diversos cambios
morfolégicos, metabdlicos y nutricionales, en los cuales las larvas pueden ser susceptibles a la
presencia de xenobidticos que puedan afectar su desarrollo y supervivencia, y por ende afectar
la sobrevivencia de organismos que alcancen las tallas de interés comercial (Garcia-Pinto y

Edward, 1974; Ramos et al., 2022).

En este estudio se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de mortalidad entre
los estadios de nauplio y zoea con respecto a los porcentajes de mortalidad de los estadios de

mysis y PL11, siendo estos uUltimos los mas susceptibles a los efectos de estas toxinas.

Contrario a lo que se esperaria, los primeros dos estadios fueron mas resistentes a la exposicion
de estos extractos; es posible que en el caso del estadio de nauplio se deba a que, durante esta
fase, las larvas sobreviven fundamentalmente de las reservas del vitelo (Alonso Castillo y
Hernandez Fernandez, 2011), y por tanto no sean tan susceptibles a la presencia de xenobidticos
como estas toxinas disueltas. Por otra parte, en el caso de las larvas zoea, a pesar de que son
organismos que ya se alimentan de microalgas, estas aun no presentan una cavidad bucal
desarrollada (Ramirez Aquino, 2011), pero una de las principales hipétesis a la que se le atribuye
esta diferencia entre estadios es a que durante los estadios de nauplio y zoea, el sistema nervioso

aun no se encuentre del todo desarrollado. Muhammad et al., (2012) afirman que es hasta los
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estadios de mysis y PL donde el cerebro muestra una expansion importante, razén por la cual
durante estos estadios se puede dar una mayor sensibilidad a los efectos neurotéxicos de la TP,
ya que, segun los analisis histopatolégicos, el sistema nervioso es el mds susceptible a estos

compuestos.

Adicional a los mayores porcentajes de mortalidad, los tiempos de mortalidad entre estos
estadios fueron diferentes, presentdndose mortalidades en 4 horas para los estadios de nauplio
y zoea, mientras que en mysis y PL11 las mayores mortalidades se dieron transcurridas las 2 horas
de iniciado el experimento, e incluso observandose las primeras mortalidades transcurridos 5
minutos. Estos tiempos de muerte en larvas expuestas a TPd, fueron considerablemente mas
rapidos que los reportados en los experimentos de Pérez-Linares, (2008) y Flores-Chavarria
(2018); Pérez-Linares, (2008) registré que todas las PL expuestas a densidades celulares de 10°
cél mL! del dinoflagelado murieron a las 6 horas y el 100% de los organismos de la concentracién
103 cél mL* murieron a las 17 h. Mientras que en los juveniles expuestos a densidades de 10° cél
mL? en el trabajo de Flores-Chavarria (2018) presentaron mortalidades a las 8 h de iniciada la

exposicién a G. catenatum.

Cabe destacar que a diferencia de los trabajos anteriores en donde las Postlarvas y juveniles
fueron expuestos a concentraciones celulares de 104, 10°y 108 cél mL de G. catenatum (material
particulado), en este estudio la exposicidon a las toxinas de manera disueltas demostré tener
mayores efectos letales en los camarones, debido a que se reportaron porcentajes de mortalidad
mayores, mientras que los tiempos de mortalidad fueron significativamente menores, en
comparacion a los efectos de la exposicidn a material particulado, aun cuando estas larvas fueron
expuestas a concentraciones de TPd equivalentes y menores a 4 x 10* cél mL* (Similares a las
menores concentraciones de los trabajos anteriores). Por otra parte, en ambos casos (Pérez-
Linares, 2008 y Flores-Chavarria, 2018) se realizaron en las ultimas etapas de PL al igual que en
juveniles y como se ha reportado en este estudio, la letalidad de las toxinas esta estrechamente

relacionado con la etapa del desarrollo de los camarones.

Como se han reportado dafios en el desarrollo de estas larvas de camardn, Guinle et al., 2023 han

demostrado que la exposicién a STX tiene efectos negativos en los porcentaje de eclosion de
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huevos del pez Jurel de aleta larga (Seriola rivoliana), Esto sugiere que la exposicion de TPd juega
un papel importante tanto para el desarrollo de los primeros estadios larvarios, como para el
éxito reproductivo de los organismos, lo cual representa un riesgo para la produccidn tanto de
esta especie, como de otras especies silvestres y de cultivo de interés comercial en sus primeras

etapas.

8.2.2 Comportamiento de larvas expuestas a TPd

Con respecto a las respuestas de comportamiento de los individuos expuestos a los extractos
celulares disueltos de G. catenatum se observaron los signos clinicos tipicos reportados por
diferentes trabajos, provocados por la intoxicacidn por TP; la paralisis suele ser caracteristica en
la exposicion a TP (Bricelj y Shumway, 1998; Bricelj et al., 2005; Estrada et al., 2010) debido al
blogueo de los canales de sodio-potasio y calcio por parte de las toxinas (Catterall et al., 1979),
estos signos de intoxicacion concuerdan con los documentados en experimentos con PL y
juveniles de camardn (Alonso-Rodriguez et al., 2004; Pérez-Linares et al, 2008), artemia, T.
japonicus (Han et al., 2021), en larvas de peces (Gosselin et al., 1989; Lefebvre et al., 2004;
Lefebvre et al., 2005) expuestos a células de G. catenatum o TP, quienes de igual forma reportan
sintomas de paralisis como inmovilidad, natacidn erratica, desorientacién y ataxia; también, se
ha reportado afectaciones en el comportamiento de bivalvos y copépodos (Bricelj et al, 2005)
donde han respondido negativamente a las dietas que contienen STX, mostrando una menor
ingesta de alimentos, depresiéon metabdlica, crecimiento reducido (Shumway et al., 1985; Li et

al., 2002; Bricelj et al., 2005; Presa, 2013).

Este comportamiento de las larvas tiene implicaciones importantes en la industria de la
camaronicultura, puesto que, a la hora de llevar a cabo un control de calidad de los cultivos,
siguiendo lo propuesto por el manual de la FAO (2004), que establece que “Como los nauplios
presentan una fuerte fototaxis positiva, aquellos que estan sanos, pueden ser cosechados usando
una luz para atraerlos hasta la superficie del agua. Aquellos que permanezcan en el fondo del
tanque son descartados”. En este trabajo, se reportd una disminucidn significativa de la respuesta
de fototaxis, asi como aletargamiento, lo cual provoca una disminucién de la cosecha de nauplios

en los estanques de produccion.
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Por otro lado, para postlarvas se establece como criterio de calidad la actividad natatoria de los
organismos, puntuando a los cultivos de la siguiente manera: “si observamos que el >95% de las
larvas nadan activamente, entonces son puntuadas con un 10; si estdn activas del 70-95%, se
puntda 5; y si son <70% las activas entonces se puntua 0” (FAO, 2004), con ello, se puede decir
qgue la presencia de sintomas de intoxicacién por TP en larvas de P. vannamei disminuye de
manera importante la calidad de los cultivos de las larvas en sus primero estadios, lo cual
repercute en la capacidad de produccién de larvas por parte de los laboratorios ante la presencia

de un FAN de especies productoras de TP.

8.3 Acumulacion de TP en tejidos de PL11

Se cuantificaron las concentraciones de TP presentes en los tejidos de los camarones (TPc) en
donde se observd que los procesos de biotransformacién llevados a cabo por el metabolismo de
los camarones durante su desarrollo de PL11 presentan una tendencia hacia la conversién al
analogo C1, la cual es consistente con el grado de exposicion a la toxina, ya que conforme
incrementa la concentracién de la toxina en los tratamientos, también aumenta la predominancia
de este analogo en los tejidos de los camarones. En moluscos bivalvos se ha reportado que los
procesos de biotransformacién conllevan reacciones de epimerizacién de los epimeros B (C2,
GTX3, GTX4) transformandolos en epimeros a de una forma mas termoestable incrementando

asi estos andlogos (C1, GTX2, GTX1) (Bricelj et al., 1991, Ortiz et al., 2019).

Otro aspecto importante a considerar es que de los 8 analogos presentes en el extracto de TPd al
que fueron expuestas las larvas, solo 7 de ellos fueron identificados en los tejidos de los
camarones, donde el andlogo GTX3 no fue identificado; Como se menciond anteriormente, este
analogo puede pasar a ser transformado a toxinas de tipo Cl1 por el metabolismo de los
organismos; Un caso contrario fue reportado por Ortiz et al., (2019) en juveniles y adultos de la
almeja Diplodon chilensis, donde se describid la N-desulfonacién de C1-2 , incrementando las
concentraciones de los andlogos GTX2-3 tras 30 dias de exposicién a TP; Cabe destacar que esta
ruta metabdlica es bidireccional (de Cambella et al., 1993, 1994; Oshima et al., 1995; Bricelj y
Shumway, 1998; Wiese et al., 2010), por tanto es posible que en las larvas de los camarones se

esté llevando a cabo este proceso pero de manera inversa ya que se sabe que el proceso de
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biotransformacion y acumulacion de toxinas es diferenciado para cada especie (Bricelj et al.,

1991; Choi et al., 2003).

Contrario a lo reportado en el estudio de Flores-Chavarria (2018) donde se registro la presencia
del andlogo GTX3 en los tejidos de los camarones, en algunos tejidos como musculo, intestino y
branquias, éste andlogo representd porcentajes molares menores al 2%; Unicamente en el
hepatopancreas se registr6 en porcentajes mayores (12%); sin embargo, en ese estudio se
analizaron los tejidos de juveniles de una talla mayor en comparacién con las larvas de este
trabajo, por tanto, también es posible que este andlogo si pudiera estar presente en los tejidos,
pero a concentraciones inferiores al limite de deteccién del equipo (Bustillos-Guzman et al.,

2015).

Las especies difieren no sélo en el tipo de biotransformacién de toxinas, sino también en la
distribucién de toxinas en los tejidos y la cinética de depuracidn. (Oshima et al., 1990; Cambella
et al., 1993; Choi et al., 2003). Ademas, la incorporacion de estas toxinas a los tejidos de los
organismos puede diferir entre las distintas etapas de vida de una especie determinada,
corroborando la alta sensibilidad de los organismos principalmente las etapas tempranas del

desarrollo (Ortiz et al., 2019).

Otro punto que considerar es que se ha reportado la existencia de andlogos de tipo benzoato en
cepas de G. catenatum (Negri et al., 2007; Vale 2008a; Vale 2008b; Bustillos-Guzman et al., 2011
y Durdn-Riveroll et al., 2013). En este trabajo no fue posible evaluar la presencia de las toxinas de
tipo benazoato ya que estas no son detectadas con el método de deteccidon por HPLC-FLD (Negri
et al., 2003). No se debe dejar de lado que estas toxinas, también pueden servir de sustrato para
la transformacién a andlogos hidrosolubles. Vale (2008a) demostrd que en algunos bivalvos las
toxinas tipo benzoato son biotransformadas por la accion de la enzima carbamoilasa, perdiendo
la cadena lateral que contiene al grupo benzoato, produciendo analogos decarbamoil, de mayor

toxicidad.
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8.4 Daiios histopatoldgicos producidos por TPd en larvas de P. vannamei

En el presente estudio se describieron y cuantificaron los dafios y lesiones histopatoldgicas en
diferentes érganos producidos por la exposicidn de larvas de camarones a TPd. Recientemente el
trabajo reportado por Flores-Chavarria et al. (2023) confirma que las TPd y otros metabolitos
producidos por G. catenatum son captados, incorporados al sistema circulatorio y distribuidos a

los diferentes tejidos del camardn P. vannamei causando varios dafios tisulares.

Cabe desatacar que si bien la descripcidn de tejidos sanos realizada por Bell y Lightner (1988) es
una descripcién detallada y en extenso de los diferentes tejidos de los camarones, este trabajo se
realizé en tejidos de organismos adultos; Asimismo, las descripciones realizadas por Pérez-
Linares, (2008) y Flores-Chavarria (2018), se llevaron a cabo en Postlarvas y juveniles de P.
vannamei, sin embargo, los trabajos enfocados a la descripcion y cuantificacion de danos y
lesiones histoldgicos en los primeros estadios larvarios son escasos; en el trabajo realizado por
Muhammad et al., (2012) se muestran una descripcidn del proceso de formacidn y desarrollo del
sistema nerviosos de P. vannamei en sus primeros estadios larvarios, sin embargo, hasta donde
tenemos conocimiento, esta es la primera vez que se realiza una descripciéon de lesiones
histopatoldgicas en PL11 de diferentes drganos, y actualmente no se cuenta con el material base

para realizar una comparacién y descripcion de los tejidos en los estadios previos.

En el presente trabajo, todos los érganos evaluados presentaron dafios y diferencias significativas
entre el grupo control y los organismos expuestos a los tratamientos con las mayores
concentraciones de extractos celulares (50, 75 y 100%). Por ejemplo, en musculo se observaron
disminuciones importantes en el porcentaje de area de cobertura muscular. En este estudio, los
porcentajes de cobertura de musculo disminuyeron desde el 70% presente en los controles, hasta
el 40% en el tratamiento de 100%, encontrandose diferencias significativas entre los tratamientos
(Fig. 13); En los resultados obtenidos por Flores-Chavarria (2018) se cuantificd la pérdida de
musculo de todos los tratamientos con una variacion entre el 44.7% y el 48.7% sin diferencias
significativas. Esta perdida en la integridad de musculo se debe principalmente al incremento de
inflamacién y edema, asi como la pérdida de masa muscular, lo cual a su vez estd relacionado con

la alteracion de los modos de locomocion, baja capacidad de nado (aletargamiento) y a la falta de
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respuesta a los estimulos fisicos observadas. Estos dafios en la integridad de los tejidos
musculares también estdn relacionados con los dafios observados al corazén, que, de igual forma,
pierde su capacidad de bombear hemolinfa a través del sistema circulatorio de los organismos, y

por ende se ve reflejado en la disminucion de cobertura de hemolinfa y tejido cardiaco.

Se observé dafio progresivo en el hepatopdncreas, se ha descrito un dafo progresivo, asi como la
disminucion de la altura de las células Hpb y el resto de las células epiteliales (Hpf y Hpr), similares
a los reportados por Flores-Chavarria (2018); El hepatopancreas es un érgano de principal interés,
debido a que es el centro de desintoxicacién, metabolismo e inmunidad del camarén (Shi et al.,
2010). Es por ello que varios estudios han informado dafios visibles en el higado o el
hepatopancreas, alteraciones inmunitarias y cambios funcionales en organismos expuestos a

ficotoxinas (Chen et al., 2017; Zhang et al., 2020; Ma et al., 2021).

El intestino también es un tejido diana importante ya que la absorciéon TPd por parte de los
camarones puede llevarse a cabo a través de tejidos permeables (Henry et al., 2012; Mardones
et al., 2015; Castrec et al., 2018). En este estudio se identificaron dafos severos a los epitelios del
tracto digestivo que incluyeron la descamacion, atrofia, ruptura y acumulaciones andémalas de
células epiteliales. Estudios relacionados a la toxicidad de otras ficotoxinas como las
Microcistinas-LR sefalan que estas pueden ingresar a las células epiteliales intestinales
provocando lesiones de la mucosa, inflamacién y disbacteriosis en animales acuaticos (Chen et

al., 2016; Duan et al., 2020).

Adicionalmente, en este trabajo se registré por primera vez la presencia de vacuolas en células
del tracto digestivo de las larvas expuestas a TPd. El primer informe sobre la vacuolacién por
citotoxinas producidas por algunas cepas de Helicobacter pylori en cultivos de diferentes lineas
celulares fue publicado en 1988 por Leunk et al.; en ese momento, la actividad de vacuolacién de
los sobrenadantes de cultivos de H. pylori se atribuia a la actividad de la ureasa mas que a una
citotoxina especifica (Xu et al., 1990). Sin embargo, también se ha reportado vacuolaciéon celular
causada por toxinas épsilon producida por Clostridium perfringens en un cultivo de células
epiteliales de rifidn canino (Madin Darby), donde se observd que esta toxina provocé la formacion

de vacuolas originadas a partir de los endosomas tardios y los lisosomas (Petit et al., 1997; Abrami
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et al., 1998; Nagahama et al., 2011). Por otro lado, Ohishi y Odagiri (1984) informaron sobre la
vacuolizacion celular producida por la exposicion de células epiteliales intestinales murinas tras
la accidon de la toxina C2 de Clostridium botulinum, en donde los autores observaron que la
gravedad de los cambios morfoldgicos en el intestino aumentaba progresivamente con el tiempo
después de la inyeccidn de estas toxinas, reportando que en la parte superior de las vellosidades
intestinales se detectd vacuolacién citoplasmatica de las células epiteliales y una ligera lesiéon

edematosa de la lamina propia.

Es probable que esta vacuolacién celular reportada en el intestino de los camarones corresponda
a un mecanismo fisiolégico de respuesta al estrés, ya que se sabe que las vacuolas estdn
relacionadas con los procesos de endocitosis y los mecanismos responsables de la clasificacion
molecular de proteinas, lipidos y sustancias de desecho. La endocitosis se caracteriza por la
formacién continua y regulada de vesiculas de membrana en la membrana plasmatica. Las cuales
pueden formar fagosomas para la captacion de particulas, asi como vesiculas responsables de la
internalizacién de liquido extracelular y ligandos unidos a receptores. En general, estos tipos de
vesiculas da como resultado la entrega de su contenido a los lisosomas para su degradacion

(Martirosian et al., 2005).

Por otra parte, se sabe que cuando los organismos estan expuesto a diferentes agentes toxicos,
se genera danos en los mecanismos de respiracidn y homeostasis celular, produciendo edema
celular y degeneracién vacuolar, la cual puede llevar al estallamiento celular; esta degeneracion
vacuolar se caracteriza por la acumulacién de grasa en el interior de las células la cual puede ser
por aumento de la sintesis de lipidos, por la disminucién en la eliminacién o salida de lipidos de
las células o por un proceso de degradacion de lipidos presentes en los organelos celulares (Feria-

Velasco y Martinez Saldafna, 2006 ).

Finalmente, las alteraciones observadas en el sistema nervioso son lo mas representativo en
cuanto a los dainos generados en los camarones, puesto que en este érgano se presentaron danos
en todos los tratamientos, incluyendo las menores concentraciones (12 y 25%), las cuales fueron
significativamente diferentes con respecto al grupo control, esto se debe a la naturaleza

neurotéxica de las TP, las cuales se unen directamente a los canales de sodio-potasio y calcio
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dependientes de voltaje en las membranas de las células nerviosas y musculares. Flores-Chavarria
et al. (2020) sefialan que la pérdida grave del corddn nervioso puede ser un dafio distintivo de G.

catenatum en los camarones (Pantoja y Lightner, 2008; Morales-Covarrubias, 2008).

En los organismos marinos, varios trastornos fisioldgicos, como la disminucién en la tasa de
crecimiento y la reproduccién, la mortalidad y el dafio morfolégico, se han asociado con la
exposicién a TP (Lefebvre et al., 2004; Mello et al., 2013), sin embargo, los efectos téxicos y sus
mecanismos moleculares en respuesta a la exposicion a TP siguen siendo poco conocidos. Pese a
gue en el presente estudio no se evaluaron las respuestas moleculares y los indicadores de estrés
oxidativo, es posible que los dafios generados a los tejidos estén estrechamente relacionado con
dafios ocasionados por el desbalance de radicales libres y antioxidantes en el organismo (estrés
oxidativo), que puede provocar diversas afectaciones como inflamacién crénica, peroxidacién de
lipidos y por ende daios a las membranas (Pham-Huy et al., 2008; Fernandez-Sanchez et al., 2011)
lo cual puede explicar los dafios en la estructura, perdida de la forma y organizacion en los

epitelios de los 6rganos dafados.

Se ha reportado que la “via del estrés oxidativo” representa una de las vias de toxicidad mas
importantes; cuando hay un dafio neurolégico, el estrés oxidativo se considera un contribuyente
patolégico importante (Uttara et al.,, 2009). Bajo estrés oxidativo, el factor de transcripcion
proteico llamado Nrf2 (ltoh, 1997) puede translocarse al nucleo y regular genes posteriores
implicados en la desintoxicacién y los antioxidantes (Ma, 2013). Estudios previos informan sobre
el estrés oxidativo inducido por TP en T. japonicus, donde se sugiere que Nrf2 es un mecanismo
de defensa primario para el estrés oxidativo y la neurotoxicidad por la exposicidon a TP (Zhou et
al., 2018; Chen et al., 2020). Sin embargo, existen vacios en cuanto a la comprensién de los
mecanismos moleculares que inducen los dafios en los tejidos, asi como la respuesta inmune y

antioxidante que estas desencadenan en los organismos para hacer frente a estos compuestos.

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, tanto de mortalidad, como en dafios a los
tejidos, se sugiere que el contenido celular disuelto de G. catenatum, incluidas las TP representa
un riesgo potencial para la produccién de camardn blanco P. vannamei, tanto de cultivo como

silvestres, por tanto, puede representar pérdidas econdmicas para una industria de gran
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importancia para el pais, por lo que se sugiere continuar con estudios como el presente para
entender estos procesos y buscar estrategias de mitigacidén que permitan disminuir la exposicion

en ambientes controlados.
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9. CONCLUSIONES

El método implementado para la extraccion de TPd en medio de cultivo mediante
columnas de carbdn activado resultd ser exitoso en los porcentajes de recuperacion de

STX y analogos.

La concentracién de TPd en el medio esta directamente relacionado con la etapa de
crecimiento del cultivo de G. catenatum, siendo en las etapas de decaimiento/muerte en

las cuales las concentraciones de TPd incrementan de manera significativa.

La exposicién de P. vannamei a metabolitos celulares disueltos de Gymnodinium
catenatum tienen efectos negativos en la sobrevivencia de larvas durante sus primeros

estadios larvarios, siendo los estadios de mysis y PL los mds sensibles a estos metabolitos.

Las lesiones histopatoldgicas provocadas en los tejidos de las larvas demostraron que
estas toxinas afectan el estado de salud de los organismos, aun cuando no producen la
muerte, lo cual se puede ver reflejado en una disminucién y retraso considerable en la

produccién de larvas, trayendo consigo grandes pérdidas econdmicas en la industria.

El sistema nervioso es el tejido mas susceptible a los efectos de las TPd en camarones y
por ende, puede fungir como indicador para la evaluacién de dafios a los organismos por

la presencia de estas toxinas.
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