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RESUMEN

El ostion del Pacifico, Crassostrea gigas, es una especie filtroalimentadora, que
acumula toxinas durante las floraciones algales nocivas (FAN). Las toxinas paralizantes
(PST), son producidas por algunas especies de dinoflagelados, entre ellas Gymnodinium
catenatum. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la exposicion al
dinoflagelado G. catenatum sobre la expresion génica de juveniles del ostién C. gigas. Los
primeros bioensayos se realizaron con juveniles de 3 £ 1 mm de talla, donde se probaron
las siguientes dietas: control no téxico (control negativo) Isochrysis galbana (0.75 x 10° cel
mL™), control toxico (control positivo) G. catenatum (3 x10° cel mL™) y dos dietas mixtas
G. catenatum (3 x10%y 30 x10° cel mL™Y) + I. galbana (0.75 x10° cel mL™). Se monitored
el nivel de expresion de genes de proteinas de estrés, detoxificacion, regulacion de acidos
nucleicos, respuesta inmune y citoesqueleto en dos fases: aguda (24 h) y subcronica (14 d).
En los segundos bioensayos se utilizaron juveniles de 50 £ 10 mm de talla y se probaron las
dietas: control no téxico I. galbana (2 x 10° cel mL™), control téxico G. catenatum (6 x 10°
cel mL™Y) y mixta I. galbana (2 x 10° cel mL™) + G. catenatum (6 x 10° cel mL™), donde se
analizé el nivel de transcripcion de los genes mencionados anteriormente en glandula
digestiva y hemocitos por 7 dias. Los andlisis se realizaron mediante PCR punto final y
PCR en tiempo real (QRT-PCR). Ademas, se realizaron analisis histoldgicos en los ostiones
de las dos tallas. Se encontr6 que los ostiones de ambas tallas al estar expuesto a G.
catenatum, redujeron su tasa de aclaramiento y produjeron pseudoheces, los sintomas
fueron tiempo-dosis-dependiente. Se demostré que una exposicion aguda a G. catenatum
sobreexpresO los siguientes genes: sod-cu/zn, gst-s, gs, Igbp y cyp356A1 activando un
mecanismo de respuesta inmediata al estrés y de proteccién a la toxicidad en el ostidn; una
exposicion subcronica incremento significativamente el nivel de transcrito de dichos genes.
La sobreexpresion de otros genes p21 y p53 proporciona una evidencia de dafio al ADN y
posible genotoxicidad. La represién de los genes de act y tub S probablemente indican una
desestabilizacion del citoesqueleto. La sobreexpresion en caspl sugiere la activacion de un
proceso inflamatorio. En la glandula digestiva de los ostiones de mayor talla, se encontrd
sobreexpresion de los genes p21, ef2, cafps5, p53, casp 1 y act a partir del dia 3 con un
incremento significativo en el dia 7; esto sugiere una posible activacién de los mecanismos
celulares de la replicacion y reparacion del ADN dafado. En hemocitos, la mayor
sobreexpresion de genes involucrados en sistema inmune (lgbp, if44, cvt y hsp70) se
encontrd a las 24 h de exposicién, el aumento fue mayor en los ostiones expuestos al
control toxico. Por ultimo, se corroboraron los dafios en los tejidos de los organismos
expuestos a G. catenatum, como: aplanamiento celular, inflamacion, ruptura, exfoliacion, y
metaplasia en la glandula digestiva, inflamacion generalizada y diapédesis de hemocitos en
intestino, alteraciéon de los filamentos branquiales, fusién en branquia, posible edema en
musculo, principalmente en los ostiones de 3 £ 1 mm. Estos resultados proporcionan
cambios en el perfil de expresion génica moestrando una clara modulacion de genes
implicados en diferentes rutas esenciales para mantener la homeostasis del ostion del
Pacifico, aunado al dafio en los diferentes tejidos del ostion, ocasionado por la exposicion
al dinoflagelado productor de PST.

Palabras clave: Expresion génica, Gymnodinium catenatum, Crassostrea gigas, toxinas
PST



ABSTRACT

The Pacific oyster Crassostrea gigas is a filter feeding species that accumulates
toxins associated with harmful algal blooms (HABS). Paralyzing toxins (PST) are produced
by some dinoflagellate species and Gymnodinium catenatum is one of them. The aim of this
study was to determine the effect of G. catenatum exposure on gene expression of juvenile
oyster C. gigas. In the first bioassays juveniles 3 £ 1 mm in length that were tested with the
following diets: Isochrysis galbana nontoxic Control or negative control (0.75 x 10° cel
mL™), toxic control or positive control G. catenatum (3 x10° cel mL™), and two mixed diets
of G. catenatum (3 x 10° and 30 x 10° cel mL™) + I. galbana (0.75 x 10° cel mL™). The
level of expression of stress protein, detoxification, cell cycle regulation, immune response,
and cytoskeleton was monitored in acute (24 h) and sub-chronic (14 days) periods. Second
bioassays were performed on juveniles of 50 £ 10 mm in size with diets: I. galbana
negative control (2 x 10° cells mL™), G. catenatum positive control (6 x 10° cells mL™),
and mixed I. galbana (2 x 10° cells mL™) + G. catenatum (6 x 10° cells mL™) in which
transcript levels of the genes previously mentioned in the digestive gland and hemocytes
was analyzed for 7 days. Analyses were performed by end point and real-time PCR (QRT-
PCR). Furthermore, histological analyzes were performed in oysters from two sizes,
finding that irrespective of size, oysters reduced their clearance rate and produced
pseudofeces in the presence of G. catenatum, symptoms that were time-dose-dependent. It
was demonstrated that acute exposure to G. catenatum produced overexpression of sod-
cu/zn, gst-s, gs, Igbp and cyp356Al indicating activation of an immediate response
mechanism to stress and toxicity protective in oysters; subchronic exposure significantly
increased transcript levels. The up-regulation of others genes like p21 and p53 transcription
provided a strong evidence of DNA damage and potential PST genotoxicity. Down-
regulation of the act and tub g transcription genes might indicate a destabilization of the
cytoskeleton arrangement. The up-regulation of the casp 1 gene suggests activation of an
inflammatory process. A significant expression increase was found in those genes
participating on cell cycle regulation (p21, p53, cafp55, ef2), act, and casp 1 on oysters’
digestive gland mainly at days 3 and 7, suggesting a possible activation f these genes in the
cellular replication and repair mechanisms of damaged DNA. In hemocytes, the
overexpression of the genes involved in the immune system (Igbp, if44, cvt y hsp70) was
found at 24-h exposure; the increase was greater in oysters exposed to the diet consisting
only G. catenatum. Finally, damage such as cellular flattening, swelling, rupture,
exfoliation, and metaplasia in digestive gland tubules; generalized inflammation, hemocyte
infiltration or diapedesis through the epithelium of the intestine; structural deformities
caused by fusion of the gill filaments, cell volume loss, and possible edema in muscle,
mainly in oysters 3 £ 1 mm were corroborated due G. catenatum exposure. Results of this
study provide changes in the gene expression profile showing a clear modulation of the
genes involved in different pathways essential for maintaining oysters’ homeostasis,
coupled with damage in different oysters’ tissues caused by PST dinoflagellate that
produces PST.
Key words: Gene expression, Gymnodinium catenatum, Crassostrea gigas, PST toxins
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Figura 1. Parametros de crecimiento de G. catenatum (en medio f/2 + Se, a 22
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galbana + G. catenatum 3 x 10° cel mL™ (c), con dieta mixta I. galbana + G.
catenatum 30 x 10% cel mL"* (d).

Figura 3. Tasa de aclaramiento (TA) de C. gigas de 3 £ 1 mm durante 24 h.
Control negativo, |. galbana 0.75 x 10° cel mL?*; Control positivo, G.
catenatum 3 x 10% cel mL™. Tratamientos: dieta mixta I. galbana (0.75 x 10°
cel mL™1) y G. catenatum (3 x 10° cel mL*); dieta mixta I. galbana (0.75 x 10°
cel mLY) y G. catenatum (30 x 10° cel mL™)

Figura 4. Tasa de aclaramiento (TA) de C. gigas de 50 £ 10 mm durante 24
h. Control negativo, I. galbana (2 x 10° cel mL%); Control positivo, G.
catenatum (6 x 10% cel mL"?); dieta mixta I. galbana (2 x 10° cel mL?) + G.
catenatum (6 x 10° cel mL%).

Figura 5. Perfil electroforético en gel de agarosa al 1% con TBE 1X de
muestras de ARN total obtenidas mediante el método AGPC. Lineas: 1,
marcador de peso molecular (1 Kb plus Ladder); 2-15 muestras de ARN total
del bioensayo de exposicion aguda de C. gigas a G. catenatum aleatoriamente
seleccionadas. Técnica de tincion: EtBr; condiciones de separacion, 80 V, 45
min.

Figura 6. Perfil electroforético en gel de agarosa/Synergel al 1% en TBE 1X
de productos de PCR del gen 28S ARNr obtenidos en la prueba de
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gigas; 4-7, muestras de ARN total. Técnica de tincién: EtBr; condiciones de
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Figura 7. Perfil electroforético en gel de agarosa/Synergel® TBE al 1% de
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peso molecular (1 Kb plus Ladder, Invotrogen); 2, (control negativo, sin
templado); 20-50, ciclos de amplificacion. Paneles: a, tubulina-p; b, 28S
ARNribosomal; c, superoxido dismutasa tipo cobre/zinc. Técnica de tincion:
EtBr; condiciones de separacion, 80 V/1 h.

Figura 8. Curva estandar para el gen de referencia candidato actina (act), a)
valor umbral y eficiencia de amplificacion, b) regresion lineal, ¢) curva de
fluorescencia y d) curva de disociacion.
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Figura 9. Curva estandar para el gen blanco Ips-g 1,3 glucano (Igbp) a) valor
umbral y eficiencia de amplificacion, b) regresion lineal, ¢) curva de
fluorescencia y d) curva de disociacion

Figura 10. Curvas de disociacion de (a) tub S, (b) efl-a, (c) act, (d) gapdh y
(e) 28s ARNr.

Figura 11. Promedio de la estabilidad de la expresion génica (M) de genes
candidatos de referencia en C. gigas de 3 £ 1 mm calculados con el software
GeNorm. El valor de M bajo indica la media de los genes mas estables (n =
18).

Figura 12. Determinacion del nimero 6ptimo de genes de referencia para la
normalizacion de analisis de la variacion pareada (V) utilizando software
GeNorm. Los valores indican la magnitud del cambio en el factor de
normalizacion después de la inclusion de un gen de referencia adicional (n =
18).

Figura 13. Promedio de la estabilidad de la expresién génica de genes
candidatos de referencia, en C. gigas de 3 £ 1 mm calculados con GeNorm
(a), BestKeeper (b) y NormFinder (c) (n = 18).

Figura 14. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes: a)
superdxido dismutasa cobre/zinc (sod-cu/zn), b) glutation S transferasa (gst-s),
(c) glutamina sintetasa (gs), d) proteina de unién a LPS y B-glucanos (Igbp), y
e) del citocromo P450 isoforma cpy356Al. Los valores de expresion se
muestran como expresion normalizada respecto a los genes de referencia 28s
ARNTr y gadph y relativo al calibrador (linea punteada). Las barras representan
la desviacion estandar (SD), mientras los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos y el control negativo (*p<0.05, **
p=0.001; HSD de Fisher).

Figura 15. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes: a)
superdxido dismutasa cobre/zinc (sod-cu/zn), b) glutatiéon S transferasa (gst-s),
¢) glutamina sintetasa (gs), d) proteina de unién a LPS y B-glucanos (Igbp), vy
e) del citocromo P450 isoforma cpy356Al1. Los valores de expresion se
muestran como expresion normalizada con los genes de referencia 28s ARNr y
gapdh vy relativo al calibrador (linea punteada). Las barras representan la
desviacion estandar (SD), mientras que los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos y el control negativo (*p<0.05,
**p=0.001; HSD de Fisher).

Figura 16. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas
bajo exposicion subcronica a G. catenatum. Paneles: a) Factor 1 de
ensamblaje de cromatina subunidad p55 (p55), b) Proteina p21 reguladora del
ciclo celular (p21), c) Factor de elongacion 2 (ef2), d) Proteina p53 (p53). Los
valores de expresidon se muestran como expresion normalizada con los genes
de referencia 28S ARNTr y gapdh y relativo al calibrador (linea punteada). Las
barras representan la desviacion estandar (SD) y los asteriscos indican
diferencias significativas entre los tratamientos y el control negativo (*p <
0.05, **p = 0.001; HSD de Fisher).
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Figura 17. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas
relacionados con el citoesqueleto y sistema inmune, bajo exposicion a G.
catenatum. Paneles: a) Actina (act); b) Tubulina B (tub B), c) Caspasa 1
(caspl). Los valores de expresion se muestran como expresion normalizada
con los genes de referencia 28S ARNr y gapdh vy relativo al calibrador (linea
punteada). Las barras representan la desviacion estandar (SD) y los asteriscos
indican diferencias significativas entre los tratamientos y el control negativo
(* p <0.05, ** p =0.001; HSD de Fisher).

Figura 18. Andlisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes C. gigas
relacionados con la cadena respiratoria y la regulacién proteica, bajo
exposicion a G catenatum. Paneles: a) citocromo oxidasa | (coi), b) tripsina
(tryp). Los valores de expresion se muestran como expresion normalizada con
los genes de referencia 28s ARNr y gapdh vy relativo al calibrador (linea de
puntos). Las barras representan la desviaciéon estandar (SD), los asterisco
indican diferencias significativas entre los tratamientos y el control negativo
(*p<0.05, **p = 0.001; HSD de Fisher).

Figura 19. Promedio de la estabilidad de la expresion de genes candidatos de
referencia en glandula digestiva de C. gigas calculados con los softwares
GeNorm (a), BestKeeper (b) y NormFinder (c) (n = 18).

Figura 20. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas
relacionados con la regulacion del ciclo celular en glandula digestiva, bajo
exposicién subcroénica a G. catenatum. Paneles: a) Proteina p21 reguladora del
ciclo celular (p21); b) Proteina p53 (p53); c) Factor 1 de ensamblaje de
cromatina subunidad p55 (cafp55); d) Factor de elongacion 2 (ef2). Los
valores de expresion se muestran como expresion normalizada con genes de
referencia gapdh, efl-a y tub gy relativo al calibrador (linea de puntos). Las
barras representan la desviacion estandar (SD) mientras que el asterisco indica
diferencias significativas entre los tratamientos y el control no toxico (*p <
0.05, **p<0.001; HSD de Fisher).

Figura 21. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas
relacionados con la regulacion del ciclo celular y citoesqueleto en glandula
digestiva, bajo exposicidn subcronica a G. catenatum. Paneles: a) Actina

(act), b) Caspasa 1 (caspl). Los valores de expresion se muestran como
expresion normalizada con los genes de referencia gapdh, efl-o y tub £ (genes
de referencia) y relativo al calibrador (linea de puntos). Las barras representan
la desviacion estandar (SD) y los asteriscos indican diferencias significativas
entre los tratamientos y el control negativo (*p < 0.05, **p=0.001; HSD de
Fisher).

Figura 22. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas
de genes relacionados con la respuesta inmune en hemocitos de C. gigas, bajo
exposicion subcronica a G. catenatum. Paneles: a) Proteina de union a LPS y
B-1,3glucano (Igbp); b) Proteina inducida por interferon 44 (if44); c)
Cavortina (cvt); d) Proteina de shock térmico HSP70 (hsp70). Los valores de
expresion se muestran como expresién normalizada con los genes de
referencia gapdh, 28s ARNr y efl-a y relativo al calibrador (linea de puntos).
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Las barras representan la desviacion estandar (SD) mientras que los asteriscos
indican diferencias significativas entre los tratamientos y el control negativo
(*p <0.05, **p = 0.001; HSD de Fisher).

Figura 23. Corte transversal de los tubulos de la glandula digestiva de
juveniles de C. gigas de 3 £ 1 mm, expuesto a G. catenatum tefiidas con
hematoxilina-eosina. a) organismo control alimentados con I. galbana (0.75 x
10° cel mL™Y); (b) control toxico G. catenatum (3 x 10° cel mL™Y) (c) dieta
mixta I. galbana (0.75 x 10° cel mL™) + G. catenatum (3 x 10° cel mL™); (d)
dieta mixta . galbana (0.75 x 10° cel mL™) + G. catenatum (30 x 10% cel mL°
1) (Microscopio olympus BX41, 100 X).

Figura 24. Cortes de diferentes tejidos en juveniles de C. gigas de 3 £ 1 mm,
expuesto a G. catenatum tefiidas con hematoxilina-eosina. Musculo estriado a)
organismo control alimentados con 1. galbana (0.75 x 10° cel mL™); (b) dieta
mixta I. galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL™). Branquia c) organismo
control alimentados con I. galbana (0.75 x 10° cel mL™); (d) dieta mixta I.
galbana + G. catenatum (30 x 10% cel mL™). Manto €) organismo control
alimentados con I. galbana (0.75 x 10° cel mL™); (f) dieta mixta I. galbana +
G. catenatum (30 x 10% cel mL™) (Microscopio olympus BX41, a 100 X).
Figura 25. Histopatoldgia del intestino de C. gigas de 50 £ 10 mm de talla,
tefiidas con hematoxilina-eosina. Glandula digestiva (a) organismo control
alimentados con 1. galbana (2 x 10° cel mL™); (b) y (c) organismo
alimentados con I. galbana 2 x 10° cel mL™* y G. catenatum 6 x 10° cel mL™:;
intestino (d) organismo control alimentados con I. galbana (2 x 10° cel mL™);
(e) y (f) organismo alimentados con I. galbana 2 x 10° cel mL? y G.
catenatum 6 x 10° cel mL™; branquia (g) organismo control alimentados con
. galbana (2 x 10° cel mL™); (h) organismo alimentados con I. galbana 2 x
10° cel mL™* y G. catenatum 6 x 10° cel mL™; Manto (i) organismo control
alimentados con I. galbana (2 x 10° cel mL™); (j) organismo alimentados con
. galbana 2 x 10° cel mL™* y G. catenatum 6 x 10° cel mL™. Microscopio
olympus BX41,a40 Xy 100 X (cy f).
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1. INTRODUCCION

En el ambiente marino, la presencia de Floraciones Algales Nocivas (FAN),
coloquialmente conocidas como “marea roja”, causa grandes mortandades a través de las
diferentes redes troficas. Los problemas sobre el efecto de los FAN no son exclusivos de
organismos marinos en su medio natural, sino también se han reportado casos en granjas de
cultivo como las granjas ostricolas de las costas de California, Oregon y Washington (en
E.U.A), y en las costas mexicanas de Sonora y Baja California, donde se registraron
mortandades de hasta el 90%. Problemas similares se presentaron en la granja ostricola
SOL AZUL, ubicada en el estero EI Carddn (San Ignacio, B.C.S.) durante Febrero, Mayo y
Octubre de 1998, donde los organismos mayormente afectados fueron las larvas fijadoras

(semillas) de Crassostrea gigas.

Es bien sabido que las toxinas paralizantes o Paralytic Shellfish Poisoning (PST, por sus
siglas en inglés) pueden acumularse en los tejidos de los moluscos bivalvos a través de los
procesos de alimentacion. Por ello, se han realizado varios estudios enfocados a observar el
efecto de la ingesta de dinoflagelados productores de dichas toxinas, que abarcan desde
comportamiento alimenticio (Bricelj y Shumway, 1998; Bougrier et al., 1997; Wilsh et al.,
1998, Hegaret et al., 2007), la cinética de acumulacion (Laabir et al., 2007) y los
mecanismos de depuracion (Guégen et al., 2008) hasta los dafios tisulares (Hegaret et al.,
2007; Haberkorn et al., 2010 a,b). Sin embargo, ain no ha sido posible establecer una

relacion directa causa-efecto entre la mortandad de moluscos y la presencia de eventos de



marea roja; en virtud de que las mortandades ocurrieron en zonas de cultivo, es imperativo

estudiar el efecto de estas toxinas a nivel fisiologico y molecular.

Con base a lo anterior, en el presente estudio se planteo realizar el analisis de los efectos de
la exposicion de juveniles de ostion C. gigas (dos tallas) al dinoflagelado tdxico
Gymnodinium catenatum. En la primera parte de este estudio se utilizaron juveniles de
ostion de 3 + 1 mm de talla, porque en este estadio son mas vulnerables a cualquier tipo de
estrés y es la talla que utilizan para la siembra en el sector acuicola, por lo que cualquier

impacto negativo afecta directamente al sector econémico.

Se monitoreo el nivel de expresion de genes involucrados en diferentes vias metabdlicas en
dos escenarios de exposicion: una exposicion de fase aguda (24 h de duracién) y una de
fase subcronica (durante 14 d), en las que se probaron dos concentraciones del
dinoflagelado t6xico (3 x 10°y 30 x 10° cel mL™) en dietas mixtas con Isochrysis galbana,
incluyendo un control positivo a toxinas PST 6 control toxico (el dinoflagelado en dieta
unialgal) y un control negativo a toxinas PST ¢ control no téxico ( I. galbana). Para el
analisis de la expresion génica se realiz6 un tamizado preliminar mediante la técnica de RT-
PCR al determinar semicuantitativamente la expresién de 25 genes involucrados en siete
procesos metabolicos (proteinas de respuesta generalizada a estrés, cadena respiratoria,
regulacion de acidos nucleicos, comunicacion celular, genes de respuesta inmune, de
citoesqueleto, regulacion proteica y metabolismo energético). Con base en esos resultados,

se realizd una seleccion de los genes potencialmente regulados (en términos de



sobreexpresion o subexpresion) a los que se le determing la tasa de expresion mediante la

técnica de RT-gPCR.

En la segunda parte de la investigacion, se utilizaron ostiones de 50 = 10 mm de talla. Se
probd sélo una concentracién del dinoflagelado téxico (6 x 10° cel mL™) basada en
registros de la concentracion maxima observada en eventos naturales) en una dieta mixta
con I. galbana, un control positivo a toxinas PST (6 x 10° cel mL™), dieta unialgal con G.
catenatum) y un control no téxico (l. galbana), por un periodo de 7 dias (exposicion a
mediano plazo). Se realizaron analisis de la expresion génica (RT-gPCR) principalmente
en: 1) glandula digestiva, por ser el 6rgano blanco para la acumulacion de toxinas,
considerando genes involucrados en la regulacion del ciclo celular, inflamacion, apoptosis
y citoesqueleto; 2) en hemocitos se analizaron genes involucrados en respuesta inmune
debido a que la principal funcién de estas células es la defensa contra agentes dafinos.
Finalmente, se realizaron analisis histol6gicos en muestras de los ostiones de ambas tallas
con el fin de identificar y caracterizar los cambios promovidos por la ingesta del

dinoflagelado toxico a nivel tisular.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de eventos de mareas rojas.

El fitoplancton, que comprende al conjunto de organismos acuaticos autétrofos del
plancton que tienen capacidad fotosintética y que viven en la columna de agua, es un
alimento esencial para los organismos filtradores, especialmente los moluscos bivalvos
(ostiones, ostras, mejillones y almejas). Ciertas condiciones (combinacién de factores
fisicos, quimicos y bioldgicos) como por ejemplo una situacion de exceso de nutrientes y/o
temperatura favorable, pueden provocar que el fitoplancton se multiplique formando lo que
se suele llamarse un florecimiento (bloom, por su traduccién al idioma inglés), marea roja o
floraciones masivas. Cuando se presentan estos eventos y ocasionan efectos negativos son
denominados “Florecimientos Algales Nocivos” (FAN), y pueden clasificarse como:

¢ Inocuos: son aquellos en los que las especies que forman el FAN producen cambios
en la coloracion de las masas de agua, siendo totalmente inofensivas; de hecho, en
muchas ocasiones son benéficas y responsables de la alta productividad primaria de
ciertas regiones costeras.

e Nocivos: las especies del fitoplancton florecen tan densamente que matan
indiscriminadamente peces e invertebrados (especialmente en sistemas de cultivo
intensivo) al agotar el oxigeno, disminuir el paso de la irradiacion solar y dafiando

sus branquias.



e Toxicos: las especies que conforman los FAN (generalmente dinoflagelados,
diatomeas o cianobacterias) producen toxinas, que se incorporan rapidamente en las
cadenas tréficas; este tipo de florecimientos no estd necesariamente asociado a
cambios evidentes en la coloracion de los cuerpos de agua. Se han descrito 300

especies toxicas entre ellas Gymnodinium catenatum.

De esta forma las toxinas pueden llegar a los consumidores finales, por ejemplo, en el
humano, provocando segun sea el caso seis tipos (Hallegraeff, 1995; Lindahl, 1998):

1. Toxinas paralizantes de mariscos, o PSP (Paralytic Shellfish Poisoning)

2. Toxinas diarreicas de mariscos, o DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning).

3. Toxinas amnésicas de mariscos, 0 ASP (Amnesic Shellfish Poisoning)

4. Toxinas neurotoxicas de mariscos, 0 NSP (Neurotoxic Shellfish Poisoning)

5. Toxinas azaspiracidas de mariscos

6. Ciguatoxinas, o CFP (Ciguatera Fish Poisoning)

Por tanto, los FAN pueden tener efectos negativos causando pérdidas econémicas para la
acuacultura, pesquerias y turismo (Burgess y Shaw, 2001), con su consecuente impacto
negativo al ambiente y la salud humana (Hallegraeff, 1995; Andersen, 2004; Matsuyama y

Shumway, 2009).

El impacto de los FAN sobre los moluscos bivalvos en las costas de México es un hecho
que se ha observado cada vez con mayor frecuencia (Cortés-Altamirano et al., 1998b). En

la region Noroeste de México, particularmente la Costa Occidental de la peninsula de



B.C.S. y Golfo de Baja California, es comin que estacionalmente se presenten eventos
FAN (Lechuga-Deveze y Morquecho-Escamilla 1998). Cortés-Altamirano et al. (1998b),
definen la época de mayor incidencia de mareas rojas de Febrero a Mayo (observandose en
Abril las mareas rojas mas tdxicas, particularmente para la costa este del Golfo de
California (Ochoa et al., 1997; Sierra Beltran et al., 1998). En la region de Baja California
Sur las especies que han sido reportadas con mayor frecuencia son: Gymnodinium
catenatum, Akashiwa sanguinea, Noctiluca scintillans, Gonyaulax polyedra, Prorocentrum
dentatum, Porocentrum minimum y Pseudo-nitzschia australis (Cortés et al., 1998b).

En la mayoria de los paises se considera a las toxinas PST como un grupo, con limites
establecidos en 400 UR/100 g o 80 pg eq de STX/100 g de carne; en México el limite

reglamentario es de 30 pg eq de STX/100 g (Aune, 2001).

2.2 Generalidades y estructura de las toxinas PST.

Las toxinas paralizantes o PST (son neurotoxinas, producidas por diversas especies
de dinoflagelados de zonas tropicales o templadas, principalmente de los géneros:
Alexandrium, Gymnodinium y Pyrodinium (Bricelj y Shumway, 1998; FAO, 2005). Las
toxinas paralizantes PST o PSP (por sus siglas en inglés, Paralytic Shellfish Poisong)
reciben este nombre porque en el humano, al ingerir bivalvos contaminados, provocan
paralisis muscular y, en casos graves, la muerte (Bricelj y Shumway, 1998). Los sintomas
descritos van desde un leve entumecimiento o picazon, hasta paralisis respiratoria
completa, que en casos fatales, ocurre entre dos y doce horas después de la ingestion (FAO,

2005). Los bivalvos que se alimentan de estos dinoflagelados acumulan las toxinas sin



sufrir efectos nocivos aparentes; la tasa de acumulacion y depuracion de estas toxinas varia
ampliamente segln la especie (Blanco et al., 2003), sin embargo, la transmision de estas
fitotoxinas a humanos y a otros organismos consumidores se da a través de las redes

troficas (Bricelj y Shumway, 1998).

Se han descrito aproximadamente 21 formas moleculares de toxinas tipo PST que han sido
aisladas de dinoflagelados tales como: Alexandrium catenella, G. catenatum y Pyrodinium
bahamense var. compressum (Yasumoto et al., 1995). Las toxinas PST se dividen en cuatro

subgrupos: 1) el grupo carbamato que incluye: STX, neoSTX Yy las goniautoxinas GNTX 1-

4); 2) las del grupo N-sulfo-carbamoil: GNTX 5-6 y C1-4); 3) el grupo decarbamoil (dc-):

dcSTX, dcneoSTX y dcGNTX1-4) vy, finalmente, el grupo 4) compuestos de
desoxidecarbamoil (do): doSTX, doneoSTX y doGNTX 1); su toxicidad varia
ampliamente, siendo mas toxicas las del grupo carbamato (FAO, 2005; Kodama 2010). La
saxitoxina (STX), fue el primer compuesto marino cuyo origen se asocio al fitoplancton

(Shimizu, 1993).

2.3 Mecanismos de accion de las toxinas PST.

La toxinas PST bloquean selectivamente, y con mucha afinidad, el canal de sodio
dependiente del voltaje. Este canal, consiste de una proteina de aproximadamente 250 kDa,
que atraviesa la membrana plasmatica de muchas células excitables; se caracteriza por una
conduccion uniforme, depende del potencial y presenta selectividad ionica. Esta proteina se
encuentra en los nervios de los mamiferos, en las fibras del musculo esquelético y en la

mayoria de las fibras del musculo cardiaco. Una vez que la célula se despolarizé



correctamente, la conformacion de la molécula del canal de sodio cambia. Se abre un canal
acuoso que permite el desplazamiento del ion Na* de la fase extracelular hacia el interior de
la célula, mediante fuerzas electroquimicas; el flujo de sodio hacia el interior causa un
aumento de la fase del potencial de accion. Las membranas también presentan canales de
sodio dependientes del voltaje que, cuando se abren, permiten el desplazamiento K*
intracelular hacia afuera, con la consecuente re-polarizacion. La STX, y varias otras toxinas
del tipo PST, bloquean el canal de sodio dependiente del voltaje con mucha potencia,
haciendo mas lento o anulando la propagacion del potencial de accion, pero sin afectar el
canal de potasio (FAO, 2005). Se ha observado que la duracion del bloqueo del canal esta
relacionada reversiblemente con la concentracion de toxinas y depende de la constante de

asociacion (Mons et al., 1998; Kodama, 2010).

2.4 Presencia y bioacumulacion de toxinas (PST) en moluscos bivalvos.

En moluscos bivalvos, el proceso de filtracidn trasporta las células y los quistes de
los dinoflagelados al tracto digestivo. La digestion, que ocurre en el estbmago y en los
diverticulos, es el proceso mediante el cual las toxinas PST se liberan y entran a los 6rganos
digestivos. El sistema digestivo de los moluscos bivalvos posee varias estructuras
anatémicas, siendo una de las mas importantes la glandula digestiva. Anatdmicamente se
conecta al estomago y fisicamente la glandula recubre en su totalidad al estdomago
conectandose posteriormente al tubo digestivo (Gosling, 2003). La glandula digestiva esta
involucrada en el almacenamiento de azlcares y lipidos; estas reservas energéticas son

movilizadas durante los procesos de gametogénesis o utilizadas en los eventos de estrés



ambiental. Por la funcién endocitica de sus células, la glandula digestiva resulta ser el
principal sitio de acumulacion de compuestos toxicos (Gosling, 2003). La mezcla de
toxinas que se aloja en los tejidos del molusco varia segun el tipo, cepa y/o especie del
dinoflagelado en cuestion, asi como la concentracion de toxinas varia con el tiempo y las
condiciones ambientales. Se ha observado que el 96% de la toxicidad total se encuentra en
las visceras, que constituyen alrededor del 30% del peso total de tejido. Particularmente en
almejas, la toxina se acumula rapidamente en las visceras, disminuyendo gradualmente. Sin
embargo, después de un periodo de latencia de cuatro semanas o mas, las toxinas han

Ilegado a detectarse en el sifén (Mons et al., 1998).

En los diferentes tejidos de algunos moluscos como las vieiras, se ha estudiado la toxicidad
observandose en general que: 1) el muasculo aductor casi no acumula toxinas, 2) la glandula
digestiva, manto, gonada y branquias, retienen toxinas y 3) la toxicidad varia de acuerdo a
la estacion del afio (Bricelj y Shumway, 1998). Una vez absorbidas y distribuidas, las
toxinas pueden biotransformarse aumentando en ocasiones su toxicidad para los mamiferos,

entre ellos el hombre (Mons et al., 1998; Choi et al., 2003).

En el laboratorio, algunos ensayos de alimentacion han demostrado que los mejillones
consumen rapidamente concentraciones de Alexandrium iguales o mayores que las que
causan el cese del bombeo y el cierre de las valvas (Navarro et al., 2010). Los resultados de
los estudios electrofisioldgicos, con nervios aislados de bivalvos de la costa atlantica,
muestran que los ostiones son sensibles a las toxinas, mientras que el mejillon es

relativamente poco sensible (Mons et al., 1998). Blanco et al. (1997) estudiaron la cinética
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de la eliminacion de toxinas en el mejillon Mitylus galloprovincialis expuesto a una
florecimiento de G. catenatum observando que el perfil de toxinas del molusco resulta ser
muy similar al del dinoflagelado, lo que indica que (en este caso) la biotransformacion tiene
muy poca 0 ninguna importancia. En otros estudios Wildish et al. (1998) observaron que C.
gigas alimentados con Alexandrium tamarensis y Alexandrium fundyense, toxicos y no
toxicos, abren y cierran las valvas, lo que sugiere que las toxinas PST no estan directamente
involucradas en la inhibicién de la respuesta inicial a la alimentacion. En los ostiones
control (alimentados con Isochrysis sp.) se observé un mayor crecimiento, en tanto que se
obtuvieron evidencias adicionales en el comportamiento de apertura/cierre de las valvas, al
alimentar ostiones previamente aclimatados con Isochrysis sp. con mezclas de

Alexandrium/Isochrysis.

Lassus et al. (2000) estudiaron la eliminacion de toxinas con un grupo de individuos
adultos de C. gigas contaminados experimentalmente con toxinas PST (por exposicion a
Alexandrium minutum) en concentraciones entre 150 y 300 pg eq de STX/100 g, y
alimentados con dietas de diatomeas o dinoflagelados no toxicos. Si bien, se observé que la
cantidad de toxinas varid de individuo en individuo, los autores determinaron que el tiempo
de eliminacidn de toxinas se encuentra entre los tres y cuatro dias, hasta alcanzar el umbral
de seguridad de 80 pg/100 g. Las tasas de eliminacidn de distintos grupos de ostiones
alimentados con 1. galbana, Tetraselmis suecica, Thalassiosira weissflogii o con
Skeletonema costatum no presentaron diferencias significativas. Los autores observaron
que el perfil de toxinas durante el proceso de depuracion estd dominado por GNTX2 y

GNTX3, mientras que los porcentajes de toxinas C fueron relativamente bajos, y la STX y
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neoSTX no fueron detectables. El perfil de toxinas de los ostiones resulto ser igual al de A.
minutum lo que sugiere que en el ostion no hay biotransformacion. Laabir et al. (2007),
observaron que C. gigas, produce heces y pseudoheces que contienen quistes intactos y
viables cuando son alimentados con A. catenella y A. minimum. El contenido de las toxinas
PST totales de las células germinadas de dichos quistes fue menor que en las células
utilizadas como alimento. Por lo tanto, los autores concluyen que los quistes y las nuevas
células germinadas representan una via potencial de transferencia de las toxinas PSP a otros

niveles troficos.

Yan et al. (2001) estudiaron la inhibicion de la eclosion y la supervivencia de las larvas de
Chlamys farreri expuestas a distintas concentraciones de A. tamarensis. En huevos fértiles
se registro solo un 30% de nacimientos y 5% en el grupo testigo con una exposicion de 36
horas a células o fragmentos celulares de A. tamarensis en concentraciones de 100 y 500
cel mL™, respectivamente; no se observé respuesta inhibitoria exponiendo los huevos a
STX o contenidos celulares. El alga también afect6 las larvas en estadio D temprano de la
vieira y se observé un considerable descenso en las tasas de sobrevivencia bajo exposicion
durante 6 dias a concentraciones >3 x10° cel mL™, mientras que ninguna larva sobrevivié a
una exposicion de 14 dias a concentraciones de 1x10* cel mL™. El estudio concluyé que los
estadios de desarrollo previos a la blastula son los méas sensibles a las toxinas de A.

tamarensis.
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2.5 Generalidades de Crassostrea gigas.

El ostién japonés u ostion del Pacifico es el nombre comdn utilizado para el
molusco bivalvo Crassostrea gigas (Thunberg, 1793). Esta es una especie, originaria de
Japon, fue introducida a diferentes regiones del mundo gracias a su gran capacidad de
tolerancia y adaptacion a cambios en los factores bidticos y abidticos, y a su potencial de
rapido crecimiento, por lo que actualmente es considerada una especie cosmopolita de gran
importancia comercial. Ademas, es uno de los mejores modelos de estudio cientifico dentro
del grupo de los bivalvos, porque son los principales bioindicadores de contaminacion
ambiental, ademas de su estudios a nivel bioguimico, molecular (Saavedra y Bachére,

2006) y actualmente se tiene secuenciado su genoma completo (Zhang et al., 2012).

C. gigas fue introducida en México a principios de los afios setenta, y su cultivo se
encuentra altamente desarrollado en la regién Noroeste, particularmente en los estados de
Baja California, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa y Nayarit. La produccion ostricola en
2011 fue del orden de 3 955 t, con una tendencia al aumento. Actualmente a nivel mundial
la produccién de esta especie es una de las mas importantes en la industria acuicola

(Céceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2013).

En cuanto a la anatomia interna, el cuerpo se encuentra envuelto por el manto, que esta
involucrado en la sintesis de la concha y en las funciones sensoriales, el organismo es capaz
de presentar retraccion ante estimulos nerviosos (Goslin et al., 2003). La masa encefalica

estd ausente; el estobmago es utilizado en la digestion del alimento y continda en un
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intestino y un recto hasta el ano. La glandula digestiva es un érgano que rodea al estbmago.
C. gigas posee un par de branquias lamelares que se extienden en la region ventral (desde la
boca hasta el ano) con funcidn respiratoria, excretora y nutricia. Posee un érgano muscular
(musculo abductor) empleado para la apertura y cierre de las valvas. Las branquias también
presentan tejido muscular, lo que permite mantener la circulacion de la hemolinfa (carente

de pigmentos transportadores de oxigeno) (Goslin, 2003).

La hemolinfa es impulsada por el corazén, ubicado en la cavidad pericardiaca, adyacente al
musculo abductor. El corazén impulsa la hemolinfa a través de arterias que bafian los
organos, y la hemolinfa es colectada posteriormente en senos venenosos para Su paso a

través de las branquias (FAO, 2006).

Para obtener su alimento, el ostion japonés hace pasar el agua a través de sus branquias,
reteniendo la materia organica en su sistema digestivo. C. gigas filtra el alimento del agua y
lo dirige hacia los palpos labiales donde se clasifica antes de pasar a la boca; los bivalvos
tienen la capacidad de seleccionar el alimento filtrado del agua. El bolo alimenticio,
amalgamado por el moco, pasa a la boca y a veces es rechazado por los palpos labiales y

eliminado en forma de las denominadas pseudoheces (Goslin, 2003; Helm et al., 2006).

El sistema inmune de los moluscos esta constituido de hemocitos, proteinas plasmaticas y
reacciones integradas en sistemas multiméricos que involucran ambos componentes: celular
y humoral (Manduzio et al., 2005). Durante la fagocitosis (hemocitos macréfagos) el

primer mecanismo de defensa se inicia con la produccion de enzimas antioxidantes
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(superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa) ante el estrés generado por especies

reactivas de oxigeno (EROs) y de nitrégeno (ERNS),

2.6 Respuesta bioquimica y molecular a ficotoxinas en C. gigas

Se ha reportado que la exposicion a estresores ambientales como contaminantes,
metales pesados y microalgas toxicas, podria requerir una mayor demanda energética para
proteccion y reparacion celular y procesos de destoxificacion (Haberkorn et al., 2010). En
particular, es bien conocido que la sintesis de proteinas se incrementa durante condiciones
de estrés dadas por temperatura o contaminacion, debido a la induccién de chaperonas
moleculares tales como proteinas de estrés al calor y metalotioneinas. Adicionalmente, las
células se protegen contra el peligro generado por el estrés oxidativo inducido también por
estas condiciones de estrés, incrementando la produccion de enzimas antioxidantes. Este
incremento en la sintesis de proteinas, refleja una elevada actividad del proceso
transcripcional ya que se han observado incremento en la abundancia de ARN (Boutet et

al., 2003b).

Los procesos moleculares y rutas metabodlicas involucrados en la respuesta celular a toxinas
paralizantes son aun desconocidos, sin embargo, se ha reportado el efecto a nivel
bioquimico y molecular de otras ficotoxinas en diferentes organismos. Estudios previos han
documentado cambios en la expresion de genes o proteinas en el sistema nervioso central

de ratas y peces como consecuencia de la exposicion aguda al acido domoico (toxina
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producida por diatomeas de los generos Nitzschia y Pseudo-nitzschia), modificando la
expresion de genes involucrados en la transduccion de sefial y la regulacion de la
transcripcion (Salierno et al., 2006). Lefebvre et al. (2009) mencionan que los factores de

transcripcion son los primeros en responder ante una exposicion al acido domoico.

En moluscos, las bases moleculares y celulares de la respuesta a las toxinas fitoplanctonicas
son poco conocidas. Recientemente, se ha descubierto que las diferencias respecto a la
sensibilidad a la toxina paralizante (PST) entre poblaciones de la almeja americana Mya
arenaria estan relacionadas con el polimorfismo de un gen que codifica la subunidad de un
canal de sodio (Bricelj et al., 2005). Este polimorfismo resulta en la sustitucion de un
residuo de acido glutamico presente en la region del poro exterior del canal de los animales
sensibles a la toxina, por el acido aspartico presente en los organismos resistentes. Estrada
et al. (2007) encontraron variacion en la actividad de varias enzimas: superoxido dismutasa,
catalasa y glutation peroxidasa en Nodipecten subnodosus expuesto a G. catenatum; la
actividad de catalasa y glutation peroxidasa fue mayor en glandula digestiva, seguida de
manto, branquia y musculo, mientras que la actividad de superoxido diamutasa disminuyé
en branquia y masculo. También encontraron que la exposicion a G. catenatum incrementa

la actividad de tripsina, a-quimotripsina y a-galactosidasa.

Por su parte Haberkorn et al. (2010 a), observaron que una exposicion de C. gigas a células
de A. minimum produce incrementos significativos en la concentracion de especies
reactivas de oxigeno (EROs), la cual depende de la temporada de exposicion y de la

condicion de ploidia de los organismos: en relacion a la estacion anual fue mayor en abril y
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disminuyd significativamente en Mayo, y en relacion a la ploidia esta fue mayor en
organismos triploides; en cambio la actividad profenol oxidasa disminuyo

significativamente en ambos tipos de organismos.

Sin embargo, los procesos moleculares y las vias metabdlicas implicadas en la respuesta
celular del ostion del Pacifico a la presencia de toxinas PST son poco conocidas a nivel
transcripcional. Estudios recientes revelaron que los genes implicados en el metabolismo
oxidativo y mitocondrial como la catalasa, glutation peroxidasa y citocromo oxidasa C; en
la inmunidad como interleucina 17; y en el proceso de desintoxicacion (proteina de
resistencia a multiples farmacos) fueron reprimidos transcripcionalmente por la exposicion
a A. minutum (Mat et al., 2013). Nufiez-Acufia et al. (2013) encontraron niveles de
expresion génica diferencialmente alta de la superoxido dismutasa, catalasa, ferritina y
proteina de choque térmico en la glandula digestiva de Mytilus chilensis expuestos a

saxitoxina.

Por otra parte, algunos estudios indican que las toxinas marinas son genotdxicas y también
pueden actuar como iniciadores de tumores (Wikfors, 2005; Landsberg, 2002; Gonzélez-
Romero et al, 2012). El estrés genotdxico desencadena una variedad de respuestas
celulares, incluyendo la activacion transcripcional de los genes que regulan la reparacion
del ADN, la detencion del ciclo celular y la apoptosis (Mirzayans et al., 2012). Gonzalez-
Romero et al. (2012) reportaron que la remodelacion de la cromatina desempefia un papel
clave en la activacion transcripcional de los factores reguladores en respuesta a una

variedad de sefiales de estrés.
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La respuesta de los organismos ante las toxinas depende de diversos factores, siendo los
mas importantes las propiedades especificas, fisicas y quimicas del compuesto y la
concentracion (Huvet et al., 2004). Una vez que ingresa la toxina al organismo, es
absorbida y distribuida por el sistema circulatorio hasta llegar a las células blanco que son
las que tienen los receptores (suele ser una proteina) para cada compuesto quimico
especifico (Huvet et al., 2004). Cuando la concentracion del compuesto toxico dentro de la
célula es grande, los receptores se saturan produciéndose una respuesta toxica maxima,

mientras que cuando la concentracion es baja, la respuesta es menor (Denslow et al., 2007).

Las toxinas paralizantes son toxinas termoestables, altamente hidrofilicas y especificas a las
células nerviosas, en las que bloquean los canales de sodio dependiente de voltaje. Por lo
tanto, su caracteristica hidrofilica no permite su paso a través de la membrana celular por lo
que se unen de manera reversible al sitio 1 del canal de sodio, bloqueando el poro (FAO,
2005). Al no poder ingresar a la célula, las toxinas PST no pueden actuar de manera directa,
sin embargo, el bloqueo puede funcionar como una sefial extracelular para fosforilar o
desfosforilar proteinas que se encuentran en la membrana, que a su vez actuan como
segundos mensajeros, ocasionando asi una cascada de respuestas alteradas a nivel celular,

particularmente en la expresion de los genes.

En general, se ha descrito el comportamiento de los organismos expuestos a una sustancia
toxica y como ésta podria estar influenciando la expresion de genes. Durante las primeras
horas, despues de iniciada la exposicion, se empiezan a dar los cambios en la expresion de

genes: 1) En tiempos cortos o dosis bajas, los genes que son inducidos tienden a ser
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adaptativos, protegiendo al organismo de la toxicidad (Denslow et al., 2007). En
organismos expuestos a metales, y para una gran variedad de estresores como es el caso del
presente trabajo, se ha observado la induccion de la expresion de genes que codifican
proteinas de respuesta a estrés como las metalotioneinas y las proteinas de shock térmico
(Jenny et al., 2002). 2) Al incrementarse la dosis, el organismo intenta compensar mediante
la interrupcion de ciertas vias metabolicas provocadas por la exposicion, y nuevas vias
metabolicas son activadas resultando en la expresion de un nuevo grupo de genes. Estos
cambios son importantes para el organismo y diferentes de los involucrados en la
adaptacion, asociandose directamente con la adversidad provocada por el tdéxico (Denslow
etal., 2007).

En la tabla I, se describe la funcién de los genes que fueron monitoreados en el presente

trabajo.

Tabla I. Relacién de genes estudiados y su funcion bioquimica.

Nombre del gene Funcion
Glutamina sintetasa Esta enzima es esencial en el metabolismo del nitrdgeno, cataliza la reaccion
(9s) quimica de glutamato y amonio para formar Glutamina (aminoécido con dos

atomos de nitrogeno); su biosintesis en el cuerpo ayuda a “limpiar” de amoniaco
algunos tejidos.
Glutation-S-transferasa~ Familia de enzimas detoxificantes que catalizan la conjugacion de glutation
(gst-s) reducido (a través del grupo sulfhidrilo) a centros electrofilicos en una amplia
variedad de sustratos. Desintoxica, entre otros, lipidos peroxidados, puede
enlazar toxinas y funcionar como transporte de proteinas.

Proteina de shock Proteinas de shock térmico de 70kDa. Familia de proteinas (chaperonas) que
térmico 70 protegen a las células del estrés térmico y oxidativo al evitar la pérdida de
(hsp70) estructura de las proteinas mediante su unién temporal a las mismas a través de
los residuos hidrofébicos; impide la agregacion y facilita el plegamiento.
Superéxido dismutasa La enzima superdxido dismutasa (SOD) es una importante defensa antioxidante
tipo cobre-zinc en la mayoria de las células expuestas a oxigeno, al protegerlas de las reacciones
(sod- cu/zn) dafiinas del radical superdxido dismutandolo a oxigeno molecular y peroxido de
hidrégeno.
Citocromo oxidasa Enzima o6xido-reductasa que cataliza el Ultimo paso de la cadena de transporte
(coi) electrdnico, transfiere los electrones a moléculas de oxigeno y la reduce a 2H,0.

Citocromo p450 Son un grupo grande y diverso de enzimas que generalmente constituyen la
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primera fase de desintoxicacion clase | en los organismos. Estas enzimas,
metabolizan una amplia variedad de sustratos, tales como &cidos grasos,
hormonas y xenobioticos.

Es una enzima que hidroliza enlaces peptidicos en las proteinas para
formar péptidos de menor tamafio y liberar aminodacidos.

Proteina reguladora del ciclo celular a nivel de la fase Glcuando existe
crecimiento celular con sintesis de proteinas y ARN.

Proteina que actda en la acetilacién de histonas (histona acetiltransferasa, HAT)
y participa en la transcripcién a través de la regulacion epigenética de diferentes
procesos celulares, de ensamblaje y maduracion de la cromatina.

En los mamiferos la proteina p53 desempefia un papel central en la supervision
de la integridad del genoma, ademds de otras funciones importantes en la
detencion del ciclo celular, reparacion del ADN, apoptosis y la carcinogénesis.
Es una enzima de la familia de las GTPasa que participa en la elongacion durante
la sintesis de proteina.

Pertenecen a una familia de cistein-aspartato proteasas altamente especificas y
conservadas; constituyen el nicleo de la maquinaria para la apoptosis celular.

El citoesqueleto de actina es una red dinamica de polimeros de actina y gran
variedad de proteinas asociadas. Sus principales funciones fisioldgicas estan
relacionadas con la motilidad celular y los cambios de forma de la célula durante
el ciclo celular. Es esencial en algunas funciones contractiles y controla
interacciones celulares, adhesion molecular y transporte intracelular.

Principal componente del citoesqueleto. Los microtubulos intervienen en
diversos procesos celulares que involucran desplazamiento de vesiculas de
secrecién, movimiento de orgéanulos, transporte intracelular de sustancias, asi
como durante la divisién celular (mitosis y meiosis).

Participa en la activacién de la cascada profenoloxidasa que es una respuesta
general de sistema inmune innato en invertebrados.

Es una proteina no pigmentada, glicosilada con actividad de inhibicion de serin-
proteasas, que se asocia con hierro lo que indica que puede funcionar como
agente quelante del hierro

Proteina implicada en defensa antiviral, actividad antiproliferativa y
posiblemente contribuye a la detencidn del ciclo celular ya que provoca una
disminucién de GTP celular y suprime la sefializacion de cinasas reguladas por
una sefial extracelular.

La glicelaldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) cataliza la oxidacién de un
aldehido, el gliceraldehido-3-fosfato (reaccidn exergénica) y sintetiza un acil-
fosfato, el 1,3-difosfoglicerato (1,3-bisfosfoglicerato) (reaccion endergénica).
Proteina con mdaltiples subunidades que es responsable de la unién dependiente
del GTP de los aminoacil-ARNt a los ribosomas eucaridticos. La subunidad
(EF1-0) se une al aminoacil-ARNt y los transfiere al ribosoma en un proceso
vinculado a la hidrolisis del GTP.

ARN ribosomal subunidad 28S.
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3. JUSTIFICACION

El impacto de los florecimientos de dinoflagelados toxicos sobre los moluscos
bivalvos en las costas de Meéxico es un hecho que se ha observado cada vez con mayor
frecuencia (Cortés-Altamirano et al.,, 1998b). En la regién Noroeste de Meéxico,
particularmente la Costa Occidental de la peninsula de B.C.S. y Golfo de Baja California,
es comun que estacionalmente se presenten eventos FANs (Lechuga-Devéze y Morquecho-

Escamilla, 1998).

Los problemas ocasionados por efecto de las mareas rojas no son exclusivos de organismos
marinos en su medio natural, sino también se han reportado casos en granjas de cultivo
(como en granjas ostricolas de las costas de California, Oregdn y Washington, en E.U.A.),
asi como en las costas mexicanas de Sonora y Baja California, donde en los cultivos se
alcanzaron mortandades de hasta el 90%. Problemas similares se presentaron en la granja
ostricola SOL AZUL, ubicada en el estero EI Cardon (San Ignacio, B.C.S.) durante
Febrero, Mayo y Octubre de 1998, donde ocurrieron mortandades considerables de los
“stocks” de C. gigas; los organismos mayormente afectados fueron las larvas fijadoras

(semillas).

En virtud de que las mortandades ocurrieron en zonas de cultivo, es imperativo estudiar el
efecto de estas toxinas a nivel fisioldgico y molecular, principalmente en juveniles de talla
pequefia, debido a que en dicho estadio son mas vulnerables ante cualquier tipo de estrés,

ademas son mas susceptibles a las toxinas que los juveniles de mayor talla y adultos,
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debido a que no cuentan con un sistema enzimatico efectivo para eliminar dichos
compuestos y su tasa metabolica de crecimiento es mas alta (Vasconcelos et al., 2010).
Desde el punto de vista ecologico, esta talla corresponde a la principal cohorte responsable
del reclutamiento poblacional, por lo que cualquier efecto negativo en su sobrevivencia
afectaria directamente los tamafios poblacionales y por lo tanto, las cadenas troficas a

varios niveles.

A pesar de toda la informacién existente de los efectos de las toxinas PST en moluscos
bivalvos, aln falta conocimiento del mecanismo de accién, de los procesos moleculares y
rutas metabolicas involucradas en respuesta a estas toxinas, sobre inmunotoxicidad,
citotoxicidad, genotoxicidad; ademas, de estudios que evaluén los efectos subcronicos o
cronicos. ElI monitoreo de genes especificos, involucrados en rutas metabdlicas esenciales
para mantener la homeostasis del ostion C. gigas, sera importante para conocer el efecto
que tiene la exposicion a diferentes concentraciones de células de G. catenatum y el tiempo
de exposicion, y detectar que genes son los que estan siendo més alterados o0 mas
susceptibles a la presencia de estos organismos FAN. Por lo tanto, estudios moleculares
sobre la expresion diferencial seran atiles como modelo de interaccion entre este

dinoflagelado toxico con poblaciones naturales de otros moluscos bivalvos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Determinar el efecto de la exposicion a Gymnodinium catenatum, productor de toxinas

paralizantes sobre la expresion génica en juveniles de ostion del Pacifico Crassostrea

gigas.

4.2 Objetivos particulares.

e Determinar el efecto de la exposicion aguda y subcronica a Gymnodinium
catenatum en juveniles (3 £ 1 mm) de Crassostrea gigas, sobre la expresion de

genes seleccionados mediante RT-PCR y RT-gPCR.

e Determinar el efecto de exposicion subcrénica a Gymnodinium catenatum en
juveniles (50 £ 10 mm) de Crassostrea gigas, sobre la tasa de expresion de genes

seleccionados en glandula digestiva y hemocitos por RT-qPCR.

e Evaluar el dafio histolégico en juveniles (3 £ 1 mm) y (50 + 10 mm) de C. gigas

como respuesta al efecto de una exposicion a G. catenatum.
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5. HIPOTESIS

Si la exposicion de ¢ gigas a Gymnodinium catenatum induce cambios en la
expresion de genes relacionados al mantenimiento de la homeostasis celular entonces, estos
cambios podran ser identificados al monitorear la expresion de genes de respuesta al estrés,
detoxificacion, sistema inmune, inflamacion, regulacion de é&cidos nucleicos y

citoesqueleto.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Descripcidn de las microalgas utilizadas en los bioensayos.

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron dos cepas de dos microalgas, las
cuales forman parte de la coleccién de Microalgas del CIBNOR (Laboratorio de alimento

vivo y Cepario, Programa de Acuicultura, CIBNOR).

6.1.1 Isochrysis galbana

I. galbana es una microalga de color amarillo con dos flagelos moviles, sin pared
celular. Mide entre 6 y 8 um, crece a temperaturas entre 16 y 35°C, salinidades entre 25 y

28 ups e iluminacién intermedia 150 PE m?s™. Por su alto contenido de &cidos grasos
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poliinsaturados, esta especie es es muy importante en la acuicultura como alimento para las
larvas de moluscos bivalvos y de camaron (Fabregas et al., 1985). La cepa utilizada fue la
ISG-1 y los cultivos fueron crecidos en bolsas de plastico con medio /2, mantenidos a 20 +

1 °C bajo iluminacién constante y a 150 umol fotones m * s de intensidad de luz.

6.1.2 Gymnodinium catenatum

G. catenatum (cepa GCCV-6) es un dinoflagelado desnudo, con formas unicelulares
con dos flagelos disimilares: un flagelo que nace en una hendidura transversal (sulcus) y
otro longitudinal que se aloja en una hendidura longitudinal (cingulum); el flagelo
transversal es el que provee la mayor fuerza de empuje a la célula para el nado. Se
presentan células de 34-65 um de largo y 27-43 pum de ancho, es formador de cadenas, y la
cepa fue aislada de Bahia Concepcién, B.C.S., México (Band-Schmidt et al., 2005). Esta
especie es capaz de producir toxinas paralizantes del tipo C (C1-4), neosaxitoxina (NEO),
gonyautoxinas (GTX1-4), toxinas decarbamoil (dcSTX, dcGTX) (Band-Schmidt et al.,
2005, 2010) y saxitoxina (STX) que es la forma mas peligrosas por su toxicidad (80 pg/100
g de carne de molusco), hidrosolubilidad y termoestabilidad (FAO, 2005). La cepa GCCV-
6 produce entre 25.7-101 pg/cel de STXeq (Pérez-Linares et al., 2008, 2009) y ha sido
responsable de severos episodios tdxicos PSP. Los florecimientos de G. catenatum se
presentan generalmente en la primavera, pero algunos han ocurrido en el otofio-invierno,
alcanzando densidades de 78 a 6.6 x 10* cel mL? (Cortés-Altamirano, 1998b). G.

catenatum tiene una amplia distribucion mundial, principalmente en zonas célidas y
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templadas (Green et al., 2004). En México se localiza desde el Golfo de California hasta las

costas del estado de Oaxaca (Cortés-Altamirano et al., 1998b).

6.2 Cultivo y cosecha del dinoflagelado.

Para cultivar G. catenatum se utilizé el medio f/2 + Se (Guillard, 1975), preparado
con agua de mar (35 ups) filtrada con membranas de 0.45 pum y esterilizada en autoclave
(121°C, 15 Ib, 20 min). Se realizaron cultivos estaticos de 1,000 mL en matraces Fernbach
de 2.8; los cultivos se mantuvieron en el Cepario del CIBNOR en cadmaras adaptadas con
lamparas de luz blanca (irradiacion de 150 uE m?s™) y ciclos de luz y oscuridad 12:12 h, a

una temperatura de 22 + 1°C.

Para monitorear la tasa de crecimiento (nimero de divisiones/dia) y la densidad celular de
los cultivos a utilizar en los bioensayos, se tomaron alicuotas de 1.5 mL por triplicado cada
48 horas (de todos los cultivos), desde el dia cero (dia de inoculacién) hasta que los cultivos
alcanzaron la fase de muerte (dia 26). Enseguida se fijaron con una gota de lugol (l,, 5%/KI
10%), y se llevaron a cabo conteos celulares directos al microscopio utilizando una camara

Sedgwick Rafter. La formula para obtener el nimero de células mL™ fue la siguiente:

Numero de células/mL= No. células totales x factor de dilucion x 10,000 (1)

La tasa de crecimiento fue calculada utilizando la siguiente formula:
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M = (Log2Bns- Log2Bo)/(th-to) 2

Para el reto experimental de exposicion de los ostiones, el dinoflagelado se cosecho al final
de la fase de crecimiento exponencial (18 dias de cultivo). Se prepararon tres mezclas de 1.
galbana y G. catenatum, que se utilizaron como dietas para los ostiones, por lo tanto, para
alcanzar la densidad celular deseada, los cultivos fueron diluidos o concentrados (segun lo
requerido). Para el tratamiento con la mayor densidad celular 30 x 10% cel mL™) varios lotes
de cultivo de G. catenatum se homogenizaron, se midi6é el volumen total, se tomaron
alicuotas (por triplicado) para el conteo y las células se cosecharon mediante centrifugacion
a 2500 x g 10 minutos a 20°C. EIl sobrenadante se desech0 y la biomasa sedimentada se
resuspendio en un nuevo volumen de medio de cultivo para alcanzar la densidad celular

requerida para el tratamiento.

6.3 Bioensayos con juveniles de C. gigas (3 £ 1 mm).

6.3.1 Disefio experimental

Se utilizaron C. gigas diploides, de talla entre 3 £ 1 mm, provistos por el laboratorio
de produccion “Acuacultura Robles SPR de RI”. Los organismos se aclimataron en el
Laboratorio Himedo de Seguridad Bioldgica (LHSB, CIBNOR) por un periodo de dos

semanas, en recipientes plasticos de 10 L con agua de mar filtrada (0.45 pum), con flujo de
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oxigeno, a 21°C y salinidad controlada (34 ups). La dieta consistié de 0.75 x 10° cel mL™
de Isochrysis galbana libre de bacterias, obtenida del Laboratorio de Alimento Vivo del

CIBNOR.

Para determinar la respuesta (en términos de expresion genica) de C. gigas ante su
exposicion a G. catenatum toxico, se llevd acabo un bioensayo de exposicion aguda (24 h)

probando tres diferentes concentraciones del dinoflagelado (Tabla I).

Los organismos (25) fueron colocados en frascos de vidrio de 100 mL, utilizando % de su
capacidad (50 mL). Bajo estas condiciones, los organismos se aclimataron durante cuatro
dias con una dieta a base de I. galbana (0.75 x10° cel mL™) hasta la realizacién del
experimento. Los frascos contaron con sistema de aireacion constante y se mantuvieron a
una temperatura de 22 £ 1°C (clima artificial automatizado). Los ostiones fueron expuestos
a diferentes concentraciones celulares de microalgas (mezclas, tabla 1) para tener una
exposicion directa al dinoflagelado toxico; se prepararon tres tratamientos y dos controles.
Las mezclas de microalgas se prepararon con una proporcion 1:1 del volumen de cada una
en un volumen final de 50 mL; cada tratamiento se evaluo por triplicado y se proporcion6

en una sola dosis diaria.
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Tabla I1. Disefio experimental del bioensayo de exposicion de C. gigas (3+1 mm) aG.
catenatum.

Microalgas (cel mL™)

Tratamientos N |.galbana G. catenatum
Control negativo a toxinas PSP 3n  0.75 x 10° Cero
Control positivo a toxinas PSP 3n Zero 3x10°

T1 3n 0.75x10°  0.3x10°
T2 3n 0.75 x 10° 3x10°
T3 3n 0.75x10°  30x10°

Notas: (3) es el nimero de repeticiones, (n) es el nimero de ostiones juveniles por unidad experimental (25).

Se realizaron observaciones de supervivencia y comportamiento alimenticio al determinar
la tasa de aclaramiento bajo cada condicion experimental. Para ello se tomaron muestras de
agua de cada una de las unidades experimentales al finalizar el experimento,
determinandose el numero residual de células. Posteriormente, para determinar la
disminucion en la concentracion de las microalgas en los bioensayos debido a la filtracion
de los ostiones en determinado intervalo de tiempo, se calcul6 la tasa de aclaramiento (TA)

mL h™ mediante la siguiente ecuacién (Coughlan, 1969):

TA = Ln (No/N)*Mit (3)

dénde:

No es la concentracion inicial de la microalga en el medio de crecimiento
N es la concentracion después de 24 horas

M es el volumen total que se utilizé en cada unidad experimental, y

t es el tiempo después de iniciar el experimento (24 h).
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Para determinar los cambios en la expresion génica, se realizaron siete muestreos: uno en la
hora cero y cuatro correspondientes a las 3, 6, 12 y 24 h de exposicion al dinoflagelado
(respuesta aguda), asi como a los 3, 7 y 14 dias (respuesta subcronica). En cada tiempo de
muestreo se colectaron cinco ostiones por réplica. Los organismos muestreados de cada
unidad experimental (correspondientes a cada tiempo de muestreo), fueron remplazados por
ostiones expuestos a las mismas condiciones experimentales (unidades experimentales solo
para reemplazo) de forma que el nimero de organismos en cada unidad experimental se
mantuvo constante durante los bioensayos. Las muestras fueron colocadas en tubos
Eppendorf, fueron lavadas con agua de mar estéril y finalmente congeladas a -80°C hasta su

posterior analisis.

6.4 Bioensayos con juveniles de C. gigas (50 £ 10 mm)

6.4.1 Disefio experimental

Se utilizaron C. gigas diploides, de talla entre 50 £ 10 mm, provistos por el
laboratorio de produccion “Acuacultura Robles SPR de RI”. Los organismos se aclimataron
en el Laboratorio Himedo de Seguridad Biologica (LHSB, CIBNOR) por un periodo de
dos semanas, en recipientes plasticos de 10 L con agua de mar filtrada (0.45 um), con flujo
de oxigeno, a 21°C y salinidad controlada (34 ups). La dieta consisti6 de 0.75 x 10° cel mL"

! de I. galbana libre de bacterias, obtenida del Laboratorio de Alimento Vivo del CIBNOR.
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El bioensayo de exposicion a G. catenatum se realizo en recipientes de 4 L en los que se
colocaron dos cedazos de PVC cerrados por un extremo con tela de plastico, que sirvieron
como soporte para colocar 10 organismos (en cada uno); en total se colocaron 20
organismos en cada unidad experimental. El bioensayo consistio en un solo tratamiento y
dos controles (por triplicado); los ostiones se alimentaron con una mezcla de I. galbana (2
x 10° cel mL™) y G.catenatum (6 x 10° cel mL™), usandose como control no téxico una
dieta de 1. galbana (6 x 10° cel mL™) y como control téxico una dieta con sélo G.
catenatum (6 x 10° cel mL™). Se realizaron cuatro muestreos: uno en la hora 0 y tres
correspondientes a los 1, 3 y 7 dias de exposicion al dinoflagelado. En cada tiempo de
muestreo se colectaron cuatro organismos por réplica; los organismos muestreados de cada
unidad experimental se remplazaron por otros (previamente marcados), de forma que el

namero de organismos en cada unidad experimental se mantuvo constante.

Las muestras fueron procesadas de la siguiente manera: primero se extrajo hemolinfa
directamente del pericardio (jeringa de 3 mL) haciendo un pool de hemolinfa por cada
réplica y colocandola inmediatamente en hielo. Después las muestras se centrifugaron a
800xg por 5 min, en una centrifuga refrigerada a 4°C y tanto el botén de células como el
sobrenadante (plasma) fueron inmediatamente etiquetados y almacenados por separado a -
70°C hasta su posterior analisis. Adicionalmente, se tomaron muestras de cuatro tejidos por
separado (branquia, génada, glandula digestiva y muasculo), haciendo un pool de tejidos por
cada réplica (4 organismos). De estas muestras homogeéneas se tomaron 30 mg para llevar a
cabo la extraccion de RNA vy analisis de expresion tejido-especifico (solo para glandula

digestiva); el resto de los tejidos se almacenaron a -80°C.
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Adicionalmente, se evalud la tasa de aclaramiento (seccion 6.3.1), al final solo cambian las

unidades, ya que para este bioensayo se reporta TAen L h™.

6.5 Extraccion de ARN total y sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Para la extraccion del ARN total de las muestras se probaron diferentes kits de
extraccion: 1) SV Total RNA lIsolation System (Promega©,USA), siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante (Technical Manual #TMO048, www.promega.com); 2) Trizol®
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante y, por altimo, 3) solucion AGPC
(tiocianato de guanidina acetato de sodio-fenol-cloroformo) o TRI Reagent (Chomczynski
y Sacchi, 1987), con reactivos preparados en el laboratorio. Para determinar la cantidad y
calidad del ARN extraido, las muestras se leyeron en un espectrofotémetro-UV Nanodrop
2000® (Thermo Scientific) utilizando el coeficiente de la relacion de las lecturas de la
absorbancia a 260 y 280 nm, considerando como ARN de buena calidad aquellas muestras
con un coeficiente de entre 1.8 a 2.1, lo que significa que el ARN no estd contaminado; el

factor de conversion utilizado fue de 40 pug mL™.

La integridad y pureza del ARN extraido se verificd mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% con TBE 1X preparado con agua DEPC. La ausencia de ADN genémico en
las muestras de ARN se verifico mediante PCR directo utilizando los oligonucleotidos
universales para el gen 28S ribosomal cg28SF, 5-GCAGGAAAAGAAACTAAC-3;

€g28SR, 5-CCTCTAAGTGGTTTCAC-3'. Para las reacciones de PCR se utilizO como


http://www.promega.com/
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templado 1 pL de cada muestra de ARN sin diluir (500-1500 ng pL™), y como control
positivo una muestra de ADN complementario de C. gigas; el control negativo contenia la

mezcla de reaccion sin templado.

Una vez verificada la ausencia de contaminacion por ADN, se realiz6 la sintesis de ADNc
con el kit First-Strand cDNA Syntesis Reaction (Invitrogen®), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para la sintesis se utilizaron 5 uL de ARN a una concentracion de 100 ng

uL™ (total 0.5 pg pL™), 500 pg mL™ de oligo dT y 0.2 pL (200 U) de transcriptasa reversa.

6.6 Disefio de oligonucleotidos para RT-PCR.

Se seleccionaron secuencias especificas de C. gigas reportadas en el banco de genes
(NCBI) para 25 genes implicados en diferentes rutas metabolicas. Para cada gen se disefio
un par de oligonucleétidos utilizando el software DNAMAN®, y se enviaron sintetizar a
Sigma-Aldrich Corporation, México. La relacion de oligonucleétidos usados en los analisis

RT-PCR se muestra en la tabla Ill.
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Tabla I11. Relacion de genes, numeros de acceso a GenBank de secuencias de cDNA de C.
gigas utilizados para el disefio de oligonuclettidos para RT-PCR.

Gene No. acceso Nombre  Tamafio (pb) Metabolismo
Glutamina sintetasa AJ558239 cgGS 402
Glutation-S-transferasa CB617406 cgGST 272
Proteina de estrés térmico  AJ305325 cgHSP70 480
70 ]
Proteina de estrés térmico EF687776 cgHSP90 491 Protelngs de
90 estrés
Superoxido dismutasa AJ496219 cgCuSOD 542
CuZn
Peroxidasa melanogénica CB617557 cgPOXM 450
ATP-sintetasa subunidad ~ CF369132 CgATPSb 416
beta Cadena
Subunidad P2X4, canal CB617507 cgP2X4 400 ) .
6nico Respiratoria
Citocromo oxidasa | AB033687 cgCOl 483
Proteina p21 CB617437 cgP21 640
Sub. 1 del ass-factor de CB617555 cgCHRAFp 500 Regulacion de
p55 cromatina 55 ciclo celular
Factor de elongacion 2 CB617558 cgFE2 455
Inmunolectina B CB617455 cgiIMMLB 542 Respuesta
LPS y B-1,3 glucano CB617438  cgLPSBP 455 inr‘:‘une
Lectina hepatica CB617560 cgLH 620
B-timosina CB617380 cgTHYM 455
Actina (GIA) AF026063 cgACTN 582 .

Actina citoplasméatica A3  CF369133 cgACTCA 364 Citoesqueleto
Tubulina B CB617442 cgTUB 393

Lisozima CB617495 cgLlZz 415 Regulacion
Tripsina CB617494 cgTRIP 278 .
Inhibidor de proteasas S/IC CB617554 cgINSERP 432 proteica
Fosfatasa alcalina CB617556 cgALKP 351 Mantenimiento
Glucanasa -1,3 CB617548 cgGLNS 390 energético
Subunidad ribosomal 28S  AY632555 €g28S 300 CONTROL
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6.7 Estandarizacion de las curvas de saturacion y analisis de expresion mediante RT-

PCR.

Se realizaron reacciones de PCR con los diferentes juegos de oligonucleétidos para
establecer el mejor ciclo de amplificacion para todas las muestras sin llegar al punto de
saturacion. Se probaron diferentes ciclos en el programa de amplificacion (20, 25, 30, 35,
40, 45 y 50), en este trabajo se muestran solo 3 ejemplos: tubulina S, 28S ARNr y
superoxido dismutasa Cu/Zn. Para realizar dichas curvas, se tomo6 1 pL de cada una de las
muestras de ADNc para hacer una mezcla; y a partir de esta se tomo6 1 ul (300 ng) el cual

sirvio como ADN molde para las reacciones de PCR.

Para la amplificacion de las regiones especificas de los genes blancos, en un tubo
Eppendorf de 200 pL se colocaron 1uL de ADNc (300 ng), 1 uL del oligonucledtido Fy 1
uL del oligonucledtido R (10 picomoles de cada primer). Aparte, se prepard la mezcla de
reaccion: por cada reaccion se adicionaron 5 pL del buffer 10X PCR (Tris-HCI 100 mM pH
8.3, KCI 500 mM, MgClI2 25 mM, 0.01% gelatina), 1 pL de dNTPs 10 mM, 0.2 uL de Taq
polimerasa (5 U/uL) y 39.3 pL de agua destilada estéril. La mezcla se homogeniz6 con
micropipeta y se agregaron 47 pL de esta mezcla a cada tubo que contenia el ADNc y los
oligonucleotidos, para completar un volumen final de 50pL. Finalmente, a los tubos se les
dio un pulso en la centrifuga y se colocaron en el termociclador (Corbette Palm Cycler)
utilizando las siguientes condiciones de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 95°C por
5 min (1 ciclo); desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 45°C por 1 min y

extension a 72°C por 1 min (35 06 40 ciclos); extension final a 72°C por 10 min (1 ciclo).
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Los productos de PCR (amplicones) se analizaron en geles de agarosa/Synergel® al 17 en
buffer TBE 1X. Se cargaron 10uL de cada amplicon mas 1uL del colorante azul de
bromofenol (previamente mezclados); la electroforesis se desarrolld en camaras
horizontales (Mini Sub Cell, Biorad) a 80 V durante 1 h. Los geles se documentaron
digitalmente en un sistema UVITEC (UVP Inc®) bajo las siguientes condiciones: foco 2,
aumento 25X y brillo 0.400. La medicidn de los niveles de expresion se realizo usando el
software UVIDOC V. 97, con el que mediante analisis densitométrico (intensidad de la
banda en pixeles) se obtuvieron los datos cuantitativos, reportados como unidades de

intensidad relativa para cada uno de los genes analizados.

6.8 Disefio de oligonucleotidos para qPCR.

Para realizar los andlisis de qPCR, se disefiaron nuevos oligonucleotidos (Tabla 1V)
utilizandose las secuencias de C. gigas previamente seleccionadas y reportadas en la Tabla
I1l. Para calcular la Tm (temperatura de hibridacién), contenido GC y tamafio del

fragmento se utilizaron los softwares primer3 (http://primer3.ut.ee) y DNAMAN®.

Posteriormente, para corroborar la ausencia de formacion de estructuras secundarias, se

utilizd el software RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cqi). Finalmente,

para verificar la especificidad a C. gigas se realizd el alineamiento de los fragmentos
esperados mediante un andlisis de homologia con las secuencias depositadas en el Gen
Bank utilizando el BLASTnt (Basic Local Aligment and Search Tool, NCBI), disponible

en; http://www.nchi.nlm.nih.qov/BLAST/.



http://primer3.ut.ee/
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Tabla V. Relacion y caracteristicas generales de oligonucle6tidos disefiados para andlisis de RT-gPCR (* genes candidatos).

s Amplicon No.acceso  Tipo de gen
Nombre Secuencia 5°-3 Gene (pb) GenBank
Cg- 28s-Fw* GGAGTCGGGTTGTTTGAGAATGC  Subunidad ribosomal 114 AY632555 Proteina
Cg- 28s-Rv* GTTCTTTTCAACTTTCCCTCACGG  28S ribosomal
Cg- gapdh-Fw* GTTCAAATATGATTCAACTCACGG Gliceraldehido3- 109 AJ544886  Metabolismo
Cg- gapdh-Rv* TGGATCCCGTTCGCAATATACG fosfato deshidrogenasa
Cg-tub g -Fw* AGCAGATGTCGTAGAGAGCTTC Tubulina g 144 CB617442 Citoesqueleto
Cg-tub g -Rv* TGAACACATTCTCCGTTGTCCC
Cg-act-Fw* TACTCTTTCACCACCACAGCCG Actina 117 AF026063
Cg-act-Rv* TAGAGATGAGGATGAAGCAGCAG
Cg-ef-la-Fw* ACCATACAGTGAGGCTCGATTC Factor de elongacién 138 AB122066 Factor de
Cg-ef-la-Rv* GTGGAAGCCTCAATCATGTTATC l-a transcripcién
Proteina p21
ggggig"\‘/’ A Ao anGe  Feguladora del ciclo 100 CB6L7437 Proteinas de
celular regulacion del
Cg-cafp55-Fw TCGAAGATCCCACAAAGCAACAG eFr?sC;ﬁqrbllaq: 4 . CBOL7555 ciclo celular
Cg-cafp55-Rv TGTCCTTCAACCCCTACAGCGA '8
cromatina sub. p55
Cg-ef2-Fw TTGATCACGGCAAGTCTACTCTG Factor de elongacién 109 CB617558
Cg-ef2-Rv GAGATGGCAGTGGACTTGATGG 2
Cg-p53-Fw CTGTAGTTCTGGCCCGTGAA Proteina p53 110 AM236465 Apoptosis
Cg-p53-Rv AAACACAAGGGCACCACAAG
Cg-cpl-Fw ACTACAGAAAGCCGCCGAAT Caspasa 1 87 HQ425703 Inflamacién
Cg-cpl-Rv GATCATTCTGTGCTACCCCC
Cg-gst-s-Fw GACCCCAGATGACCCTTACCG Glutatién S- 71 CB617406 Detoxificacién
Cg-gst-s-Rv CCGAAACAAACTGAGAGAAGACC transferasa celular
Cg-cpy450-Fw ACAGGGACTTCATTGACAGCATG  Citocromo p450 151 EE645271
Cg-cpy450-Rv ATTGTGAAACGAGTACTGTCTACC
Cg-sod-cu/zn-Fw GACAAAATGATTGACTTGGCCGG  Superdxido dismutasa 144 AJ196219 Defensa
Cg-sod-cu/zn-Rv. CACTCCACAAGCCAATCGTCCG cu/zn antioxidante
Cg-coi-Fw GTGTATGTCCTTATTCTTCCAGG Citocromo C oxidasa | 182 AB033687 Cadena

Cg-coi-Rv

GCACGCGTATCAATATCCATTCC

respiratoria
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Cg-tryp-Fw
Cg-tryp-Rv
Cg-lgbp-Fw
Cg-lgbp-Rv
Cg-cvt-Fw

Cg-cvt-Rv

Cg-if44-Fw
Cg-if44-Rv

GCCAGTGACGTAAGACAACTCG
CAACCATCAACAACGACATTGCC
TTGTCCAGTTCTCCCAGCTTCC
GACACTGGAATGGGATGAAGAAC
ATCTCCATCTCCATGACGACG
CGATGACAGCGGTATGAGAGG
CATACTGGACGGCAACATACC
ATGAATCCTGTCCCCGAGAT

Tripsina

Proteina de union a
LPSy $-1,3 glucano
Cavortina

Proteina inducida por
interferon 44

125

108

144

109

CB617494

CB617438

AY?256853

FJ440108

Regulacion
proteica

Sistema
immune

37
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6.9 Estandarizacion de las condiciones para RT-gPCR.

El analisis de la eficiencia es crucial en la cuantificacion de la expresion de genes
mediante qPCR, dado que esta aproximacion estd fuertemente influenciada por los
componentes de la reaccion (Pfaffl, 2004). Las diferencias en la eficiencia de amplificacion
entre los genes blanco y los de referencia pueden tener un gran impacto en le productividad

de la PCR vy llevar a errores en cuantificacion relativa.

La eficiencia (E) de la PCR en tiempo real se define como la capacidad de la reaccion de
duplicar el nimero de copias de las cadenas de ADN o ADNCc en cada ciclo (Bustin, 2002;
Pfaffl, 2004). La eficiencia de la PCR en tiempo real se calcula a partir de las pendientes de
las curvas estandar obtenidas después de realizar diluciones seriadas con las reacciones de

la PCR de acuerdo a la siguiente formula:

E=10[-1/pendiente]-1 (4)

En esta tesis se determin0 la eficiencia de la qPCR para cada uno de los oligonucleétidos de
los diferentes genes evaluados: genes de referencia 6 controles internos y genes blancos o
de interés. A partir de cuatro diluciones seriadas (Tabla V), se construy6 una curva estandar
para cada uno de los genes de referencia asi como para los genes blancos. La amplificacion
se realizo por triplicado para cada una de las diluciones, utilizando el ADN complementario
(mezcla de ADNCc de las muestras control y de los tratamientos) de las muestras de los

bioensayos con juveniles de C. gigas de las dos tallas.
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Tabla V. Concentraciones de ADNc probadas para las curvas estandar.

Dilucion Factor de Concentracién (ng ul™) Templado
dilucion Inicial Final (ML)
1:5 0.04 80 16 5
15 0.008 16 3.2 5
1:5 0.0016 3.2 0.64 5
1:5 0.00032 0.64 0.128 5

6.10 Determinacion de la estabilidad de los genes de referencia candidatos para

juveniles de talla pequefia (3 £ 1 mm).

Algunos de los genes de referencia mas utilizados incluyen: p-actina,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, hipoxantina guanina fosforibosil-transferasa y 18S
del ARN ribosomal. La eleccion correcta de los genes de referencia para la normalizacion
de la gPCR es esencial. Se ha demostrado que el uso de un solo gen como gen de referencia
es susceptible a tener errores en la interpretacion de los resultados. En consecuencia, para
normalizar el nivel de expresion de los genes es necesario utilizar mas de un gen de
referencia (Huggett et al., 2005). Por lo tanto, en este trabajo se analizo la estabilidad del
nivel de expresion de cinco genes candidatos a utilizarse como genes de referencia (tabla
IV). Una vez que fueron determinadas las curvas estandar, dichos genes se corrieron con las
muestras del bioensayo con ostiones de talla pequefia expuestos al dinoflagelado durante
una exposicion aguda (3, 6, 12 y 24 h) y exposicion subcrénica (muestras de los dia 7 y
14); asi como para los ostiones de mayor talla (50 + 1 mm) con muestras de los dias 1, 3y
7, utilizando los siguientes componentes por reaccion: 1.5 pL de Buffer 10X, 0.75 ul de
MgCl; (50 mM), 0.5 puL de dNTPS (2mM), 0.75 uL de Eva Green (20X) (Biotium, CA),

0.3 U de Taq polimerasa platinum, 1.4 uL de oligonucleotidos (forward y reverse), 5 pL de
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ADNC (0.64 ng pL™ para los ostiones de 3 + 1 mm, y 3.2 ng pL™* para los ostiones de (50 +
10 mm) y 5.8 pL de agua miliQ en un volumen final de 15 pL, como control negativo se

utilizé agua miliQ.

Para realizar los analisis de estabilidad de los genes de referencia candidatos, los valores de
CT o Cq (namero de ciclo en el que la curva de fluorescencia atraviesa el umbral de
deteccion establecido) obtenidos para cada uno de los genes, fueron analizados con los
programas: NormFinder (Andersen et al., 2004) GeNorm (Vandesompele et al., 2002) y
BestKeeper (Pfaffl, 2004) utilizando RefFinder

(http://www.leonxie.com/referenceqgene.php?type=reference#). Ademas, se realizd otro

andlisis utilizando un macro de excel del programa GeNorm; para este analisis los valores
obtenidos de Cq fueron transformadas en cantidades relativas (Q) con un nivel de expresion

maximo de 1 mediante la siguiente ecuacion:

Q: Edelta Cq (5)

Q: E(min Cqg-sample Cq) (6)

donde:
Q= Cantidad de la muestra relativa a la muestra con mayor expresion.
E= Eficiencia de amplificacion (2= 100 %).

minCqg: menor valor de Cq= Valor de Cq de las muestras con menor expresion


http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference
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El calculo de GeNorm se basa en el principio de que la tasa de expresion de dos genes de
referencia ideales es idéntica en todas las muestras independientemente de las condiciones
experimentales o tipo de células. Por lo tanto, la variacion en la tasa de expresion de dos
genes control refleja el hecho de que uno de estos genes no es expresado constantemente
con un incremento de la tasa de variacion correspondiente al decremento en la estabilidad
de expresién reportado como valores de M, genes con valores mas bajos de M (<1.5) tienen
la expresion méas estable (Vandesompele et al., 2002). Por lo tanto, en GeNorm la
estabilidad de expresién del gen (M) basada en la tasa de expresién de dos genes
(comparaciones en variacion) es el criterio mas importante para evaluar el gen de

referencia.

NormFinder, utiliza un modelo que analiza las varianzas en los datos de expresion lo cual
permite hacer una evaluacion entre grupos e intra grupos (en este caso entre los
tratamientos y los dias de muestreo); este andlisis es mas robusto (esta relacionado al
tamafio de muestra) en caso de genes coexpresados ya que se evalla la estabilidad de cada
gen independientemente de otros genes. El objetivo de NormFinder es la identificacion de
genes de referencia candidatos con una variacion entre grupos lo méas cercana a cero como
sea posible, mientras que al mismo tiempo tiene una pequefia variacion dentro de los

grupos (Andersen et al., 2004).

BestKeeper, es un programa que se basa en un analisis de correlacion pareada de los genes
candidatos (Pfaffl, 2004). BestKeeper estima la correlacion del nivel de expresion entre

todos los posibles candidatos. Los genes altamente correlacionados son combinados en un
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indice. Después de calcularse la correlacién pareada entre cada candidato y el indice, se

explica la relacion entre el indice y la contribucion del gen candidato.

Una vez optimizadas las condiciones para el PCR tiempo real (mezclas de reactivos, la
concentracion de los primers, concentracion del marcador fluorescente y la concentracion
de la muestra), asi como los genes de referencia que se van a utilizar, se continué con la

cuantificacion de la expresion de los genes blanco.

6.11 Analisis cuantitativo de expresion génica

Para llevar a cabo todas las reacciones de qPCR, se utilizaron los siguientes
componentes por reaccion: 1.5 pL de Buffer 10x, 0.75 pL de MgCl, (50 mM), 0.5 pL de
dNTPS (2mM), 0.75 pL de Eva Green (20X) (Biotium, CA), 0.3 U de Taqg polimerasa
platinum, 1.4 pl de oligonucleétidos (forward y reverse), 5 pl de ADNc y 5.8 uL de agua
miliQ en un volumen final de 15 pL, como control negativo se utiliz6 agua miliQ. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 10 min a 95°C; seguidos de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 15 s, de elongacion a 65°C por 1 min y de polimerizacion a
75°C por 5 s. Por ultimo se realizé una curva de disociacion de 65°C a 95°C con un
incremento de temperatura de 1°C cada 10 s. A partir de las curvas de disociacion se reviso
que la amplificacion de los genes mostrara un producto Unico y especifico visualizado

como un solo pico.
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6.12 Determinacion de la estabilidad de los genes de referencia candidatos tejido-

especifico (glandula digestiva y hemocitos) en juveniles (50 + 10 mm) de C. gigas.

Se realizaron las reacciones de qPCR por triplicado, para las muestras de glandula
digestiva y hemocitos (la estandarizacion de las curvas de calibracion se describe
detalladamente en el apartado 4.8.1). Los andlisis de estabilidad de los genes de referencia
se realizaron como se describe en el apartado 4.8.2. Ademas, se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) de una via como analisis complementario a los programas utilizados.
Una vez que se determind el gen de referencia a utilizar, se realizaron los andlisis
cuantitativos de transcritos de los genes de la glandula digestiva involucrados en:
Regulacidn del ciclo celular:

Proteina p21 (p21)

Factor 1 de ensamblaje de cromatina sub. p55 (cafp55)

Factor de elongacion 2 (ef2)

Inflamacion y apoptosis,
Caspasa 1 (casp 1)
Proteina p53 (p53)

Citoesqueleto,

Actina (act)

Tubulina B (tub p)

En hemocitos, los genes involucrados en:
Respuesta inmune y estrés,
Cavortina (cvt)

Proteina inducida por interferon 44 (if44)
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Proteina de union a LPS y -1,3 glucano (Igbp)

HSP70 (hsp70)

6.13 Anélisis histologico en juveniles de C. gigas (3+1 mm)y (50 = 10 mm)

Para la determinacion de las alteraciones morfoldgicas, se tomé un organismo por
tratamiento/réplica al final del periodo de exposicion (14 dias) para los juveniles de talla
pequefia (3 £ 1 mm) y se fijaron en solucion Davidson (Shaw y Battle, 1957 citado en
Howard y Smith, 1983) por 48 h, después se conservaron en etanol al 70% hasta su
posterior analisis. Ademas, se tomaron muestras de juveniles de mayor talla (50 £ 10 mm)
al dia 7, se les retird la concha y los organismos completos fueron envueltos en tela de gasa
e inmediatamente se fijaron en solucién Davidson (Shaw y Battle, 1957 citado en Howard y
Smith, 1983) por 48 h, después se conservaron en etanol al 70% hasta su posterior analisis.
Los ostiones de talla pequefia, antes de realizar los cortes histoldgicos, se descalcificaron
con una solucidn de citrato de sodio y acido férmico (Elston, 1999).

Para llevar a cabo las observaciones histoldgicas las muestras fueron deshidratadas
en una serie progresiva de etanol al 70, 80, 95 y 100 %, aclaradas en xileno y
posteriormente incluidas en parafina (Paraplas X-Tra). Se realizaron 6 cortes transversales
de los organismos completos para observar el dafio provocado por la exposicién al
dinoflagelado téxico de cada replica por tratamiento; los cortes fueron preparados en
secciones de 5 um de grosor, utilizando un micrétomo rotatorio (Leica RM 2155, Leica
Microsystems). Finalmente, los cortes fueron montados en portaobjetos de vidrio y tefiidos

por 5 min con hematoxilina de Harry y 12 min con eosina (Martoja y Martoja-Pierson,
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1967). Las laminas fueron examinadas bajo un microscopio de luz (Olympus BX41) para

observar las lesiones en los tejidos.

6.14 Andlisis estadisticos

Se calcularon los promedios y desviacion estdndar de los datos de las
concentraciones de G. catenatum, y fueron transformados a logaritmo base 2 para obtener
la tasa de crecimiento (nimero de divisiones dia™) y el tiempo de duplicacién, con base en

la formula;

m = (LogBn- L0g2Bo)/(th-to) (7)

El efecto de G. catenatum en las tasas de aclaramiento de C. gigas se evaluo utilizado la
prueba t-student para muestras independientes, con un nivel de significancia p < 0.05, entre

las tasas de aclaramiento de los ostiones expuestos y los controles.

La estrategia de cuantificacion utilizada para el analisis de la expresion génica por RT-
gPCR fue la de cuantificacion relativa. Los célculos en cuantificacion relativa se basan en
la comparacion de los valores Ct utilizando la eficiencia de la reaccion de la PCR como
factor de correccion. Sin embargo, hay un modelo que no requiere la eficiencia de la
reaccion para acceder a un factor de correccion, dicho modelo supone una eficiencia 6ptima
e idéntica (correspondiente al 100%) en la eficiencia de reaccion en la PCR tanto del gen en
estudio como del gen de referencia (Livak y Schmittgen, 2001). En este trabajo se utilizé el

método de 2T, debido a que en este método no se requiere la eficiencia de reaccion
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como factor de correccion, y expresa la proporcion obtenida de la relacién entre los valores
Ct de la muestra y los valores Ct del control (Pfaffl, 2001), mediante las siguientes
ecuaciones:

EXpI’eSién relativa = 2-[ACt muestra — ACt control] (8)

Expresion relativa = 2744 9)

Con este método no es necesario realizar curvas estdndar en cada corrida, cada muestra es
ajustada a la cantidad de templado que se utilizd, por comparacion relativa con los genes de
referencia. Estos valores son entonces normalizados relativamente a un tratamiento
calibrador, este puede ser el control (no tratado), muestras, tiempo o tejido; en el presente
estudio se utiliz6 como calibrador las muestras de ostiones alimentados con I. galbana
(control negativo a toxinas). Se realizaron ANOVAs de dos vias para cada gen, tratamiento
y tiempo de exposicion, después de probar los supuestos de distribuciéon de normalidad de
los datos (prueba de Kolmogorov smirnov) y homogeneidad de varianzas (prueba de
Levene); se hicieron pruebas a posteriori para encontrar las diferencias significativas,
utilizando la prueba de comparacién mdaltiple de Fisher (LDS). En todos los casos se usé

una significancia estadistica de p < 0.05 Statistic 8.0 (StatSoft, Tulsa, OK).
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7. RESULTADOS

7.1 Curva de crecimiento de G. catenatum

En la figura 1a se muestra la curva de crecimiento obtenida para G. catenatum en
medio f/2. La maxima concentracion celular se registro entre los dias 17 y 19 de cultivo;
después del dia 21 de incubacion el cultivo entro en fase de muerte acelerada por lo que el
conteo celular disminuy6 considerablemente. La tasa de crecimiento (U4, numero de
divisiones celulares dia™) més alta se registré a las 48 h de incubacién (dia 2) y disminuy6
lentamente al avanzar la edad del cultivo (fig. 1b). De acuerdo a la grafica, en el dia 19
termina la fase exponencial e inicia la fase de muerte celular, practicamente no existe una
fase estacionaria como tal. Estos parametros fueron importantes para determinar el tiempo
de cosecha de las microalgas (estado fisioldégico optimo/mayor rendimiento de biomasa),

para preparar las mezclas con el nimero de células apropiado para los bioensayos.
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Figura 1. Parametros de crecimiento de G. catenatum (en medio f/2 + Se, a 22 °C 35 ups y

150 HEm?s™). Panel a, curva de crecimiento; panel b, tasa de crecimiento (divisiones/dfa).
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7.2 Observaciones generales del bioensayo con ostiones juveniles

7.21C.gigasde 3+1 mm

En los organismos alimentados con I. galbana, el comportamiento fue normal (Fig.
2a) no se observo respuesta fisiologica adversa como: cese de la alimentacion, retraccion de
manto, produccion de pseudoheces; por el contrario, la eficiente remocion de la microalga
de las unidades experimentales y formacion de heces, fueron caracteristicas del buen estado
de salud de los organismos hasta el final del experimento. Alrededor de 8h después de
haberles proporcionado el alimento, ya habian removido casi el 100 % de las células (fig.

2a). No se presenté mortalidad en ninguna de las réplicas de los tratamientos y el control.

El ostion del Pacifico expuesto a células de G. catenatum mostrd6 cambios en su
comportamiento alimenticio después de su exposicién al dinoflagelado tdxico. Estos
cambios consistieron en el cierre parcial y/o total de valvas, produccién de pseudoheces
(particulas de alimento no digerido envuelto en mucus) y moco, retraccién del manto (no se
observaron los cilios que lo rodean) (fig. 2b, ¢ y d), asi como una disminucién de la

capacidad de filtracion, reportada como disminucién en la tasa de aclaramiento (fig. 3).

Estos cambios se observaron después de 3 h de exposicion a las células toxicas en los
ostiones alimentados con las dieta mixtas de 1. galbana + G. catenatum 3 x 10°cel mL™ y
30 x 10° cel mL™. En los ostiones alimentados con el control téxico (fig. 2b) y la dieta
mixta de I. galbana + G. catenatum 3 x 10° cel mL™ (fig. 2c) los organismos iniciaron la

produccién de pseudoheces en cantidades minimas, este comportamiento continu6 hasta las
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12 h de exposicion. Sin embargo, en los ostiones alimentados con las dieta mixta de I.
galbana + G. catenatum 30 x 10° cel mL™ los organismos permanecieron cerrados por més
tiempo (> 3 h), algunos se mantuvieron cerrados hasta las 6 h de exposicion y a partir de
entonces iniciaron la produccién de pseudoheces, que fue mayor (fig. 2d), continuando adn

después de 12 h de exposicion.

Figura 2. Juveniles de C. gigas de 3 £ 1 mm alimentados con I. galbana control negativo a
toxinas PST (0.75 x 10° cel mL™) (a), con G. catenatum control positivo a toxinas PST (3 x
10° cel mLY) (b), con dieta mixta I. galbana + G. catenatum 3 x 10° cel mL* (c), con dieta
mixta . galbana + G. catenatum 30 x 10° cel mL"* (d).

7.2.2 C. gigas de 50 £ 10 mm

En el bioensayo de exposicién de organismos de 50 + 10 mm de talla a la microalga
toxica, los ostiones juveniles de mayor talla también mostraron cambios en su

comportamiento alimenticio después de la primera exposicién a G. catenatum. Durante las
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dos horas siguientes al inicio del bioensayo, los organismos mostraron un cierre parcial de
valvas con la dieta mezclada de I. galbana + G. catenatum (6 x 10° cel mL?) y con la dieta
de solo G. catenatum (control toxico). Ademas, al igual que en los ostiones juveniles de
menor talla también se observo la produccion activa de pseudoheces tanto en la dieta mixta
. galbana + G. catenatum (6 x 10° cel mL) como en el control toxico durante las primeras
6 h, después los organismos comenzaron a filtrar el alimento normalmente. Los ostiones
alimentados Unicamente con |. galbana (control no téxico) mostraron un comportamiento

de filtracion normal removiendo la microalga durante todo el bioensayo.

7.3 Tasas de aclaramiento (TA) de C. gigas

7.3.1 TA de ostiones de 3+ 1 mm

La tasa de aclaramiento (TA) de C. gigas disminuyad significativamente (F = 74.8, p
= 0.0) en los dos tratamientos que consistieron en la mezcla de las dos microalgas: I.
galbana 0.75 x 10° cel mL* y G. catenatum (3 x 10° y 30 x 10% cel mL?), asi como en los
ostiones alimentados (inicamente con G. catenatum 3 x 10° cel mL* (control téxico).
Como se observa en la figura 3, la tasa de aclaramiento mantiene una relacion directa con la
concentracion de células del dinoflagelado. Esta tasa disminuyd significativamente (p <
0.05) con los dos tratamientos probados y el control toxico, observandose el mayor efecto
en la dieta mixta con 30 x 10% cel mL* de G. catenatum (0.24 + 0.08). Por ello, los
organismos no removieron completamente el alimento de las unidades experimentales

durante cada periodo de 24 h. El control positivo o control toxico (solo G. catenatum), nos
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permitié confirmar que los organismos ingieren al dinoflagelado en esta condicion, aunque
la TA es baja (fig. 3). Por otro lado, en relacion a I. galbana aunque se utilizé el mismo
namero de células en los dos tratamientos y el control, al final del monitoreo de 24 h se
encontré que C. gigas no alcanz6 a remover toda la microalga en los tratamientos que
contenian al dinoflagelado, disminuyendo significativamente la TA (p < 0.05). Sin
embargo, la TA de los ostiones alimentados con I. galbana fue alta (0.96), lo que significa
que los organismos removieron casi el 100 % en un periodo de 24 h. Estos resultados
demuestran que el ostion ingiri6 al dinoflagelado y no selecciond la ingestion de particulas

dependiendo de su talla.
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Figura 3. Tasa de aclaramiento (TA) de C. gigas de 3 + 1 mm durante 24 h. Control
negativo, I. galbana 0.75 x 10° cel mL"*; Control positivo, G. catenatum 3 x 10° cel mL™.
Tratamientos: dieta mixta 1. galbana (0.75 x 10° cel mL™) y G. catenatum (3 x 10° cel
mL"); dieta mixta I. galbana (0.75 x 10° cel mL) y G. catenatum (30 x 10° cel mL?).
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7.3.2 TA de ostiones de 50 + 10 mm

La TA en ostiones de mayor talla, también fue alterada tanto en una exposicion
unialgal (sélo G. catenatum) como en una dieta mixta. En la figura 4 se muestran las TA de
C. gigas bajo diferentes dietas después de 24 h de exposicion. Los organismos alimentados
solo con I. galbana (control negativo) mostraron una TA de 2 + 0.10, lo que significa que
removieron casi el 100 % de I. galbana; la TA de I. galbana en los ostiones alimentados
con la dieta mixta I. galbana + G catenatum (6 x 10° cel mL?) disminuyo a 1.9 + 0.11. Este
comportamiento de disminucion de la TA también se observo en los ostiones alimentados
con sélo el dinoflagelado (control téxico) 6 x 10° cel mL* mostraron una TA
significativamente baja de 1.32 = 0.14; mientras que en los organismos con la dieta mixta
(1. galbana + G catenatum 6 x 10° cel mL?) la TA para G. catenatum también es baja de
1.11 £ 0.13 (p < 0.05). Es importante destacar que la TA del control toxico fue similar a la
de la dieta mixta. Los ostiones alimentados con el dinoflagelado (control tdéxico y
tratamientos) mostraron una baja actividad de alimentacion en comparacion con los
alimentados con la microalga no toxica (fig. 4). A las 24 h, los ostiones alimentados con 1.
galbana habian consumido por completo a las microalgas, mientras que los alimentados
con dinoflagelados téxicos no; no se registr0 muerte de organismos en las condiciones

experimentales empleadas.
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Figura 4. Tasa de aclaramiento (TA) de C. gigas de 50 £ 10 mm durante 24 h. Control
negativo, I. galbana (2 x 10° cel mL); Control positivo, G. catenatum (6 x 10° cel mL*);
dieta mixta I. galbana (2 x 10° cel mL*) + G. catenatum (6 x 10° cel mL%).

7.4 Extraccion de ARN total

Para la estandarizacion de la técnica de extraccion de ARN total se probaron tres
métodos: 1) SV Total RNA Isolation System, 2) Trizol® y 3) AGPC (Chomczynski y
Sacchi, 1987). En las tablas VI y VII, se muestran los resultados y los criterios evaluados
(respectivamente) para seleccionar el método de extraccién utilizado, que finalmente fue el
AGPC. En la figura 5 se muestra un gel de agarosa al 1% en TBE 1X (DEPC), en el que se
puede observar la calidad e integridad del ARN obtenido. En ninguna muestra se

observaron signos de degradacion, y el analisis electroforético permitio identificar las
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bandas de ARN correspondientes a las subunidades ribosomales. De este modo,
considerando que la subunidad ribosomal 28S del ostion tiene una proporcion de 2:1.5 con

respecto a la subunidad 18S, se considera que el ARN obtenido es de excelente calidad.

Tabla VI. Criterios de evaluacién de las metodologias de extraccion de ARN total

probadas.
Criterios de Trizol SV Total RNA Solucion AGPC o
evaluacién (Invitrogen®) Isolation System TRI Reagent
(Promega®©,USA)
Eficiencia Alta baja alta
Contaminaciéon con Baja alta Nula
ADN
Pureza Intermedia baja Alta
Concentracion Alta baja Alta
Degradacion Baja alta Nula

8§ 9 10 11 12 13 14 15

e

Figura 5. Perfil electroforético en gel de agarosa al 1% con TBE 1X de muestras de ARN
total obtenidas mediante el método AGPC (Chomczynski y Sacchi, 1987). Lineas: 1,
marcador de peso molecular (1 Kb plus Ladder); 2-15 muestras de ARN total del bioensayo
de exposicion aguda de C. gigas a G. catenatum aleatoriamente seleccionadas. Técnica de
tincion: EtBr; condiciones de separacion, 80 V, 45 min.
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Tabla VII. Concentracion y pureza del ARN total de las muestras obtenidas del bioensayo

de exposicion aguda de C. gigas a G. catenatum.

Tiempo de Abs Abs
exposicion (h) Tratamientos RNA (ng/ul) 260/280 260/230
0 CN 1236  +1061 2.1 1.8
0 CP 1247 £ 900 2.0 1.8
0 D1 1451  + 868 2.1 1.9
0 D2 858 + 82 2.1 2.0
3 CN 498 + 70 2.0 1.8
3 CP 599 + 139 1.9 1.8
3 D1 594 + 36 2.0 1.9
3 D2 507 + 16 2.0 1.8
6 CN 397 + 51 2.0 1.8
6 CP 440 + 148 2.1 1.8
6 D1 486 + 231 2.0 2.1
6 D2 412  + 205 2.0 2.1
12 CN 899 + 275 1.9 1.9
12 CP 697 + 231 2.0 1.9
12 D1 531 + 67 2.0 1.8
12 D2 779 209 1.9 1.8
24 CN 492 + 152 1.9 1.8
24 CP 630 + 102 1.8 1.8
24 D1 642 + 101 1.9 1.8
24 D2 610 + 86 1.9 1.8

Notacion: CN: Control no toxico, I. galbana 0.75 x 10°
3x 10% cel mL™. D1: dieta mixta 1. galbana (0.75 x 10° cel mL™) y G. catenatum (3 x 10° cel mL%);

D2: dieta mixta I. galbana (0.75 x 10° cel mL") y G. catenatum (30 x 10° cel mL").

cel mL?; CP: Control téxico, G. catenatum

Por otro lado, se comprob6 la ausencia de contaminacién con ADN en todas las

muestras, al realizar reacciones de PCR directas usando el ARN como templado y los

oligonuclettidos universales para el gen 28S. Como se muestra en la figura 6, las

reacciones realizadas bajo estas condiciones (ARN como templado) y sin templado (control

negativo) no rindieron ningun producto de PCR (lineas 2, 4-8), a diferencia del control

positivo (linea 3) en el que se usé como templado ADNCc de C. gigas.
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Figura 6. Perfil electroforético en gel de agarosa/Synergel al 1% en TBE 1X de productos
de PCR del gen 28S ARNTr obtenidos en la prueba de identificacion de contaminacion con
ADN del ARN de C. gigas extraido mediante el metodo AGPC (Chomczynski y Sacchi,
1987). Lineas: 1, marcador de peso molecular (1 Kb plus Ladder) 2, control negativo (sin
templado); 3, control positivo ADNc de C. gigas; 4-7, muestras de ARN total. Técnica de
tincion: EtBr; condiciones de separacion, 80 /45 min.

Una vez que se verifico la ausencia de ADN en las muestras de ARN total, se sintetizo el
ADN complementario (ADNCc); la eficiencia de sintesis fue alta obteniéndose
concentraciones entre los 2,300 y 2,500 ng pL™. EI ADNCc sintetizado se usé para hacer los

analisis RT-PCR, con la finalidad de evaluar la expresion de los 25 genes propuestos.

7.5 Estandarizacion de las curvas de saturacion y analisis de expresion mediante RT-
PCR.

Las curvas de saturacion llevadas a cabo para los analisis preliminares realizados
mediante PCR punto final de todos los genes, permitieron identificar el ciclo, para
programar la reaccion de PCR, en el que la amplificacion no alcanza la meseta de
saturacion, asi como identificar aquellos genes que no mostraron expresion bajo las
condiciones probadas. Cabe mencionar que los genes evaluados mostraron valores de

saturacion (mesetas) diferentes. En la figura 7 se muestran ejemplos de las curvas de
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saturacion obtenidas de tres genes evaluados: a) tubulina B (tub); b) 28S ARN ribosomal

(28s ARNT); y ¢) superoxido dismutasa tipo cobre/zinc (sod-cu/zn).

M 2 20 25 3035 40 4550 2 20 25 30 35 40 45 50 MZ-‘Z‘()H"““S 5

4 ”N

Figura 7. Perfil electroforético en gel de agarosa/Synergel® TBE al 1% de amplicones
obtenidos en experimentos de saturacion de PCR punto final para la evaluacion de
oligonuclettidos gen-especificos. Lineas: 1, marcador de peso molecular (1 Kb plus
Ladder, Invotrogen); 2, (control negativo, sin templado); 20-50, ciclos de amplificacion.
Paneles: a, tubulina-p; b, 28S ARNribosomal; ¢, superoxido dismutasa tipo cobre/zinc.
Técnica de tincion: EtBr; condiciones de separacion, 80 V/1 h.

De los 25 genes analizados en juveniles de C. gigas de 3 + 1 mm bajo las
condiciones de ensayo (agudo y subcronico), se observd la amplificacion solo en 16 de
ellos, mientras que en los ocho genes restantes no se logré observar producto de sintesis en
ningun tratamiento, dichos genes fueron: hspgy, inmunolectina B, lectina hepatica, f-
timosina, lisozima, inhibidor de proteinasas (Ser o Cys), fosfatasa alcalina y glucanasa f
1-3. Las graficas del anélisis de estos experimentos exploratorios del comportamiento de C.
gigas a la exposicion al dinoflagelado toxico (por RT-PCR), se muestran en los anexos | y
Il. Con base en estos resultados, se realizd una seleccion de los 16 genes que se
sobreexpresaron o reprimieron, asi como los tratamientos y tiempos de exposicion en los

gue se observd una mayor repuesta; estos genes seleccionados fueron considerados para los

analisis de expresion mediante gPCR (los analisis se detallan en la seccion 5.5.2).
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7.6 Estandarizacion de la eficiencia de amplificacion

Para determinar y estandarizar la eficiencia de amplificacion en los andlisis de
expresion, se realizaron curvas estandar de los oligonucle6tidos correspondientes a los 16
genes previamente seleccionados por RT-PCR y para otros tres genes involucrados en el
sistema inmune. Las figuras 8 y 9 corresponden a ejemplos de las curvas estandar
realizadas para cada uno de los genes analizados, y en estos casos en particular, para un gen
de referencia (fig. 8) y un gen blanco (fig. 9).

Los valores de Ct se distribuyeron entre 22.5 (28s) y 28.29 para el gen de la gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa (gapdh), estos fueron menores que uno entre las repeticiones. Las
curvas estandar exhibieron coeficiente de correlacién (R?) mayores a 0.98 y la eficiencia
del qPCR varié de 95% a 100%. La especificidad de la amplificacién de cada uno de los
primers fue confirmada por el andlisis de las curvas de disociacion, las cuales mostraron un
unico producto durante la corrida de qPCR. En la fig. 10 se muestran las temperaturas de
fusion de los genes de referencia que esta entre 82 y 85 °C. Ademas, los analisis
electroforéticos mediante gel de agarosa/synergel® también mostraron una sola banda para

todos los genes amplificados.
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Figura 8. Curva estandar para el gen de referencia candidato actina (act). Paneles: a) valor
umbral y eficiencia de amplificacion, b) regresion lineal, c) curva de fluorescencia y d)
curva de disociacion en ostiones de 3 = 1 mm de talla.
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Figura 9. Curva estandar para el gen blanco Ips-$ 1,3 glucano (Ibpg). Paneles: a) valor
umbral y eficiencia de amplificacion, b) regresion lineal, c) curva de fluorescencia y d)
curva de disociacion en ostiones de 3 = 1 mm de talla.
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Figura 10. Curvas de disociacion de (a) tub B, (b) efl-a, (¢) act, (d) gapdh y (e) 28s ARNT.

7.7 Determinacion de la estabilidad de los genes de referencia candidatos en juveniles
de 3+ 1 mm de C. gigas

Se determind la estabilidad de la expresion de cinco genes de referencia (tub f, efl-
a, act, gapdh y 28s ARNr) midiendo los niveles de expresion de ARN en muestras de ostién
(organismos completos). Para cada muestra, se calculd la estabilidad de la expresién de
cada gen utilizando la media geométrica de los valores Ct. Para realizar los analisis con el
algoritmo GeNorm, los valores ct fueron convertidos a cantidades relativas, utilizando el

método del Ct comparativo, mientras que para los analisis con el programa NormFinder,
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fueron transformados a logaritmo natural. Por otro lado, para los analisis con el algoritmo

BestKeeper, los valores ct fueron usados directamente.

7.7.1 Anélisis GeNorm

Con este programa se realizaron dos analisis: primero utilizando la macro de Excel
del programa de GeNorm (Vandesompele et al. 2002), los valores de los ct fueron
convertidos a cantidades relativas, aplicando la formula del método del Ct comparativo,
posteriormente, estos valores fueron introducidos en el programa para llevar acabo el
andlisis. La estabilidad de la expresion (M) de cada gen de referencia candidato evaluado se
muestra en la figura 11. Un valor de M bajo indica una expresién muy estable de ese gen
bajo las condiciones del ensayo. Los genes con los valores de M maés bajos Y, por lo tanto,
los més estables fueron: 28s ARNr y gapdh con un valor de M=0.08. Los valores de M
arriba de 1.5 indican que los genes son altamente variables en las condiciones probadas, por
lo tanto, no podrian utilizarse como genes de referencia. Ademas, el programa GeNorm
también determina el nimero 6ptimo de genes de referencia que se pueden usar, mediante
el calculo de la variacion pareada (V) entre los genes candidatos. Dicho factor es obtenido
por el andlisis de los cambios en el factor de normalizacion, por la adicion sucesiva del gen
de referencia candidato mas estable (NFN y NFN+1). Los analisis de variacion para estos
genes arrojaron valores de 0.095 para VV2/3, 0.096 para V3/4 y 0.090 para V4/5 (fig. 12).
Una variacién grande indica que el gen afadido tiene un efecto significativo y debe ser
incluido para el calculo de un factor de normalizacion confiable. En nuestro caso, se puedo
observar un pequefio incremento en el valor de V3/4, que no fue significativo al afiadir el

tercer gen, por lo tanto, no fue necesario que el factor de normalizacion considerara tres
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genes de referencia. Una variacion mayor a 0.15 indica que el gen o genes no pueden
utilizarse como genes de referencia solos, sino que tendria que incluir otros genes para

conseguir un factor de normalizacién correcto y asi disminuir el error de cuantificacion.

El segundo anélisis que se realiz6 fue utilizando los datos de ct sin transformar a cantidades
relativas, estos fueron directamente introducidos como valores de ct utilizando también el
programa de GeNorm en la pagina web: RefFinder

(http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference#) (fig. 13 a).

Los genes con los valores de M mas bajos y, por lo tanto, los méas estables también fueron:

28s ARNr y gapdh con un valor de M = 1.31.

7.7.2 Anélisis NormFinder

Para realizar este andlisis también se prob6 un macro del programa en Excel, con el
que los datos fueron transformados a logaritmo natural, y la variacion entre grupos se midio
al asignar categorias a las muestras (segun el tratamiento y tiempo de exposicion), de forma
que el gen mas estable seria aquel cuyos valores se distribuyan mas cercanamente a cero
(también se realiz6 un analisis a través de la pagina web de Redfinder). Los resultados entre
estos dos métodos coincidieron, por tal razon en este documento solo se presenta la gréfica
de estabilidad que mostré Redfinder. Los genes con menor variacion fueron: gapdh (0.77) y
tub g (1.24). Por lo tanto, los resultados de NormFinder mostraron que el mejor par de

combinaciones de genes de referencia fue gapdh y tub # con un valor de 0.003 (Fig. 13a).


http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference
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7.7.3 Analisis de BestKeeper

Con el fin de comparar los resultados de los algoritmos GeNorm y NormFinder, los
datos también se analizaron utilizando el método BestKeeper que es independiente de
clasificacion. En la figura 13 b, se muestra el indice de estabilidad de BestKeeper, con este
programa se encontré al igual que con GeNorm, los genes con mayor estabilidad fueron
28S ARNr (1.81) y gapdh (1.91), por lo tanto, adecuados para la normalizacién de los

datos.

Con base al consenso de los tres programas utilizados, se decidié utilizar como genes de
referencia 28S ARNr y gapdh para los analisis de expresion por qPCR en muestras

provenientes de juveniles de talla pequefia.
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Figura 11. Promedio de la estabilidad de la expresion génica (M) de genes candidatos de
referencia en C. gigas de 3 + 1 mm calculados con el software GeNorm. El valor de M bajo
indica la media de los genes maés estables (n = 18).
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Figura 12. Determinacion del nimero 6ptimo de genes de referencia para la normalizacion
de analisis de la variacion pareada (V) utilizando software GeNorm. Los valores indican la
magnitud del cambio en el factor de normalizacion después de la inclusion de un gen de
referencia adicional (n = 18).
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Figura 13. Promedio de la estabilidad de la expresion génica de genes candidatos de
referencia, en C. gigas de 3 £ 1 mm calculados con GeNorm (a), BestKeeper (b) y
NormFinder (c) (n = 18).
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7.8 Analisis cuantitativo de la expresion de genes de respuesta a estres, defensa

antioxidante, sistema inmune y detoxificacion celular de juveniles de 3 £ 1 mm de C.

gigas.

Se estudiaron las respuestas aguda (horas) y subcronica (dias) de C. gigas
alimentado con células de G. catenatum, a través del analisis de los niveles de expresion de
genes que codifican proteinas de estrés como glutamina sintetasa (GS), de defensa
antioxidante como superdxido dismutasa tipo Cu/Zn (SOD-Cu/Zn), de detoxificacion
celular como glutatién S-transferasa (GST-S) y citocromo p450 isoforma CYP356AL1 y de
respuesta inmune como la Proteina de unién a LPS y B-1,3 glucano (LGBP) (fig. 14 y 15).
En términos generales, las variaciones en los niveles de expresion de los genes analizados
resultd ser dependiente del tiempo y de la concentracion de células tdxicas. Los analisis de
expresion se realizaron utilizando muestras de ADNc generadas a partir del ARN extraido
del homogeneizado de cinco organismos completos (por triplicado). Los niveles de
expresion de cada gen blanco, en las condiciones experimentales probadas (ostiones
alimentados con mezclas |. galbana/G. catenatum) y de control positivo (ostiones
alimentadas unicamente con G. catenatum), se compararon con la condicion “control no
toxico o control negativo a toxina” (ostiones alimentadas con I. galbana) considerada

“linea base”.
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7.8.1 Bioensayo de exposicion aguda con ostiones juveniles de 3 = 1 mm de talla.

En todos los genes analizados, se produjeron cambios en el nivel de transcritos como
respuesta de la exposicion aguda a los dinoflagelados toxicos (fig. 14).

El nivel de transcritos del gen sod-cu/zn en los ostiones alimentados con la mezcla de 3 x
10° cel mL™ de G. catenatum, aumenté 0.31 veces por encima de la linea base en las
primeras 12 h de exposicion, manteniéndose asi durante 24 h. Por el contrario, la
abundancia de transcritos de dicho gen en los ostiones alimentados con la mezcla de 30 x
10° cel mL™? de G. catenatum disminuy6 en las primeras horas (0.4 veces por debajo de la
linea base), y alcanzo niveles de expresion igual que el control a las 24 h de exposicion (fig.
14a). El nivel de transcritos en los ostiones alimentados sélo con G. catenatum (3 x 10 cel
mL™) aumentd significativamente (p < 0.05) después de 12 h de exposicién 1.1 veces por

encima de la linea base.

Los niveles de transcritos de gst-s disminuyeron en los ostiones alimentados con la dieta
mixta de I. galbana + G. catenatum (3 x 10% cel mL™) y en los alimentados con solo G.
catenatum (control positivo) en las primeras 6 h. Un incremento significativo (p < 0.05) en
el nivel de expresion, (fig. 14b) se observé en todos los tratamientos después de 12 h post-
exposicion. ElI mayor nivel del transcritos se observo a las 12 h en la dieta mixta de I.
galbana + G. catenatum (3 x 10° cel mL™) con 2.6 veces por arriba de la linea base y a las
24 h en los organismos alimentados con solo G. catenatum (3 x 10% cel mL™) con 2.3 veces

por arriba de la linea base.
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El gen gs mostré un aumento en los niveles de expresion durante las primeras 6 h de
exposicion en los organismos alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum
(3 x 10% cel mL™) y aquellos alimentados solo con G. catenatum (Fig. 14c). Sin embargo, a
las 12 h, el nivel de expresion de estos tratamientos regresd a nivel basal (organismos
alimentados con el control I. galbana), mientras que el nivel de transcritos de dicho gen en
los ostiones alimentados con la dieta mixta I. galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL™)
incrementd 0.6 veces; una vez alcanzadas las 24 h de exposicién, se observd una

disminucidn en los niveles de expresion en todos los tratamientos (p < 0.05) (Fig. 14c).

En el caso del gen Igbp el nivel de transcripcion incremento significativamente (p < 0.05) a
las 6 horas post-exposicion en los organismos tratados; observando un incremento de 4.8
veces por encima de la linea base (fig. 14d), mientras que a las 12 h post-exposicién, el
nivel de transcritos se mantuvo entre 2.3-3.3 veces por encima de dicha linea. EI mayor
nivel de expresion se observo en todos los tratamientos a las 24 h post-exposicion, cabe
destacar que el mayor incremento 18.43 veces por arriba del nivel basal, se observo en los

ostiones alimentados sdlo con G. catenatum (control positivo o toxico).

El efecto de G. catenatum a una concentracion de 3 x 10° cel mL™ en la transcripcion de
cpy356A1, asi como en el control téxico fue un incremento durante las primeras 6 h,
alcanzando valores entre 1.6 y 1.2 por encima de la linea base (respectivamente),
manteniendo dicho nivel hasta las 12 h. Sin embargo, el nivel de trascripcion de organismos
expuestos a la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum (30 x 10% cel mL™) aument6 1.5
veces a las 12 h (p < 0.05). En todos los tratamientos, los niveles de expresion volvieron a

niveles basales después de 24 h de exposicion (fig. 14e).
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Figura 14. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes: a) superdxido dismutasa
cobre/zinc (sod-cu/zn), b) glutation S transferasa (gst-s), (c) glutamina sintetasa (gs), d)
proteina de union a LPS y B-glucanos (Igbp), y e) del citocromo P450 isoforma cpy356A1.
Los valores de expresion se muestran como expresion normalizada respecto a los genes de
referencia 28s ARNr y gadph y relativo al calibrador (linea punteada). Las barras
representan la desviacion estandar (SD), mientras los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos y el control negativo (*p < 0.05, ** p=0.001; HSD de
Fisher).
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7.8.2 Bioensayo de exposicion subcrénica con ostiones juveniles de 3 £ 1 mm de talla.

En este tipo de bioensayo se observd que el nivel de transcripcion de los genes
implicados en la linea de defensa antioxidante y detoxificacion celular (sod-cu/zn y gst-s,
respectivamente), en todos los tratamientos incrementd a los 7 dias post-exposicion
disminuyendo a los 14 dias (fig.15a). El nivel de transcritos de sod-cu/zn aumento
significativamente en todos los tratamientos (p < 0.05): 10 veces por arriba de la linea base
en los organismos alimentados la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum (3 x 10° cel mL"
1), 71 veces en aquellos alimentados con la dieta mixta de |. galbana + G. catenatum (30 x
10° cel mL™) y 18 veces en los alimentados con el control téxico (solo G. catenatum, 3 x
10° cel mL™); el nivel de expresion disminuy6 a los 14 dias post-exposicién, sin embargo,

en todos los casos se mantuvo por encima del valor del control.

El efecto de G. catenatum a una concentracién de 3 x 10° cel mL™ en la transcripcién de
gst-s fue un incremento de 3 veces, 15 veces con la dieta mixta de I. galbana + G.
catenatum (30 x 10° cel mL™) y 11 veces con el control toxico. A los 14 dias de exposicion
el nivel de expresion disminuy6 al valor de la linea basal con la densidad mas baja de G.
catenatum, pero permanecié sobreexpresado (5 veces) con la dieta mixta de 1. galbana + G.
catenatum 30 x 10° cel mL™ (Fig. 15b). Asi mismo, el nivel de transcritos de gst-s aumento
significativamente (p < 0.05) a los 7 dias post-exposicion en todos los tratamientos; 4 veces
con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum de 3 x 10° cel mL™, 5 veces con la dieta
mixta de I. galbana + G. catenatum 30 x 10° cel mL™ y 8 veces en el control téxico (Fig.

15¢). En cambio, dicho nivel disminuy6 con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum 3
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x 10% cel mL™ y en el control téxico, pero a los 14 dfas post-exposicion aumentd 13 veces
con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum 30 x 10° cel mL™.

En el caso del gen Igbp, el efecto de la exposicion al dinoflagelado toxico, presentd un
comportamiento muy particular (Fig. 15d). Las diferencias se relacionan con la cantidad de
células toxicas en el sistema del bioensayo; se observaron diferencias significativas (p <
0.05) en los ostiones alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum 30 x 10°
cel mL™ a los 7 y 14 dias (12 veces por arriba de la linea de base). El nivel de expresion de
este gen se mantuvo por encima del nivel basal (3 veces) en los organismos alimentados
con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum 3 x 10° cel mL™, y se reprimi6 en los

organismos alimentados con el control toxico al finalizar el periodo de exposicion (dia 14).

El gen cpy356A1 mostr6 un aumento significativo (p < 0.05) en los organismos
alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum 30 x 10° cel mL™, de 15 a 35
veces en los dias 7 y 14 respectivamente, en comparacion con los alimentados con 1.
galbana (fig. 15e). El nivel de expresion en los organismos alimentados solo con el control
toxico incrementd 14 veces por arriba de la linea basal en el dia 7, disminuyendo el dia 14
pero manteniéndose 6 veces por arriba de la linea basal. Los resultados indican que en C.
gigas la transcripcion de estos 5 genes se afecta por la presencia del dinoflagelado téxico.
La magnitud de este efecto depende del tiempo de exposicién y de la concentracion de

células toxicas, asi como de la presencia de una segunda microalga en la dieta.



72

72, a £+  Ssodculzn 174 b - gst-s
] S
13
644
9 |
254 =+
17 5] =+
¥
9 l * :
i N S N B e =
17 © gs d ighp
3+
= =+
o ** 134 — T
o I
2134
=
oS
B o
s 9 ** |
£
3 ¥
g —_— 5.
i 31 * *
*
i 8 B H BEETRTN R
T T T T i
e epy35641 7 14
Tiempo de exposici 6n (dias)
36* *¥
.
I I patbana /G catenatuwn 3 x10° cel ml’
30 ** [ I palbana/G catenatum 30x10° o] i’
15/_ - Bl G cateratwn 3 %16 cel -wl (control positivo a toxinas PST)
— - I galbana ¢ 75x10° cel mL'(control negativo a toxinas PST)
8- +
+
*
7 14
Tiempo de exposici on (dias)

Figura 15. Analisis de la expresion relativa (qQPCR) de los genes: a) superéxido dismutasa
cobre/zinc (sod-cu/zn), b) glutatién S transferasa (gst-s), c) glutamina sintetasa (gs), d)
proteina de unién a LPS y B-glucanos (Igbp), vy e) del citocromo P450 isoforma cpy356A1.
Los valores de expresion se muestran como expresion normalizada con los genes de
referencia 28s ARNr y gapdh y relativo al calibrador (linea punteada). Las barras
representan la desviacion estandar (SD), mientras que los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos y el control negativo (* p < 0.05, **p = 0.001; HSD de
Fisher).
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7.9 Andlisis cuantitativo de la expresion de genes involucrados en la regulacion del
ciclo celular, citoesqueleto, inflamacion, apoptosis, cadena respiratoria y regulacion

proteica de juveniles de 3+ 1 mm de C. gigas.

Por otra parte, se analizé el efecto de la exposicion (aguda y subcronica) de C. gigas
a G. catenatum en los niveles de expresion de genes involucrados en: a) la regulacién del
ciclo celular: Factor 1 de ensamblaje de cromatina subunidad p55 (p55), Proteina p21
(p21), Factor de elongacion 2 (ef2) y proteina supresora de tumores (p53); b) la estabilidad
del citoesqueleto: actina (act), tubulina B (tub $); c) en procesos inflamatorios: caspasa 1
(caspl); d) cadena respiratoria: citocromo C oxidasa (coi) y €) de regulacion proteica:
tripsina (tryp) (fig. 16). Las muestras derivadas del bioensayo agudo fueron inicialmente
analizados mediante de RT-PCR semicuantitativo, los resultados obtenidos se muestran en

el anexo I11.

En el presente trabajo, nos enfocamos a analizar y describir a detalle los cambios en el nivel
de expresion durante el periodo de exposicion sub-cronica (14 dias) a través de analisis

cuantitativos por qPCR.

7.9.1 Genes del ciclo celular

En el caso de los genes involucrados en la regulacion del ciclo celular, se puede
observar que el nivel de transcripcion el gen que codifica p55 aumenta significativamente

(p < 0.05) en los ostiones alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum (3
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x10% cel mL™) después del primer dia de exposicién (fig. 16a). Por otro lado, en una
exposicion sub-crénica los valores de transcripcion mas altos se presentaron en el dia 7 en
los ostiones alimentados solo con el control toxico con 3 veces por arriba de la linea basal,
y en la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum 3 x10° cel mL* con 1.5 veces. En cambio,
el nivel de transcripcion aumentd significativamente en los ostiones alimentados con la
dieta mixta de 1. galbana + G. catenatum (30 x10° cel mL™) con 5 veces por arriba de la
linea base para el dia 14; en los ostiones alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G.
catenatum (3 x10° cel mL?) el nivel de expresion disminuyd hasta casi alcanzar el nivel
basal 0.5 veces por arriba de dicho nivel y, por Gltimo, el nivel de transcripcién en los
ostiones alimentados solo con G. catenatum no vario en relacion con la linea basal (fig.

16D).

En general, los transcritos del gen que codifica la proteina p21 se incremento en todos los
tratamientos, de manera significativa (p < 0.05) en las muestras de ostiones alimentados
con la dieta mixta de 1. galbana + G. catenatum (30 x10% cel mL™) con 4 veces por arriba
de la linea basal. En la exposicion sub-cronica se encontrd que la expresion de este gen
aumento significativamente (p < 0.05) alcanzando niveles mas altos al dia 7,
principalmente en los organismos alimentados con el control téxico con 5 veces arriba del
nivel basal, y en la dieta mixta con 3 x10° cel mL™ del dinoflagelado con 4.5 veces. El
nivel de expresion para dicho gen disminuyd hasta el nivel basal en los organismos
alimentados con el control toxico al dia 14; en los ostiones alimentados con la dieta mixta
de I. galbana + G. catenatum (3 x10° cel mL™), y con la dieta mixta de I. galbana + G.
catenatum (30 x10° cel mL™) el nivel de transcritos incrementd significativamente (p <

0.05) 16 veces por arriba del nivel basal (Fig. 16b).
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En el caso del gen ef2, el nivel de transcritos aument6 en los ostiones alimentados con la
dieta mixta de I. galbana + G. catenatum (3 x 10° cel mL™) y con la dieta mixta de |I.
galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL™) alrededor de 3 veces durante el primer dia de
exposicion (p < 0.05). El incremento en la transcripcion de dicho gen fue
significativamente mayor (p < 0.05) en los ostiones alimentados con la dieta mixta de I.
galbana + G. catenatum (30 x10° cel mL™) con 12 veces arriba del nivel basal, en los
organismos alimentados con el control toxico (solo G. catenatum) con 5 veces y en los
ostiones alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum (3 x10% cel mL™) con
4 veces por arriba del nivel basal al dia 7 de exposicion (Fig. 16 c). El nivel de transcrito
disminuy6 tanto en los ostiones alimentados con las 2 dietas mixtas como con el control
toxico o positivo, sin embargo siguieron permaneciendo por arriba del nivel basal (es decir
sobreexpresados); la dieta mixta de 1. galbana + G. ctatenatum (30 x10° cel mL™) fue el
tratamiento que continud con una mayor sobrexpresion 4 veces por arriba del nivel basal al
final del experimento dia 14 de exposicion. Para el gen p53, se observd sobreexpresion en
los ostiones alimentados con ambas dietas mixtas asi como en el control toxico a partir del
dia 3. La mayor sobreexpresion se encontrd en el dia 7 principalmente en los ostiones
alimentados con las dietas mixtas (Fig. 16d). Sin embargo, se observo represion de este gen
en los ostiones alimentados tanto con las dietas mixtas como con el control toxico en el dia

14.
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Figura 16. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas bajo
exposicion subcronica a G. catenatum. Paneles: a) Factor 1 de ensamblaje de cromatina
subunidad p55 (p55), b) Proteina p21 reguladora del ciclo celular (p21), ¢) Factor de
elongacion 2 (ef2), d) Proteina p53 (p53). Los valores de expresion se muestran como
expresion normalizada con los genes de referencia 28S ARNr y gapdh y relativo al
calibrador (linea punteada). Las barras representan la desviacion estandar (SD) y los
asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos y el control negativo (*p
<0.05, **p = 0.001; HSD de Fisher).

7.9.2 Genes del citoesqueleto y procesos inflamatorios

La transcripcion de act se increment6 significativamente (p < 0.05) en organismos
alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum (3 x 10° cel mL™) y en
organismos alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL

1) con 3y 4.5 veces arriba del nivel basal respectivamente en el primer dia de exposicion.
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En un periodo de mayor de exposicion (7 dias) la transcripcion de act se incrementé a 3.5y
5 veces respectivamente en los ostiones alimentados con 3 x10° y 30 x10° cel mL™ de G.
catenatum, este Ultimo permanece asi hasta el final del experimento (dia 14); en los
ostiones alimentados con el control tdxico (s6lo con G. catenatum) incrementd 3 veces a

los 7 d y disminuy6 hasta alcanzar el nivel basal a los 14 d (fig. 17a).

Asi mismo, el nivel de transcritos de zub £ se incrementd en los ostiones alimentados con la
dieta mixta de 1. galbana + G. catenatum (3 x 10% cel mL™) y los ostiones alimentados con
la dieta mixta de |. galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL™®) 1.5 y 2 veces
respectivamente. No obstante, ante un periodo mas prolongado de exposicion la
transcripcion se reprime considerablemente en los ostiones alimentados con la dieta mixta
de I. galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL™) lo que implica hasta 0.7 veces por abajo
del nivel basal, manteniéndose asi hasta el dia 14. En los ostiones alimentados con la dieta
mixta de I. galbana + G. catenatum (3 x 10° cel mL™), el nivel de transcrito de b S se
mantuvo sobreexpresado después de 7 dias de exposicidn, pero aumentd su transcripcion
significativamente (p < 0.05) al dia 14 de exposicion, al igual que en los ostiones

alimentados sélo con G. catenatum 2 veces por arriba del nivel basal (fig. 17 b).

En relacion a la transcripcion de casp 1, esta se mantuvo en niveles basales durante el
primer dia de exposicion al dinoflagelado, sin embargo, tras 7 dias de exposicién se
observo un incremento significativo (p < 0.05) en los ostiones alimentados con los dos
tratamientos y el control téxico, siendo mayor con la dieta mixta de I. galbana + G.
catenatum (30 x 10% cel mL™) con 18 veces por arriba del nivel basal y en los organismos

alimentados con el control toxico con 14 veces. El nivel de transcritos disminuy6 hasta
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igualar el nivel basal en los ostiones alimentados con la dieta mixta de I. galbana + G.
catenatum (3 x 10% cel mL™Y) y en los alimentados con el control téxico (s6lo G.
catenatum), mientras que en los organismos alimentados con la dieta mixta de 1. galbana +
G. catenatum (30 x 10° cel mL™) el gen permanecié sobreexpresado 7 veces por encima del

nivel basal (fig. 17¢c).
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Figura 17. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas relacionados
con el citoesqueleto y sistema inmune, bajo exposicién a G. catenatum. Paneles: a) Actina
(act); b) Tubulina B (tub B), c) Caspasa 1 (caspl). Los valores de expresion se muestran
como expresion normalizada con los genes de referencia 28S ARNr y gapdh y relativo al
calibrador (linea punteada). Las barras representan la desviacion estandar (SD) y los
asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos y el control negativo (* p
<0.05, ** p =0.001; HSD de Fisher).

7.9.3 Gen de la citocromo oxidasa | (coi) y de tripsina (tryp)

Por otro lado, también se monitoreo la expresion de gen coi, encontrandose que a
los 7 d de exposicion el nivel de transcritos se incremento (p < 0.05) significativamente con

3 x 10° cel mL™ (2 veces) y 30 x 10° cel mL™ (3 veces) de G. catenatum por encima de la
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linea basal. En cambio, la transcripcion se reprimid significativamente (valores por debajo
de la linea basal) después de 14 dias de exposicidon al dinoflagelado (fig. 18 a). Finalmente,
el gen tryp, mostr6 un comportamiento similar al del coi, con una sobreexpresion con

ambos tratamientos a los 7 d de exposicion, siendo mayor con 30 x 10° cel mL™ (7 veces)

(fig. 18 b).
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Figura 18. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas bajo
exposicion a G catenatum. Paneles: a) citocromo oxidasa | (coi), b) tripsina (tryp). Los
valores de expresion se muestran como expresion normalizada con los genes de referencia
28s ARNr y gapdh y relativo al calibrador (linea de puntos). Las barras representan la
desviacién estandar (SD), los asterisco indican diferencias significativas entre los
tratamientos y el control negativo (*p < 0.05, **p = 0.001; HSD de Fisher).
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7.10 Determinacion de la estabilidad de los genes de referencia candidatos en glandula

digestiva y hemocitos en juveniles de 50 = 10 mm de C. gigas.

Se determind la estabilidad de la expresion de cinco genes de referencia (tub f, efl-
a, act, gapdh y 28s ARNr) como se menciona en el apartado 6.10, midiendo sus niveles de
expresion en muestras de ADNc de glandula digestiva de ostiones alimentados con una
dieta mixta de I. galbana (2 x 10° cel mL™) + G. catenatum (6 x 10° cel mL™), comparando
con un control no téxico de 1. galbana (2 x 10° cel mL™) y un control téxico dieta con solo
G. catenatum (6 x 10° cel mL™). Para cada muestra, se calculé la estabilidad de la expresion
de cada gen utilizando la media geométrica de los valores Ct. Los andlisis se realizaron
directamente en la pagina web: RefFinder

(http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference#) utilizando los programas

GeNorm, NormFinder y BestKeeper.

7.10.1 Analisis Genorm

Con el programa GeNorm, se estimo la estabilidad de la expresién (M) de cada gen
de referencia candidato evaluado (fig. 19a). Un valor de M bajo indica una expresion muy
estable, en las condiciones de ensayo, del gen analizado. Los genes con los valores de M
mas bajos fueron: gapdh y efl-a con un valor de 1.10. Los valores de M por arriba de 1.5
indican una alta variabilidad bajo las condiciones probadas, por lo tanto, no podrian

utilizarse como genes de referencia.


http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference
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7.10.2 Anélisis de BestKeeper

En la figura 19b, se muestra el indice de estabilidad obtenido con BestKeeper, que
al igual que GeNorm, permitio identificar como los genes con mayor estabilidad a gapdh
(1.38) y efl-a (1.70), por lo que pueden considerarse adecuados para la normalizacion de

los datos.

7.10.3 Analisis NormFinder
Los resultados encontrados con este programa mostraron que el gen con mayor
estabilidad bajo las condiciones de ensayo es tub g (0.42) ya que presento un valor cercano

a cero.

Con base al consenso de los resultados de los tres programas utilizados, se decidid utilizar
gapdh, efl-a y tub B como genes de referencia para realizar los anélisis de expresion por

gPCR en glandula digestiva de C. gigas (fig. 19c).

Asi mismo, se analizo la estabilidad de la expresion de cinco genes de referencia (tub p,
efl-a, act, gapdh y 28s ARNr) como se menciona en el apartado 6.10, midiendo sus niveles
de expresion en muestras de ADNc de hemocitos de ostiones alimentados con una dieta
mixta de I. galbana (2 x 10° cel mL™) + G. catenatum (6 x 10° cel mL™), comparando con
un control no téxico de 1. galbana (2 x 10° cel mL™) y un control téxico dieta con solo G.
catenatum (6 x 10° cel mL™). Para cada muestra, se calculé la estabilidad de la expresion de
cada gen utilizando la media geométrica de los valores Ct. Cabe aclarar que los valores de

ct para act y tub £ mostraron inconsistencias por lo que se descartaron para este anélisis. El
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anélisis  se realiz6  directamente  en la  péagina  web: RefFinder

(http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference#) utilizando los programas

GeNorm, NormFinder y BestKeeper. En la tabla VIII, se muestran los valores de
estabilidad para los 3 genes analizados con cada programa utilizado. Genorm y NormFinder
coincidieron en que 28s ARNr y gapdh fueron los 2 genes mas estables y BestKeeper
mostro al gen efl-o como el mas estable, entonces, se tomo la decisién de incluir los 3

genes como enddgenos para realizar los anélisis de expresion en hemocitos de C. gigas.


http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference
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Figura 19. Promedio de la estabilidad de la expresion de genes candidatos de referencia en
glandula digestiva de juveniles de 50 + 10 mm de C. gigas, calculados con los softwares
GeNorm (a), BestKeeper (b) y NormFinder (c) (n = 18).
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Tabla VIII. Andlisis de estabilidad de los genes de referencia en hemocitos de juveniles de

50 £ 10 mm de C. gigas.

Gen Valor de estabilidad
GeNorm (M) NormFinder BestKeeper
28s ARNr 1.40 1.11 2.04
Gapdh 1.40 1.63 1.96
efl-a 2.23 1.84 1.57

7.11 Andlisis cuantitativo de genes de regulacion del ciclo celular, citoesqueleto,
inflamacion, apoptosis y detoxificacion en glandula digestiva de juveniles de 50 + 10

mm de C. gigas.

7.11.1 Genes de regulacion del ciclo celular

Para determinar el efecto de la exposicién de C. gigas al dinoflagelado tdxico a
nivel de glandula digestiva, se determinaron los cambios a nivel de transcripcion de genes
que participan en puntos clave de control y reparacion del dafio dentro de la progresion del
ciclo celular, genes relacionados con procesos de inflamacion, apoptosis y citoesqueleto,
para de esta forma analizar y entender la posible correlacién sobre un efecto genotoxico de

las PST producidas por G. catenatum.

En este estudio, la exposicion modifico la cantidad de transcritos en los ostiones
alimentados con la dieta mixta de 1. galbana (2 x 10° cel mL™) + G. catenatum (6 x 10° cel

mL™), y el control téxico (sélo G. catenatum). Como puede observarse en la figura 20, en
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todos los genes analizados los cambios a nivel de sintesis de mensajeros se presentan a
partir del dia 3 de exposicion. Para el gen p21, el mayor nivel de transcripcion se encontrd
en el control toxico (6 x 10° cel mL™ de G. catenatum), donde el maximo se registré al dia

7 con 13 veces arriba del nivel basal (fig. 20a).

Por otro lado, el gen p53 se observd completamente reprimido en los ostiones alimentados
con la dieta mixta de 1. galbana (2 x 10° cel mL™) + G. catenatum (6 x 10° cel mL™), asi
como en el control téxico (6 x 10° cel mL™ de G. catenatum) a las 24 h de exposicion; sin
embargo, se encontraron niveles maximos de 4 veces por arriba del nivel basal en ambos

tratamientos a los 3 dias de exposicion (fig. 20b).

El nivel de transcritos de cafp55, se incrementd significativamente en los ostiones
alimentados con la dieta mixta de I. galbana (2 x 10° cel mL™) + G. catenatum (6 x 10° cel
mL™) a partir de los 3 dias de exposicién con 4 veces arriba del nivel basal y en los ostiones
alimentados con el control toxico con 3 veces (fig. 20c).

La expresion de ef2 solo presentd un ligero aumento con la dieta mixta y en el control
toxico a los 3 dias de exposicion, sin embargo, a los 7 dias se reprimi6 0.5 veces por debajo

del nivel basal en ambas condiciones (fig. 20d).
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Figura 20. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas relacionados
con la regulacion del ciclo celular en glandula digestiva, bajo exposicién subcrénica a G.
catenatum. Paneles: a) Proteina p21 reguladora del ciclo celular (p21); b) Proteina p53
(p53); c) Factor 1 de ensamblaje de cromatina subunidad p55 (cafp55); d) Factor de
elongacion 2 (ef2). Los valores de expresidon se muestran como expresién normalizada con
genes de referencia gapdh, efl-a y tub gy relativo al calibrador (linea de puntos). Las
barras representan la desviacién estandar (SD) mientras que el asterisco indica diferencias
significativas entre los tratamientos y el control negativo (*p<0.05, **p<0.001; HSD de
Fisher).
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7.11.2 Genes involucrados en procesos inflamatorios y el citoesqueleto

El nivel de transcritos del gen de la caspl, no sufri6 modificaciones durante las
primeras 24 h de exposicion al dinoflagelado, sin embargo, se observo una sobreexpresion
significativa después de los 3 dias, permanecio asi hasta los 7, tanto con la dieta mixta (6 x
10° cel mL™ de G. catenatum) y el control téxico. En este Gltimo, se registraron los valores
maximos de hasta 13 veces por arriba del nivel basal a los 7 dias (fig. 21a). En el control
toxico, el nivel de transcritos del gen de la act se sobreexpreso durante los 3 primeros dias
de exposicion y se reprimid hasta alcanzar el nivel basal a los 7 dias, mientras que el
tratamiento con 6 x 10° cel mL™ presentd un ligero incremento a los 3 dias de exposicién,

pero se observé casi completamente reprimido a los 7 dias (fig. 21b).
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Figura 21. Analisis de la expresion relativa (QPCR) de los genes de C. gigas relacionados
con la regulacién del ciclo celular y citoesqueleto en glandula digestiva, bajo exposicion
subcrénica a G. catenatum. Paneles: a) Actina (act), b) Caspasa 1 (caspl). Los valores de
expresion se muestran como expresion normalizada con los genes de referencia gapdh, efl-
a Yy tub B (genes de referencia) y relativo al calibrador (linea de puntos). Las barras
representan la desviacion estandar (SD) y los asteriscos indican diferencias significativas
entre los tratamientos y el control negativo (*p < 0.05, **p = 0.001; HSD de Fisher).
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7.12 Analisis cuantitativo de genes relacionados con la respuesta inmune en hemocitos

de juveniles de 50 £ 10 mm de C. gigas.

En este trabajo, se encontré que en los hemocitos de ostiones expuestos a G.
catenatum, los cuatro genes relacionados al sistema inmune (Igbp, if44, cvt y hsp70) fueron
regulados, observandose que la mayor sobreexpresion se presentd en los ostiones
alimentados con el control téxico (6 x 10° cel ml™ de G. catenatum) en el primer dia de

exposicion.

El nivel de expresion del gen Igbp se incremento en los ostiones alimentados con el control
toxico, 12 veces por encima del nivel basal en el primer dia de exposicion, disminuyendo a
los 3 dias, sin embargo, aln se mantuvo sobreexpresado quedando arriba del nivel basal. En
los ostiones alimentados con la dieta mixta de I. galbana (2 x 10° cel mL™) + G. catenatum
(6 x 10° cel mL™) la transcripcion de Igbp se incrementé desde el dia uno 1 hasta el dia 7,

alcanzando un valor maximo de 9 veces por arriba del nivel basal (fig. 22a).

El gen if44 se sobreexpreso en los ostiones alimentados tanto con la dieta mixta como con
el control téxico, mostrando valores de 8 y 13 veces respectivamente por arriba del nivel
basal para el dia uno, posteriormente disminuyo significativamente (p < 0.05) en ambas

condiciones a los 3 d de exposicién (fig. 22b).

El gen cvt se sobreexpreso en los primeros 3 dias de exposicion al dinoflagelado, con un

valor maximo en los ostiones alimentados con el control toxico con 7 veces arriba del nivel
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basal para el dia 1, sin embargo, después del dia 3 se reprimio significativamente (p <
0.05) por abajo del nivel basal después de 7 dias de exposicidn en dicho tratamiento. En los
ostiones alimentados con la dieta mixta de I. galbana (2 x 10° cel mL™) + G. catenatum (6
x 10% cel mL™), sigue un comportamiento igual, con una mayor sobreexpresion para el dia 1
con 3 veces por arriba del nivel basal y con una disminucion significativa (p < 0.05) hasta

casi reprimirse en el dia 7 de exposicion (fig. 22c).

El nivel de transcritos del gen hsp70 incremento significativamente (p < 0.05) durante el
primer dia de exposicion, con valores de 35 veces por arriba del nivel basal en los ostiones
alimentados con el control téxico y 28 veces en la dieta mixta de 1. galbana (2 x 10° cel
mL™) + G. catenatum (6 x 10° cel mL™); después del dia 3 se observé una disminucién en
el nivel de transcripcion en ambas condiciones, pero ain se mantiene sobreexpresado por
arriba del nivel basal con valores de 8 veces hasta concluir el experimento (al dia 7) (fig.

22d).



90

a . Ighp b if44
171 17 -
13 b 131
I*_I *¥
9 * 9 * *
5 s 5
1. - SO I 1L, - .
c ** evi d hsp70
9_ ¥
36
7 T 29
5 224
* 154 — .
3 :
8
11— 1 N e
- 14— N .
1 3 7 1 3 7
Tiempo de exposicion (Dias)

— - Fochnysis galbana 2x10% ed .mL'l(CmIIdnqﬂivoatuxinmPS'l')
I Gymmodinium catenatum 6x10"cd mL" (Control positivo atoxinas PST)
[ Fochrysis gatbana/ Gymmodinium catenatum 6310° od -ml"

Figura 22. Analisis de la expresion relativa (qQPCR) de los genes de C. gigas de genes
relacionados con la respuesta inmune en hemocitos de C. gigas, bajo exposicion subcronica
a G. catenatum. Paneles: a) Proteina de union a LPS y B-1,3glucano (Igbp); b) Proteina
inducida por interferon 44 (if44); c¢) Cavortina (cvt); d) Proteina de shock térmico HSP70
(hsp70). Los valores de expresion se muestran como expresion normalizada con los genes
de referencia gapdh, 28s ARNr y efl-a y relativo al calibrador (linea de puntos). Las barras
representan la desviacion estandar (SD) mientras que los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos y el control negativo (*p < 0.05, **p = 0.001; HSD de
Fisher).



91

7.13 Analisis histologico en juveniles de C. gigas de 3+ 1 mm

7.13.1 Glandula digestiva

Las lesiones y los cambios estructurales que se observaron en la glandula digestiva
de C. gigas de 3 + 1 mm de talla alimentados con las dietas mixtas y el control toxico
durante los 14 dias de exposicion fueron aplanamiento celular, inflamacién, ruptura,
exfoliacion, y metaplasia. Los ostiones alimentados con el control no téxico (l. galbana)
mostraron en las células de absorcion de los tubulos de la glandula digestiva una altura
normal, los epitelios no se observaron aplanados y el lumen de los tabulos de la glandula
presento una forma normal estrellada (Fig. 23a). En cambio en los ostiones alimentados con
la dieta mixta de 3 x 10° cel mL™ de G. catenatum, en las células de absorcion del epitelio
de forma cuboidal se observé una altura intermedia y desprendimiento de algunas células
dentro del lumen de los tabulos (Fig. 23c). Los ostiones alimentados con el control toxico
(Fig. 23b) y la dieta mixta de l.galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL™) presentaron una
disminucion considerable en la altura de las células de absorcién de los tubulos de la
glandula digestiva, con una exfoliacién aguda del epitelio digestivo principalmente en la
dieta mixta y migracion de las células de absorcion al lumen de la glandula (Fig. 23d),
como es indicado en la figura con flechas negras. Ademas, en los organismos alimentados
con el control téxico se puede observar metaplasia del epitelio de la glandula digestiva que
muestra una apariencia cuboidal baja de las células epiteliales acompafiada por una
marcada dilatacion de la luz de la glandula digestiva y ruptura del epitelio (como se indican

en la figura con flechas en color azul). Sin embargo, los ostiones alimentados con la dieta
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mixta con 30 x 10° cel mL? de G. catenatum fueron los mas severamente afectados,

presentando apariencia escamosa del epitelio tubular y metaplasia (flechas en color azul).

Figura 23. Corte transversal de los tdbulos de la glandula digestiva de juveniles de C. gigas
de 3 + 1 mm, expuesto a G. catenatum (técnica de tincién, hematoxilina-eosina). Paneles:
a) organismo control alimentados con 1. galbana (0.75 x 10° cel mL™); (b) control toxico
G. catenatum (3 x 10° cel mL™); (c) dieta mixta I. galbana (0.75 x 10° cel mL™?) + G.
catenatum (3 x 10° cel mL™); (d) dieta mixta 1. galbana (0.75 x 10° cel mL™) + G.
catenatum (30 x 10° cel mL™) (Microscopio Olympus BX41, 100 X).

7.13.2 Musculo, Manto y Branquia

Los organismos expuestos al dinoflagelado toxico también presentaron dafios en
otros tejidos. En la figura 24 se muestran las alteraciones en: musculo, branquia y manto en

los ostiones alimentados con la dieta mixta de I. galbana (0.75 x 10° cel mL™) + G.
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catenatum (30 x 10° cel mL™Y) comparado con los tejidos del control no téxico. Es
Importante aclarar que no se presentan las alteraciones con la dieta mixta con G. catenatum
(3 x 10% cel mL™) ni con el control téxico porque los dafios son similares, pero con un
efecto mayor en la dieta mixta con la mayor concentracion de G. catenatum. En la fig. 24a
puede observarse un corte transversal del musculo estriado de organismos alimentados con
el control no tdxico, en la que se observar las caracteristicas histoldgicas propias de un
tejido normal. En cambio, en el musculo estriado de los ostiones expuestos a las diferentes
condiciones con G. catenatum (fig. 24b) se observé aparentemente distrofia muscular
caracterizada por la separacion de fibras musculares (ocasionada aparentemente por la
disminucion en volumen), originando espacios intersticiales entre las células musculares
indicadas con las flechas en color negro; también se indica edema en algunas células
musculares (flechas en color azul). En la fig. 24c se muestran filamentos branquiales de
ostiones alimentados con el control no toxico, mientras que en la fig. 24d, se muestran los
mismos de ostiones alimentados con la dieta mixta de 1. galbana (0.75 x 10° cel mL™) + G.
catenatum (30 x 10° cel mL™Y). Estas estructuras también sufrieron un dafio por la
exposicion a las células tdxicas, se observa la pérdida de cilios branquiales e inflamacion
del tejido debido a exfoliacion y desorganizacion de las células epiteliales de los arcos
branquiales. Ademas, a través de inspeccion macroscépica y microscopica, se detectaron
lesiones en el manto (melanosis, caracterizada porque las células toman una coloracion
café), principalmente en los ostiones alimentados con el control tdxico y con la dieta mixta
de 1. galbana (0.75 x 10° cel mL™) + G. catenatum (30 x 10° cel mL™), en la imagen se

sefialas con las flechas en color negro la apariencia microscopica (fig. 24f).
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Figura 24. Cortes de diferentes tejidos en juveniles de C. gigas de 3 £ 1 mm, expuesto a G.
catenatum tefiidas con hematoxilina-eosina. Musculo estriado: a) organismo control
alimentados con I. galbana (0.75 x 10° cel mL™); (b) dieta mixta I. galbana + G. catenatum
(30 x 10% cel mL™). Branquia c) organismo control alimentados con I. galbana (0.75 x 10°
cel mL™); (d) dieta mixta I. galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL™). Manto e)
organismo control alimentados con I. galbana (0.75 x 10° cel mL™); (f) dieta mixta I.
galbana + G. catenatum (30 x 10° cel mL™) (Microscopio Olympus BX41, a 100 X).
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7.14 Analisis histoldgico en juveniles de C. gigas de 50 £ 10 mm

7.14.1 Glandula digestiva y otros tejidos

En la figura 25 a, se muestra la gldndula digestiva de los organismos alimentados
solo con I. galbana (control no toxico), en las que no hay dafio aparente. Se puede apreciar
el estado saludable de la glandula con su forma estrellada y los cilios de la cara interna del
epitelio intactos. En figura 25b y ¢ se muestra el dafio promovido en la glandula por la
ingestion de G. catenatum en ostiones de 50 + 10 mm de talla expuestos a la dieta mixta de
. galbana + G. catenatum 6 x 10° cel mL™ EI dafio tisular observado fue muy similar al
dafio encontrado en los organismos alimentados solo con el dinoflagelado (control toxico)
por lo tanto, solo se presentan las imagenes correspondientes a la dieta mixta. En ambas
condiciones, los ostiones presentaron una disminucién considerable en la altura de las
células de absorcion de los tabulos de la glandula digestiva (como se indica en la figura con
flechas en color negro), con exfoliacion aguda del epitelio digestivo y migracion de las
células de absorcion al lumen de la glandula (como se indica en la figura con flechas en
color rosa). Ademas, se observo infiltracion de hemocitos, pérdida de los cilios del epitelio
de los tubulos digestivos que rodean el lumen (cara interna) y un aumento en el nimero de

hemocitos en el tejido conectivo que rodea los tubulos.

Otro tejido que presento alteraciones tisulares en organismos expuestos al dinoflagelado
toxico fue el intestino; es importante sefialar que el epitelio intestinal consiste de una sola
capa de células epiteliales ciliadas y no ciliadas expuesto sobre una lamina basal, con

células caliciformes intercaladas entre ellas. En la fig. 25d se muestran el epitelio intestinal
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de los organismos alimentados con el control no toxico, en el que no se observa dafio: los
cilios del interior del lumen del intestino se presentan intactos y no se observan hemocitos
en diapédesis. En las figuras 25e y f, se muestra el dafio en los ostiones causado por la
ingestion de G. catenatum. Se identificaron las siguientes alteraciones: inflamacion del
tejido, diapédesis o infiltracion de hemocitos (atraviesan el epitelio intestinal hasta el
lumen), ademas, pérdida ciliar, desestabilizacion del tejido (espacios vacios, por donde

atravesaron los hemocitos) y desorganizacion de las células epiteliales.

En la figura 25g, se muestra la organizacion normal de las branquias de los organismos
alimentados con el control no toxico, mientras que en la fig. 25h, se presentan cortes del
intestino de ostiones alimentados con G. catenatum (dieta mixta y el control toxico). En
estos cortes se pudo identificar desorganizacién del epitelio e infiltracion de hemocitos a
nivel del tejido conjuntivo, ademas de alteraciones en los filamentos branquiales, fusion y

pérdida de la ciliatura.

El manto de los ostiones expuestos al dinoflagelado también presentaron dafios a nivel de
tejido, principalmente melanosis. En la figura 25i, se muestra una fotografia del manto de
organismos expuestos a condiciones normales en el que se observan las caracteristicas
histologicas propias de un tejido normal, mientras que en la fig 25j, se ejemplifica el dafio
provocado en los ostiones expuestos al dinoflagelado (dieta mixta y contro toxico), en estos

cortes se puede observarse melanosis (flechas en color negro).
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Figura 25. Histopatologia de varios tejidos de C. gigas de 50 £ 10 mm de talla, tefiidas con
hematoxilina-eosina. Glandula digestiva: (a) organismo control alimentados con I. galbana
(2 x 10° cel mL™), (b) y (c) organismo alimentados con I. galbana 2 x 10° cel mL* y G.
catenatum 6 x 10° cel mL™; Intestino: (d) organismo control alimentados con I. galbana (2
x 10° cel mL™), (e) y (f) organismo alimentados con I. galbana 2 x 10° cel mL* y G.
catenatum 6 x 10° cel mL™; Branquia (g) organismo control alimentados con I. galbana (2
x 10° cel mL™) y (h) organismo alimentados con 1. galbana 2 x 10° cel mLt y G.
catenatum 6 x 10° cel mL™; Manto (i) organismo control alimentados con 1. galbana (2 x
10° cel mL™) y (j) organismo alimentados con I. galbana 2 x 10° cel mL™ y G. catenatum 6
x 10% cel mL™. Microscopio olympus BX41, a 40 X y 100 X (c y f).
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8. DISCUSION

8.1 Observaciones sobre el comportamiento alimenticio y tasas de aclaramiento en

juveniles de Crassostrea gigas

Es bien conocido que en moluscos bivalvos las toxinas PST se acumulan en los
tejidos a través del proceso de alimentacion. Varias investigaciones se han enfocado al
estudio del efecto de la ingesta de dinoflagelados productores de estas toxinas, y abarcan un
amplio abanico de temaéticas, desde el comportamiento alimenticio (Shumway, 1990;
Bougrier et al., 1997; Wilsh et al., 1998, Gainey y Shumway, 1990; Hegaret et al., 2007), la
cinética de acumulacién (Gainey y Shumway, 1990; Laabir et al., 2007), los mecanismos
de depuracion (Gainey y Shumway, 1990; Guégen et al., 2008) hasta los dafios citolégicos
(Wikfors, 2005). En este estudio, C. gigas fue expuesto durante 24 horas (exposicion
aguda) y por un periodo de 14 dias (exposicion subcrénica) a diferentes concentraciones de
G. catenatum, tratando de emular (con sus limitaciones) el escenario al que se enfrentan los
organismos en el ambiente marino durante su primer contacto en un evento de marea roja o
FAN, dando seguimiento a los cambios que le suceden cuando esta expuesto durante un

tiempo prolongado a dichos eventos.

En este sentido, cuando C. gigas esta expuestoa células toxicas suceden cambios visibles en
el comportamiento alimenticio tanto en juveniles de 3 £ 1 mm como en aquellos de 50 £+ 10
mm, en tratamientos en dieta mixta y solo el dinoflagelado como son: cierre inmediato de
valvas, produccion de pseudoheces y moco, retraccion del manto y disminucién de la tasa

de aclaramiento. Esta respuesta en comportamiento puede considerarse como una
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manifestacion de cambios fisioldgicos inducidos por este dinoflagelado. Asi mismo, los
cambios en comportamiento alimenticio antes mencionados también han sido registrados en
otras especies de moluscos bivalvos expuestos a dinoflagelados toxicos (Bardouil et al.,
1996; Bougrier et al., 1997; Blanco et al., 1997; Wilsh et al., 1998; Lassus et al., 2000;
Laabir et al., 2007), por lo que los resultados obtenidos en este trabajo corroboran esta

informacion.

Por su parte Shumway (1991), indica que cuando los organismos son expuestos a una
concentracion de particulas por arriba de su limite de saturacion, son capaces de controlar
la cantidad de material ingerido haciendo uso de diferentes estrategias: a) reduciendo el
tiempo de bombeo (comportamiento de alimentacion discontinua), b) reduciendo sus tasas
de aclaramiento, y c) incrementando el material rechazado en forma de pseudoheces. Este
comportamiento concuerda con el trabajo reportado por Siu-Chung et al. (2001), en el que
Chlamys nobilis y Ruditapes philippinarum al ser alimentados con una mezcla de
Alexandrium tamarense (30-40 pm) y Thalassiosira pseudonana (5-6 pum) presentaron
tasas de aclaramiento similares; las almejas no fueron capaces de diferenciar entre las dos
especies de microalgas. Por su parte, Laabir et al. (2007) reportaron para C. gigas tasas de
aclaramiento de A. catenella de 0.34 (1 x 10° cel mL™) y de 0.26 para A. minutum (2 x 10°
cel mL™) en un periodo de 24 horas; estos datos son similares a los encontrados en este
trabajo con G. catenatum a 3 x 10° cel mL™. Ademés, Bardouil et al. (1996) demostraron
que la inclusion de un 10 % del dinoflagelado toxico A. tamarense en una dieta produce

una reduccion del 20 % en la tasa de aclaramiento de C. gigas.
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En este trabajo, observamos una gran cantidad de microalgas no filtradas a las 24 horas
post-exposicion con las dieta mixtas de 1. galbana + 3 x 10° y 30 x 10° cel mL™ de G.
catenatum (T3), lo que indica que la tasa de aclaramiento disminuyé significativamente (p
< 0.05) al incrementar la concentracion del dinoflagelado en la dieta. Aunque el tamafio de
G. catenatum (65-43 um) es entre 8-10 veces mayor que el de I. galbana (4-5 um), el
ostion fue capaz de ingerir las dos microalgas ya que al realizar los conteos celulares a
partir del agua de las unidades experimentales se observd una disminucion en el niamero de
las dos microalgas, esto también se corroboré al incluir la dieta con sélo el dinoflagelado
(control tdxico). El cierre parcial de valvas y la produccion de pseudoheces son un
indicativo de que C. gigas reguld la ingestion de particulas. Con esto se puede decir que en
una mezcla de estas microalgas, el ostién no selecciona las células con base en su tamafio,
sin embargo, se observd una preferencia por ingerir I. galbana. Este comportamiento ha
sido observado en otros estudios, en los que se menciona que los bivalvos hacen una
seleccion preingestiva que no necesariamente depende del tamafio celular, sino de otros
factores como la forma de la célula, su composicion bioquimica o la secrecion de algun
metabolito (Bougrier, 2003). De igual forma, se puede pensar que C. gigas no es capaz de
diferenciar el dinoflagelado tdxico de una microalga no toxica, ya que al realizar el analisis
microscopico de las pseudoheces se observaron ambas 6 también a |. galbana embebida en
el mucus, sin embargo, cabe aclarar que en las muestras observadas domind el

dinoflagelado.

En general, el tratamiento con la concentracién més alta del dinoflagelado (30 x 10% cel mL’
1) mostré un mayor efecto en el comportamiento alimenticio de C. gigas, revelando que un

periodo de 24 horas (exposicion aguda) no es suficiente para que los organismos se
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aclimaten a la condicién. En cambio, después del periodo inicial y con concentraciones
menores del dinoflagelado (3 x 10° cel mL™), C. gigas demostré capacidad para aclimatarse
a las dieta toxica, ya que las tasas de aclaramiento fueron mayores y la formacion de
pseudoheces no perdurd hasta finalizar el experimento. Este mecanismo de proteccion a
través de la regulacion en la tasa de aclaramiento o remocidn de las células toxicas, puede
permitir el aprovechamiento de la energia que los dinoflagelados proporcionan como fuente
de alimento ademas, de evitar el dafio por la ingesta de toxinas. Sin embargo, aun no es
claro si el efecto negativo sobre la conducta de alimentacion fue causado por la presencia
de la PST, otros compuestos celulares o debido al tamafio de las células del dinoflagelado

considerando el tamafio de I. galbana usado como control.

8.2 Efecto de G. catenatum en la expresion de genes de estrés, defensa antioxidante y

detoxificacion celular en C. gigasde 3+ 1 mm

Las bases moleculares de la respuesta de los organismos a las toxinas de microalgas
y dinoflagelados (en especial, de dinoflagelados productores de PST) son poco conocidas
en moluscos bivalvos. En este trabajo se seleccionaron cinco genes con diferentes
funciones, de los que uno o todos podria resultar ser una herramienta sensible para detectar

cambios cuando los ostiones estén expuestos a los dinoflagelados toxicos.

En términos generales, cuando C. gigas fue expuesto a G. catenatum, los cambios
observados fueron dependientes tanto del tiempo de exposicion como de la dosis utilizada
(ndmero de células proporcionadas del dinoflagelado), particularmente durante la

exposicion subcrénica. Aunque en los ostiones alimentados con I. galbana (control no
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toxico) los niveles basales de expresion exhibieron cierta variabilidad, estos cambios fueron
minimos durante el transcurso del bioensayo. Sin embargo, los cambios observados en el
nivel de expresion relativa en los organismos tratados (tiempo dosis-dependiente), sugieren
una relacion directa con la ingestion del dinoflagelado téxico. Por lo tanto, la magnitud de
dichos cambios podria tener su base en la susceptibilidad particular del gen (0 genes) a

cualquier componente del dinoflagelado y no solo a la presencia de las toxinas PST.

En los mecanismos de sefializacion para el reconocimiento de agentes extrafios, en primer
lugar sucede la interaccion con receptores celulares para iniciar la respuesta de defensa,
realmente no requiere la participacion de los productos obtenidos mediante la activacion
transcripcional. Las primeras respuestas asociadas a inductor-receptor son: la alteracion en
el flujo de iones a través de la membrana, la fosforilacion y desfosforilacion de proteinas
especificas de la célula, y la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ERO). Este ultimo
proceso sucede principalmente durante los primeros 2-5 minutos de la respuesta y se
conoce como estrés oxidativo (Manduzio et al., 2005). Las ERO actGan como mensajeros
secundarios, activando la transcripcion de genes especificos, probablemente implicados en
los procesos de destoxificacién y proteccion al dafio celular generado por el estrés
oxidativo (Manduzio et al., 2005). En este estudio se observo que la respuesta de defensa
inmediata del ostion (bioensayo de exposicion aguda) se presentd alterando el nivel de
expresion de los diferentes genes involucrados en respuesta a estrés, antioxidante,
detoxificacion y sistema inmune estudiados. Sin embargo, a lo largo de una exposicion
subcrénica el monitoreo de dichos genes permitieron observar su comportamiento a

mediano plazo, y como ésto afecta a los organismos.
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Las enzimas antioxidantes han sido propuestas como marcadores ambientales para evaluar
el impacto que genera el estrés oxidativo por metales pesados y algunos xenobi6ticos
orgénicos (Halliwell y Gutteridge, 1999; Tomanek, 2011). La enzima superdxido dismutasa
(SOD), es un importante componente de la defensa antioxidante en la mayoria de las
células expuestas a oxigeno. Esta enzima protege a la célula de las reacciones dafiinas
provocadas por el radical superéxido (¢O), convirtiéndolos a una forma menos peligrosa
al dismutar al radical superdxido a oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno (H,0,)
(Buggr et al., 2007). Durante las primeras 6 horas, el nivel de transcripcion del gen que
codifica la enzima SOD (sod-cu/zn) no fue alterado con 3 x 10° cel mL™, sin embargo, el
incremento fue observado después de 12 h de exposicion. Este resultado podria indicar que
el nimero de células de G. catenatum (3 x 10% cel mL™) causa una efecto positivo neto
sobre la expresion de sod-cu/zn, a pesar de que se da una adaptacion de la expresion
(aumento) que equilibra las condiciones para permitir la restauracion del estado de
homeostasis en los ostiones expuestos. Asi mismo, se encontré que después de un breve
periodo de exposicion a 30 x 10° cel mL™ de G. catenatum, la transcripcién de sod-cu/zn
fue reprimida; los efectos nocivos fueron evidentes dado que el efecto de represion bajo
esas condiciones fue continuo (desde el inicio del bioensayo y hasta las 24 h),
recuperandose lentamente. No obstante lo anterior, en una exposicion subcrdnica se
observé un aumento estadisticamente significativo (p < 0.05) en el nivel de expresion del
gen en los organismos alimentados con la dieta mixta (30 x 10% cel mL™) y en los
organismos alimentados con el control positivo, comparado con los alimentados con la
dieta mixta de 3 x 10° cel mL™ . Al mismo tiempo, se destaca que el nivel de expresion de
sod-cu/zn en los ostiones alimentados con el control toxico, fue mayor,

independientemente del tiempo de exposicion, presentando un punto maximo a los 7 dias
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de exposicion. La diferencia entre estas dos condiciones experimentales es la presencia de
I. galbana en la dieta, lo que sugiere que la presencia de una microalga no toxica mitiga de
alguna manera el dafio en los ostiones, al disminuir la magnitud del impacto. El gen que
codifica para sod-cu/zn estd involucrado en la respuesta celular a muchos estresores
ambientales y fisiolégicos, por tanto ha sido ampliamente estudiado en respuesta al estrés
oxidativo en moluscos bivalvos; en C. gigas se ha reportado principalmente después de la
exposicion a metales pesados (Jenny et al., 2002; Tomanek, 2011) termal (Meistertzheim et
al., 2007) mortalidad de verano (Huvet et. al, 2004) exposicion a plaguicidas (Boutet et al.,
2004; Tanguy et al. 2005; Colin et al. 2010), exposicion al dinoflagelado toxico P. lima
(Romero-Geraldo y Herndndez-Saavedra, 2012) y exposicién a brevetoxinas (Mello et al,
2013) donde encontraron que el nivel de expresion de dicho gen aumentd después del reto a
estas condiciones de estres. Como se mencion6 anteriormente este gen codifica para la
enzima SOD, capaz de disminuir los efectos dafiinos de los ERQOS, y por tanto es
considerada como una de las enzimas antioxidantes primarias. Existe una fuerte correlacion
entre ficotoxinas y el dafio oxidativo (Romero-Geraldo y Hernandez-Saavedra, 2012;
Estrada et al., 2007). Manduzio et al. (2005) sefialan que la represion de la sod-cu/zn puede
indicar una pérdida en la capacidad de proteccidn de la célula contra el radical superéxido,
ademas, estudios recientes demostraron un aumento en la produccion de EROS en C. gigas

expuesto a A. minutum productor de PST (Haberkorn et al., 20104, b).

De esta manera, la sobreexpresion del gen sod-cu/zn en los ostiones tras la alimentacion
con G. catenatum es indicativa de la eliminacion de ERO, asi como de su papel como
molécula antioxidante; esta es una estrategia para compensar el dafio a nivel celular,

aumentando la abundancia de transcritos, lo que podria incrementar la resistencia de los
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organismos. Es importante sefialar que esta es la primera vez que se reporta un incremento
del nivel de expresion de un gen que codifica una enzima antioxidante, en respuesta a la

exposicion de células completas de G. catenatum en C. gigas.

La glutation S transferasa (GST-S) pertenece a una gran superfamilia de enzimas
multifuncionales que participan en la destoxificacion celular, cataliza la conjugacion del
glutation (GSH) con compuestos electréfilicos con una amplia gama de agentes enddgenos
y xenobidticos, incluyendo sustancias toxicas y productos del estrés oxidativo (Boutet et

al., 2004; Manduzio et al. 2005).

En este trabajo, el nivel de expresion del gen gst-s mostro diferencias significativas entre
los ostiones expuestos a las dietas mixtas I. galbana + G. catenatum, control toxico y
control no toxico, entonces debido al papel importante que juega este gen en los procesos
de detoxificacion celular, probablemente esté involucrado en la regulacion y metabolismo
de los ostiones para eliminar las toxinas PST. En las dietas mixtas I. galbana + G.
catenatum y el control téxico el nivel de expresion de gst-s fue bajo durante las primeras 6
h de exposicidn, sin embargo, incremento significativamente (p < 0.05) después de las 12 h
en ambas condiciones. Se ha documentado, en este y en otros trabajos, que las primeras
respuestas de C. gigas ante la presencia de G. catenatum van desde la disminucion de la
tasa de alimentacion hasta el cierre de las valvas (Estrada et al., 2007), aunado a la
disminucion de palatabilidad del alimento como mecanismo de resistencia a dafio tisular
(Bardouil et al., 1993; Wildish et al., 1998; Lassus et al., 2004). Por lo tanto, este

comportamiento podria explicar el bajo nivel de expresion durante las primeras horas; en el
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caso de una exposicion subcrdnica, el incremento en el nivel de expresion se encontro en la

dieta mixta de 30 x 10° cel mL™ y control téxico en el dia 7 de exposicion.

La sobreexpresion de gst-s a largo plazo (exposicion subcrénica) también ha sido reportada
en C. gigas expuesto a contaminantes (Boutet et al., 2004). Las adaptaciones bioquimicas
que involucran una respuesta de expresion génica contra xenobidticos, como la actividad
GST, podria explicar en parte la resistencia de los consumidores a las amenazas quimicas
de los alimentos, ademas de proporcionar informacién sobre los mecanismos enzimaticos
involucrados (Vrolijk y Targett, 1992; Whalen et al., 2008; Tomanek 2011). La induccion
de gst-s con una dieta aleloquimica podria servir como un mecanismo de ajuste adicional de
proteccion contra la toxicidad (Vrolijk y Targett, 1992; Whalen et al., 2008); este fenémeno
podria estar sucediendo en nuestro sistema de estudio (dinoflagelado toxico-ostion). Las
diferencias en el nivel de transcripcion entre los tratamientos podrian tener su base en los
procesos de desintoxicacion que normalmente se asocian con estrés (Manduzio et al., 2005;

Lesser, 2006; Estrada et al., 2007).

Por otro lado, se ha encontrado que los ostiones presentan una alta acumulacién de toxicos
en los tejidos (toxinas o metales) después de siete dias de exposicién (Shumway, 1991;
Bricelj y Shumway, 1998); esto concuerda con nuestra observacion del aumento del nivel
de transcripcion de gst-s. Por tanto, la sobreexpresion recurrente de dicho gen podria
asociarse a un aumento de la resistencia del organismo a factores de estrées, incluyendo
compuestos toxicos (Vrolijk y Targett, 1992). Los resultados obtenidos contribuyen a una
mejor comprension de la funcion de gst-s y la presencia de mecanismos de resistencia hacia

un dinoflagelado toxico en su dieta.
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También se dio seguimiento a la expresion del gen de la glutamina sintetasa (GS) y se
encontrd que fue regulado por la exposicion al dinoflagelado en las dietas mixtas y en el
control téxico. La glutamina sintetasa (GS) es una enzima que juega un papel central en el
metabolismo del nitrogeno, catalizando la reaccion quimica entre el glutamato y el amonio
para la formacion de glutamina; su biosintesis ayuda a limpiar de amonio algunos tejidos ya
que convierte el nitrdgeno en urea y aminoacidos, participa en la biosintesis de nucledtidos,
ademés, desempefia un papel importante en el sistema nervioso central donde recicla
neurotransmisores de acido glutamico (Keepler, 2007). GS se encuentra en una amplia
gama de organismos, incluyendo microorganismos, plantas y animales. En moluscos, la
capacidad para la biosintesis de glutamina es generalmente débil o ausente, sin embargo,
también puede actuar como un mecanismo de desintoxicacion de cationes de amoniaco
(Tanguy et al. 2005). En respuesta al estrés generado por la exposicion al dinoflagelado
toxico, los ostiones exhibieron diferentes resultados en la expresion de gs bajo exposicion

aguda y subcronica, en términos de magnitud.

El efecto perjudicial de la presencia de las células toxicas en los ostiones, considerandose
hace evidente debido a la represion del nivel de expresion de gs a las 24 h post-exposicion
tanto en las dietas mixtas |. galbana + G. catenatum como en el control téxico. El nivel
mas alto de expresion del gen gs se observd durante una exposiciéon subcroénica. Al igual
que con los otros genes mencionados anteriormente, el incremento del nivel de expresion
de gs resultd altamente regulada tanto por la concentracion de células de G. catenatum
como por el tiempo de exposicion. La sobreexpresion del gen que codifican para GS, una
proteina de respuesta a estrés, ha sido estudiada en diversas especies de moluscos bivalvos

como una respuesta ante la presencia de hidrocarburos (Boutet et al., 2004a), hipoxia
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(David et al., 2005), plaguicidas (Boutet et al., 2004; Tanguy et al., 2005; Collin et al.,
2010) y exposicion al dinoflagelados toxicos P. lima (Romero-Geraldo y Hernandez-
Saavedra, 2012), y se ha observado que juega un papel fundamental en la resistencia de los
organismos a estos factores de estrés. Recientemente, Bao et al. (2013) reportaron un
incremento en el nivel de expresion de gs, en diferentes tejidos de la almeja Tegillarca
granosa durante una exposicion a Vibrio challenge, encontrando una mayor sobreexpresion
en hemocitos y manto, por lo que mencionan que gs podria estar involucrado en reacciones

inmunes.

La glutamina producida por la GS es necesaria para la sintesis de aminoécidos, purinas y
pirimidinas, que son moléculas esenciales en la sintesis de proteinas (Keepler, 2007). En
nuestra investigacion observamos que GS se comporta como una proteina constitutiva e
inducible a condiciones de estrés, por lo que el aumento en la expresion de gs podria ser el
reflejo de un aumento en la sintesis de proteinas, lo que resulta esencial para la regulacion
de la homeostasis en los organismos. También podria estar implicada en el mecanismo de
defensa inmune en respuesta al dinoflagelado toxico, sin embargo, resulta arriesgado

afirmarlo puesto que hacen falta mas estudios para comprobar esta funcion.

La proteina de union a LPS y B-1,3 glucano (LGBP) desempefia un papel crucial en la
inmunidad innata de invertebrados (Girdn-Pérez, 2010). La union de lipopolisacarido y/o -
1,3 glucano a la LGBP, activa la cascada pro-fenoloxidasa, que es una respuesta general de
estrés de naturaleza abiotica o bidtica en invertebrados como C. gigas (Montagnani et al.,
2007; Girén-Pérez, 2010). ElI mecanismo de defensa del hospedero puede dividirse en tres

pasos esenciales: deteccion del microorganismo infeccioso, activacion de las vias de
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sefializacion intracelular y, finalmente, la activacion del mecanismo efector (Giron-Pérez,
2010). La LGBP es una proteina de fase aguda que juega un papel critico en las
interacciones parasito-huésped, y es esencial en la respuesta general del sistema inmune
innato de los invertebrados. Los resultados de esta tesis indican una respuesta diferencial en
el nivel de expresion del gen que codifica la LGBP (lgbp), relacionada directamente con la
concentracion del dinoflagelado tdxico y con el tiempo de exposicion; observamos una
sobreexpresion de Igbp desde las primeras horas de inicio del bioensayo como bajo
exposicién subcronica (14 dias de exposicion) en los ostiones alimentados en dieta mixta
con I. galbana + 30 x 10° cel mL™ de G. catenatum. En los ostiones alimentados con el
control toxico (s6lo G. catenatum), la activacion de la respuesta inmune protectora, sugiere
que los ostiones son capaces de identificar al dinoflagelado como un elemento extrafio, que
podria funcionar como un invasor potencial, y no ser necesariamente una respuesta
asociada al deterioro fisiolégico provocado por la toxina presente en G. catenatum. Sin
embargo, dado el disefio experimental aplicado en este trabajo, asi como la pregunta
especifica (el efecto de las microalgas como en un fenémeno FAN y no el efecto aislado de
la toxina), para aislar e identificar el o los componentes de G. catenatum que pudieran ser
los responsables de esta respuesta seria necesario fraccionar al dinoflagelado, de la misma
forma como lo plantea Matus (2013) en su trabajo, al analizar el efecto de varias especies
del genero Prorocentrum y sus componentes (de forma aislada) en el perfil proteico 2D de
ostiones juveniles de 3-5 mm. Aunque muchos estudios han evaluado los efectos dafiinos
de las algas y sus toxinas sobre el sistema inmunolégico de bivalvos, las interacciones
biologicas entre ellos son poco conocidos, sobre todo en un nivel molecular. El gen Igbp ha
sido identificado en bibliotecas SSH de C. gigas expuesto a hidrocarburos donde

observaron una sobreexpresion (Boutet et al., 2004) al igual que en una exposicion a



110

parasitos protozoarios (Tanguy, 2004). Este trabajo proporciona la primera evidencia
experimental de que la exposicion de C. gigas a células tdxicas de G. catenatum incrementa
(temporalmente) la expresion de Igbp y podria desempefiar un papel critico en la
interaccién C. gigas-G. catenatum.

El citocromo P450 (CYP por su abreviacion en inglés) es una enorme y diversa
superfamilia de hemoproteinas encontradas en bacterias, archaea y eucariotas. Las proteinas
del CYP usan un amplio rango de compuestos (exdgenos y enddgenos) como sustrato de
sus reacciones enzimaticas. Por lo general, forman parte de la cadena de transferencia de
electrones con multicomponentes denominadas sistema contenedoras de P450. La reaccion
mas comun catalizada por el citocromo P450 es una reaccion de monooxigenasa, es decir,
la insercion de un atomo de oxigeno molecular (O3) en un sustrato organico (RH) a la vez

que otro &tomo de oxigeno es reducido a agua (Toledo-Silva et al., 2008).

El citocromo P450 constituye la primera defensa enzimética contra compuestos
xenobioticos. La biotransformacion de xenobidticos se realiza basicamente en dos fases:
fase I, catalizada principalmente por el sistema de monooxigenasas dependiente del
citocromo P450. Fase Il, en la que participan una serie de transferasas que catalizan
reacciones de conjugacién de los xenobidticos con diversas moléculas de naturaleza
enddgena como é&cido glucordnico, sulfatos, acetato, el tripéptido glutation o algunos
aminoacidos (Medeiros et al, 2008). Estas enzimas metabolizan una amplia variedad de
sustratos, tales como &cidos grasos, hormonas y xenobidticos (Boutet et al., 2004). En
organismos marinos, después de la exposicion a aleloquimicos de corales gorgonia (Vrolijk
y Targett, 1992) y a muchos otros contaminantes que tipicamente se liberan de forma

continua en el medio ambiente como hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales
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pesados (por ejemplo, Pb y Cu), y los productos quimicos disruptores endocrinos (Tanguy

et al., 2002; Boutet et al., 2004),

En este trabajo, la sobreexpresion del gen cyp356A1 se encontrd sobreexpresado en los
ostiones alimentados con las dietas mixtas I. galbana + G. catenatum y el control téxico
principalmente en exposicion subcronica. Estas observaciones sugieren una participacion
importante de este gen en los procesos de detoxificacion celular en los ostiones expuestos al
dinoflagelado. De la misma forma que en los genes mencionados anteriormente, los
cambios en el nivel de expresion de cyp356A1 dependen tanto del tiempo de exposicion

como de la concentracion de los dinoflagelados en los sistemas de ensayo.

Varios genes de esta superfamilia son altamente inducibles, particularmente por
xenobioticos que se unen a receptores intracelulares especificos y por tanto modulan la
expresion génica (Toledo-Silva et al., 2008). El gen que codifica para la proteina de la
citocromo P450 principalmente la isoforma cyp356A1 ha sido identificado previamente en
Crassostrea gigas, encontraron un incremento en su nivel de transcripcion en ostiones
expuestos a efluentes domésticos (Toledo-Silva et al., 2008; Medeiros et al., 2008). Dicho
gen, tiene gran similitud con la familia CYP17, que se asocia con el metabolismo de los
esteroides y una menor similitud con la familia CYP1, que comprende CYP1A,
comunmente asociada con el metabolismo de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(Toledo-Silva et al., 2008). A pesar del debate que existe si la isoforma cyp356A1 participa
en procesos de biotransformacion, Mello et al. (2012) reportaron una sobreexpresion de
este gen en hemocitos de C. gigas expuesto a brevetoxinas (neurotoxinas) por lo que

dedujeron que el gen cyp356Al tiene el potencial para participar en los procesos de
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detoxificacion durante el metabolismo de dichas toxinas. Por otro lado, una exposicion a
toxinas PST (STX pura) en hemocitos de C. gigas condujo a una represion en la
transcripcion de gen cyp356Al (Mello et al., 2013). En cambio, en el presente trabajo
encontramos altamente sobrexpresado este gen principalmente en los ostiones alimentados
con la dieta mixta de I. galbana + G catenatum 30 x 10 cel mL ™ (35 veces por arriba del
control no toxico), sin embargo, es importante recalcar que en este estudio se utilizaron las
células completas del dinoflagelado. Es sabido que los bivalvos acumulan y metabolizan las
toxinas PST, lo que resulta en metabolitos conjugados, oxidados, reducidos e/o
hidrolizados (Bricelj y Shumway, 1998; Choi et al., 2006). Sin embargo, la
biotransformacion de la PST asociada a la actividad de la CYP450 ha sido escasamente
descrita en C. gigas, por lo tanto, el incremento en el nivel de expresion de cyp356A1
observado en nuestro trabajo, abre la oportunidad de estudiar como esta implicada la
enzima, y cdmo ocurre esta asociacion. Ademas, el reciente genoma secuenciado de C.
gigas reveld que contiene una gran numero de genes cyp (Zhang et al., 2012), por lo que la
expresion de otras isoformas CYP deberian también examinarse antes de establecer

conclusiones definitivas.

8.3 Efecto de G. catenatum en la expresion de genes de regulacion del ciclo celular,

citoesqueleto, inflamacion, apoptosis y cadena respiratoria en C. gigas de 3 + 1 mm

A pesar de existen extensos estudios acerca de efectos adversos mediados por PST,

aun puede considerarse que hay poca informacidn sobre su efecto en la expresion de genes,
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conocimiento que permitiria comprender detalladamente los mecanismos de la toxicidad

inducida por este tipo de toxinas.

En este estudio se encontrd un incremento en el nivel de transcripcion de algunos genes que
participan en la regulacion del ciclo celular (p21, p53, caf p55 y ef2), en procesos de
inflamacién (caspl) y del citoesqueleto (act y tub B), como respuesta a la exposicion de C.
gigas a G. catenatum. Los genes estudiados fueron seleccionados con base en sus papeles
fisiologicos y porque pueden funcionar como una herramienta sensible para detectar
cambios cuando los ostiones son expuestos a dinoflagelados toxicos. En todos los
tratamientos, los cambios en el nivel de expresion resulto tiempo- y concentracion-
dependiente. Por otro lado, la consideracion de un control toxico en el disefio experimental
(tratando de aislar el efecto de la toxinas en una dieta que consiste solamente en G.
catenatum, considerada como control positivo a la toxina), confirma el impacto del
dinoflagelado toxico per se sobre los genes estudiados, tomando como base la homeostasis
en C. gigas (ostiones alimentados con I. galbana). Ademas, como se menciono
anteriormente, la magnitud de los cambios y los efectos particulares pueden tener su base
en la susceptibilidad particular de cada gen a las toxinas y/o algun otro componente (0
componentes) del dinoflagelado. Con la dieta mixta con la mayor concentracion de G.
catenatum (30 x 10° células mL™), los ostiones no pudieron compensar el dafio causado por
la exposicion, manifestdndose como dafios en los tejidos (cambios notables en los tabulos
de la glandula digestiva, intestino, manto, branquias y el tejido muscular).

Los genes implicados en la regulacion del ciclo celular, mostraron diferentes patrones de

expresion en comparacion con otros genes, principalmente en las dietas mixtas de I.
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galbana + G. catenatum con 3 x 10° y 30 x 10° células mL™. Los genes ef2, p21 y p55 se

sobre expresaron principalmente a los 7 dias.

El gen wafl o p21 codifican una proteina que funciona como un potente inhibidor de
quinasa dependiente de ciclina (inhibidor de CDK), que se une e inhibe la actividad de los
complejos de ciclina CDK2 y CDK4. Por lo tanto, esta proteina funciona como un
regulador de la progresion del ciclo celular en la fase G1 controlado por la proteina p53. En
esta fase sucede el crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN, basicamente, es
el periodo que trascurre entre el fin de una mitosis y el inicio de la sintesis de ADN. Tiene
una duracion de entre 6 y 12 horas, y durante este tiempo la célula duplica su tamafio y
masa debido a la continua sintesis de todos sus componentes, como resultado de la
expresion de los genes que codifican las proteinas responsables de su fenotipo particular.
Durante esta fase la proteina supresora de tumores p53 controla estrechamente la expresion
de p21; a través de la proteina p21 se media la fase de detencion del ciclo celular G1
dependiente de p53, en respuesta a una variedad de estimulos de estrés (Tyler et al., 1996;

Bottger et al., 2008).

p53 es un gen supresor de tumores, es una de las proteinas mas intensivamente estudiadas y
estas pueden regular varias funciones celulares mayores incluyendo transcripcion de genes,
sintesis de ADN, reparacion del ADN, regulacion del ciclo celular, apoptosis y muerte
celular (Tyler et al., 1996; Chao et al., 2000; Farcy et al., 2008b). Bajo condiciones en las
cuales el ADN es dafiado, p53 media la reparacion del ADN, detencion del ciclo celular y
apoptosis, en gran medida a través de la transactivacion de genes blanco especificos. La

diversidad en las funciones de p53 son reflejadas en una amplia variedad de genes blanco
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gue son selectivamente trans activados dependiendo del tipo y severidad del estimulo de
estrés y sobre los residuos de aminoécidos especificos de P53 que son fosforilados o
acetilados (Culmsee y Mattson, 2005). Un incremento en la proteina P53 a través del ADN
dafiado conduce a la detencidn del ciclo celular en G1 y/o G2, dando tiempo para que se dé
la reparacion del ADN, e inducir a apoptosis si el dafio es severo (Culmsee y Mattson,
2005). La detencion del ciclo celular involucra la activacion transcripcional de p21/WAF1,
un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina. La expresion de p53 ha mostrado responder a
una variedad de cambios en condiciones ambientales (Tyler et al., 1996; Bottger et al.,
2008). Sin embargo, los estudios que se centran en las funciones de reparacion del ADN,
detencion del ciclo celular y apoptosis, son todavia limitados, principalmente porque la
falta de informacion acerca de otras moléculas mediadas por p53 y estudios de lineas
celulares adecuadas para organismos acuaticos, se basan principalmente por lo que hay
establecido para los estudios en mamiferos (Chao et al., 2000; Farcy et al. 2008b).

El gen supresor de tumores p53 se considera que es el principal sensor de estrés genotoxico
debido a que es la via de union entre el ADN dafiado, detencion del ciclo celular y la

apoptosis (Chao et al., 2000).

Con base a lo anterior, la expresion de los genes p21 y p53 fue examinada en los ostiones
alimentados con las dietas mixtas de I. galbana + G. catenatum con 3 x 10° y 30 x 10°
células mL™ y el control téxico (s6lo G. catenatum), como un marcador para la via de
detencion del ciclo celular. La expresion de p53 fue principalmente regulado después de 7

dias de exposicion al dinoflagelado.
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En los ostiones expuestos a solo G. catenatum también se observd un aumento en el nivel
de transcritos de p21. Esto sugiere que la detencion del ciclo celular en el ostidn, a traves de
la activacion transcripcional de p21, podria funcionar para prevenir la replicaciéon de las
células dafiadas. Probablemente estas células son eliminadas via apoptosis, ya que este
proceso desempefia un papel importante en la sucesion y la transmision de enfermedades en
ostiones (Sunila y Labanca, 2003); entonces, la apoptosis podria causar el deterioro
fisiologico de los organismo y, al final, la muerte si la exposicién al dinoflagelado toxico

perdura por un largo tiempo (exposicién crénica).

El factor 1 de ensamblaje de cromatina subunidad p55, es una proteina que actta en la
acetilacion de las histonas (histona acetiltransferasa), y esta relacionado con la regulacion
de la transcripcion a traves de diferentes procesos celulares; el montaje y la maduracion de
la cromatina estan codificados por CAFp55. CAFp55 es una proteina chaperona de histonas
que juega un papel critico en el ensamblaje de la cromatina, que esta acoplado a la
replicacion y reparacion del ADN. Este factor, se compone de tres subunidades diferentes
(55, 60, y 150 kDa), de los que la subunidad de 55 kDa es un componente de varios
complejos de proteinas involucradas en la remodelacion de la cromatina (Taylor-Harding et
al., 2004); los eventos de remodelacion también estan asociados con la reparacion del ADN
(Meijer y Smerdon, 1999). En este estudio, se encontr6 que el nivel de transcripcion de caf
p55 alcanzé el valor méximo en al tratamiento con 30 x 10% cel mL™ a los 7 dias de
exposicion. El aumento en la expresion de caf p55 se puede relacionar estrechamente con el
aumento de la expresion observado en p21 y p53, por lo que puede considerarse la funcién
de estos tres genes es indispensables para el correcto funcionamiento de los mecanismos

celulares de la replicacion y reparacion del ADN. El papel regulador de los factores de
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ensamblaje como CAF-1, en el establecimiento de estos estados de la cromatina y su
herencia a través del desarrollo del ciclo celular, requiere de un estudio més riguroso.

Con base en la observacion de un alto nivel de transcripcion observado en este grupo de
genes en C. gigas expuesto a dieta mixta con 3 x 10° cel mL™ de G catenatum, sugerimos
que el tratamiento no induce dafio en los puntos de control de reparacion del ADN,
haciendo posible la restauracion de la homeostasis en los organismos. Sin embargo, esto
podria no suceder en C. gigas expuestos a 30 x 10° cel mL™, donde la posible alteracién de
los puntos de control del ciclo celular provoca dafio irreversible en el ADN vy, por ende, el

deterioro de los organismos ya que las lesiones observadas en los tejidos son graves.

El factor de elongacion 2 o translocasa, pertenece a la familia de GTPasas, es una enzima
que participa en el proceso de elongacion durante la sintesis de proteinas. En esta
investigacion, se observaron niveles elevados de expresion de ef2 desde el primer dia de
exposicion a G. catenatum, comportamiento que coincide aquel observado en caf p55, p21
y p53. Por lo tanto, ante esta condicion de estrés los ostiones requieren una mayor
produccion de proteinas para contrarrestar el efecto, lo que se refleja como un incremento
en la transcripcion de los otros genes. En estudios previos, otros autores han documentado
que los factores de transcripcion son los primeros en responder a la exposicion a
neurotoxinas de diatomeas (Salierno et al., 2006; Lefebvre et al., 2009).

En este trabajo, también se observo que el gen caspl fue altamente regulado en todos los
tratamientos a los 7 d de exposicion. La familia de las caspasas desempefia un papel muy
importante en la apoptosis. Entre los 14 miembros conocidos de la familia, la caspasa 1
juega un papel critico en la ejecucion del proceso de la inflamacién, lo que al final conduce

a apoptosis (Chen et al., 2001). Por lo tanto, las lesiones en los tejidos y la infiltracion de
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hemocitos observados en los ostiones alimentados con G. catenatum podrian estar
involucrados en la regulacion de una respuesta inflamatoria y de apoptosis.

Como consecuencia de la exposicion a G. catenatum se observé que en C. gigas los genes
que codifican proteinas del citoesqueleto también fueron modulados. En este estudio, se
observé una clara modulacion de la expresion del gen de actina (act) en relaciéon a la
concentracion de G. catenatum y al tiempo de exposicion, a pesar de que generalmente se
utiliza como un gen constitutivo. La actina, pertenece a una familia de proteinas altamente
conservadas y constitutivamente expresadas en todas las células eucariotas, implicadas en
la formacion de filamentos, que son el componente principal del citoesqueleto. Esta
estructura de soporte celular es una red dindmica de polimeros de actina y una variedad de
proteinas asociadas que participan en importantes funciones celulares. Lacoste (2001)
reportd cambios en el citoesqueleto por factores de estrés tales como metales pesados y
temperatura. En estudios anteriores, se demostro el efecto del parasito P. marinus en el
reacomodo del citoesqueleto (Gruenheid y Finlay, 2003). Asi mismo, Tanguy y Ford
(2004) reportaron la sobre-regulacion de act y tub en C. virginica y C. gigas expuestos a P.
marinus.

Por otra parte, la tubulina también es un componente importante del citoesqueleto. Los
microtubulos estan involucrados en diversos procesos celulares que implican el movimiento
de las wvesiculas secretoras, movimiento de organulos, transporte de sustancias
intracelulares, asi como la division celular (mitosis y la meiosis). EI aumento de la
expresion de este gen puede asociarse con el estrés generalizado, provocando un aumento
en la sintesis de varias moléculas intracelulares, aumentando el transporte a través de las
células para tratar de compensar el dafio. Los resultados de este trabajo sugieren que el gen

tub B podria desempenar un papel importante, pero atn no identificado, en el
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reordenamiento de procesos celulares en los ostiones alimentados con G. catenatum. Todas
estas observaciones sugieren que las diferentes funciones celulares implicadas en la
respuesta al estrés tdxico (regulacion del ciclo celular y el citoesqueleto) estan

estrechamente interconectadas.

Las toxinas paralizantes son moléculas estables al calor y altamente hidrofilicas, la célula
blanco donde actdan son las células nerviosas y bloquean especificamente los canales de
sodio dependiente de voltaje. Debido a su caracteristica hidrofilica no pueden atravesar la
membrana celular por lo que se unen de manera reversible al sitio 1 del canal de sodio,
blogueando asi el poro (FAO, 2005). Al no poder ingresar a la célula las toxinas PST no
puede actuar de manera directa. Sin embargo, el bloqueo promovido podria funcionar como
una sefial extracelular para fosforilar o desfosforilar proteinas que se encuentran en la
membrana, que a su vez activan segundos mensajeros, ocasionando asi una cascada de

respuestas alterando a nivel celular la expresion de los genes.

La enzima COI pertenece a la clase de las éxido reductasas y cataliza el Gltimo paso de la
cadena de transporte de electrones, transfiriéndolos a moléculas de oxigeno y reduciéndolos
finalmente a agua (Achard-Joris et al., 2006); ademas, la COI puede contribuir a la
proteccion de la célula por los dafios producidos por ROS (Buggr et al., 2007). La
exposicion a condiciones de estrés (metales pesados, contaminantes, toxinas) podrian
requerir una mayor demanda energeética para los procesos de reparacion tisular, proteccion
celular y procesos de detoxificacion, dado que estos modos de proteccion implican un
incremento en el costo energético celular (Li et al., 2002). El gen que codifica la COI fue

sobre expresado en los tratamientos de 3 x 10® y 30 x 10° cel mL™ a los 7 dias de
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exposicion; esto corrobora la situacién de estrés sufrido por los ostiones ante la presencia e
ingestion de G. catenatum, ya que los ostiones se mantuvieron metabdlicamente activos.

Por otra parte, la tripsina es una proteasa que posee funciones reguladoras en diferentes
procesos fisiolégicos, como la coagulacién (Takada et al., 1994), el desarrollo (Konrad et
al., 1998), la embriogénesis (Hong y Hashimoto, 1995), la digestién (Neurath, 1984), la
inflamacién (Hiemstra, 2002) y la respuesta inmune (Gorman et al., 2000). En moluscos
bivalvos como el mejillon M. chilensis se ha observado un incremento en la actividad de
enzimas importantes en la digestion y absorcién de nutrientes cuando es alimentado con
dinoflagelados productores de toxinas PST A. catenella asi como un ajuste en la actividad
de carbohidrasas (amilasas, laminarasa, celulasa) (Fernandez- Reiriz et al., 2008). en este
trabajo se encontré que el nivel de transcripcion del gen (tryp) que codifica para tripsina
(TRYP), incremento significativamente en los ostiones alimentados con las dietas mixtas de
3x10%y 30 x 10% cel mL™ a los 7 dias de exposicién, mientras que 7 dias después (14 dias
de exposicion) la transcripcion se reprimié casi completamente. Sin embargo, tomando
como base los resultados obtenidos en este trabajo no se podria afirmar que la sobre
expresion tryp este dada por el cambio en la dieta, ya que para el procesamiento de las
muestras y analisis de expresion se procesaron los organismos completos (ostiones de 3 + 1
mm de tallas), por lo que no se separd la glandula digestiva; en los ostiones de mayor talla
(més adelante) no se obtuvieron elementos suficientes para asegurar que el incremento en el
nivel de transcrito se deba a un incremento de la capacidad digestiva en presencia del

dinoflagelado.

En este trabajo, queda demostrado el efecto toxico causado por células completas de G.

catenatum, es importante considerar que subproductos metabdlicos distintos de las toxinas
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pueden contribuir a la efectos observados afectando a las membranas celulares o sistemas
de drganos en particular, que en suma podrian afectar la salud de los organismos y
finalmente conducir a la adquisicion de una enfermedad. Ademas, aqui se presenta la
primera evidencia de que la exposicion a las células toxicas de G. catenatum genera un
aumento en el nivel de expresion de genes que codifican proteinas implicadas en varios
tipos de respuesta: a estrés, antioxidante, detoxificacion, de defensa inmune, inflamacién y
regulacion del ciclo celular. Si bien estos genes son los que responden inmediatamente a un
estimulo estresante en los organismos, también se mantienen sobre expresados en un

mediano plazo, posiblemente contrarrestando el dafio generado.

Asi mismo, queda demostrado que en C. gigas una baja concentracion de G. catenatum y/o
por un periodo corto de exposicion, son suficientes para modular (sobre expresar o
reprimir) la expresion de los genes antes mencionados, y que una exposicion subcronica
induce cambios mayores en los perfiles de expresion de los genes analizados. Por lo tanto,
la tension inducida por G. catenatum durante los eventos naturales, probablemente aumenta
la susceptibilidad de los ostiones a la invasién por patégenos oportunistas, por lo que las
poblaciones de ostiones (y muy probablemente las de otros moluscos) podrian morir por

infecciones secundarias.

Con la informacion aqui generada, se pueden plantear estudios adicionales, especialmente
disefiados, que puedan proporcionar méas adelante una mayor comprension de como G.
catenatum y/o sus toxinas activan/desactivan el sistema de defensa de C. gigas. Por su
parte, Vasconcelos et al. (2010) sefialan que las toxinas producidas por dinoflagelados

afectan a la integridad de los organismos acuéticos en las primeras fases de desarrollo, ya
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que los invertebrados marinos no tienen sistemas enzimaticos eficaces para la

desintoxicacion, haciéndolos mas susceptibles dadas sus altas tasas metabolicas

8.4 Efecto de G. catenatum en la expresion de genes de regulacion del ciclo celular,
citoesqueleto, inflamacion y apoptosis, en glandula digestiva de C. gigas de 50 + 10

mm

La glandula digestiva es el principal 6rgano blanco donde se acumulan las toxinas
PST, de ahi la importancia de monitorear la expresion de los genes seleccionados en este
estudio. Ademas, la glandula digestiva es de particular importancia porque es el sitio donde
se lleva acabo el procesamiento del alimento y de otros compuestos como xenobidticos y
toxinas. Entonces, al ser el érgano responsable de los procesos de detoxificacion, la
glandula digestiva esta sujeta a altos niveles de estrés oxidativo, que podria generar dafio a
moléculas esenciales como al ADN, proteinas, lipidos etc. Como se menciond
anteriormente, un incremento en el nivel de transcripcidon de los genes involucrados en la
regulacién de ciclo celular (p21, p53, cafp55) es indicativo de la activacion de mecanismos

de replicacion y reparacion del ADN dafiado a nivel celular.

Los cambios en la forma de la célula pueden conducir a alteraciones en la estructura del
citoesqueleto (Runnegar y Falconer, 1986). Por lo tanto, las modificaciones observadas en
los tejidos (principalmente de los tdbulos de la glandula digestiva, intestino, branquia y
manto) inducidas por la exposicion al dinoflagelado ocasionaron alteraciones en la
organizacion de citoesqueleto, y muy probablemente en la redistribucion de los filamentos

de actina, microtubulos y otras proteinas asociadas a actina, generando asi modificaciones
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en los niveles de transcripcién de los genes que las codifican. Por tanto, el mecanismo
toxico de PST en las células de los ostiones podria ser similar al reportado por otras
neurotoxinas como las micotoxinas en peces, moluscos y células de mamifero (Levefre et

al., 2009).

8.5 Efecto de G. catenatum en la expresion de genes de respuesta inmune en hemocitos

de C. gigas de 50 £ 10 mm

Los hemocitos pueden estar implicados en una amplia variedad de procesos
fisioldgicos, como pueden ser los mecanismos de digestion o de excrecion (Haberkorn et
al., 2010a, Mello et al., 2012), de transporte y procesos de reparacion de la concha en
moluscos (Scotti et al., 2007; Haberkorn et al., 2010a). Sin embargo, la funcién principal de
estas células es la defensa contra agentes patdgenos (Bayne et al., 1980) al intervenir en una
serie de reacciones inmunes esenciales para la supervivencia de bivalvos en el ambiente
(Mello et al., 2012). El impacto en el sistema inmune de bivalvos a especies de algas
nocivas y sus ficotoxinas asociadas es actualmente objeto de debate y, en la actualidad,

existen pocos estudios.

Los hemocitos pueden tener maltiples oportunidades de estar en el contacto directo con las
toxinas durante los eventos de FAN. En primer lugar, en la cavidad paleal donde hemocitos
se encuentran protegiendo al hospedero de patdgenos potenciales, incluso antes de la
invasion (Allam et al., 1998). En segundo lugar, después de la alimentacion por filtracion y

la digestion de las algas dafiinas, cuando las toxinas intracelulares son liberadas y terminan
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en los tejidos animales y en el sistema vascular semi-abierto donde los hemocitos son
abundantes (Ford et al., 2008). Ford et al. (2008) plantean que los hemocitos pueden migrar
a traves del epitelio intestinal, fagocitando las algas parcialmente digeridas vy
posteriormente regresar a la circulacion en la hemolinfa. Por otra parte, Franchini et al.
(2003) demostaron a través de inmunolocalizacion una gran cantidad yesotoxinas en el
citoplasma de hemocitos de mejillones. En este trabajo, los genes de respuesta inmune
estudiados en hemocitos de C. gigas (Igbp, cvt e ifi44) resultaron altamente regulados en los
ostiones expuestos a G. catenatum principalmente a las 24 horas de exposicion en dietas

mixtas y en la dieta con solo el dinoflagelado (control toxico).

Como se menciond anteriormente, el LGBP juega un papel critico en las interacciones
parésito-huésped. En juveniles de 50 £ 10 mm el mayor nivel de expresion del gen Igbp se
encontrd al comienzo del experimento en los ostiones alimentados con el control toxico, y
fue disminuyendo con el transcurso del bioensayo. Sin embargo, en los organismos
alimentados con la dieta mixta I. galbana + G catenatum 6 x 10% cel mL™, el nivel de
expresion alcanzé su maximo nivel al final del bioensayo (dia 7). Por lo tanto, estas
observaciones corroboran la activacion de la respuesta inmune inmediata para proteger a

los ostiones alimentados con sélo G. catenatum al modular inmediatamente dicho gen.

También se analizd la expresion del gen cvt que codifica una proteina llamada Pernina o
cavortina; esta proteina fue descubierta por primera vez en el mejillén Perna viridis (Scotti
et al., 2007). La carvotina (CVT) es una proteina no pigmentada, glicosilada con actividad
de inhibicion de serin-proteasas, que se asocia con hierro lo que indica que puede funcionar

como agente quelante del hierro. La CVT es una proteina comun en la hemolinfa y esta
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constituida por un sélo dominio derivado de la superdxido dismutasa SODC, también se ha
encontrado en moluscos bivalvos del género Crassotrea (Scotti et al., 2001). Esta proteina
tiene varias funciones: 1) como una proteina de defensa en ostiones expuestos a
microorganismos patdgenos y quimicos peligrosos; 2) como hemaglutinina, si bien no
aglutina bacterias, incrementa la fagocitosis de particulas extrafias; y 3) como lactoferrina,
al secuestrar hierro puede efectuar una accion antibacterial. Con base a lo anterior, la CVT

puede tener un papel muy importante en la sobrevivencia y el mecanismo de defensa en C.

gigas.

Algunos estudios han demostrado sobreexpresion del gen de la cavortina (cvt) en juveniles
seleccionados de C. gigas por resistencia a la mortalidad de verano (Huvet et al., 2004).
Tanguy et al, 2004 también observaron expresion diferencial de ctv en C. virginica, donde
encontraron un aumento de tres veces la expresion del ARNm de cvt después de 45 dias de
exposicion a la infeccion con el protozoario P. marinus; demostrando asi el papel
importante que juega este gen en la defensa de los organismo. En un estudio més reciente,
se reportd la sobreexpresion de la proteina CVT en juveniles de C. gigas expuestos a
extractos de dinoflagelados del genero Prorocentrum (Matus, 2013). Sin embargo, el
presente trabajo, es el primer reporte de la modulacion (sobreexpresion) de ctv en C. gigas

como respuesta a la exposicion a G. catenatum productor de toxinas paralizantes.

El if44 es un gen inducible especifico de interferon, estd implicado en defensa antiviral; fue
reportado por primera vez en el higado de chimpances infectados con el virus de la hepatitis
C (Kitamura et al., 1994). Este gen también muestra actividad antiproliferativa,

posiblemente contribuyendo a la detencion del ciclo celular ya que provoca una
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disminucion de GTP celular y suprime la sefializacion de cinasas reguladas por una sefial
extracelular (Hallen et al., 2007). Green et al. (2009), reportaron un gen homologo en el
ostion de roca Saccostrea glomerata, este gen fue significativamente sobre expresado en
organismos con neoplasia. Por otro lado, Renault et al. (2011), reportaron la sobreexpresion
de if44 en hemocitos de juveniles de C. gigas 24 y 48 horas después de una exposicion a
herpes virus (OSHV-1). En el presente trabajo, el nivel de expresion del gen if44 también
fue altamente modulada en hemocitos de C. gigas como respuesta a la presencia de G.
catenatum. La sobreexpresion fue mayor durante el primer dia de exposicion en los
ostiones alimentados con la dieta mixta de | galbana + G. catenatum (6 x 10° cel mL™) (9
veces arriba del nivel basal) y con el control téxico (6 x 10° cel mL™) 16 veces arriba del
nivel basal). Estos resultados corroboran que este gen, efectivamente, esta implicado en la
primera fase de respuesta inmune innata y (que al igual que con los genes previamente
mencionados) el ostién reconoce a la célula del dinoflagelado o las toxinas PST una vez

liberadas en el tracto digestivo como agentes dafiinos que deben ser neutralizados.

El gen hsp70 también se sobreexpres6 principalmente en el primer dia de exposicion al
dinoflagelado tanto en la dieta mixta de | galbana + G. catenatum (6 x 10% cel mL™) como
en el control téxico solo G. catenatum (6 x 10° cel mL™). Las HSP (Heat Shock Proteins)
han sido ampliamente estudiadas y se conocen como proteinas de choque térmico. Sin
embargo, se ha demostrado que la expresion de estas proteinas también puede inducirse por
otros estimulos como la carencia de oxigeno, la presencia de metales pesados, agentes
fisicos y quimicos, o cualquier factor que produzca un estrés celular (Santoro, 2000; Fabbri,
2008). A pesar de que la expresion de estas proteinas puede ser modulada por el estrés, en

condiciones normales su principal funcion estd asociada a procesos de plegamiento
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proteico, donde actGan como chaperonas ayudando a la adquisicion de una estructura
tridimensional de las proteinas biol6gicamente activa, teniendo un papel fundamental en
procesos de desarrollo y de diferenciacion celular (Feder y Hofmann, 1999; Fabbri et al.

2009; Tomanek, 2011).

La implicacion de estas proteinas en procesos de estrés se ha descrito en algunas especies
de organismos acuéticos (Sanders, 1993; Snyder et al., 2001). Aungue de forma tradicional
se ha utilizado la expresion de las HSP como marcador en procesos de estrés y
contaminacion (Sanders y Martin, 1993; Sanders et al., 1994; Feder y Hofmann, 1999;
Cruz-Rodriguez et al., 2000; Porte et al., 2001), su modulacion también se ha relacionado
CON procesos inmunes, ya que su expresion se ha visto incrementada tras la estimulacion de
los hemocitos con Vibrio anguillarum (Song et al., 2006; Gestal et al., 2007; Cellura et al.,
2007). Ademas, se han encontrado varias ESTs con homologia a HSP en varias librerias
construidas tras una estimulacion bacteriana o parasitaria (Tanguy et al., 2004; Kang et al.,
2006; Gestal et al., 2007), refrendando la hipétesis de su posible papel en los mecanismos
de defensa. En otro estudio se ha demostrado que V. anguillarum es capaz de aumentar la
sintesis de la hsp70 en el mejillon del Mediterraneo, teniendo su punto mas alto de
expresion a las 48 horas después de su inoculacion (Cellura et al., 2007). Otros estudios
reportaron aumento en los niveles de transcripcion de hsp70 en hemocitos de C. gigas
expuestos durante 4 h a extractos de brevetoxinas (Mello et al., 2012) y a células completas
de un dinoflagelado productor de PST A. minimum y a la saxitoxina pura (Mello et al.,

2013).
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Los estudios anteriores, junto con el resultado obtenido en el presente trabajo, apoyan el
papel de hsp70 como proteina de respuesta general al estrés. La regulacion al incremento de
la hsp70 de forma recurrente podria estar asociada a aumentos en la resistencia de los
animales a factores de estrés, incluyendo compuestos toxicos (Song et al., 2006). Por otro
lado, es importante destacar que el genoma secuenciado de C. gigas, revel6 que el ostion
del Pacifico contiene 88 genes de hsp70, mucho més que los 17 genes descritos en humanos
(Zhang et al., 2012). En asociacion a nuestros resultados, este numero elevado de
chaperonas refuerza la importancia de las HSP70 en el ostion, en respuesta al estrés
generado por la adaptacion al medio marino. Ademas, la modulacion del gen hsp70 en
hemocitos de C. gigas expuestos a G. catenatum probablemente también esté relacionada a
procesos inmunes, por lo tanto, es importante analizar otros genes relacionados a las hsp70,

para entender més a detalle esta respuesta.

8.6 Dafios histoldgicos en C. gigas de 3+ 1 mmy 50 + 10 mm por efecto de G.

catenatum

Las lesiones y los cambios estructurales del epitelio gastrointestinal son indicadores
importantes de la salud en moluscos bivalvos (Elston, 1999). Las alteraciones estructurales
se presentan con mayor frecuencia en la glandula digestiva y se componen de aplanamiento
celular, inflamacién, ruptura, exfoliacion y metaplasia (Wikfors y Smolowitz, 1993).
Algunos de estos cambios pueden ser reversibles, cuando se deben a cambios temporales en
el medio ambiente, pero otras manifestaciones patoldgicas como la exfoliacion epitelial,

cuando es grave y que conlleva pérdida de células epiteliales, puede ser irreversible siendo
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una condicion terminal (Elston, 1999). Probablemente esta condicidn sucede en los ostiones
alimentados con la dieta mixta I. galbana + G. catenatum 30 x 10% cel mL™, debido a que
los epitelios mostraron una grave exfoliacion epitelial, aunado a que con dicho tratamiento
también se observd el mayor incremento en la expresion de la mayoria de los genes

analizados, para tratar de reestablecer la homeostasis celular.

Elson (1999) ha reportado que la pérdida de la altura normal de las células de los tubulos de
la glandula digestiva y el aplanamiento del epitelio puede ocurrir durante los periodos de
abundante fitoplancton. Estas observaciones sugieren que los elementos toxicos de ciertas
especies de fioplancton, o de otras fuentes, pueden resultar en la reduccion de la
alimentacion o un efecto tdxico directo. La altura del epitelio de las células de absorcion
puede ser categorizada como alta (normal), media y baja. Una altura elevada del epitelio
representa una condicién normal y un proceso de digestion del metabolismo de absorcion
activo; la altura media indica una condicién de reduccién en la alimentacién y, por lo tanto,
del metabolismo; y finalmente la altura baja de las células del epitelio se considera una
condicion patolégica. En todo caso, la altura baja de las células de la glandula digestiva
indica una reduccién considerable en la alimentacién que podria resultar en la disminucion
del crecimiento en condiciones de cultivo (Elson, 1999). La disminucion en la altura del
epitelio de los tubulos digestivos podria explicar la disminucion significativa en la tasa de
aclaramiento observada en los ostiones alimentados con la dieta mixta con 30 x 10° cel mL’

! de G. catenatum.

Por otro lado, los ostiones juveniles pueden ser afectados por la exfoliacion aguda del

epitelio digestivo. En algunos casos, las células epiteliales individuales de los 6rganos del
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tracto digestivo, mas comunmente las células de absorcion de las glandulas digestivas, se
desprenden de las células vecinas y cubren el lumen de la glandula. EI proceso es
progresivo y, en casos avanzados, casi todo el epitelio de la glandula digestiva se exfolia y
se funde en el lumen de 6rganos. La afeccion a menudo es fatal debido a la gran pérdida de
epitelio del tracto digestivo (Elson, 1999; Goslin, 2003). Como resultado, el lumen del
organo contiene restos celulares, principalmente granulos y vacuolas de las células de
absorcion. Posteriormente, la secrecion y células indiferenciadas restante, se extienden para
cubrir los espacios dejados por las células de absorcion exfoliadas, impartiendo asi un
aspecto metaplésico anormal en el 6rgano. El resultado de esta condicion no se conoce,
pero se cree que la recuperacion es posible, se ajusta a la definicion de metaplasia, la cual
es un cambio reversible en la que un tipo de célula adulta reemplaza a otro tipo de célula
adulta (Elson, 1999; Goslin, 2003). Las exotoxinas de algas o traumatismos mecanicos
causados por las células de algas podrian ser una la base etiologica de estas condiciones.
Pearce et al. (2005), reportaron el aplanamiento y la disminucién de la altura de las células
del epitelio, asi como un alto grado de exfoliacion epitelial, en C. gigas expuesto al

dinoflagelado P. rhathymum.

En el presente trabajo, la inflamacion de los tejidos observado en el grupo experimental
(expuesto a G. catenatum) se caracterizd por una alta migracion de hemocitos hacia dentro
de los epitelios de diferentes organos (diapédesis), desintegracion de epitelios, necrosis y
presencia de células anormales. Algunos autores sugieren que la diapédesis de hemocitos a
través de los epitelios del tracto digestivo ocurre con el fin de eliminar las toxinas y asi

proteger los tejidos de la toxicidad, como una respuesta neutralizante a los dafios por dichos
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compuestos, es decir como una via de desintoxicacion (Hégaret et al., 2008 a,b, 2009;

Haberkon et al., 2010).

Ademaés, las alteraciones del musculo estriado (posible atrofia), fueron mayores en los
ostiones alimentados con la dieta mixta de 30 x 10° cel mL™ y el control téxico. En cambio
en los ostiones de 50 = 10 mm, no se observaron cambios visibles en el tejido muscular
como los encontrados en los ostiones mas pequefios, cabe mencionar que posiblemente el
tiempo que duro el bioensayo en los ostiones de mayor talla, no fue suficiente para
ocasionar dafios. Sin embargo, si se observaron cambios similares en la glandula disgestiva,

intestino, branquia entre los ostiones de ambas tallas.

Las modificaciones de la estructura y actividad muscular han sido previamente reportados
en bivalvos expuestos a dinoflagelados productores de PST. En un estudio realizado por
Hegaret et al. (2007), encontraron que el musculo aductor de C. virginica sufri6 parélisis al
exponer a los organismos al dinoflagelado A.fundyense. Recientemente, Tran et al. (2010)
reportaron cambios de comportamiento en C. gigas expuesto a A. minutum como aumento
de duracion de la apertura de la valva, produccién de pseudoheces, disminucién en la tasa
de filtracion y cierre anormal de las valvas, este Gltimo cambio fue relacionado con la
disfuncion del muasculo aductor. Hegaret et al. (2009) observaron que los musculos
aductores de Ruditapes philippinarum fueron alterados después de la exposicion a P.
minimum. Por otro lado, el musculo aductor de ostiones expuestos a A. minutum fueron
intensamente afectados presentando amiotrofia, degeneracion hialina y alteracion del patron
ondulado de las fibras musculares (Haberkorn et al., 2010). Dichos cambios de la estructura

del tejido muscular pueden estar asociados con la paralisis muscular observada durante la
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exposicion a Alexandrium en C. virginica (Hégaret et al. 2007b) y en Mytillus edulis
(Galimany et al., 2008). Por lo tanto, modificaciones de la estructura y la actividad
muscular pueden afectar posiblemente la respiracion y los procesos de nutricion llevando

asi al deterioro de la salud de los organismos (Frank et al., 2007; Hégaret et al., 2012).

Los dafios observados en las branquias como desorganizacion del epitelio e infiltracion de
hemocitos a nivel del tejido conjuntivo, ademas de alteracion de los filamentos branquiales,
fusion y pérdida de la ciliatura; pueden explicarse considerando que las branquias son el
primer organo de contacto directo con las células toxicas durante los procesos de filtracion.
El mayor grado de alteracion en los ostiones expuestos a G. catenatum fue en la dieta mixta
de 30 x 10 cel mL™ y el control téxico. Haberkorn et al. (2010) mostraron que las
branquias se vieron afectados por la exposicion A. minutum, encontrando un aumento

significativo en la produccién de moco en ostiones expuestos a A. minutum.
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9. CONCLUSIONES

e Las comparacion de los ostiones expuestos a dietas mixtas con G. catenatum y los
expuestos al control no txico (dieta con I. galbana) nos permitieron confirmar, que
los ostiones se alimentan activamente y tiene la capacidad de ingerir las dos
microalgas.

e C. gigas en todos los casos (dietas mixtas y control todxico en juveniles de 3 £ 1
mm y 50 = 10 mm) mostrd6 cambios visibles en su comportamiento alimenticio
cuando estuvo en contacto con las células toxicas: cierre inmediato de valvas,
produccién de pseudoheces y moco, retraccion del manto y disminucion de la tasa
de aclaramiento.

e Los cambios a nivel transcripcional en los genes monitoreados fueron tiempo- y
concentracion-dependiente.

e La exposicion de C. gigas a las células toxicas de G. catenatum provocd un
aumento en el nivel de transcripcion de genes que codifican proteinas implicadas en
respuesta a estrés, antioxidante, detoxificacion e inmune (respuesta aguda), con un
incremento mayor a mediano plazo (respuesta subcronica).

e El incremento en el nivel de expresion del gen cyp356A1 en fase subcronica, indica
su posible participacion en los procesos de eliminacién de las toxinas PST en
juveniles de C. gigas de 3 £ 1 mm.

e Se observd una alta modulacion de la transcripcion en genes involucrados en la
regulacién del ciclo celular, reparacion del ADN dafiado y la muerte celular

programada como: p21, cafP55, p53, ef2, caspl principalmente bajo exposicién
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subcrénica; esto podria implicar que el dinoflagelado o sus toxinas tienen algdn tipo
de efecto genotdxico.

La identificacion y seleccion de los genes de referencia es un paso crucial para
llevar acabo los analisis de expresion génica a nivel transcripcional: 1) los genes
més estables en los ostiones de talla pequefia fueron: gapdh y 28s ARNTr; 2) los
genes mas estables en analisis tejido-especifico fueron: gapdh, ef-/a y tub S para
glandula digestiva y gapdh, ef-/o. y 28s ARNr en hemocitos.

En la glandula digestiva de los ostiones de 50 £ 10 mm se identificd una marcada
desregulacién en el nivel transcripcional de p21, p53, caf p55 y ef2, principalmente
en los organismos alimentados solo con G. catenatum (control toxico).

El incremento en la expresion de caspl indica que un dafio tisular esta en curso,
desencadenando procesos inflamatorios en los organismos expuestos a G.
catenatum.

La modificacién de la tasa de transcripcion de act en la glandula digestiva hace
evidente una desregulacion severa y por lo tanto, desestabilidad en el citoesqueleto
que puede conducir a una pérdida de la integridad celular.

En hemocitos, la marcada modulacion de los genes de respuesta inmune: cvt, Igbp,
if 44 y hsp70 indica que G. catenatum es reconocido como un agente extrafio, que
promueve la activacion de una respuesta de defensa inmediata en C. gigas.

Los anélisis histologicos realizados en los ostiones expuestos a G. catenatum
mostraron un dafio importante en los tejidos, principalmente en la glandula digestiva
(aplanamiento celular, inflamacion, ruptura, exfoliacion, y metaplasia), intestino
(diapédesis de hemocitos), branquia (alteracién de los filamentos branquiales,

fusién y pérdida de la ciliatura) musculo (edema, pérdida de masa muscular); el
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dafo observado mostro una relacion directa con la dosis del dinoflagelado y si este
fue proporcionado en dieta simple o mixta.

Se confirma la hipdétesis planteada al encontrar que los patrones de expresion génica
fueros diferenciales dependiendo del tipo de exposicion aguda o subcrénica de C.
gigas al estar expuesto a las células toxicas durante las primeras horas, activa la
primera linea de defensa al estrés mediada por la expresion de glutamina sintetasa
(gs), proteina de shock térmico (hsp70), superdxido dismutasa (sod-cu/zn), glutation
s transferasa (gst-s) y del sistema inmune. En una etapa tardia, la mayor respuesta se
encontrd en los genes involucrados en la regulacion del ciclo celular, citoesqueleto,
inflamacion, detoxificacion (cyp356A1).

El presente trabajo contribuye a entender un poco los mecanismos moleculares
principalmente, los genes que son modificados en su nivel de expresion, ante las
condiciones probadas. Sin embargo, seria importante realizar estudios mas
detallados que involucren otras técnicas como microarreglos o secuenciacion
masiva, para buscar genes que puedan utilizarse como marcadores especificos para
evaluar el dafio a la exposicién al dinoflagelado toxico.

Se observo que si el ostion del Pacifico es expuesto a células solas de G.catenatum,
el cambio en el nivel de expresion de los genes estudiados fue mayor en
comparacion con las dietas mixtas. Sin embargo, en condiciones naturales, cuando
se presentan eventos FAN, estos no son unialgales. Por tanto, este tipo de dietas, asi
como la exposicion a los extractos puros de las toxinas, no serian una respuesta
comparable con lo que sucede en el ambiente cuando aparecen dichos eventos.

Los ostiones juveniles de talla pequefia fueron los mas afectados a la exposicion del

dinoflagelado toxico, aungque no se utilizaron las mismas concentraciones del
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dinoflagelado en las 2 tallas, se pudo observar que con concentraciones de 3 x 10°
cel mL? de G. catenatum a los 7 dias de exposicion, se encontré una mayor
modulacion en todos los genes, comparados con los juveniles de mayor talla con

una densidad mayor (6 x10° cel mL™).
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11. ANEXOS
ANEXO |
Resultados de los andlisis preliminares que se realizaron para comprobar, eficiencia

de la sintesis de ADNCc, especificidad de los oligonucledtidos, tiempos de exposicion y

concentracion celular con mayor efecto.
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Figura 26. Expresién semicuantitativa (RT-PCR punto final) de genes involucrados en
procesos de estrés y antioxidante en C. gigas expuesto a células de G. catenatum y celulas
de I. galbana (control no toxico). Las letras mayusculas significan diferencias significativas
dentro de un tratamiento en un tiempo determinado, las letras minusculas indican las
diferencias significativas dentro de los tratamientos y el control no téxico.
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ANEXO I
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Figura 27. Expresion semicuantitativa (RT-PCR punto final) de genes involucrados en la
regulacién del ciclo celular y citoesqueleto en C. gigas expuesto a células de G. catenatum
y celulas de I. galbana (control no toxico). Las letras mayusculas significan diferencias

significativas dentro de un tratamiento en un tiempo determinado, las letras minusculas
indican las diferencias significativas dentro de los tratamientos y el control no toxico.



