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RESUMEN

La presencia de toxinas de tipo diarreico en moluscos bivalvos es uno de los problemas mas
importantes relacionados con intoxicaciones y perdidas econdémicas asociadas a
florecimientos algales nocivos (FAN) en muchos paises. Las toxinas de tipo diarreico son el
acido okadaico (AO) y sus derivados, las dinofisistoxinas (DTX1, DTX2, DTX3). El AO se
puede coextraer con otro tipo de toxinas como las pectenotoxinas (PTXs), las yesotoxinas
(YTXSs) y los azaspiracidos (AZAs), entre otras, por lo que, al conjunto de toxinas que se
extraen por medio de solventes organicos se les conoce como toxinas lipofilicas. En
México, la informacion sobre este tipo de toxinas es practicamente nula. Una de las
actividades econdmicas costeras mas importantes en Baja California es la acuacultura. Baja
California es el principal exportador de moluscos bivalvos cultivados del pais. Esta
actividad se vio afectada en el 2010 ya que se implementaron dos vedas sanitarias debido a
resultados positivos para toxinas lipofilicas por bioensayo en raton (BER), pero la presencia
de estas toxinas no se confirm6 por métodos analiticos. En el presente trabajo se evaluo la
presencia de toxinas de tipo lipofilico en mejillones cultivados en el area de Rincon de
Ballenas en la Bahia de Todos Santos mediante dos protocolos de bioensayo en raton y por
cromatografia liquida con deteccion por espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS).
Se caracteriz6 la variacion de la concentracion de estas toxinas en muestras recolectadas
durante 2012. Asimismo, se caracterizé la composiciéon y abundancia de la comunidad
fitoplancténica en muestras de agua colectadas en la misma area. Se confirma por primera
vez en México la presencia de toxinas de tipo lipofilico en moluscos bivalvos. Mediante el
BER a partir de hepatopancreas y cuerpo completo se obtuvieron resultados positivos para
la presencia de toxinas lipofilicas durante tres periodos (febrero, mayo a julio y septiembre
a octubre). Los resultados por LC-MS/MS confirmaron la presencia de este tipo de toxinas
para los periodos de mayo a julio, y septiembre a octubre. Se detectaron 5 grupos de
toxinas: AO en forma libre y esterificada y dinophysistoxina 2 (DTX2); se detectaron
cuatro analogos del grupo de la YTX; asi como a la pectenotoxina 2 (PTX2); espirolido 1
(SPX1) y ala gimnodimina (GYM). La suma de la concentracion del AO, DTX2 y PTX2
fue mayor a los 500 pg kg en muestras recolectadas durante julio y fue mayor a 1500 pg
kg' de septiembre a noviembre, rebasando el nivel maximo permitido de 160 pug AO-eq
kg"'. La concentracién de estas toxinas en los moluscos estuvo relacionada con la presencia
de Dinophysis fortii y D. acuminata. Estas especies se registraron cuando existi6 una fuerte
estratificacion vertical en la columna de agua. La YTX, otra toxina también considerada en
la regulaciéon, presentd concentraciones (la suma de YTX y de sus andlogos; homo-
yesotoxinas, 45-Hidroxi-yesotoxina y 45-Hidroxi-1a-homoyesotoxina) de 0.03 a 1.08 mg
kg durante los meses de mayo a julio. No se logr6 identificar a especies reportadas como
productoras de este grupo de toxinas en las muestras de agua. Como toxinas no reguladas,
se detectaron al SPX1 y a la GYM (iminas ciclicas) en concentraciones menores a los 5 pug
kg"'. En el 2012 se implementaron 3 vedas sanitarias en Rincén de Ballenas con base a
resultados de BER. Este bioensayo con extraccion en hepatopancreas presenté un 57 % de
error al compararse con los resultados por LC-MS/MS. El porcentaje de error disminuy6 a
un 39 % con el bioensayo con cuerpo entero. Las medidas sanitarias implementadas
mediante resultados del BER con cuerpo entero fueron efectivas para reducir los riesgos
sanitarios asociados a la presencia de toxinas de tipo lipofilico presentes en moluscos
bivalvos de la region. Palabras clave: Dinophysis, toxinas, DSP.
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L. INTRODUCCION GENERAL

La diversidad y abundancia de la comunidad fitoplanctonica estd determinada por la
respuesta de las especies del fitoplancton a diversas variables ambientales, como la
cantidad de luz incidente en la columna de agua, la disponibilidad de nutrientes, salinidad y
temperatura. En muchas ocasiones, estos factores facilitan la reproduccion masiva de una o
varias especies, lo que se conoce como florecimiento algal (FA). Estos florecimientos
pueden adquirir un caracter nocivo (FAN) cuando la comunidad fitoplancténica alcanza
densidades que pueden afectar a otros organismos o cuando ciertas especies producen

toxinas que pueden ser acumuladas por organismos filtradores (Lewis et al., 1995).

En las ultimas décadas, los FAN han aumentado tanto en frecuencia como en su
distribucion geografica, causando cambios drésticos en el ambiente (Reguera, 2002;
Hallegraeff, 2003). Se han reconocido aproximadamente 300 especies de microalgas
formadoras de FA, pero el porcentaje que logra producir compuestos toxicos es muy
pequeiio (Prety et al., 2007). Sin embargo, el efecto que estas especies toxicas pueden tener
sobre la salud publica y economia de las poblaciones costeras es significativo (Lewitus et

al., 2012).

Las especies toxicas pueden producir compuestos bioactivos hidro o liposolubles
que pueden causar, dependiendo de su estructura molecular y estado de conversion, efectos
hemoliticos, neurotdxicos o enterotoxicos; de igual manera, la dosis consumida y la
susceptibilidad hacia la toxina, influyen en la respuesta fisioldgica de las personas a estos

compuestos (Hallegraeft, 2003).



Las ficotoxinas son producidas por especies de microalgas de distintos grupos
filogenéticos. Sin embargo, el grupo de los dinoflagelados es el més nocivo ya que se han
identificado mas de 50 especies con potencial téxico (Smayda, 1997). En contraste, en el
grupo de las diatomeas, sélo el género Pseudo-nitzschia es productor de toxinas y son muy
pocas especies las que han producido intoxicaciones humanas, muerte de aves y mamiferos

marinos (Bates y Trainer, 2006).

El vector principal de intoxicacion para los humanos es el consumo de moluscos
bivalvos, ya que estos organismos al filtrar grandes volumenes de agua pueden acumular
una alta concentracioén de toxinas en sus diferentes tejidos. Sin embargo, otros organismos
como ciertos pescados, tortugas, cangrejos y algas también pueden contener ficotoxinas,

pero suelen presentar bajas concentraciones y su consumo a nivel mundial es minimo

(Alfonso, 2008).

Las ficotoxinas pueden alterar el transporte de iones en las membranas y pueden
actuar como inhibidores metabolicos (Hall, 1991). De acuerdo a sus efectos en humanos se
han clasificado como toxinas marinas paralizantes, neurotdxicas, amnésicas, diarreicas y
ciguanotoxinas. Los sindromes méas comunes que las ficotoxinas producen en humanos son
la intoxicacién paralizante por consumo de mariscos o PSP por sus siglas en inglés
(Paralytic Shellfish Poisoning; PSP), intoxicacidon diarreica por consumo de mariscos
(Diarrhetic Shellfish Poisoning, DSP), intoxicacion amnésica por consumo de mariscos
(Amnesic Shellfish Poisoning; ASP) y la intoxicacidon neurotdxica por consumo de mariscos

(Neurotoxic Shellfish Poisoning;, NSP). (Yasumoto y Murata, 1993).

En México, se han registrado casos de intoxicaciones del tipo PSP y las unicas

muertes reconocidas por intoxicacion por ficotoxinas estan asociadas a este sindrome



(Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran, 2008). Se han identificado casos de intoxicacion por
ciguanotoxinas (Sierra-Beltran et al, 1998) y de NSP (Sierra-Beltran et al., 1998).
Asimismo, la presencia de la toxina que produce la ASP (acido domoico) ha sido
documentada para la region norte (Garcia-Mendoza et al., 2009) y sur (Garate-Lizarraga et
al., 2007) de la peninsula de Baja California. Aunque no ha ocurrido algun caso de
intoxicacion en humanos por adcido domoico en México, se ha reportado la muerte masiva
de mamiferos y aves marinas asociadas a la presencia de esta toxina en el ambiente (Sierra-
Beltran et al., 1997). De manera similar, no existe ningun caso reconocido de intoxicacion
por toxinas de tipo diarreico en México, pero se ha detectado la presencia de estas toxinas
en la Bahia de Todos Santos y lagunas costeras al sur de esta region en el andlisis de
muestras asociadas al Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos (PMSMB).
En el 2010 se implementaron en estas areas las primeras vedas sanitarias en México

asociadas a toxinas de tipo diarreico (http://www.cofepris.gob.mx/AZ/Paginas/Marea%20roja).

En México, el monitoreo de la toxinas de tipo diarreico (y lipofilicas) se lleva a
cabo por medio de bioensayo en raton. Este método puede presentar problemas de
selectividad e inespecificidad, por lo que generalmente ante resultados positivos se
confirma la presencia de toxinas de tipo lipofilico por medios analiticos. Durante las vedas
sanitarias del 2010 no se comprobo la presencia de toxinas de este tipo en las muestras que
resultaron positivas por bioensayo en raton. Por lo tanto, para evaluar si la presencia de
toxinas de tipo lipofilico es un problema emergente en la region o si es un problema
inherente a la técnica de deteccidn, en el presente trabajo se realizé un monitoreo durante el
2012 de la comunidad fitoplanctonica en la Bahia de Todos Santos y se caracterizé la

presencia de toxinas de tipo lipofilico en el mejillon mediterraneo (Mytilus



galloprovincialis) cultivado en la region. Se evalud la concentracion de estos compuestos
por medio de bioensayo en ratdn y por cromatografia liquida con deteccion por

espectrometria de masas.



II. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION
IL.I. INTOXICACION DIARREICA POR MOLUSCOS (DSP)

El DSP es uno de los problemas mas importantes a nivel mundial dado la amplia
distribucion geografica de las especies de fitoplancton que producen las toxinas asociadas a
este sindrome. En la década de los 60°’s se describieron intoxicaciones por consumo de
mariscos con sintomas tipo DSP (diarrea, nausea, vomito y dolor abdominal), sin embargo
hasta 1978 se caracterizO que cierto tipo de toxinas con cardcter lipofilico estaban
involucradas en el DSP y se implemento el bioensayo en raton para su deteccion (Yasumoto
et al., 1978; 1979). Posteriormente, Murata et al. (1982) identificaron que el acido okadaico
(AO), originalmente descrito para la esponja Halichondria okadai (Tachibana et al., 1981),
es la toxina responsable del DSP.

El DSP se caracteriza por la presencia de sintomas como diarrea, nausea, vomito y
en algunos casos dolor abdominal. Los sintomas comienzan entre los 30 minutos y las 3
horas después de haber consumido moluscos que han sido expuestos y duran entre 3 y 4
dias (Sar et al., 2010). Las toxinas causantes de este sindrome se acumulan en moluscos
bivalvos, los mejillones son el vector mas comun hacia el humano y la cantidad de toxinas
que pueden acumular depende de la profundidad en la que se encuentren, ya que se ha
detectado mayor toxicidad en organismos presentes a menor profundidad (Botana et al.,
1996).

El DSP esta asociado a la presencia de diversas especies del género Dinophysis.
Yasumoto et al. (1980) reportaron que Dinophysis fortii Pavillard produce la
dinofisistoxina (DTX), la cual detectaron en mejillones y fitoplancton. Posteriormente, Lee
et al. (1989) reportaron que D. acuminata Claparéde & Lachmann, D. acuta Ehrenberg, D.
fortii Pavillard, D. mitra (Schiitt) Abe, D. norvegica Claparede & Lachmann, D. rotundata
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Claparéde & Lachmann y D. tripos Gourret, son productoras de toxinas de tipo diarreico
(AO y DTX). La lista de especies toxigenas se ha ido ampliando y se reconoce que
Dinophysis caudata Saville- Kent (Fernandez et al., 2001), D. sacculus Stein (Masselin et
al., 1992), D. miles Cleve (Marasigan et al., 2001) y D. ovum Schiitt (Raho et al., 2008)
también son productoras de AO y/o DTX.

Se han reportado casos de DSP en Japon, diversos paises de Europa, Chile,
Tailandia y Canadd, entre otros (Sar et al., 2002 y Reguera et al., 2008). El primer registro
confirmado de DSP fue en Japon en 1978 (Yasumoto et al., 1978), donde afectd
drasticamente el cultivo de pectinidos. En ese mismo pais, se registraron aproximadamente
1300 casos de DSP entre 1976 y 1982, en Espafia se registraron mas de 5000 casos en
1981, y en 1983 se reportaron aproximadamente 3300 en Francia (Van Egmond et al.,
2011). En algunos casos la industria del mejillon ha permanecido cerrada durante periodos
muy largos, afectando econémicamente a las empresas productoras de moluscos bivalvos.
Por ejemplo, en 1984, la industria del mejillon permanecid cerrada practicamente todo un

afio en Suecia por toxinas tipo DSP (Van Egmond et al., 2011).

IL.II. TOXINAS LIPOFILICAS

Indistintamente se consideraba como toxinas tipo DSP al conjunto de toxinas con un
caracter lipofilico obtenidas mediante una extraccién con solvente organico. Sin embargo,
las toxinas de tipo diarreico (DSTx) son solo el 4cido okadaico (AO) y sus derivados, las
dinofisistoxinas (DTX1, DTX2, DTX3). Como estas moléculas se coextraen con otro tipo
de toxinas como las pectenotoxinas (PTXs), las yesotoxinas (YTXs) y los azaspiracidos
(AZAs), entre otras, al conjunto de las moléculas que se extraen por medio de solventes

organicos se les conoce en la actualidad como toxinas lipofilicas (Hess, 2010).



II.ITI.I. ACIDO OKADAICO Y DINOFISISTOXINAS (OA, DTX(s)

La toxina principal que causa el DSP es el 4cido okadaico (AO) y sus analogos las
dinofisistoxinas 1 (DTX1) y 2 (DTX2) como congéneres primarios (Murata et al., 1982;
Yasumoto et al.,, 1985). Este grupo de toxinas (DTXs) son poliéteres estables al calor con
caracter lipofilico y por lo tanto se acumulan principalmente en los tejidos adiposos de los
moluscos (Van Egmond, 2011). Tanto el OA como las DTXs actuan inhibiendo las
fosfatasas tipo serina o treonina (especificamente PP2A y PP1) (Cohen, 1989).

Las fosfatasas son un grupo de enzimas importantes involucradas en muchos
procesos metabolicos esenciales de la célula. La fosforilacion y desfosforilacion de
proteinas son dos de los principales procesos de regulacion y sefializacion en células
eucariotas. Entre los procesos metabolicos més importantes regulados por la fosforilacion y
desfosforilacion de proteinas estd el transporte y la secrecion en la membrana, la
contractilidad y la division celular. La causa de la diarrea en el ser humano es la
hiperfosforilacion de enzimas y proteinas que controlan la secrecion de sodio de las células
intestinales o un aumento de la fosforilacion de las proteinas citoesqueléticas o de union,
responsables de regular la permeabilidad a los solutos, lo que ocasiona una pérdida pasiva
de fluidos (Van Egmond, 1993, 2011; Hallegraeft, 1995).

Simultaneamente con el efecto diarreico se presentan nduseas, vomitos y dolor
abdominal (Fernandez et al., 2002). Aunado a estos sintomas, se ha comprobado que en
ratones las toxinas tipo DSP pueden causar efectos secundarios por exposicidon cronica,
actuando como promotores potentes de tumores (Fujiki er al., 1988). Por lo tanto, la
elevada morbilidad y las importantes pérdidas economicas causadas a la industria acuicola
y pesquera, convierte al AO y sus analogos como las toxinas de origen fitoplancténico mas

importantes (Van Egmond, 2011).



ILI.IT.II. YESOTOXINAS (YTXs)

Las yesotoxinas (YTXs) eran consideradas anteriormente como toxinas diarreicas por ser
extraidas junto con el OA y las DTXs. Sin embargo, no inducen ningun tipo de diarrea
después de su ingestion. No existen reportes de intoxicaciones en humanos por este tipo de
toxinas, pero fueron descubiertas ya que tienen una toxicidad muy alta en ratones (Speijers
etal., 2011).

Las yesotoxinas son poliéteres disulfatados de elevado peso molecular que poseen
un esqueleto de 47 carbonos en forma de escalera (Murata et al, 1987). Se han
caracterizado diversos analogos de esta toxina y se ha encontrado que la YTX es producida
por tres tipos de dinoflagelados: Protoceratium reticulatum (Satake et al., 1997),
Lingulodinium polyedrum (Draisci et al., 1999) y Gonyaulax spinifera (Rhodes et al.,
2004). Las YTXs se han detectado principalmente en pectinidos y mejillones,
acumulandose en las glandulas digestivas pero pueden existir en el tejido muscular en
menor porcentaje (Blanco et al., 2005).

No se conoce cual es la sintomatologia especifica de las YTXs en humanos, si es
que existe, pues hasta la fecha siempre han aparecido asociadas a toxinas DSP, originando

sintomatologia gastrointestinal (Blanco et al., 2005 ).

IL.IL.III. PECTENOTOXINAS (PTXSs)

De manera similar a las YTXs, las pectenotoxinas (PTXs) fueron descubiertas por su
toxicidad aguda en ratones. Las PTXs son poliéteres y a la fecha se han logrado aislar diez
analogos de estas toxinas y soOlo seis se han identificado quimicamente (Yasumoto et al.,
2011). A diferencia del AO, las PTXs no inhiben a las fosfatasas PP2A y PP1, por lo que

no causan sintomas diarreicos (Fladmark ez al., 1998). Los organismos productores de las



PTXs son varias especies de Dinophysis (Suzuki et al., 1998), y estdn siempre
acompafadas por toxinas del grupo del AO en los moluscos.

No se tiene evidencia clara sobre el efecto de estas toxinas en humanos. En raton los
sintomas de intoxicacion se caracterizan por letargo, dificultad para coordinar movimientos
y dificultad para respirar. Las muertes por lo regular ocurren entre las 4 y 10 horas después

de la inyeccion (Miles et al., 2004).

IL.IT.IV. AZASPIRACIDOS (AZAs)

La intoxicacién por azaspirdcidos (AZAs) se detectd por primera vez en Holanda en 1995,
después del consumo de mejillones cultivados en Irlanda. Los sintomas presentes en los
afectados fueron similares a los producidos por el DSP, pero las concentraciones detectadas
de 4cido okadaico eran muy bajas (McMahon y Silke, 1996; Satake et al., 1998). Tampoco
se observaron organismos productores de toxinas DSP en las muestras de agua recolectadas
por lo que se sospechd de una toxina nueva de caracter lipofilico, que posteriormente fue

caracterizada como AZAs.

Los AZAs son poliéteres con un espiro arreglo que es Unico entre las ficotoxinas,
asimismo presenta una amina ciclica y un acido carboxilico (Ryan et al., 2011). Se han
detectado aproximadamente 20 analogos de esta toxina (Satake et al, 1998b). Se han
encontrado cantidades elevadas de AZAs en moluscos bivalvos (Hess et al., 2003; Furey et
al., 2003) y recientemente se han detectado en crustaceos como los cangrejos (Torgersen et
al., 2008). Hasta el momento no se conoce la distribucion de estas toxinas en el interior de
los organismos. Existen estudios que indican que estan presentes principalmente en la

glandula digestiva (Hess, 2005). Sin embargo, otros sugieren su presencia en otros tejidos,
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ya que la estructura molecular de los AZAs, con una parte polar y otra apolar, haria posible
su movimiento por todo el cuerpo de los moluscos (Ryan et al., 2011). Los sintomas
observados en episodios toxicos en humanos fueron nauseas, vomitos, diarrea y calambres
en el estdbmago, similares a los de las toxinas diarreicas, sin haberse registrado casos de

mortalidad (Alfonso, 2008).

Los sintomas de la intoxicacion por AZAs en ratdn se caracterizan por saltos y
rascado de los animales de prueba, con una paralisis lenta y progresiva, lo que corresponde
a una sintomatologia neurotéxica diferente a la provocada por las toxinas responsables del

DSP (Flanagan et al., 2000; Satake et al., 1998a).

ILIL.LV. OTRAS TOXINAS LIPOFILICAS (IMINAS CiCLICAS)

Las iminas espirociclicas son un grupo de toxinas que contienen un grupo funcional imino
como parte de su estructura ciclica (Pulido et al., 2011). El grupo de las iminas ciclicas
incluye a las gimnodiminas, espirolidos, pinnatoxinas, prorocentrolidos 'y
espirocentriminas. Al igual que con otras toxinas lipofilicas; como las mencionadas
anteriormente, la presencia de este grupo fue descubierta debido a la alta toxicidad
observada en ratones al ser inyectados con extractos lipofilicos via intraperitoneal. Cuando
se presentan en altas concentraciones, pueden producir la muerte rapida de los ratones y su
presencia puede interferir en el bioensayo. Sin embargo, en dosis subletales el raton suele
recuperarse rapidamente, lo que sugiere la rapida desintoxicacion o excrecion en los

organismos (Richard et al., 2001).
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Los organismos que se han identificado como productores de esta toxina son
Karenia selliformis, para gymnodiminas; Alexandrium ostenfeldii, para espirdlidos;
Prorocentrun spp para prorocentrolidos, y Ostreopsis spp para palitoxinas (Pulido et al.,

2011).

Los espirdlidos no inhiben a las fosfatasas y tampoco afectan los canales de sodio
pero si son activadores de los canales de calcio (Hu et al., 1995). Respecto a los sintomas
presentes en los ratones, Gill et al. (2003) observaron que en dosis letales de espirolido C,
al inicio los ratones se muestran aletargados y son incapaces de coordinar sus movimientos,
en algunos casos se arquean y presentan piloereccion. Finalmente extienden sus
extremidades traseras, arquean la cola hasta la parte frontal de la cabeza y mueren por paro

respiratorio.

No existen reportes de efectos adversos de estas toxinas en humanos y por lo tanto,

no hay una regulacion sanitaria asociada a la presencia de iminas ciclicas.

ILIII. TECNICAS DE DETECCION

La prevencion de riesgos a la salud publica incluye la implementacion de programas tanto
de monitoreo de fitoplancton téxico como de la concentracion de ficotoxinas presentes en
organismos vectores. Con el objetivo de prevenir que se consuman mariscos toxicos existen
programas en diferentes paises para asegurar la inocuidad de productos marinos. El éxito de
estos programas depende de una deteccion adecuada de las ficotoxinas en los productos

marinos y en especial en moluscos bivalvos. Los métodos de deteccion de ficotoxinas, se
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pueden agrupar en: quimicos, inmunodeteccion, medicion de la actividad de las toxinas y
bioldgicos (bioensayos).

Bésicamente se usan dos tipos de métodos para el andlisis de biotoxinas en los
programas de regulacion sanitaria: Los bioensayos y los analisis quimicos. Los primeros
manejan un modelo animal, que en el caso de los programas de monitoreo actuales es el
raton. Este tipo de bioensayo proporciona un valor del contenido total de toxinas, basado en
la medicién de una respuesta bioldgica, que comprende la actividad de todos los anédlogos
presentes en la muestra. Esta es una ventaja y en algunos protocolos la toxicidad puede ser
cuantificable. Este método es el mds usado, principalmente por su bajo costo en
comparacion con los métodos analiticos; sin embargo, presenta una alta variabilidad en los
resultados y en algunos casos, baja especificidad que resulta en la presencia de falsos
positivos o falsos negativos (Suzuki et al., 1996).

Por otro lado, los métodos analiticos se basan en una caracterizacion y posterior
cuantificacion individual de las toxinas en funcidon de una respuesta instrumental, que es
proporcional a la concentracion de cada una de las toxinas presentes en la muestra. Estos
métodos de analisis incluyen los métodos de separacion por afinidad de los analitos a una
matriz especifica. Entre éstos se encuentran la electroforesis capilar y la separacion por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con deteccion UV/VIS, fluorescencia o por
espectrometria de masas.

En la actualidad, la mayoria de los programas de control de ficotoxinas se basan en
bioensayos en raton. Sin embargo, la tendencia mundial es sustituir estas aproximaciones
por métodos analiticos. En la Union Europea a partir del 2014 se sustituiran los bioensayos
en raton por cromatografia liquida con deteccion por espectrometria de masas en tandem

(LC-MS/MS) para cuantificar toxinas de tipo lipofilico (Reglamento UE No 15/2011).
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En México, 4 de las 5 toxinas reguladas en la NOM-SSA1-242-2009 se detectan por
bioensayo en raton y solamente el dcido domoico se determina por medio de HPLC con
deteccion por UV (HPLC-UV). En abril del 2011 al publicarse la NOM-SSA1-242-2009 se
reconoce que las toxinas de tipo diarreico pueden afectar a la salud publica y se establece
un nivel maximo permitido de 160 pg kg™ en tejido de moluscos bivalvos. La NOM-SSA1-
242-2009 hacia referencia a “la toxina diarreica” originalmente pero una modificacion
reciente en el Diario Oficial de la Federacion, 27 de diciembre del 2012, ya especifica que
se refiere al AO. Por otro lado, en la guia técnica del Programa Mexicano de Sanidad de
Moluscos Bivalvos (PMSMB) se menciona que un area de cosecha de moluscos puede
“cerrarse” (implementacion de veda sanitaria) cuando se detecten, ademds de otras
ficotoxinas, concentraciones mayores de 1 mg kg’ de YTXs o més de 160 pg kg’ de

AZAs.

IL.IV. DSP EN MEXICO

La presencia de toxinas de tipo diarreico en varios paises de Europa, Japon, Australia,
Nueva Zelanda y Chile es el problema mas importante relacionado con intoxicaciones y
pérdidas econdmicas asociados a FAN (Sar ef al., 2002). Sin embargo, en México la
informacion sobre este tipo de toxinas y del tipo lipofilico es practicamente nula y no hay
un caso de DSP reconocido por las autoridades sanitarias en el pais.

El unico reporte sobre la presencia de toxinas de tipo diarreico en el ambiente es el
de Ochoa et al. (1997). Estos autores realizaron bioensayos en raton en muestras colectadas
en Bahia Concepcion, en el Golfo de California durante 1992 a 1995. Se reportaron tres
muestras positivas para DSP por bioensayo en raton que coincidieron con concentraciones

altas de saxitoxina detectadas en primavera de los afios de 1992, 1994 y 1995 (Ochoa et al.,
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1997). La presencia de toxinas de tipo lipofilico por métodos analiticos no se evalu6 en ese
estudio. El Unico reporte sobre la deteccion de toxinas lipofilicas por cromatografia liquida
acoplada a masas es el de Heredia-Tapia et al. (2002), quienes reportaron la presencia de
AO y dinofisistoxina (DTX1) en cultivos de Prorocentrum lima aislados en la costa de isla
el Pardito, Baja California Sur después de un evento de intoxicacidon con sintomas tipo
ciguatera ocurrido en el area (Heredia-Tapia et al. 2002).

Otra sugerencia de la presencia de toxinas de tipo diarreico en México es la veda
sanitaria implementada en mayo de 2010 por la COFEPRIS ante resultados positivos por
bioensayo en raton a partir de extractos de moluscos provenientes de Bahia de San Quintin,

B.C. y Laguna de Guerrero Negro, B.C.S,,

(http://www.cofepris.gob.mx/AZ/Paginas/Marea%?20roja). Esta veda sanitaria impidié la
extraccion, consumo y comercializacion de moluscos por mas de un mes, lo que afect6 a la
industria acuicola en la zona. Asimismo en diciembre del mismo afio, se detectaron
resultados positivos por bioensayo en raton en muestras de mejillon de la Bahia de Todos
Santos, Baja California. Aunque no se implement6 una veda sanitaria, la extraccion de este
producto fue suspendida por una semana aproximadamente (Ocean. Sergio Guevara, com.
Per.l).

Las acciones de regulacion implementadas en la zona se basaron en resultados
positivos obtenidos por bioensayo en raton. Sin embargo, este protocolo no es especifico
para estas toxinas ya que otras toxinas de tipo lipofilico pueden afectar el resultado.
Asimismo, mediante este protocolo se pueden presentar falsos positivos por la presencia de

acidos grasos en los organismos (Suzuki et al., 1996). Ya que los resultados positivos de la

! Ocean. Sergio Guevara Escamilla. Presidente Comité Estatal de Sanidad Acuicola e Inocuidad de Baja
California.
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presencia de toxinas diarreicas por bioensayo en ratén no fueron confirmados con métodos
analiticos, no se puede establecer si existi6 un problema metodoldgico o si su presencia es
un problema emergente en la region. En el presente trabajo se caracterizo la composicion y
abundancia de la comunidad fitoplanctonica en el area de Rincon de Ballenas de Bahia de
Todos Santos de enero a diciembre del 2012. Se describe la presencia de especies con
potencial toxico, en particular el género Dinophysis asociadas a toxinas de tipo diarreico en
moluscos bivalvos. Ademds, se evalud la presencia de toxinas de tipo lipofilico en
mejillones colectados en el 4area de Rincon de Ballenas. Estas toxinas fueron medidas por
medio de dos protocolos de bioensayo en raton y por LC-MS/MS para confirmar la

presencia de las toxinas.



III. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de toxinas de tipo diarreico en la Bahia de Todos Santos.

III.IT. OBJETIVOS PARTICULARES

» Caracterizar la presencia de especies fitoplanctdnicas con potencial toxico en
muestras de agua colectadas en Rincon de Ballenas de enero a diciembre del 2012,
asociando su presencia con las condiciones ambientales de la zona durante el

periodo de estudio.

» Evaluar la presencia de toxinas de tipo diarreico por medio de bioensayo en raton,
en extractos de glandula digestiva y en cuerpo entero de moluscos bivalvos

cultivados en el area de Rincon de Ballenas durante enero a noviembre del 2012.

» Caracterizar la concentracion de toxinas de tipo lipofilico por medio de
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS/MS) en extractos de cuerpo completo de moluscos bivalvos cultivados en el

area de Rincon de Ballenas durante enero a noviembre del 2012.

» Comparar los resultados de deteccion de toxinas diarreicas obtenidos por bioensayo
en raton con extraccion en hepatopancreas, bioensayo en raton con extraccion en
cuerpo entero y HPLC-MS/MS en muestras de mejillon cultivados en la region de

Rincoén de Ballenas
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IV. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

La Bahia de Todos Santos (BTS) se localiza en la costa noroeste de Baja California entre
los 31.7 y 31.9 de latitud N y 116.6 a 116.8 de longitud W, con un area aproximada de 250
km? (Torres, 2006). La BTS se caracteriza por tener una fuerte influencia ocednica; se
encuentra limitada al norte por Punta San Miguel, al oeste por las Islas de Todos Santos y al
Sur por Punta Banda. La mayor parte de la BTS tiene una profundidad entre los 10 y 50
metros y s0lo una pequefia porcion llega a tener hasta los 300 metros de profundidad
debido al cafion submarino presente entre las Islas y Punta Banda (Argote et al., 1991). La
region posee un clima tipo mediterrdneo caracterizado por veranos secos y calidos, e
inviernos humedos y frios (Carlucci et al.,, 1986). Debido a surgencias costeras en el area
adyacente, la BTS se ve enriquecida por aguas ricas en nutrientes, mientras que el aporte de
agua baja en nutrientes se lleva a cabo por la corriente de California (Pérez-Brunius et al.,

2006).

Para este trabajo se colectaron muestras de los cultivos de mejillon mediterraneo
pertenecientes a la empresa Acuacultura Oceédnica S.A. de C.V. y AqualLap S.A. de C.V.,
localizados al sur de la BTS, en la region de Rincon de Ballenas. Esta zona se encuentra
certificada para producir mejillon y ostion usando técnicas de cultivo en suspension. Los

cultivos se encuentran distribuidos en dos poligonos en el area certificada (Fig.1).
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Figura 1. Ubicacion del area certificada para cultivo de moluscos en el area de Rincon de
Ballenas dentro de la Bahia de Todos Santos, Ensenada, Baja California. Se presentan, los
poligonos concesionados para cultivo de moluscos (Azul: Acuacultura Oceanica, S.A. de
C.V.; Rojo: Aqualap S.A. de C.V.).Asimismo, se presenta la ubicacion de los sensores
(Hobos) utilizados para la medicion de temperatura en la zona de estudio (H1, ubicacion
durante enero-abril; H2, ubicacién enero-diciembre).



V. METODOLOGIA
V.I. RECOLECCION DE MUESTRAS

Se realizaron muestreos semanales para evaluar a la comunidad fitoplanctonica de enero a
diciembre del 2012 en el area de rincon de Ballenas de la BTS, cerca de los cultivos de
mejillén pertenecientes a Acuacultura Ocednica S.A. de C.V. En cada muestreo se
colectaron aproximadamente 500 mL de agua en superficie y a 10 m de profundidad.
Asimismo, se realizaron arrastres verticales con red para fitoplancton con luz de malla de
60 um. Las muestras de agua se colocaron en botellas de plastico oscuro (Nalgene) y
fueron fijadas con solucién concentrada de lugol-acetato (Throndsen, 1978). Para
determinar la concentracion de ficotoxinas en organismos bivalvos, se colectaron de 30 a

60 mejillones de la especie Mytilus galloprovincialis durante enero a noviembre del 2012.

V.II. VARIABLES AMBIENTALES

Durante el periodo de muestreo se registré la temperatura a diferentes profundidades
mediante un arreglo de sensores (HOBO Water Temperature Pro v2 Data Logger-U22-001
marca Onset) con un intervalo de muestreo cada 10 minutos. Este arreglo se coloco en dos
localidades distintas durante el periodo de estudio aproximadamente a 4 metros por debajo
del nivel medio del mar. Inicialmente se posicion6 a 31.737 N, 116.696 W del 01 de enero
al 18 de abril del 2012 (Fig. 1) y posteriormente se instald mas cerca de los sitios de cultivo
(31.749 N, 116.674 W; Fig. 1). Se obtuvieron, datos de temperatura medida diariamente a
diferentes profundidades cerca de la Islas de Todos Santos en el drea concesionada para el
cultivo de peces en encierro. La informacion fue proporcionada por la compaiiia Baja

Aquafarm S. A.

19
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V.III. CARACTERIZACION DE LA COMUNIDAD FITOPLANCTONICA

El analisis de la comunidad fitoplanctonica se efectudé con un microscopio invertido LEICA
modelo DMI3000B con objetivos de 10x, 20x, 40x y 63x. Se utilizaron camaras de
sedimentacién de 10 ml, siguiendo el método de Utermohl (Sournia, 1978), considerando
un tiempo de sedimentacion de 3 horas por cada centimetro de altura de la camara
(Margalef, 1969). Para la identificacion y cuantificacion de los organismos se analiz6 el
fondo de la cédmara hasta contar un minimo de 400 células o en el caso de tener
abundancias muy bajas se analiz6 la camara completa. Aplicando la sistematica taxonémica
(Cupp, 1943; Taylor, 1976; Balech, 1988 y Tomas, 1997) se identificaron las células de
dinoflagelados y diatomeas a nivel de género, cuando fue posible la identificacion se
realiz6 al nivel de especie.

Aunque se trat6 de identificar a todas las especies presentes en las muestras, el
andlisis de la comunidad fitoplanctonica se enfoco en las especies asociadas al sindrome de
intoxicacion diarreica. Se contaron todas las células del género Dinophysis spp. presentes
en cada muestra. Las abundancias celulares de las muestra de 0 y 10 m de profundidad se
expresan como numero de células por litro (Cel L™) y los anlisis de las muestras de red se

expresan como abundancias relativas.

V.IV. DETERMINACION DE TOXINAS

En cada muestreo se recolectaron aproximadamente 60 ejemplares del mejillon
mediterraneo (Mytilus galloprovincialis), se guardaron en bolsas con cierre hermético y se
etiquetaron con la fecha y lugar de colecta. Las muestras se colocaron dentro de una hielera

manteniéndolos entre 4°C y 10 °C. La mayoria de las muestras fueron recolectadas por
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personal de la compaiiia Acuacultura Ocednica, S.A. Asimismo, se analizaron muestras
consideradas dentro del esquema de recoleccion del Programa Mexicano de Sanidad de
Moluscos Bivalvos (PMSMB). Al llegar al laboratorio las muestras asociadas al PMSMB
se analizaron inmediatamente por medio del bioensayo en raton y se congeld una
submuestra de organismos a -20°C. Cuando las fechas de muestreo no coincidieron con el
calendario del PMSMB, la muestra total fue inmediatamente congelada a -20°C. En el caso
de contar con suficientes organismos se realizo la medicion de toxinas de tipo lipofilicas
por medio de tres métodos (bioensayo en ratébn con hepatopancreas, bioensayo en raton

con cuerpo entero y espectrometria de masas).

V.IV.I. CUANTIFICACION DE TOXINAS LIPOFILICAS EN MOLUSCOS
BIVALVOS POR BIOENSAYO EN RATON A PARTIR DE
HEPATOPANCREAS.

El método de bioensayo en raton utilizado fue el descrito por Yasumoto et al. (1978), el
cual consiste en homogenizar por 2 a 3 min 25 g de la glandula digestiva (hepatopéancreas)
de moluscos bivalvos con 50 mL de acetona al 100 %. Se repite la extraccion dos veces
mas con el mismo volumen de solvente. Se recupera el solvente orgdnico de las tres
extracciones y se rotoevapora a 40 °C, el residuo se resuspende en 5 mL de Tween 60 al 1
%. El extracto se inyecta intraperitonealmente a un grupo de 3 ratones con un peso corporal
de entre 19 a 21 g de la cepa Hsd:ICR. Los animales se mantienen en observacion durante
24 horas. La muerte de dos ratones antes de las 24 horas representa una muestra positiva.
Cuando el bioensayo es positivo se considera que existe la presencia de cualquiera de las
toxinas lipofilicas (OA, DTXs, PTXs, AZAs y YTXs) arriba de los niveles permitidos en

regulaciones internacionales (EC No. 15/2011). Los signos clinicos de los animales cuando
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existe la presencia de toxinas de tipo diarreico (DSTx: OA y DTXs) son postracion,

debilidad y convulsiones.

V.IV.II. PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR ARMONIZADO
DE LA UNION EUROPEA PARA LA DETECCION DE TOXINAS
LIPOFIiLICAS POR BIOENSAYO EN RATON A PARTIR DEL
ORGANISMO COMPLETO.

Este método se basa en el protocolo descrito por Yasumoto et al., (1984). Actualmente es
el procedimiento oficial de la Unién Europea para la deteccion de toxinas lipofilicas y sera
sustituido en 2014 por el método de LC-MS/MS (EC No. 15/2011). Este bioensayo puede
detectar al AO, DTXs, PTXs y AZAs al nivel regulatorio establecido en la EC No
853/2004, y YTXs aun por debajo de los niveles regulatorios. Algunas otras toxinas
solubles en acetona, como las brevetoxinas, gymnodiminas, espirolidos, pinnatoxinas,
ciguatoxinas y paralitoxinas pueden ser codetectadas por este método. Este protocolo, al
igual que el de Yasumoto et al., (1978) consiste en una extraccion con solvente orgéanico
(acetona) de las toxinas presentes en el tejido del molusco. Posteriormente, se realiza una
fraccionacion del extracto acetonico con éter etilico (o diclorometano) y agua para eliminar
toxinas mas polares como el 4cido domoico y saxitoxinas, ademas de sales.

En este trabajo se realiz6 una extraccion en 100 g del cuerpo completo de mejillones
con un volumen final de 500 mL de acetona. La acetona se elimina con rotoevaporacion a
40 °C. Posteriormente se realiza una particion con 300 mL de diclorometano y dos
enjuagues de 20 mL con agua desionizada. Se recupera el solvente orgdnico y éste es
evaporado a sequedad. El residuo resultante es suspendido en una solucion de 4 mL de
Tween 60 (1%). Un mililitro de este extracto es inyectado intraperitonealmente a 3 ratones

con un peso entre 19 y 21 gr de la cepa Hsd:ICR. La muerte de dos ratones antes de las 24
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horas representa un resultado positivo, considerando que la muestra presenta cualquiera de
las toxinas lipofilicas (OA, DTXs, PTXs, AZAs y YTXs) en concentraciones superiores a

los niveles permitidos en regulaciones internacionales (EC No. 15/2011).

V.IV.III. PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR ARMONIZADO
PARA LA DETECCION DE BIOTOXINAS MARINAS DE TIPO
LIPOFILICO EN MOLUSCOS POR LC-MS/MS.

El método consiste en una extraccidbn organica con metanol al 100 % del tejido
homogenizado del cuerpo completo de moluscos. Los extractos son posteriormente
filtrados y directamente analizados mediante cromatografia liquida acoplada a un
espectrometro de masas en tandem (LC-MS/MS) para investigar la presencia de AO,
DTXI1, DTX2, PTX1, PTX2, AZ1, AZA2, AZA3, YTX, homo YTX, 45 OH YTX y 45 OH
homo YTX en forma libre. Para determinar el contenido total de las toxinas del grupo del
AO, es necesaria una hidrodlisis alcalina del extracto metandlico antes del analisis por LC-
MS/MS con el objetivo de convertir cualquier éster de AO y/o DTXs de AO y DTX1 o
DTX2 libre. Dicha hidrdlisis consiste en adicionar NaOH 2.5 M a una alicuota del extracto
metanodlico, homogenizar y calentar a 76 °C por 40 min. Una vez que se encuentre a
temperatura ambiente, se homogeniza, se filtra y se inyecta en la columna cromatografica.
Para los analisis por LC-MS/MS, en el laboratorio FICOTOX se realizé la primera
parte de la extraccion. Se trabajo con 2.5 g de tejido del cuerpo entero de mejillones a los
cuales se les agregaron 10 mL de metanol al 100 % y se homogenizaron con Vortex por 3
min, posteriormente se adicionaron 10 mL més de metanol al 100 % y se homogeniz6 en
Ultra Turrax por 1 minuto. El extracto se centrifug6é a 3000 rpm durante 10 min y se colectd

el sobrenadante en viales de plastico de 2 mL, los cuales se conservaron a baja temperatura.
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Los extractos metanolicos de cada muestra fueron enviados al Laboratorio Center for
Environment, Fisheries and Aquaculture (CEFAS) en Inglaterra y al Centro de
Investigaciones Marinas (CIMA) en Espafia para realizar la parte restante de la extraccion.
El protocolo y/o aparato empleado para el analisis por LC-MS/MS dependié de las

condiciones manejadas por cada laboratorio.



VI.RESULTADOS

VLI. COMUNIDAD FITOPLANCTONICA Y VARIABLES AMBIENTALES

Los resultados del presente trabajo corresponden al monitoreo de la comunidad
fitoplancténica del 18 de enero al 26 de diciembre del 2012. Para la zona de Rincon de
Ballenas se analizaron 44 muestras de agua superficial, 42 muestras colectadas a 10 metros
de profundidad y 42 muestras de arrastres verticales de red. Los resultados de las muestras
de red indican que el grupo de las diatomeas fue dominante durante la mayor parte del
periodo de estudio, representando mas del 90% de las abundancias relativas totales. Los
dinoflagelados representaron una fraccion importante (80%) de la comunidad
fitoplanctdnica solo en marzo y junio.

La dominancia de las diatomeas fue claramente reflejada en las abundancias
absolutas de especies del fitoplancton (Fig. 2). En general, la abundancia total de especies
de diatomeas fue similar en superficie y en 10 m de profundidad. Solo en pocas ocasiones
la abundancia fue mayor a 10 m que en superficie (Fig. 2A). La abundancia maxima se
detecto a finales de abril con 800 x 10° Cel L™ en superficie y 1200 x 10° Cel L' a 10
metros. En los meses de febrero, abril, mayo y julio los conteos celulares fueron superiores
a 500 x 10° Cel L', pero los meses restantes no se super6 esta abundancia (Fig. 2). Después

de agosto la abundancia no fue mayor de las 200 x 10’ Cel L' en ambas profundidades.

25
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Figura 2. Abundancia de fitoplancton en el &area de Rincon de Ballenas de la Bahia de
Todos Santos durante enero a diciembre del 2012. Abundancia total de especies
identificadas incluyendo diatomeas, dinoflagelados, euglenoides, criptofitas etc. (A).
Especificamente del grupo de las diatomeas (B) y dinoflagelados (C).
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El grupo que contribuyé mayormente a la abundancia total fue el de las diatomeas
con una concentracion méaxima de 1250 x 10’ Cel L durante el mes de mayo y una
abundancia menor de 200 x 10° Cel L' en los tltimos meses de muestreo (Fig. 2B). En
contraste, los dinoflagelados no presentaron abundancias significativas (Fig. 2C), a
excepcion del maximo en junio, con 60 x 10° Cel L™ en superficie y 20 x 10° Cel L™ a10 m.
En marzo la abundancia fue de 30 x 10° Cel L' y 20 x 10° Cel L en superficie y 10
metros, respectivamente. Por ultimo en noviembre la abundancia se increment6 a 40 x 10°
Cel L en superficie y 15 x 10° Cel L™ a 10 m. En los meses restantes la abundancia de

dinoflagelados no superd las 10 x10° Cel L™.

VILLI. ABUNDANCIA DE ESPECIES CON POTENCIAL TOXICO

La especie con potencial toxico mas comun que se identifico para este estudio en la BTS es
Pseudo-nitzschia australis. Durante el 2012 se registraron altas abundancias de esta especie
en tres ocasiones (Fig. 3A). A mediados de febrero la abundancia de células del género
Pseudo-nitzschia fue superior a 600 x 10° Cel L a 10 m; sin embargo, en esa fecha no se
diferencid entre especies. Es a partir del 15 de febrero que se iniciaron los conteos por
especie prestando especial atencion a Pseudo-nitzschia australis.

En la ltima semana de abril y la primera de mayo la abundancia de esta especie fue
superior a 200 x 10° Cel L™ tanto en superficie como a 10 m de profundidad. El resto del
afio la abundancia celular no super6 las 100 x 10> Cel L™, La menor abundancia celular se
presentd a partir de septiembre con menos de 20 x 10° Cel L', En muestras de red (Fig. 3C)
se observd la misma tendencia que en los andlisis de abundancia absoluta, durante los
meses de marzo y abril se observo una abundancia del 20 %, posteriormente aument6 al 50

% en mayo, junio y agosto. A partir de septiembre el numero de células de Pseudo-
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nitzschia no superd el 20 % de la abundancia total de organismos detectados en muestras de

red.
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Figura 3. Abundancia absoluta (A) de Pseudo-nitzschia tipo australis y abundancia relativa
de todas las especies de este género (B) en el area de Rincon de Ballenas de la Bahia de
Todos Santos durante enero a diciembre del 2012.

Lingulodinium polyedrum es otra especie que comunmente forma florecimientos

algales en la Bahia de Todos Santos y se ha reconocido que puede producir yesotoxinas
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(Paz et al., 2004). Durante los primeros meses de este estudio no se detectd la presencia de
L. polyedrum. Fue hasta junio cuando se detecto la presencia de esta especie en muestras de
superficie (Fig. 4A) con abundancia de 1,200 Cel L, posteriormente no se detectd y
reaparecié a principios de noviembre superando las 20000 Cel L™, conforme transcurrieron
los dias del mes su abundancia descendi6 drasticamente y hacia finales de noviembre se
registraron conteos de 500 Cel L. Sin embargo, durante las dos primeras semanas de
diciembre present6 un aumento significativo de su abundancia alcanzando 60 x 10° Cel L™

Para las muestras colectadas a 10 m de profundidad, la especie aparece solo en 3
ocasiones durante el mes de noviembre pero nunca supera las 500 Cel L™, de forma similar
a las muestras de superficie, las muestras de 10 m registraron un incremento en su
abundancia a principios de diciembre, alcanzando 60 x 10° Cel L. Esta tendencia también
se observo en las abundancias relativas, las cuales durante todo el afio representaron menos
del 1%, pero a finales de noviembre la poblacion aumento, representando el 30 % de la
poblacion total, llegando incluso a constituir més del 80 % en el mes de diciembre (Fig.

4B).
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Figura 4. Abundancia absoluta (A) y relativa (B) de Lingulodinium polyedrum en el area
de Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos Santos durante enero a diciembre del 2012.

VLLIL ESPECIES ASOCIADAS A TOXINAS LIPOFILICAS
La produccion de toxinas lipofilicas, se asocia principalmente con el género Dinophysis. En
las muestras analizadas para este estudio se registraron bajas abundancias de este género en

comparacion con otros dinoflagelados, los conteos no sobrepasaron las 5,000 Cel L. Antes
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de mayo del 2012 la abundancia celular se mantuvo entre las 100 Cel L™ y las 1000 Cel L™

en superficie y a 10 metros (Fig. SA).
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Figura 5. Abundancia absoluta (A) y relativa (B) de Dinophysis spp en el area de Rincén
de Ballenas de la Bahia de Todos Santos durante enero a diciembre del 2012.



32

Entre mayo y agosto se observaron tres fechas con abundancias altas de Dinophysis
spp. A principios de mayo su abundancia super6 las 1,300 Cel L' en superficie y a finales
de este mismo mes se detectaron 2,600 Cel L' en ambas profundidades. La maxima
abundancia celular de este género se detectdé a mediados de agosto con mas de 4,000 Cel L
"'a 10 metros de profundidad. Posteriormente, las abundancias disminuyeron hasta menos
de 1,000 Cel L en diciembre de 2012(Fig. 5A).

Se evalu6 la abundancia relativa de las especies de este género como otro indicador
de su presencia en la comunidad fitoplanctonica (Fig. 5B). Desde enero hasta agosto,
Dinophysis spp representd entre el 1 al 10 % de la abundancia relativa en muestras de red.
Sin embargo, en los primeros dias de septiembre la abundancia relativa fue de
aproximadamente un 70 %. Posteriormente, esta abundancia disminuye a un 20 %, y
continua su disminucion hasta finales de afio, representando solo un 5 % de la comunidad
fitoplanctonica en noviembre.

Utilizando la sistematica taxonoémica se identificaron siete especies del género
Dinophysis en las dos profundidades de muestreo: D. acuminata Claparéde et Lachmann,
D. Caudata Saville Kent, D. fortii Pavillard, D. sp.cf. mitra, D. sp. cf- odiosa, D. rotundata
Claparéde & Lachmann y D. tripos Gourret. Las especies recurrentes durante la mayor
parte del afno fueron D. fortii y D. acuminata (Fig. 6A, 6B), el resto de las especies se

presentaron ocasionalmente en algunos muestreos.
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Figura 6. Abundancia absoluta de Dinophysis acuminata (A) y Dinophysis fortii (B) en el
area de Rincén de Ballenas de la Bahia de Todos Santos durante enero a diciembre del
2012.
En muestras de superficie y 10 m se presentaron 5 de las 7 especies identificadas.
En los primeros dias de marzo, D. acuminata (Fig. 6A) alcanz6 una abundancia de 500 Cel
L™ a 10 metros y aproximadamente de 100 Cel L' en superficie. En mayo se detectaron

nuevamente 500 Cel L en muestras superficiales y apenas 200 Cel L' a 10 metros. En

junio la abundancia aument6 a 2000 Cel L™ a 10 metros y menos de 1000 Cel L en
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superficie, pero en julio la abundancia disminuye a 300 Cel L™ en ambas profundidades. En
los ultimos tres meses del afio no se detecto a esta especie.

Por otra parte, D. fortii (Fig. 6B) también se detectd a partir de marzo con
abundancia de 200 Cel L™ en ambas profundidades. Los 3 meses posteriores la abundancia
de esta especie fue menor de 1,000 Cel L. Sin embargo, a mediados de julio la poblacion
superd las 4,000 Cel L. El numero de células disminuy6 a la semana siguiente y
permanecid bajo todo el mes de agosto. En septiembre, octubre y diciembre vuelve a
detectarse sin superar las 1000 Cel L™.

Dinophysis rotundata (Fig. 7A) fue la tercera especie que se presentd con mas
frecuencia durante el periodo de muestreo. De manera similar a D. acuminata y D. fortii, D.
rotundata se presentd de mayo a julio y septiembre a octubre, con abundancias entre 200
Cel L'a 400 Cel L', En los meses restantes su abundancia fue menor a 100 Cel L. En
muestras de 10 metros se observd esta especie solamente en junio, octubre y noviembre con
100 Cel L'y a finales de noviembre con 200 Cel L™

Por otra parte, especies mas raras como D. caudata, se presentd solo en dos
ocasiones en muestras de superficie, la primera en junio con un abundancia de 1200 Cel L™
y en septiembre con 100 Cel L. En muestras de 10 metros, se observo en los meses de
octubre y noviembre sin superar las 200 Cel L™ (Fig. 7B). En el caso de D. tripos solo se

detect6 en superficie, en el mes de octubre con abundancia de 200 Cel L (Fig. 7B).
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Figura 7. Abundancia absoluta de D. rotundata (A), D. caudata y D. tripos (B) en el area
de Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos Santos durante enero a diciembre del 2012.

En muestras de red, se registraron ademds de las cinco especies descritas en
superficie y 10 metros de profundidad, dos especies que no se presentaron en muestras
discretas, las cuales corresponden a D. odiosa y D. mitra. Sin embargo, la frecuencia de
aparicion fue diferente y con relacion a la presencia de toxinas de tipo diarreico (ver la
seccion siguiente), es importante analizar la contribucion relativa de las diferentes especies

del género Dinophysis a la comunidad fitoplanctonica. Las especies con mayores
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abundancias relativas y frecuencia de aparicion fueron D. acuminata y D. fortii (Fig. 8A).
La suma de las abundancias relativas de éstas especies fue de aproximadamente 7 % al
principio del afio y posteriormente se reduce a menos del 1 % del total de organismos
presentes en muestras de red. A finales de mayo se detecta un incremento en la abundancia
relativa de estas especies, alcanzando un méximo de 5 % a mediados de junio.
Posteriormente se observé una disminucion en la abundancia de estas especies, pero el 31
de agosto la abundancia relativa de D. fortii fue mayor al 60 % de los organismos presentes
en muestras de red. En octubre se observo el segundo valor més alto para esta especie con
el 20 %. Por otra parte, D. rotundata, se present6 en la mayoria de los muestreos, pero con
abundancias muy bajas, con un maximo del 4 % a finales de agosto (Fig. 8B).

D. caudata no fue tan comin como las especies anteriores, ya que solo representd
entre 0 y 3% de la abundancia total, detectandose los valores maximos durante noviembre.
D. tripos fue encontrada solo tres veces en muestras de red con menos del 2 % de
abundancia relativa en septiembre. D. odiosa y D. mitra fueron especies menos abundantes
con un 0.5 % de abundancia relativa entre ambas especies y solo se detectaron en los

ultimos tres meses de muestreo (Fig. 8B).
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Figura 8. Abundancia relativa de D. fortii y D. acuminata (A). D. rotundata, D. caudata, D.
tripos, D. odiosa y D. mitra (B) en el area de Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos
Santos durante enero a diciembre del 2012.

VILLIII. TEMPERATURA

En la figura 9 se presenta la variacion de la temperatura superficial durante 2012 medida en

el area del Rincon de Ballenas con un detector de alta frecuencia colocado a

aproximadamente a 4 metros de la superficie (Fig. 9A). Asimismo, se presenta la
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temperatura medida en superficie y a 10 m de profundidad cerca de la Isla de Todos Santos

(Fig. 9 B).
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Figura 9. Variacion de la temperatura a aproximadamente 4 m de profundidad en el area de
Rincon de Ballenas (A) y en superficie y a 10 m cerca de la Isla de Todos Santos (B). En el
panel A la linea azul representa las mediciones realizadas en la primera posicion del anclaje
y la linea negra son la medicion después de su relocalizacion (ver seccion de Materiales y
Métodos).

En Rincon de Ballenas el arreglo de sensores de temperatura se coloco en dos sitios
distintos. A principios del afio se coloco a los 31.738 N 116.696 W (linea azul Fig. 9A) y

posteriormente se cambid mas cerca del area de cultivo de mejillones (31.749 N 116.674 W

linea negra panel A). Se observo una alta similitud entre la temperatura medida en el area
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de Rincon de Ballenas y la Isla de Todos Santos (Fig. 9). En ambos lugares se observo una
clara variacion estacional de la temperatura, presentandose los valores superficiales mas
altos (aproximadamente 22 °C) a mediados de agosto y hasta finales de octubre (Fig. 9).
Las temperaturas menores se registraron en el primer cuatrimestre del afio, presentandose
una temperatura similar de aproximadamente 14 °C en superficie y a 10 m de profundidad.
Durante la época de otofio se observd una fuerte estratificacion de la columna de agua,
presentandose una diferencia de mas de 8 °C entre la temperatura medida a 10 m y
superficie. Asimismo, se observan periodos cortos de descenso de la temperatura
superficial, aparentemente inducidos por intrusion de agua de surgencia proveniente del
exterior de la BTS. El descenso de temperatura mas importante se presentd a principios de

julio con una disminucion en superficie de 18.5 °C a 14 °C (Fig. 9).

VLIL DETECCION DE TOXINAS LIPOFILICAS

VLILL BIOENSAYO EN RATON

Se analizaron un total de 62 muestras de mejillon por medio de bioensayo en raton (BER),
de las cuales solo 47 de ellas se procesaron a partir de la glandula digestiva y 51 con el
organismo completo. Como se especifico en la seccion de materiales y métodos, un
resultado positivo implica la muerte de dos de los tres ratones de prueba, implicando que en
las muestras existe una concentraciéon de toxinas de tipo lipofilico mayor que la de los
niveles regulatorios. En la tabla I se especifican asimismo, los tiempos de sobrevivencia de
cada raton, los cuales estan relacionados con la concentracion de toxina en la muestra. En la

tabla I se consideran todas las muestras sin diferenciar entre areas de colecta.
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Tabla I. Resultados y tiempos de supervivencia de bioensayos en raton por cuerpo
completo, y hepatopancreas en muestras de mejillon mediterraneo colectado en el area de
Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos Santos durante enero a diciembre del 2012.

Fecha Muestreo
(M/D/A)
18/01/2012
01/02/2012
01/03/2012
07/03/2012
14/03/2012
21/03/2012
29/03/2012
11/04/2012
18/04/2012
03/05/2012
09/05/2012
16/05/2012
25/05/2012
31/05/2012
12/06/2012
19/06/2012
20/06/2012
20/06/2012
20/06/2012
25/06/2012
25/06/2012
27/06/2012
28/06/2012
28/06/2012
04/07/2012
04/07/2012
04/07/2012
05/07/2012
11/07/2012
11/07/2012
13/07/2012
13/07/2012
16/07/2012
16/07/2012
18/07/2012
18/07/2012
18/07/2012
20/07/2012
20/07/2012
25/07/2012
25/07/2012
25/07/2012
02/08/2012
08/08/2012
15/08/2012
15/08/2012
22/08/2012
12/09/2012
18/09/2012
19/09/2012
19/09/2012
21/09/2012
21/09/2012
26/09/2012
26/09/2012
28/09/2012
28/09/2012
03/10/2012
03/10/2012
04/10/2012

Tiempo de Supervivencia
(h)
>24, > 24, >24
>24, > 24, >24
>24, > 24, >24
>24,>24, 13
>24, > 24, >24
4,4,>24
0.2,<24,>24
--,0.5,>24
16, 23, >24
0.4,0.8,SA
0.3,0.8,>24
1.5,>24,>24
2,17, >24
>24, > 24, >24
0.4,7,>24
2,2,2
1.3,2,SA
0.9,0.9,SA
1.1,1.3,5A
2.3,>24,>24
1.6, >24, >24
5,>24,>24
1,1.2,SA
1,1.2,SA
4,<23,<23
15,2,3
1.2, 1.5, SA
1,1,5A
1.5,1.5,1.5
0.2,0.2,SA
15,>24,>24
0.2,0.2,SA
0.4,0.5,>24
16, 16, >24
6, 20, >24
0.5,1,1.5
0.6,0.6,0.8
2.7,>24,>24
0.3,>24,>24
0.1, 6, >24
43,455,524
>24, >24, >24
3,6,7.5

0.5, >24,>24
>24,>24,>24
>24, >24, >24
23,7.2,>24

Resultado

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO **
INVALIDA *
POSITIVO
POSITIVO **
POSITIVO **
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO **
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO **
NEGATIVO
POSITIVO **
POSITIVO **
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO **
POSITIVO **
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO **
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO

Tiempo de Supervivencia (h)

17.4,19.7,>24

18, 18, >24
>24,>24, 24
>24,>24, 24
23, >24,>24
>24,>24, 24
>24,>24, 24
7.7,<22,>24
4.8,<22,>24
>24,>24, 24
<19, >24,>24
>24,>24, 24
2.7,3.5,>24
1.7,1.7,>24
18, >24, >24
>24,>24, 524

<14,<14,<14
>24,>24, 24
>24,>24, 24
>24,>24, 24
>24,>24, 24
17,22.4, SA
>24,>24, 24
21.7,21.7, >24
<23,>24,>24
>24,>24, 24
>24,>24, 24
>24,>24, 24
17.7,17.7, >24
>24,>24, 24
>24,>24, 524
>24,>24, 24
18.4, >24, >24
>24,>24, 24
>24,>24, 24
19.4, >24, >24
4.8,6,6
17,17, 17
5,6, SA
>24,>24, 24
>24,>24, 524
>24,>24, 24
>24,>24, 24
>24,>24, 24
2.3,23,23
>24,>24, 24
2,2,5A
<10,<10,<10

Resultado

POSITIVO ***

POSITIVO ***
NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO ***
NEGATIVO

NEGATIVO ***

POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO ***
POSITIVO
POSITIVO

NEGATIVO ***

NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

POSITIVO ***
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
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61 17/10/2012 - - 2.5,25,2.5 POSITIVO
62 17/10/2012 - - 2,2,SA POSITIVO
63 19/10/2012 - - NEGATIVO
64 19/10/2012 = = NEGATIVO
65 19/10/2012 - - NEGATIVO
66 24/10/2012 - - NEGATIVO
67 26/10/2012 - - 22.4,22.4,SA POSITIVO
68 26/10/2012 - - NEGATIVO
69 31/10/2012 - - NEGATIVO
70 14/11/2012 = = NEGATIVO
71 12/12/2012 - - NEGATIVO

* Muerte por mala inyeccion: Muestra Invalida ~ **Muerte rapida: < 1 Hora

***Presencia de sintomas tipo neurotoéxicos 10min después de la inyecciéon SA: Sacrificio tras la muerte de 2 de 3 ratones

De los 47 bioensayos realizados utilizando el hepatopancreas para la extraccion de
toxinas lipofilicas se obtuvieron 29 resultados positivos, 17 negativos y un resultado
invalido asociado a una mala inyeccion (Tabla I). El nimero mayor de muestras positivas
consecutivas se presentaron en los meses de mayo a julio. En algunas muestras se
registraron muertes de los ratones en menos de una hora después de la inyeccion. Aunque
es probable que existiera la interferencia de algiin otro compuesto en estos bioensayos, las
pruebas se consideraron como positivas con fines de comparacion con otras metodologias.
Los sintomas mas comunes observados en los animales de prueba fueron debilidad,
postracion, diarrea y convulsiones. Cabe destacar que en el laboratorio FICOTOX se
sustituyd el BER utilizando el hepatopancreas como tejido de prueba por el de cuerpo
completo a partir de septiembre. Por lo tanto, a partir de esta fecha se cuenta solo con
resultados utilizando organismo completo como tejido de prueba y realizando en el extracto
una particion con agua (ver materiales y métodos).

En el caso del BER utilizando organismo completo, se obtuvieron 19 resultados
positivos y 32 negativos. El mayor numero de resultados positivos se presentaron en julio y
posteriormente en el mes de septiembre hasta finales de noviembre (Tabla I). Es importante
resaltar que en siete bioensayos, los animales de prueba mostraron signos no asociados con

toxinas de tipo diarreico. Estos signos se presentaron en los primeros 10 min después de ser
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inyectados y consistian en que los ratones se mostraban aletargados con una marcha
anormal (dismetria), pérdida de coordinacién motriz (ataxia), manifestaban espasmos
musculares o brincos involuntarios y en ocasiones se presentaba una contraccion de los
musculos posteriores e inferiores (opistotonos). Generalmente al transcurrir 20 min de la
prueba los ratones se recuperaban completamente y solo en 3 ensayos existié muerte de los
organismos en la primera hora después de la inyeccion.

Comparando los dos métodos, se observa que existid6 una coincidencia en 10
muestras positivas. Se presentaron 11 resultados negativos en las mismas muestras
probadas con ambos métodos y 14 resultados fueron diferentes (Tabla I). De estas 14
discrepancias, los resultados siempre fueron positivos al usar el protocolo con extraccion en
hepatopancreas. Por lo tanto, el nimero de resultados positivos disminuyd al realizar el

ensayo por cuerpo completo.

VLILII. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS.
Se analizaron muestras del cuerpo completo del mejillon por cromatografia liquida con
deteccion mediante espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS) en colaboraciéon con
el Dr. Juan Blanco del Centro de Investigaciones Marinas (CIMA) en Espafia y el Dr.
Andrew Turner del Centre for Environment, Fisheries and Aquaculture (CEFAS) en
Inglaterra.

En este trabajo se reportan los resultados obtenidos en CEFAS donde se analizaron
53 muestras en dos sistemas cromatograficos diferentes. El primero fue un sistema Aquity
Xevo TQ MS/MS con el cual se detectaron 5 grupos de toxinas: acido okadaico,

dinofisistoxinas, pectenotoxinas, yesotoxinas, espirdlidos y gymnodiminas (Tabla II). El
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segundo aparato fue un Aquity I-Class Xevo TQ-S con el cual se detectaron solo las cuatro
primeras toxinas mencionadas anteriormente. Ya que este sistema es mucho mas sensible se
analizaron muestras diluidas al centrarse la medicidn en toxinas tipo DSTx como el 4cido
okadaico (Tabla III). Por lo tanto, se reportan los resultados de la concentracion de este tipo
de toxinas detectadas en ambos aparatos y la concentracion de otras toxinas se reportan a
partir del sistema Xevo TQ MS/MS en el cual se analizaron muestras sin diluir.

La Tabla II resume los resultados del andlisis de toxinas lipofilicas por LC-MS/MS.
Se detectaron 5 grupos de toxinas diferentes. Del grupo de acido okadaico, se detecto a este
compuesto en forma libre y esterificada y a la dinofisistoxina 2 (DTX2; Tabla II). Del
grupo de las yesotoxinas se detectaron cuatro andlogos: yesotoxinas (YTX), homo-
yesotoxinas (HYTX), 45-Hidroxi-yesotoxina (OHYTX) y 45-Hidroxi-1a-homoyesotoxina
(OH hYTX). Asimismo, se detecto a la pectenotoxina 2 (PTX2), espirélido 1 (SPX1) yala
gymnodimina (GYM) (Tabla II).

El AO presentd las concentraciones mas altas de las diferentes toxinas de tipo
lipofilico detectadas en las muestras de mejillon colectadas en 2012. Este compuesto se
presenta en forma libre y esterificada, la cual se detecta después de realizar una hidrolisis
de las muestras. La cantidad de AO libre fue muy variable y represento6 entre el 1 % y 28 %
del AO total (libre + esterificado) presente en las muestras (Tabla II). La concentracion
maxima de AO total fue de 2317 ng/kg detectada a partir del Xevo-TQ

El segundo tipo de toxinas con una mayor concentracion fue del grupo de las
yesotoxinas con un maximo de 1081 pg/kg. La HYTX fue el andlogo que presentd una
concentracion mayor de este grupo de toxinas (Tabla II). Después de las yesotoxinas, la
PTX2 sigue en orden de importancia en cuanto a su concentracion, con un maximo de

46.48 ng/kg. Las toxinas con una concentracion baja pero mayor a los niveles de deteccion
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de los protocolos usados fueron el SPX1 y la GYM, asimismo la frecuencia de aparicion de

estos compuestos fue menor al resto de la toxinas lipofilicas detectadas (Tabla II).

Tabla II. Concentracion de toxinas lipofilicas detectadas en el cuerpo entero de mejillon
mediterraneo colectado en el area de Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos Santos de
enero a diciembre del 2012. Las toxinas fueron detectadas por LC-MS/MS mediante un
sistema Aquity Xevo TQ MS/MS.

1/18/2012
2/1/2012
3/7/2012

3/14/2012

3/21/2012

3/29/2012

4/11/2012

4/11/2012
5/3/2012
5/3/2012
5/9/2012
5/9/2012

5/16/2012

5/16/2012

5/25/2012

5/31/2012

6/12/2012

6/19/2012

6/20/2012

6/20/2012

6/27/2012

6/28/2012

6/28/2012
7/4/2012
7/4/2012
7/4/2012
7/5/2012

7/11/2012

7/13/2012

7/16/2012

7/16/2012

7/18/2012

7/18/2012

7/18/2012

7/20/2012

7/20/2012

7/25/2012

7/25/2012
8/2/2012
8/8/2012

8/15/2012

8/22/2012

9/18/2012

9/19/2012

9/19/2012

9/21/2012

9/21/2012

9/26/2012

9/26/2012

9/28/2012

9/28/2012
10/3/2012
10/3/2012
10/9/2012

0.67

0.71
0.15
16.33

0.12
6.43

10.30
2.69

6.18
19.97

26.39

12.63

2.96
11.30
46.48
2.88
293
0.32
3.38

9.24
5.52
2.96
22.00
26.20
20.15
0.51
7.47

0.92
38.27
27.96
0.38
32.66
13.92

3.06
0.69
4.86

1.50

2.72
2.39
0.36
0.76

1.63
1.64
1.87
0.83
1.92
1.418
0.58
1.62
2.36
2.52
0.82
1.34
1.71
2.13
2.16
1.32
2.36
1.48
0.48
2.52
0.60
1.58
2.36
1.74
2.05
0.93
2.84
1.64
0.55
0.24
1.77
1.79
1.53
2.40
0.89
0.57

4.52
3.99

0.11

6.97

91.45

101.80
195.87
77.31
100.27
94.85
281.69

131.40
85.59
163.58
103.34
61.27
39.73
50.59
55.91

66.96
71.66
57.98

52.21

27.31

66.82

112.81

81.90
140.86
283.96
115.55
182.17
167.69
473.18

104.385
248.05
202.17
381.41
167.05

80.21
56.02
93.85
86.30
45.30
108.03
93.20

122.53

41.01
66.43

39.84

53.67

51.25

48.40
57.02

39.92
65.98
90.48

42.08
91.19

67.61

36.94
82.29
87.54
79.28
158.35
235.67
54.809
77.23
128.96
88.46
75.53
37.05
26.70

30.50

39.47

41.54

45.42

45.54

30.02

1.38

1.37
0.52

3.47
1.89

1.94

1.69

3.64
0.23

10.90
21.70
22.71
17.02
7.17
5.49

7.32
6.17
8.74
9.24

6.47

4.1
9.06

8.63
11.93

13.43
15.24
4.71

31.30

29.30

20.47
49.80
89.59
50.77
31.21
25.99
46.96

101.55
19.17
35.73
190.26
148.70
355.70
14.55
105.04

79.63
59.77
205.44
14.79
205.10
140.85

77.81
24.46
68.41
26.88
34.30
14.86
5.29
8.07
9.66

26.57
23.04
40.25
21.94

22.30
17.31
6.44
18.57
15.80
8.2
22.51
32.97
8.087
46.77
40.71
10.95
113.24

243.07
8.58
48.68
153.39
396.10
137.71
106.60
118.22
125.23
7.13
156.00
42.39
85.77
692.88
1142.75
967.55
39.82
380.82
87.12
178.02
444.03
1327.11
56.77
1409.30
1133.90

117.94
35.36
90.12
49.59
51.32
22.04
10.78

8.07
9.66

33.89
29.21
48.99
31.19

28.77
17.31
10.54
27.63
15.80
9.29
31.14
44.90
8.087
60.20
55.95
15.66
144.54

272.36
8.58
69.15
203.19
485.69
188.48
137.81
144.21
172.19
7413
257.55
61.56
121.50
883.14
1291.45
1323.25
54.37
485.86
87.12
257.64
503.80
1532.55
71.56
1614.40
1274.74
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10/17/2012 19.70 0.71 134.94 929.27 1064.21
10/17/2012 18.68 0.75 8.44 143.65 837.16 980.81
10/26/2012 4.78 1.07 AL iE) 51.84 255.80 307.64

*B: muestras analizadas en dos ocasiones.

Tabla III. Concentracion de toxinas lipofilicas medidas en muestras del cuerpo entero de
mejillén mediterraneo colectado en el area de Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos
Santos durante enero a diciembre del 2012. Las toxinas fueron detectadas por LC-MS/MS
mediante un sistema Aquity Xevo TQS MS/MS.

3/29/2012 2.13 10.07 12.20
04/11/2012 1.81 1.81
05/03/2012 1.09 1.09
05/09/2012 438 19.89 24.27

5/16/2012 4.26 15.97 20.23

5/25/2012 0.18 3.08 3.26

5/31/2012 6.012 3.49 20.32 23.81

6/12/2012 4.02 16.37 20.39

6/19/2012 0.44 1.91 2.34

6/20/2012 0.66 3.13 16.41 19.54

6/20/2012 2.11 13.98 16.08

6/27/2012 5.72 5.72

6/28/2012 7.22 4.47 33.66 38.13

6/28/2012 0.20 0

7/04/2012 1.69 1.69

7/04/2012 2.70 12.89 56.57 69.46

7/04/2012 7.58 12.36 47.82 60.18

7/05/2012 6.88 6.88

7/11/2012 12.95 30.20 161.93 192.13

7/13/2012 1.90 1.90

7/16/2012 9.95 44.1 255.75 299.85

7/16/2012 3.03 3.03

7/18/2012 0.08 14.88 62.97 77.84
7/18/2012 3.87 34.63 203.23 237.86
7/18/2012 33.37 120.24 534.69 654.93
7/20/2012 39.94 195.79 235.72
7/20/2012 0.39 25.19 148.81 174.01
7/25/2012 29.21 191.86 221.07
7/25/2012 0.39 31.87 138.13 169.99
8/02/2012 3.16 3.16
8/08/2012 2 0.11 73.53 390.45 463.98
8/15/2012 2.02 10.86 50.01 60.88
8/22/2012 0.40 34.51 134.58 169.09
9/18/2012 8.78 202.78 1102.52 1305.29
9/19/2012 21.95 266.23 1701.18 1967.41
9/19/2012 8.32 346.89 1413.32 1760.20
9/21/2012 15.09 44.01 59.10
9/21/2012 7.12 193.44 588.57 782.02
9/26/2012 11.00 123.58 134.58
9/26/2012 72.35 265.47 337.82
9/28/2012 16.88 62.30 678.83 741.13
9/28/2012 23.12 399.07 1792.97 2192.04
10/03/2012 15.58 80.86 96.44
10/03/2012 26.38 350.06 1967.89 2317.96
10/09/2012 12.51 265.57 1538.96 1804.53
10/17/2012 15.04 234.69 1375.81 1610.50
10/17/2012 9.32 125.55 1150.58 1276.13

10/26/2012 1.10 52.25 399.90 452.15
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VI. III. VARIACION TEMPORAL DE TOXINAS DE TIPO LIPOFILICO Y SU
RELACION CON LA COMUNIDAD FITOPLANCTONICA

Para identificar a las especies productoras de las toxinas lipofilicas detectadas en los
mejillones se analizd la aparicion temporal de estas moléculas durante el periodo de

muestreo.

VL. I11. 1. TOXINAS TIPO DSTx (AO, DTX y PTX)

En la figura 10 se presenta la suma de la concentracion de AO, PTX y DTX (DSTx)
expresada en pg OA eq kg durante el periodo de muestreo. Este tipo de toxinas es
producido por especies del género Dinophysis, y aunque solamente el AO y la DTX son
consideradas como causantes del DSP, para cuestiones de regulacion se considera la suma
de las tres para la toma de decisiones (EC No 853/2004). Especificamente, la suma de AO,
DTX y PTX no debe de rebasar los 160 pg OA-eq kg™'. Los resultados en los dos sistemas
presentan una tendencia similar y en las graficas se presentan los resultados del sistema
Xevo-TQS, en el cual se detectaron concentraciones ligeramente mayores que con el
sistema TQ (ver Tablas II y III). Como se mencion6 previamente las concentraciones en el
sistema Xevo-TQS fueron de 0 a 2300 pg kg™, mientras que el Xevo-TQ el méximo fue de
1700 pg kg'. Esto se debe probablemente a que el Xevo-TQS presenta una mayor
sensibilidad.

De enero a junio las concentraciones de las DSTx no sobrepasaron los 160 pg OA-
eq/kg, aunque el 18 de enero se presentd una concentracion de 117 pg OA-eq kg™ Después
de junio se presentaron dos periodos donde la concentracion de DSTx super6 los 160 pg
OA-eq kg'l. Se detectaron concentraciones arriba del limite maximo permitido en muestras

provenientes de las dos empresas que cultivan mejillon en el area de Rincoén de Ballenas
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(A. Oceanica y Aqualap; Fig. 10). Se detectaron valores altos de la concentracion de
toxinas entre el 16 de julio y el 15 de agosto, y posteriormente a partir de septiembre y
hasta finalizar el periodo de muestreo. Durante el primer periodo se detectd una
concentracion maxima de 700 pg kg'1 y 500 pg kg'1 en el TQS y TQ, respectivamente. En
el periodo de septiembre se detectaron concentraciones que superan los 2000 pg kg™ (TQS)
y 1700 pg kg™ (TQ). En total se encontraron 22 muestras por arriba del nivel regulatorio
con el sistema TQ, mientras que con el TQS la cantidad de muestras que sobrepasan el
nivel maximo fue de 19 (Fig. 10).

Las concentracion de toxinas tipos DSTx se puede relacionar con la presencia de
organismos del género Dinophysis en la BTS. En la figura 10 se observa que en julio, el
primer periodo con concentraciones altas de esta toxina, se detectd una abundancia de
Dinophysis spp de 4 x 10° Cel L™ a 10 m de profundidad. D. fortii fue la especie asociada a
esta alta abundancia celular (c.f. Fig. 6B). En dos muestreos anteriores cercanos a esta
fecha de maxima abundancia de Dinophysis spp, se detectaron abundancias por arriba de
las 1000 Cel L™ de Dinophysis spp, en superficie y a 10 m de profundidad durante la
primera y ultima semana de mayo. Por lo tanto, Dinophysis spp caus6 la acumulacion de
toxinas tipo DSTx en los mejillones colectados en el area de Rincon de Ballenas. Sin
embargo, una relacion entre el nimero de células y la cantidad de toxinas es dificil de
establecer. Esto es particularmente evidente para el periodo de septiembre a octubre. Las
altas concentraciones detectadas durante este periodo no coinciden con una abundancia alta
de Dinophysis a 0 y 10 m (Fig. 10A). Se detectaron concentraciones arriba de los 2000 ug
kg™ en varias muestras empleando el modelo Xevo-TQS. Sin embargo, al utilizar el modelo
Xevo-TQ las concentraciones maés altas estuvieron en el orden de los 1500 pg kg™

mientras que la abundancia de Dinophysis apenas superé las 1000 Cel L' en una sola fecha
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de muestreo (26 de septiembre; Fig. 10). Sin embargo, dos semanas antes de que se

detectaran concentraciones altas de toxinas DSTx, Dinophysis representd6 mas de un 60%

de los organismos presentes en muestra de red (Fig. 10B).

5000 - r 1600
4000 +  A.Oceanica | O - 1400 Q
- il =~
- v Aqualap Il . 1200 G
- X
[ L
% 3000 - \‘ N . 1000 E
‘C “ M B 800 =
& \ s &
© 2000 - \ L 600 O
3 \ v >
< | A“ A r 400 8
1000 - A . ~
, / 34‘- F200 <€,
A y ~
0. UA\I“M LA WV o
ene. feb. mar. abr. may. jun. jul. ago. sep. oct. nov. dic.
Tiempo
70 A r 1600
60 | 4 - 1400 o
- v A. Oceanica ‘ Jé
NS - 1200
> 50 - 4 AqualLap v g
% N - 1000 3
© 40 A i
p - 800 E
'S 30 1 ‘ o
© - 600 3>
z 8
2 201 . J L 400 &
10 | v R - 200
A A v ax A v
o1 T : AA"‘ A"gt‘f “"5': . N ' ,'v ' ' Lo
ene. feb. mar. abr. may. jun. jul ago. sep. oct. nov. dic.
Tiempo

Figura 10. Concentracion de toxinas lipofilicas tipo DSTx (AO+DTX2+PTX) en mejillones
colectados en el area de Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos Santos durante enero a
diciembre del 2012. Las muestras se colectaron en dos zonas de cultivo (A. Oceanica y
Aqualap). Las lineas continuas representan la abundancia absoluta de organismos del
género Dinophysis detectada en superficie (linea azul) y 10 m (linea verde) de profundidad
(panel A). El panel B muestra la abundancia relativa de estos organismos en muestras de
red. La linea horizontal amarilla representa la concentracion maxima permitida de estas

toxinas en moluscos bivalvos (160 pg eq AO/kg).
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Asimismo, se detectd6 una abundancia relativa de Dinophysis del 20 % durante la
semana en la que se detectd la maxima concentracion de toxinas DSTx (Fig. 10B). Durante
julio a agosto que también se detectd una concentracion alta de toxinas DSTx, la
abundancia relativa de Dinophysis fue de aproximadamente 5 % durante este periodo.

La cantidad total de toxinas tipo DSTx estuvo representada mayormente por el AO,
al ser la toxina con una concentracion mucho mayor que las PTX y DTX (c.f. Tabla II).
Este tltimo grupo de toxinas (DTX2) se detect6 solo en cuatro muestras. Por otro lado, las
PTX estuvieron presentes en la mayoria de las muestras que resultaron positivas para AQO.
La concentracion de PTX respecto al AO (PTX/AO) fue muy variable. La cantidad relativa
de PTX detectada respecto al AO fue de entre 0 y un 50 %. A pesar de la variabilidad de la
razon PTX/AO, se detectaron dos patrones de esta relacion. Existe un conjunto de muestras
donde la pendiente de la relacion entre de PTX a AO es relativamente baja ([PTX] = -0 +
0.084 [AO], r*=0.71) y otro donde es alta ([PTX] =-0.18 + 0.018 [AO], 1> =0.91; Fig. 11).

Para reconocer la especie potencialmente productora de PTX se analiz6 la variacion
de la relacion PTX/AO respecto a la variacion de las especies mas abundantes de
Dinophysis. La variacion en la concentracion de PTX presenté un comportamiento similar
al del AO. Las PTX se detectaron hasta el mes de junio con una concentracion de
aproximadamente 17 pg kg y aument6 en los meses posteriores superando los 40 pg kg™
en julio (c.f. Tabla II). En el mes de octubre las PTX rebasaron los 30 pg kg™ (Tabla II),

hecho que coincide con la alta abundancia de D. fortii en superficie y 10 metros.
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Figura 11. Relacion entre la concentracion de AO y PTX en mejillones cultivados en el area
de Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos Santos durante enero a diciembre del 2012.
Los simbolos rojos representan las muestras que presentaron una relacion PTX a AO mas
alta ([PTX] = -0 + 0.084 [AO], r* = 0.71) que el resto de las muestras (simbolos negros;
([PTX]=-0.18 + 0.018 [AO], 1> =0.91)

Sin embargo, cuando se analiz6 la variacion de la razon PTX a AO con el tiempo y
su relacion con la presencia de las diferentes especies de Dinophysis (Fig. 12), se detecta
que la mayor produccion de PTX estuvo asociada a D. acuminata. El periodo en el cual se
presentaron las abundancias mayores de esta especie coincide con el periodo en el que se
detectaron las razones PTX/AO mas altas (Fig. 12). La falta de coincidencia de la presencia
de D. fortii durante los meses de junio y julio con las relaciones altas de PTX/OA, confirma

que D. acuminata es la especie responsable de una acumulacion relativa mayor de PTX en

las muestras de mejillon (Fig. 12).
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Figura 12. Variacion de la razon PTX/AO en mejillones colectados en el 4area de Rincon de
Ballenas de la Bahia de Todos Santos durante enero a diciembre del 2012. Las muestras se
colectaron en dos zonas de cultivo (A. Ocednica y Aqualap). Las lineas continuas
representan la abundancia absoluta de Dinophysis acuminata (linea azul) y Dinophysis
fortii (linea verde) detectadas en superficie (A) y 10 m de profundidad (B).

VLIILIL. YESOTOXINAS
Otro grupo importante de toxinas lipofilicas son las yesotoxinas, de las cuales se detectaron
varios analogos (hYTX, OHYTX y OH h YTX; c.f. Tabla II). La variacién de la

concentracion de este grupo de toxinas presentd una temporalidad muy marcada. Las
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concentraciones mas altas se detectaron de junio a agosto con valores de entre 0.1 y mas de
1 mg/kg (Fig. 13). Posterior a este periodo, disminuye la concentracion de YTXs y vuelven
a presentarse muestras positivas entre los meses de octubre a noviembre con
concentraciones menores a los 0.2 mg/kg (Fig. 13). Las altas concentraciones las YTX
coinciden con una alta abundancia de dinoflagelados que se presentaron una semana antes
de la deteccion de estas toxinas. Lingulodinium polyedrum has sido reconocida como una
especie productora de YTX en el area de la Jolla en San Diego, USA (Howard ef al., 2008).
En el periodo de muestreo de este estudio L. polyedrum no se presentd en concentraciones
importantes, Como se describio en la secciéon VLLI. La abundancia mayor de organismos
(20 x 10° Cel'L™") de esta especie se presentd hasta el mes de noviembre. Por lo tanto, la
presencia de YTX no se puede asociar a la presencia de L. polyedrum (Fig. 13B). Sin
embargo, durante el periodo de muestreo se presentaron dos especies de dinoflagelados que
contribuyeron significativamente a la abundancia total de este grupo durante el mes de
junio, estos fueron Ceratium furca y Prorocentrum micans. La primer especie presentd una
abundancia el dia 31 de mayo de 45,000 Cel L™ y 14,400 Cel L' en superficie y a 10 m de
profundidad, respectivamente. Posteriormente presentd abundancias importantes en dos
ocasiones, el 27 de junio presenté una abundancia de aproximadamente 9000 Cel L™ y el 5
diciembre super6 las 25000 Cel L™, en ambos casos en superficie. Respecto a la abundancia
relativa, durante marzo y mayo C. furca representd mas del 70% de los organismos
detectados en muestras de red, posteriormente en junio alcanza el 20% y durante los
ultimos tres meses de muestreo vario6 entre el 1% y el 20%. Prorocentrum micans presentd
su méaxima abundancia durante el 1 de marzo con aproximadamente 12000 Cel L en
superficie y 20000 Cel L a 10 metros de profundidad. El 31 de mayo aparece con poco

mas de 10000 Cel L"en ambas profundidades y finalmente el 4 de julio alcanzé una
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mediterraneo colectados en la region de Rincon de Ballenas durante enero a-noviembre
2012. Las muestras se colectaron en dos zonas de cultivo (A. Ocednica y Aqualap). Las
lineas continuas representan la abundancia absoluta de tres especies de dinoflagelados,
Ceratium furca (A), Lingulodinium polyedrum (B) y Prorocentrum micans (C) detectadas
en superficie (linea azul) y 10 m de profundidad (linea verde).
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abundancia superficial de 6000 Cel L. Esta especie mostré una abundancia relativa baja
con un maximo del 20% en marzo; el resto del afio permanecié por debajo del 10% de la
poblacion fitoplanctonica.

Como se observa en la figura 13 las YTX estuvieron presentes principalmente
durante los meses de junio y julio, aproximadamente de 1 a 2 semanas antes de presentarse
la abundancia méxima de Ceratium furca en superficie, asimismo coincide con una
abundancia mayor a las 5,000 Cel L' de Prorocentrum micans. Sin embargo, ninguna de
estas especies ha sido reportada como toxica, por lo que se necesita probar que las YTX son

producidas por alguna de estas especies.

VLIILIIL IMINAS CiCLICAS

Ademas del grupo de las toxinas con mayor concentracion como las DSTx y YTX,
también se detectaron a los espir6lidos y las gymnodiminas, ambos pertenecientes al grupo
de las iminas ciclicas (c.f Tabla II). Los espir6lidos (SPX1) fueron detectados en la mayoria
de las muestras pero la variacion de su concentraciéon no presentd un patréon estacional
evidente (Fig. 14). La concentracion mdés alta se detectd a finales de marzo con una
concentracion méxima de aproximadamente 5 pg kg' y disminuye en los meses
subsecuentes variando su concentraciéon alrededor de los 1.5 pg kg™ durante el resto del
afio. Asimismo, no se observé una tendencia diferente en muestras provenientes de las dos

areas de cultivo (Fig. 14) que se localizan en Rincon de Ballenas.
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Figura 14. Concentracion de espirélidos (ug kg™) en muestras de cuerpo entero de mejillon
mediterraneo colectadas en la region de Rincon de Ballenas durante enero a noviembre de

2012.

La especie reconocida como productora de espirdlidos es Alexandrium ostenfeldii
(Pulido et al., 2011). En las muestras de fitoplancton no se detectd a esta especie u otra
especie de este género, por lo que no se logro asociar la presencia de SPX1 a un organismo
en particular.

El otro tipo de imina ciclica detectada en las muestras, la gimnodimina (GYM), se
detectd en menos muestras en comparacioén con los SPX1. En contraste con los SPX1, la
GYM presentd un patrén estacional de variacion. Se detectaron muestras con GYM a
finales de junio y durante julio con concentraciones de 1.5 pg kg™ aproximadamente (Fig.
15). Posteriormente, en septiembre y principios de octubre se detectan las concentraciones
mas altas de esta toxinas (3.5 pg kg™ aproximadamente) en muestras colectadas de las dos

areas de cultivo.
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Figura 15. Concentracion de gimnodiminas (ng kg™') en mejillén mediterraneo procedente
de la region de Rincon de Ballenas.

No se logro asociar la presencia de las GYM con un organismo en particular. La
especie reconocida como productora de GYM es Karenia selliformis (Pulido et al., 2011), y
aunque se han identificado especies de Karenia com. per.', no se detectaron organismos de

este género durante el periodo de muestreo de este trabajo.

VLIV. REGULACION

El bioensayo en raton es el método de referencia en México para el monitoreo de toxinas de
tipo diarreico (DSTx), Unicas toxinas de tipo lipofilico consideradas dentro de la NOM-
SSA-242-2009. Sin embargo, no existe un protocolo normado por medio de bioensayo en
raton para la deteccion de estas toxinas. Este método puede presentar problemas de

selectividad e inespecificidad, por lo que ante resultados positivos es necesario realizar la

' Dr. José Luis Pefia Manjarrez. Jefe del Departamento de Investigacion. CETMAR No. 11. Ensenada, B.C.
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confirmacion de las toxinas por métodos analiticos y en especifico, por LC-MS/MS, que ya
es reconocido como método de referencia en la Union Europea.

Se analiz6 la especificidad de los dos protocolos de bioensayo en raton utilizados en
el laboratorio FICOTOX en la deteccion de toxinas de tipo diarreico (DSP). En las tablas
IV y V se presentan los resultados obtenidos por bioensayo en raton utilizando el protocolo
de extraccion de toxinas presentes en hepatopancreas de moluscos bivalvos, los resultados
utilizando la extraccion de toxinas en cuerpo completo y los resultados obtenidos por LC-
MS/MS en ambos sistemas (XEVO-TQ y XEVO-TQS). Para la comparacioén entre los
diferentes métodos, la suma de las concentraciones de AO, DTX y PTX medidas por LC-

MS/MS mayores a los 160 pg AO-eq kg™ se catalogaron como muestras positivas.

Tabla IV. Comparacion de los resultados de la presencia de toxinas lipofilicas por
bioensayo en raton utilizando el protocolo de extracciéon en hepatopancreas (HP) y en
cuerpo completo (CC) con los resultados de toxinas de tipo diarreico detectadas por LC-
MS/MS (Xevo- TQ)

1/18/2012 (-) 117.94
02/01/2012 (-) 35.36

03/01/2012 (-)

03/07/2012 (-) 91.18

3/14/2012 (-) 49.59

3/21/2012 (+) 51.32

3/29/2012 (+)** 22.04

04/11/2012 10.78

04/11/2012 IN * (+) *** 8.07

4/18/2012 (+) 9.66

05/03/2012 0.00

05/03/2012 (+)** 34.55

05/09/2012 29.21

05/09/2012 (+)** (+) *** 34.55

5/16/2012 31.89 0.27
5/16/2012 (-) (-) 48.99 0.27
5/25/2012 (+) (-) 0.15 0.00
5/31/2012 (-) (-)*** 45.09 0.00
06/12/2012 (+) (-) 17.31 0.08
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6/19/2012
6/20/2012
6/20/2012
6/20/2012
6/25/2012
6/25/2012
6/27/2012
6/28/2012
6/28/2012
07/04/2012
07/04/2012

07/04/2012

07/05/2012
07/11/2012
07/11/2012
7/13/2012
7/13/2012

7/16/2012
7/16/2012
7/18/2012

7/18/2012
7/18/2012
7/20/2012
7/20/2012
7/25/2012

7/25/2012
7/25/2012
08/02/2012
08/08/2012

8/15/2012
8/15/2012
8/22/2012
09/12/2012
9/18/2012

9/19/2012
9/19/2012
9/21/2012
9/21/2012
9/26/2012
9/26/2012
9/28/2012
9/28/2012
10/03/2012
10/03/2012
10/09/2012
10/17/2012
10/17/2012
10/26/2012

(+)
(+)
(+)**
(+)
(-)
(-)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)**
(-)
(+)**
(+)**
(+)
(+)
(+)**
(+)*
(-)
(-)
(+)**

(+)

(-)***

(+)
(+)
(-)

(-)

(=) ***

(+)
(+)

(-) ***

11.96
34.06

15.80

9.29
41.43

47.59
8.09

66.38
75.92

15.66
0.00
170.93
0.00
0.00

285.00
8.58
72.10

214.48
532.18
191.37
140.74
144.53

175.57
0.00
7.13

266.78

67.08
0.00
124.46
0.00
905.14

1317.65
1343.40
54.89
493.33
87.12
258.56
542.07
1560.51
71.94
1647.06
1288.67
1083.91
999.49
312.42

0.33
0.62

0.28

0.40
0.49

1.08
0.16

0.46
0.42
0.68

0.44
0.10

0.15
0.11
0.18

0.09
0.11
0.22
0.19
0.00

0.22

0.00
0.00

0.07

0.11
0.00
0.00

0.00
0.04
0.00
0.00
0.00
0.15
0.00
0.00
0.05
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

* Muerte por mala inyeccion: Muestra Invalida

**Muerte rapida: < 1 Hora

***Presencia de sintomas tipo neurotéxicos 10min poéstumos a inyeccion
SA: Sacrificio tras la muerte de 2 de 3 ratones
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Tabla V. Comparacion de los resultados de la presencia de toxinas lipofilicas por bioensayo
en raton utilizando el protocolo de extraccion en hepatopancreas (HP) y en cuerpo
completo (CC) con los resultados de toxinas tipo diarreico detectadas por LC-MS/MS

(Xevo- TQS)

1/18/2012
2/01/2012
3/01/2012
3/07/2012
3/14/2012
3/21/2012
3/29/2012

4/11/2012
4/18/2012

5/03/2012

5/09/2012
5/16/2012
5/25/2012
5/31/2012
6/12/2012
6/19/2012
6/20/2012
6/20/2012
6/20/2012
6/25/2012

6/25/2012
6/27/2012
6/28/2012
6/28/2012
7/04/2012
7/04/2012

7/04/2012

7/05/2012
7/11/2012
7/11/2012
7/13/2012
7/13/2012
7/16/2012
7/16/2012
7/18/2012
7/18/2012
7/18/2012
7/20/2012
7/20/2012
7/25/2012
7/25/2012
7/25/2012
8/02/2012
8/08/2012

8/15/2012
8/15/2012
8/22/2012
9/12/2012
9/18/2012

9/19/2012
9/19/2012

(+)
(+)
(+)
(+)**
(+)
(-)
(=)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)**
(-)
(+)**
(+)**
(+)
(+)
(+)**
(+)**
(-)
(=)
(+)**
(+)
(-)
(+)

'
—_———

+
~

(+)***

12.20
1.81

1.09

24.27
20.23
3.26
29.82
20.39
2.34
20.20

16.08

5.72
45.35

0.20

1.69
72.16

67.76
6.88

205.07
1.90

309.80
3.03
77.92
241.72
688.30
235.72
174.39
221.07

170.38

3.16
466.10

62.90

169.49

1314.07
1989.35
1768.52
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52 9/21/2012 (-) 59.1

53 9/21/2012 (-) 789.14
54 9/26/2012 (-) 134.58
55 9/26/2012 (-) 337.82
56 9/28/2012 (-) 758.01
57 9/28/2012 (+) 2215.16
58 10/03/2012 (-) 96.44

59 10/03/2012 (+) 2344.34
60 10/09/2012 (+) 1817.04
61 10/17/2012 (+) 1625.54
62 10/17/2012 (+) 1285.46
67 10/26/2012 (+) 453.25

* Muerte por mala inyeccion: Muestra Invalida

**Muerte rapida: < 1 Hora

***Presencia de sintomas tipo neurotoxicos 10min poéstumos a inyeccion
SA: Sacrificio tras la muerte de 2 de 3 ratones

Es evidente la concordancia entre los resultados por las pruebas de ratén con los
resultados por LC-MS/MS, pero asimismo, se evidencia la ocurrencia de falsos positivos y
falsos negativos en ambos tipos de bioensayo (Tabla VI). Un falso positivo es la obtencién
de un resultado positivo por prueba en raton cuando la concentracion de toxinas tipo DSTx
fue menor a de 160 pg kg™'. Por otro lado, un falso negativo es la obtencion de un resultado
negativo cuando la concentracion de toxinas rebasa el nivel regulatorio.

La comparacién de las concentraciones obtenidas por el sistema Xevo-TQS y el
bioensayo por hepatopancreas demuestra que de un total de 37 muestras medidas por los
dos métodos solamente 16 resultados concuerdan (43%). De las muestras en las que los
resultados no concuerdan, 20 fueron falsos positivos y se presentd solo 1 falso negativo
(Tabla VI). Por lo tanto, del 57 % de errores en las determinaciones la mayoria se debe a

la presencia de falsos positivos (Tabla VI).
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La evaluacion del bioensayo a partir del cuerpo completo mostré que de 43
muestras medidas con este protocolo y el LC-MS/MS, 26 determinaciones concuerdan
(60.5 %). De las muestras que no concuerdan se detectaron solo 8 falsos positivos, pero el
nimero de falsos negativos fue de 9. Este protocolo presentdé una concordancia mucho
mayor con el LC-MS/MS en comparacion con el bioensayo usando el hepatopancreas, pero
asimismo, presentd una mayor proporcion de falsos negativos. El porcentaje de
concordancia ente los protocolos de bioensayo en raton y los resultados obtenidos mediante

los dos sistemas de LC-MS/MS fueron similares (Tabla VI).

Tabla VI. Concentrado de los resultados de la comparacion de la deteccion de toxinas de
tipo diarreico (DSTx) por medio de bioensayo en ratdon con extraccion en hepatopancreas
(HP) y cuerpo entero (CC) con respecto a resultados obtenidos por LC-MS/MS en dos
sistemas cromatograficos (XEVO-TQ y XEVO-TQS).

Durante el 2012, la Comision Federal para la Proteccion Contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) implemento6 tres vedas sanitarias en la zona de Rincon de Ballenas a partir de
resultados positivos en bioensayo en raton (BER) en muestras de mejillon. Del 4 al 16 de
abril se implement6 la primera veda al obtenerse resultados positivos por bioensayo en

raton mediante protocolo interno de la Comision Analitica y Ampliacion de Cobertura



62

(CCAYAC) de la COFEPRIS. Posteriormente, del 29 de junio al 31 de julio se implemento
otra veda sanitaria al detectarse muestras positivas por el protocolo en extraccion en
hepatopancreas en el laboratorio FICOTOX. La ultima veda fue del 17 de septiembre al 16
de noviembre por resultados positivos en bioensayo en ratdén con extracciéon por cuerpo
completo (Fig. 16).

Los resultados de los bioensayos en muestras analizadas dentro del marco del
Programa Mexicano de Sanidad de Molusco Bivalvos (PMSMB) que dieron origen a las
vedas descritas anteriormente, se comparan con los resultados obtenidos en este trabajo.
Considerando los resultados obtenidos con el BER basado en la extraccion del
hepatopancreas, la zona de Rincon de Ballenas se habria mantenido cerrada desde el 21 de
marzo del 2012 hasta el 22 de agosto del mismo afio (Fig. 16A). Se considera el
levantamiento de la veda sanitaria cuando se presentan dos resultados negativos
consecutivos de acuerdo al apéndice 9 de la guia del PMSMB. Esto implica que la actividad
de produccion de moluscos en el area hubiera estado cerrada por 6 meses al considerar los
resultados de este protocolo. Posteriormente se presentd otro resultado positivo el 12 de
septiembre, lo que conllevaria a otro periodo de veda (Fig. 16A). La duracién de la misma
no se puede inferir ya que no se realizaron mds determinaciones por el protocolo en
hepatopéancreas ya que no se contd con el numero de organismos suficientes para este tipo
de prueba.

Puesto que la ultima veda se implement6 con base a resultados en BER a partir del
cuerpo completo del molusco, los periodos de cierre incluyendo los resultados de muestras
de este trabajo y el implementado por la COFEPRIS son muy similares (Fig. 16B). La
primer muestra positiva a partir de BER por cuerpo completo es del 11 de abril y

posteriormente se presentd otra muestra positiva el 9 de mayo, pero no se tuvieron
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Figura 16. Periodos de cierre de la zona de cosecha del area de Rincon de Ballenas por
vedas sanitarias implementadas por la COFEPRIS (Barras color amarillo). Se presentan
asimismo los periodos de cierre que correspondieran a los resultados obtenidos por medio
de bioensayo en raton por HP (Barras color verde; A), bioensayo en ratdn por cuerpo
completo (Barras color verde; B). De igual manera de acuerdo a los resultados por LC-
MS/MS, se presentan las vedas que corresponderian a la presencia de yesotoxinas (Barras
color rosa; C) y por la presencia de toxinas de tipo diarreico (Barras color verde; C),
tomando como referencia el nivel regulatorio establecido (Linea continua amarilla).
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determinaciones intermedias por lo que no es posible inferir la duraciéon de este primer
periodo de veda (Fig. 16B). En el segundo periodo solo existi6 una discrepancia de una
semana entre la implementacion oficial con la obtencién de resultados positivos por
bioensayo en raton en cuerpo completo (Fig. 16B).

De las toxinas detectadas por LC-MS/MS, dos grupos de ellas estarian
relacionadas con una accidn sanitaria ya que superaron el nivel méximo permitido en la
regulacion nacional. En la figura 16C se muestran los periodos de veda asociadas a las
concentraciones detectadas del DSTx y de las YTX. Estas vedas no coinciden del todo con
los periodos de cierre implementados por la COFEPRIS con base a los resultados del BER.
No se detectaron concentraciones de AO o YTX arriba del nivel regulatorio a principios de
afio. Por lo tanto, el primer cierre de la zona de cosecha se implementd con base en falsos
positivos por el BER, los cuales se presentaron tanto en extracto de hepatopancreas como
de cuerpo completo. En una muestra se detectd una concentraciéon de YTX arriba de 1 mg
kg™ el dia 28 de junio lo que hubiera originado un cierre en la zona por un par de semanas
al menos.

Se detectd una concentracion de toxinas tipo DSTx (AO+DTX+PTX) de mas de
500 pg kg' del 11 de julio al 7 de agosto, esto es una semana después de haberse
implementado el segundo cierre oficial por parte de la COFEPRIS en la region. Las
concentraciones detectadas por LC-MS/MS fueron menores al nivel regulatorio hasta una
semana después de ser reabierta la zona de cosecha (Fig. 16C). Por lo tanto, el periodo de
veda con base a LC-MS/MS hubiera sido del 25 de junio al 22 de agosto. Esto representa
una semana de retraso y es 22 dias mas largo que el implementado con base a los

resultados del BER.



65

Del 17 de septiembre al 26 de octubre las concentraciones de toxinas lipofilicas
vuelven a incrementarse superando el nivel regulatorio, lo cual coincide con el altimo
periodo en el que la region de Rincoén de Ballenas fue cerrada por la COFEPRIS. La
implementacion de la veda de acuerdo a los resultados por LC-MS/MS hubiera comenzado
al menos (no se tiene muestras de las dos semanas anteriores) el dia 18 de septiembre. No
se puede inferir la fecha de apertura del area, ya que hasta el 26 de octubre aliin se
detectaron concentraciones arriba del nivel regulatorio (453.2 ug OA-eq kg™'; Fig. 16A) y
posterior a esta fecha ya no se realizaron analisis por espectrometria de masas. Suponiendo
que en las dos fechas de muestreo posterior al 26 de octubre los resultados por LC-MS/MS
hubieran sido menores al nivel regulatorio, los periodos de veda implementados con base a
resultados de este método y BER hubieran sido muy similares. El cierre con base a BER se

implement6 solamente una semana antes del que se hubiera implementado por LC-MS/MS.



VII. DISCUSION

VILI. COMUNIDAD FITOPLANCTONICA Y VARIABLES AMBIENTALES

Las diatomeas dominaron la comunidad fitoplancténica la mayor parte del 2012. Este grupo
representé mas del 90% de los organismos detectados durante casi todo el afio, excepto en
marzo, junio y finales de agosto, donde los dinoflagelados representaron entre el 60 % y 80

% de la comunidad fitoplanctonica.

En general, la abundancia total de especies fue similar entre los 0 y 10 m de
profundidad. Ya que no se detectaron florecimientos de dinoflagelados durante el 2012, las
abundancias méximas durante este afio fueron mucho menores que las reportadas para otros
afios. Cuando existen estos fenomenos en la Bahia, se han documentado abundancias de
hasta 10° Cel L' asociadas a la presencia de Lingulodinium polyedrum (Pefia-Manjarrez,
2009) o de hasta 4 x 10° Cel L en un florecimiento de Ceratium divaricatum (Garcia-
Mendoza et al., 2009). Por lo tanto, los cambios en la biomasa fitoplanctonica durante el
2012 estuvieron principalmente relacionados con la variaciéon en la abundancia de las
diatomeas.

Las diatomeas presentaron una abundancia de hasta 500 x 10° Cel L'en los
primeros meses del afio y el maximo se detecté a finales de abril con 800 x 10° Cel L en
superficie y 1200 x 10° Cel L'a 10 m. Las altas abundancias de diatomeas estuvieron
relacionadas a bajas temperaturas en superficie (12 a 15 °C) y a una mezcla de la columna
de agua desde la superficie hasta los 10 metros. La diferencia de temperatura del agua entre
la superficie y 10 m el primer cuatrimestre del afo fue de 1 a 2 °C. Pefia-Manjarrez, (2008)
reporta que en los inviernos del 2002 al 2005 la temperatura superficial maxima registrada

fue de aproximadamente 14 °C.

66
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Durante la primavera se observd la formacion de la termoclina estacional y la
temperatura superficial se increment6. Las temperaturas superficiales maéaximas se
presentaron en agosto y fueron de entre 21 °C y 22 °C, tanto en Rincon de Ballenas como
en el area de la Isla de Todos Santos con una influencia més oceanica. En verano y parte
del otofo se observo una fuerte estratificacion en la columna de agua con una diferencia de
hasta 8 °C entre la superficie y los 10 m. Paralelo al incremento de la temperatura al final
de la primavera, la abundancia de las diatomeas disminuy6 y después del mes de agosto
ésta no fue mayor que las 200 x 10° Cel L en ambas profundidades.

Las condiciones para el crecimiento de las diatomeas y la sucesion de grupos
fitoplanctonicos se ha descrito ampliamente para el sistema de la Corriente de California y
para otras regiones templadas o margenes occidentales con influencia de surgencias
(Pennington y Chavez, 2000; Trainer ef al., 2010 ). Aguas frias con concentraciones altas
de nutrientes promueven el crecimiento de las diatomeas y en condiciones de estratificacion
de la columna de agua, los dinoflagelados dominan la comunidad fitoplanctonica
(Pennington y Chavez, 2000). Cuando se presentan surgencias la comunidad
fitoplancténica suele estar dominada por diatomeas de gran tamaio como Chaetoceros,
Pseudo-nitzschia y Nitzschia (Pennington y Chévez, 2000). Posterior a estos eventos, existe
un cambio de la estructura de la comunidad fitoplanctonica donde predominaradn diatomeas
mas pequenas y dinoflagelados debido a una disminuciéon de nutrientes inorganicos
(Pennington y Chavez, 2000; Trainer et al., 2010).

Aun cuando en verano y parte del otofio existid una fuerte estratificacion en el area
de estudio, no se presentaron florecimientos algales de dinoflagelados en el 2012. La

abundancia maxima de este grupo fue de 70 x 10° Cel L'; sin embargo, la presencia de
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algunas especies con potencial toxico de este grupo impactd la economia de la region por la

implementacion de vedas sanitarias, como se discutira posteriormente.

VILIL ESPECIES CON POTENCIAL TOXICO Y NOCIVO

VILILIL. DIATOMEAS
Del grupo de las diatomeas, la especie con potencial toxico que se detectd durante el
periodo de muestreo fue Pseudo-nitzschia australis. Esta especie fue la mas abundante de
todos los organismos identificados en la comunidad fitoplanctonica presentandose desde
febrero. En abril y mayo se detectaron aproximadamente 200 x 10° Cel L. Asimismo, en
red especies del género Pseudo-nitzschia representaron hasta el 85% de los organismos
detectados en muestras de red en algunas fechas de muestreo.

La abundancia maxima de esta especie fue mayor a la reportada (c.a. 380 x 10° Cel
L") durante un florecimiento de Pseudo-nitzschia australis en la region, en el que se
detectaron concentraciones de hasta 0.8 pg L' de 4cido domoico (AD) en material
particulado (Garcia-Mendoza et al., 2009). Asimismo, la abundancia fue mayor a la
detectada durante los monitoreos realizados en el laboratorio FICOTOX durante el 2010
(130 x10° Cel L") en donde se presentaron concentraciones de hasta 8 pg L™ de AD en
material particulado y hasta 700 ug gr' en visceras de anchoveta durante el mes de agosto
(Ernesto Garcia, datos no publicados). Por otro lado, la abundancia de esta especie fue 350
x 10° Cel L cuando se detectaron concentraciones de AD arriba del nivel regulatorio (20
pngAD g'l) en muestras de mejillon durante la primera veda implementada en la region en

septiembre del 2011.
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Por lo tanto, las abundancias detectadas durante el 2012 debieron estar asociadas a
la acumulacion de AD en moluscos bivalvos. Sin embargo, en muestras de mejillon
tomadas durante este estudio la concentracion de AD fue muy baja, (datos no presentados).
Una abundancia alta de Pseudo-nitzschia australis por tan poco tiempo, probablemente no
permitié la acumulaciéon de AD en organismos filtradores. Otra explicacion es que la
especie de diatomea potencialmente productora de AD no fue P. australis o se presentd una
cepa de esta especie con un potencial toxico bajo. Ya que el objetivo de este trabajo se
relaciona con toxinas de tipo lipofilico, no se implemento la toma de muestras para medir
AD domoico en muestras de material particulado, lo que daria informacién sobre la
produccion de AD de las especies detectadas. El monitoreo de P. australis y su produccion
de AD es necesaria debido a su conocido potencial toxico en la region (Garcia-Mendoza et

al. 2009; Santiago-Morales y Garcia Mendoza 2011).

VILILII. DINOFLAGELADOS

La presencia de algunas especies de este grupo fitoplanctonico tuvo un impacto importante
en la economia de la region al producir toxinas consideradas como un riesgo a la salud
publica. Los organismos identificados como productores potenciales de toxinas fueron
Lingulodinium polyedrum y varias especies de género Dinophysis. Estas especies producen
toxinas lipofilicas. L. polyedrum fue la especie dominante durante el mes de noviembre
pero no alcanz6 las abundancias usualmente detectadas durante los florecimientos de esta

especie en la BTS.

En el caso de Dinophysis, se identificaron siete especies: D. acuminata, D. caudata,

D. fortii, D. sp. cf. mitra, D. sp. cf. odiosa, D. rotundata y D. tripos. Estas especies han sido
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descritas para diferentes regiones del Pacifico mexicano y existen varios reportes de su
presencia en diferentes costas del pais (Okolodkov y Garate-Lizarraga, 2006). Dinophysis
es un género cosmopolita que consiste de aproximadamente 100 especies (Goémez, 2005).
En el de trabajo de revision de los dinoflagelados presentes en las costas del Pacifico
mexicano, Okolodkov y Gérate-Lizéarraga (2006) reporta 35 especies de Dinophysis, lo que
indica una alta riqueza de especies de este género en México. Sin embargo, son pocos los
trabajos sobre la descripcion de especies de este género para la peninsula de Baja California

y en especifico para la region de la Bahia de Todos Santos.

Una de las descripciones mas importantes sobre el género Dinophysis en la costa
este de Baja California es el trabajo de Hernandez-Becerril (1992). Este autor, describe 7
especies de este género en muestras de agua provenientes del Golfo de California. Las
especies identificadas en muestreos realizados durante 1984 a 1986 fueron D. acuminata,
D. caudata, D. diegensis, D. porodictyum, D. schuettii, D. taylorii y D. tripos. Para la
misma region, Lechuga et al. (1998) reportaron densidades de D. caudata de hasta 90 x
10° Cel I'' en muestras colectadas entre marzo del 1993 a abril 1994 en Bahia Concepcion
en Baja California Sur. Existen pocos registros de especies productoras de toxinas
lipofilicas en region de la Bahia de todos Santos. Pefia-Manjarrez (2008) identificd a 6
especies del género Dinophysis (D. acuminata, D. acuta, D. caudata, D. fortii, D.
rotundata, D. spp. y D. tripos) y Almazan et al. (Datos no publicados) identifica aparte de

las reportadas por Pefia-Manjarrez (2008) a D. mitra.

Aun cuando existe una lista extensa de reportes de la presencia de especies del
género Dinophysis en México (Okolodkov y Gérate-Lizarraga, 2006), existen pocos

trabajos sobre la distribucion y ecologia de especies asociadas a este género potencialmente
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productoras de toxinas. Este es el primer trabajo en México enfocado en la caracterizacion
del cambio poblacional de especies del género Dinophysis como potenciales productoras de
toxinas tipo DSTx y la variacion en la concentracion de este tipo de toxina en moluscos
bivalvos. En varios paises y en especifico los que tienen una industria importante de
produccion de moluscos bivalvos, Dinophysis se ha convertido en un grupo de especies
clave de los monitoreos de fitoplancton, debido al impacto socio-econdmico que tiene la

presencia de toxinas asociadas a especies de este género (Reguera et al., 2012).

Las especies que se presentaron ocasionalmente y en bajas abundancias durante el
periodo de muestreo fueron D. sp. ¢f. mitra, D. sp. cf. odiosa, D. rotundata y D. tripos. Las
especies mas abundantes y que se detectaron la mayor parte del ano fueron D. fortii y D.
acuminata, las cuales estuvieron asociadas a la presencia de AO, DTX y PTX, lo que se
discutird posteriormente. Las abundancias mdas altas de estas especies se presentaron

durante los meses de mayo, julio y septiembre.

D. fortiiy D. acuminata, entre otras, son especies comunes en las costas del sistema
de la Corriente de California, aunque se presentan en bajas abundancias (Sutherland, 2008).
La acumulacién de estas especies se observa en verano y otofio, asociado con temperaturas
superficiales altas, una columna de agua estable y concentraciones de nutrientes bajas
(Trainer et al., 2010). D. fortii fue la primera especie que se identificd como productora de
toxinas tipo DSP (Yasumoto et al., 1980). Por otro lado, D. acuminata es la principal
especie asociada a la acumulacion de toxinas tipo DSTx y responsable de los cierres en la
cosecha de moluscos bivalvos en la costas del Atlantico de Europa y especialmente, en la
rias de Galicia (NW de Espafia), donde existe una actividad acuicola importante del cultivo

de mejillon (Blanco et al., 1998).
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En la zona de estudio de este trabajo, las abundancias mas altas de D. fortii y D.
acuminata se presentaron en el segundo semestre del afio. De enero a junio las abundancias
no rebasaron las 500 Cel L™'; sin embargo, en junio la abundancia de D. acuminata aument6
hasta las 2,000 Cel L a 10 metros de profundidad y a mediados de junio la poblacién de D.
fortii super6 las 4,000 Cel L. Estas abundancias son relativamente bajas comparadas con
las reportadas durante eventos de DSP para otras areas. Por ejemplo, D. fortii alcanz6 una
concentracién maxima de 1.1 x 10° Cel L' durante un florecimiento en la Bahia Lambert en
Sudafrica (Reguera et al., 2012). Para la misma zona, la abundancia record de D.
acuminata es de 1.1 x 10° Cel L (Pitcher, 2011). En las rias de Galicia la abundancia
record de esta especie es de 75 x 10° Cel L (Escalera et al., 2012). Estas abundancias son
mucho mayores comparadas con las abundancias maximas reportadas en este trabajo. Sin
embargo, se puede considerar que se presentaron florecimientos de estas especies en la
Bahia de Todos Santos durante el 2012. De acuerdo a Escalera et al. (2012) un
florecimiento algal de D. acuminata es cuando se detecta una concentraciéon mayor de las
10° Cel L. Asimismo, cuando se presenta una abundancia mayor que 1 x 10° Cel L se
considera como un pico de abundancia estacional (Escalera et al., 2012). De acuerdo a esta
clasificacion, existio un florecimiento algal de D. acuminata a principios de junio y otro de

D. fortii a mediados de julio.

La acumulacion de especies de Dinophysis y en especifico de D. acuminata se han
relacionado a procesos fisicos, especificamente a pulsos de surgencia seguido por periodos
de estratificacion después de la diminucion del esfuerzo del viento (Trainer et al., 2010.
Reguera et al., 2003 Reguera et al, 2012, Velo-Suarez et al., 2013). Por lo tanto, las

poblaciones de Dinophysis aumentan cuando existe una estabilidad en la columna del agua
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(Maestrini, 1998). Los florecimientos de D. acuminata detectados después de junio en este
trabajo coinciden con el inicio de la estratificacién en la columna de agua después de un
periodo de mezcla vertical presente durante los primeros meses de afio. Es necesario
investigar si los florecimientos de Dinophysis se forman dentro de la Bahia de Todos
Santos o afuera de ésta y son transportados por adveccion horizontal hacia las zonas de
cultivo de moluscos bivalvos. Se ha reportado que los florecimientos de Dinophysis se
originan en la plataforma continental como capas finas (“thin layers”) con alta densidad
celular (104 a 10’ Cel L) y éstos son transportados hacia el interior de las bahias o hacia la
costa después de que el esfuerzo del viento disminuye (Gentien et al., 1995; Moita et al.,

2006; Velo-Suarez et al., 2008; Farrell et al., 2010).

Los florecimientos de Dinophysis no se explican solamente por la respuesta de las
células al forzamiento fisico. Se ha observado que una alta densidad del ciliado
Mesodinium rubrum precede al incremento de la abundancia de D. acuminata en el Mar
Baltico (Minnhagen, 2010), en el Golfo de México (Campbell et al., 2010) y en las rias de
Galicia (Velo-Suarez et al., 2008; Gonzalez-Gil et al., 2010; Velo-Suarez et al., 2013). El
modelo propuesto de la formacion de los florecimientos algales de Dinophysis en las costas
de Galicia establece que D. acuminata es advectada por agua de surgencias de la
plataforma adyacente a las rias (Velo-Suarez ef al., 2013). Estos organismos representan la
poblacion semilla y “nadaran” (D. acuminata presenta una migracion vertical importante
como otros dinoflagelados) hacia la picnoclina y se concentraran en las capas superiores de
la columna de agua. En estas capas, D. acuminata necesita encontrar a su presa M. rubrum
para aumentar su poblacion, ya que la alimentacion heterotrofica provee los elemento

nutricionales (plastidos) necesarios para incrementar su tasa de crecimiento (Kim et al.,
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2008). Por lo tanto, la interaccidon entre D. acuminata y M. rubrum es un elemento clave
para la formacion y manteniendo de los florecimientos de esta especie (Velo-Suarez et al.
2013). Se necesita investigar si la dindmica poblacional de las especies de Dinophysis
detectadas en la Bahia de Todos Santos y especialmente las identificadas como productoras
de toxinas tipo DSTx (D. fortii y D. acuminata) concuerda con este modelo propuesto para
las Rias de Galicia, por lo que se debe de monitorear la presencia y abundancia de M.

rubrum en la comunidad fitoplanctonica.

VILIIL TOXINAS LIPOFILICAS EN MUESTRAS DE MEJILLON

Se utilizaron dos sistemas de cromatografia liquida con deteccion por espectrometria de
masas (Xevo-TQS, Xevo-TQ) para medir la concentraciéon de toxinas lipofilicas en
muestras de mejillon. Los resultados de los dos sistemas fueron similares y en este trabajo
se reportan principalmente los resultados obtenidos a partir del Xevo-TQ, ya que en el

Xevo-TQS se diluyeron las muestras y por lo tanto alguna toxinas no se lograron detectar.

Se detectaron 5 grupos de toxinas diferentes en mejillones colectados en el area de
Rincon de Ballenas durante el 2012. Se detect6 al 4cido okadaico en forma libre y
esterificada y a la dinophysistoxina 2 (DTX2). Del grupo de las yesotoxinas se detectaron
cuatro analogos diferentes: yesotoxinas (YTX), homo-yesotoxinas (HYTX), 45-Hydroxi-
yesotoxina (OHYTX) y 45-Hydroxi-la-homoyesotoxina (OH hYTX). Asimismo, se
detectd a la pectenotoxina 2 (PTX2), espirdlido 1 (SPX1) y a la gimnodimina (GYM). Este
es el primer reporte en México de la presencia de estos tipos de toxinas lipofilicas en
moluscos bivalvos y la confirmacion de la presencia de las mismas por métodos analiticos

en las costas del Pacifico de Norteamérica.
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VILIIL.I. TOXINAS DE TIPO DIARREICO (DSTX): ACIDO OKADAICO,

DINOFISISTOXINAS Y PECTENOTOXINAS.

De las diferentes toxinas lipofilicas detectadas en los mejillones colectados en la Bahia de
Todos Santos, el AO presentd las concentraciones mayores. La concentracion méaxima de la
suma de AO, DTX1 y PTX2 (DSTx) detectada con el sistema TQS fue de 2317 pg AO-eq
Kg'. Esta concentracion de DSTx esta dentro de intervalo de los niveles reportados en
eventos de intoxicaciones diarreicas por consumo de moluscos o durante vedas sanitarias
documentadas en otros paises. En Grecia se reportd una concentracion maxima de hasta
35,000 ug AO-eq Kg' de hepatopancreas en abril del 2005 (Mouratidou et al., 2006).
Posteriormente, se detectaron concentraciones de 508 upg AO-eq Kg' hasta
aproximadamente los 40,000 ug AO-eq Kg' durante diciembre del 2006 a mayo del 2007
(Prassopoulou et al., 2009). Las mediciones de estas concentraciones se realizaron por
medio de HPLC con deteccion mediante fluorescencia. En algunos reportes donde la
concentracion de toxinas tipo DSTx se han medido por medio de LC-MS/MS las
concentraciones méaximas reportadas son de aproximadamente 12,000 pg AO-eq Kg' en
mejillones cultivados en Irlanda (Lawrence ef al., 2011) y de 1,300 pg AO-eq Kg™' en el

norte del mar Adriatico (Gladan et al. 2011).

Desde los primeros casos de intoxicacion diarreica ocurridos en Holanda en 1961 y
posteriormente en Chile en 1970, se ha reportado la presencia de toxinas de tipo DSTx en
varios paises de diferentes partes del mundo (Blanco et al, 2005). En Sudamérica se ha
detectado la presencia de DSTx en bivalvos asociadas a la presencia de especies toxicas del
género Dinophysis desde hace mas de una década en Chile (Garcia et al., 2013) y en

Argentina (Sar et al., 2012), principalmente. En Norteamérica solamente se ha confirmado
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la presencia de toxinas tipo DSTx en las costas del Océano Atlantico. Durante julio a
agosto de 1990 se presentd un florecimiento de D. norvegica en la Bahia de Bedford en
Canad4 con una acumulacién de 450 pg AO-eq Kg' en hepatopancreas del pectinido
Placopecten magellanicus (Rao, 1993). Por otro parte, el primer y unico cierre asociado a
la presencia de toxinas DSTx en Estados Unidos se implement6 en la costa de Texas
cuando se presentd un florecimiento de D. c¢f. ovum (Campbell et al., 2010). En este evento
que se presenté en el 2008 se encontraron concentraciones de 450 pg AO-eq Kg' en

muestra de ostion (Trainer et al., 2010).

En las costas del Océano Pacifico de Norteamérica solamente hay un caso reportado
de intoxicacion tipo DSP, aunque éste es dudoso. En México en 1997 cinco pescadores se
intoxicaron al consumir peces de la Isla El Pardito en Baja California Sur (Heredia-Tapia et
al., 2002). Las personas presentaron sintomas caracteristicos de intoxicacién por
ciaguatoxinas y también caracteristicos de DSP (Heredia-Tapia et al., 2002). Sin embargo,
no se detectaron toxinas tipo DSTx en muestras de peces y no se presentd una alta
abundancia de especies productoras de estas toxinas, pero en un cepa aislada de
Prorocentrum lima de la zona, se detect6 AO y DTX1 (Heredia-Tapia et al., 2002). Por
otro lado, Ochoa et al. (1997) reportan que se presentaron tres muestras positivas para
toxinas tipo DSTx por bioensayo en ratdbn en un estudio llevado a cabo en Bahia
Concepcion, en el Golfo de California durante 1992 a 1995. Sin embargo, ya que estos
resultados se presentaron cuando existieron concentraciones altas de saxitoxina, es muy
probable que existiera una interferencia de esta toxina con el protocolo utilizado (Yasumoto
et al., 1978) para detectar las toxinas lipofilicas. Aun cuando se menciona (Heredia-Tapia

et al., 2002) que se detectaron toxinas tipo DSTx por medio de HPLC, no se muestran los
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resultados asociados, por lo que la presencia de toxinas de tipo lipofilico por métodos
analiticos no se evalué en este estudio. Por lo tanto, este es primer trabajo donde se
confirma la presencia de toxinas tipo DSTx en moluscos bivalvos por métodos analiticos en

Meéxico y en la costa oeste de Norteamérica.

La acumulacién de toxinas DSTx en muestras de mejillon de la Bahia de Todos
Santos estuvo asociada a la presencia de D. acuminata y D. fortii. La produccion de
toxinas DSTx (AO, DTX y PTX) se ha comprobado en 12 especies del género Dinophysis;
de éstas, siete (D. acuminata, D. acuta, D. caudata, D. fortii, D. miles, D. ovum, D.
sacculus) se han asociado a eventos de intoxicacion DSP (Reguera et al., 2012), en este
trabajo las altas concentraciones de toxinas DSTx estuvieron relacionadas a la presencia de
D. fortii. A pesar de la amplia distribucion de las especies del género Dinophysis, parece ser
que solamente especies particulares causan problemas importantes en areas especificas
(Blanco et al., 2005). Por ejemplo, D. fortii es la especie responsable de los problemas de
acumulacion de toxinas DSTx en Japén, mientras que en el norte de Europa las especie
problema son D. norvegica y D. acuminata y D. caudata en India y Singapur (Blanco et al.,

2005).

D. acuminata y D. fortii, al menos para el periodo que comprendié este estudio, son
las especies problema para la regién. Una relacion entre el nimero de células detectadas y
la cantidad de toxinas en los mejillones fue dificil de establecer. Se presentaron las
concentraciones mayores de AO sin detectarse una abundancia significativa de Dinophysis.
Sin embargo, una abundancia relativa de D. fortii en muestra de red, si coincide con las
altas concentraciones de toxinas. La distribucioén heterogénea de las especies de Dinophysis

en la columna de agua puede explicar estos resultados. Existe bastante evidencia de que
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estos organismos se acumulan en capas finas en concentraciones de hasta 10*a 10° Cel L™
(Gentien et al., 1995; Moita et al., 2006; Velo-Suarez et al., 2008; Farrell et al., 2010). Por
lo tanto, los muestreos a profundidades puntuales, al menos de que se realice un muestreo
intensivo en la vertical (toma de muestras con botella a diferentes niveles), puede
subrepresentar el potencial toxico de una poblaciéon nociva. Por lo tanto, la informacion de
la abundancia relativa es importante como indicador de la presencia de especies con

potencial toxico.

El potencial toxico de una especie nociva esta relacionado con la abundancia que
puede alcanzar su poblacidon y a la produccion de toxina por célula (cuota celular de
toxinas). Al respecto, se han documentado diferencias de hasta un orden de magnitud entre
el contenido de AO y DTX1 en poblaciones diferentes de una misma area (Blanco et al.,
2005). Esta es una de las razones del porque en muchos trabajos existe una correlacion baja
o nula entre la abundancia celular y el contenido de toxinas en moluscos bivalvos (Dahl and
Johannessen, 2001; Holmes et al., 1999; Hoshiai et al., 1997; Rao et al., 1993; Sampayo et
al., 1990; Sidari et al., 1998; Takahashi et al., 2007). También una baja correlacion entre la
abundancia de fitoplancton nocivo y toxinas en moluscos estd asociada al tiempo de a
retencion de estas por los bivalvos, por lo que puede detectarse concentraciones altas de
toxinas en moluscos mucho después de presentarse la presencia de la especie toxica
(Morofio et al., 2003). Sin embargo, también existen trabajos donde se reporta una alta
correlacion entre estas dos variables (Godhe et al., 2002; Jorgensen and Andersen, 2007;

Reguera et al., 1993).

Otra variable que define el potencial toxico de una especie, es el perfil de toxinas

que presenta. Por ejemplo, para el caso de las DSTx, no se conoce el efecto negativo de la
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PTX en los humanos, por lo que se pueden considerar menos toxicas que el AO y los DTX.
Sin embargo, para el raton esto no es lo mismo y la presencia de las PTX tendra un impacto
en las decisiones de regulacion cuando se usa la prueba de ratdbn como protocolo de
medicion de toxinas lipofilicas. El andlisis de la relacion de PTX a AO demostré que D.
acuminata fue la especie relacionada a la presencia de esta toxina durante el periodo de
muestreo. Por otro lado, las altas concentraciones de AO se pueden atribuir a la presencia
de D. fortii. La produccion de PTX2 ha sido comprobado en extractos de células de D.
acuminata aisladas de Chile (Blanco et al., 2007) y en cultivos de esta misma especie (Fux
et al., 2011). Se ha reportado que esta especie solo produce PTX2 (Blanco et al., 2007). En
contraste, D. cf ovum produce solo AO tanto en campo como en cultivos (Deeds et al.,
2010; Fux et al., 2011) y D. fortii puede producir tanto AO como DTX y PTX2, pero estas
dos ultimas en menores cantidades (Lee et al., 1989b; Suzuki et al., 1997; 1998; 1999;
Suzuki y Mitsuya, 2001). Esto indica que cepas particulares solo pueden producir un grupo
de toxinas (Reguera et al., 2012). Por lo tanto, se puede considerar que D. fortii, al alcanzar
las abundancias tanto relativas como absolutas mas altas y por el tipo de toxinas asociadas a
esta especie, es la especie con el potencial toxico mas importante para provocar DSP en la

region.

VILIILIL. YESOTOXINAS

De acuerdo a los niveles detectados en las muestras de mejillon, las YTXs representaron el
segundo grupo en orden de importancia de la region. Se detectd a la yesotoxina (YTX) y

tres analogos por medio del sistema de cromatografia TQ: hYTX, OHYTX y OH h YTX.

Al igual que el AO, y las PTXs, se detectaron las concentraciones mas altas de

YTXs de junio a agosto. Una muestra contenia hasta 1.08 mg/kg, la cual es una
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concentracion mayor al limite maximo permitido por las autoridades sanitarias. Las YTXs
se han detectado en diferentes especies de mejillones en Noruega (Lee ef al., 1988) en Italia
(Ciminiello et al., 1997), en las Rias de Galicia (Arevalo et al., 2006) Asimismo, las YTXs
se han detectado en moluscos bivalvos (Villarroel, 2004; Yasumoto y Takizawa,1997) y
muestras de fitoplancton en Chile (Alvarez et al., 2011; Krock et al., 2009) y en el sur y

centro de California (Howard et al., 2008), en el continente americano.

En Noruega, los mejillones han presentado hasta 14.8 mg/kg de esta toxina (Lee et
al., 1988) y la concentracion maxima en mejillones en Italia fue de 9 mg/kg (Ciminiello et
al., 1997). Estas concentraciones contrastan con lo cantidad de YTX detectada (0.7 y 0.10
mg/kg) en dos muestras de mejillon colectadas del muelle de Scripps en la Jolla (sur de
California) durante un florecimiento de Lingulodinium polyedrum (Howard et al, 2008).
Ese florecimiento del 2005 fue uno de los mas intensos registrados en la regiéon con

abundancias de hasta 9 x10 6 Cel L' en la Bahia de Todos Santos (Pefia-Manjarrez, 2008).

L. polyedrum es una de las tres especies identificados como productoras de YTXs
(Tubaro et al., 1998) y se detectd durante el periodo de muestreo de este trabajo. Sin
embargo, no se puede asociar las concentraciones de YTXs en los mejillones con la
presencia de esta especie. Las abundancias mayores de L. polyedrum se presentaron a
finales de noviembre, mientras que las altas concentraciones de YTX se presentaron
durante junio y agosto. Asimismo, ya que la produccion YTXs es extremadamente baja en
L. polyedrum (Howard et al., 2008; Paz, 2007) se necesitaria una abundancia muy alta de
estos organismos para que se acumulara la cantidad de toxinas detectada en los mejillones

durante junio.
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Un resultado importante de este estudio es que durante el periodo de deteccion de
concentraciones altas de YTXs, las especies mas abundantes fueron Ceratium furca y
Prorocentrum micans. Especificamente, la presencia de las YTXs parece estar relacionada
con la presencia C. furca, ya que se detectd una abundancia superior a 45000 Cel L-1 en
superficie durante la ultima semana de mayo, lo que coincide con el aumento de YTX en
las muestras de mejillon. La presencia de esta especio ocurrié de 1 a 2 antes de detectar la

concentracion mas alta de YTXs (1.08 mg kg'l).

C. furca o P. micans ha sido reconocida como productora de YTXs. Se debe de
comprobar si alguna de estas especies en la region produce YTXs o si existe otro agente
causal que no fue detectado. Protoceratium reticulatum fue la primera especie reconocida
que produce YTX, tiene una distribucidon geografica amplia y es la mas frecuentemente
involucrada en la acumulacion de esta toxina en moluscos bivalvos. Se ha detectado YTXs
en moluscos producidas por P. reticulatum en Nueva Zelanda, Japon, Inglaterra, el mar
Adriatico, Noruega y Canada (Blanco et al., 2005). Asimismo, se ha reportado que
abundancias bajas de estos organismos (103 Cel L) pueden producir una acumulacién
significativa de toxina en moluscos bivalvos (Boni et al, 2001). P. reticulatum se ha
reportado para Bahia de Todos Santos (Pefia-Manjarrez, 2008) sin embargo no se detectd
en muestras de superficie, 10 metros o red en este estudio. Existe la posibilidad de que los
mejillones se hayan contaminado por la presencia de quistes de P. reticulatum durante un
evento de resuspension de los mismos, que no fue detectado durante los muestreo de este
trabajo. Se ha reportado que los quistes de este organismo pueden causan la acumulacion de
YTXs en moluscos bivalvos (Blanco et al., 2005). El tiempo para que un molusco se vuelva

toxico varia y no solo depende de la presencia de algas tdéxicas sino también de la
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abundancia relativa de otras especies (Aune y Yndestad, 1993). Por ejemplo, Aasen et al.,
(2005) reportaron que las YTX estaban presentes en mejillones durante todo el afo y no
solo en condiciones de florecimiento; estos autores sugirieron una contaminacion previa
por P. reticulatum ain en concentraciones relativamente bajas. Otra especie candidata es
Gonyaulax spinifera la cual se reportd en la Bahia de Monterey cuando se detectaron las

YTXs en el 2005 (Howard et al., 2008).

Este es el primer trabajo que reporta la presenta de YTXs en México. Identificar la
fuente de las YTXs detectadas en moluscos bivalvos de la region de la Bahia de Todos
Santos y el efecto de las mismas en la ecologia de la region y la salud publica, requiere de

mads investigacion.

VILIILIIL. IMINAS CICLICAS

Ademas de DSTx y las YTXs, también se encontraron toxinas de otra naturaleza,
iminas ciclicas. En 48 muestras de las 53 analizadas por espectrometria de masas se
hallaron espir6lidos (SPX1). La concentracion de esta toxina no presentd un patréon de
variacion evidente, ya que se detectaron 5 pg kg' en marzo y posteriormente las

concentraciones variaron entre los 0y 3 pg kg™.

Por otro lado, las gimnodiminas (GYM) presentaron concentraciones entre los 1.5
ng kg v 3.5 ug kg'. Esta toxina se presenté siempre que se detectaron las demas toxinas
(AO, PTXs, YTXs y SPX1). No se detectaron a las especies reportadas como productoras
de SPX1 y GYM. Asimismo, no se logro establecer una relacion entre su presencia y la

abundancia de alguna especie durante el periodo de muestreo.
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Las iminas ciclicas ocasionan muertes rdpidas en ratén antecedidas de sintomas
neurotdxicos y los organismos que no mueren logran recuperarse después de 20 minutos de
iniciada la prueba (Pulido et al., 2011). Richard et al. (2001) demostraron que tras recibir
dosis letales de espirdlidos, los ratones morian entre 3 y 20 min; sin embargo, si los
animales sobrevivian después de 20 min, se recuperaban completamente y su estado
continuaba normal hasta el final del ensayo. Se observaron reacciones similares en algunas

pruebas realizadas en este trabajo.

Ya que durante los BER por hepatopancreas y cuerpo completo se presentaron
sintomas no reconocidos para toxinas tipo DSTx, probablemente la presencia de iminas

ciclicas causaron este comportamiento en los organismos de prueba.

La tabla VII muestra los 7 casos en los que se presentaron tiempos de muerte
menores a una hora para toxinas tipo DSTx en BER por extraccion de hepatopancreas. De
estas 10 muestras, en cuatro (30, 33, 36 y 37) se presentaron concentraciones de DSTx
arriba de los 160 pg AO eq kg™, pero no tan altas como para causar la muerte del raton en
menos de una hora. Los espirdlidos se detectaron en los 10 casos reportados con una
concentracion de 0.481 a 4.862 ug kg'. En 5 casos se detectaron PTX y YTX con

concentraciones de 0.32 a 46.48 pg kg™ vy 0.08-0.44 g kg™ respectivamente.

En la Tabla VII se presenta asimismo, el célculo de la dosis de toxinas administrada
al ratén. Ya que los analisis por LC-MS/MS se realizaron en extracciones en cuerpo
completo del molusco, el célculo de la dosis se realizé suponiendo que el hepatopancreas
represento un 20 % del peso total del organismo. Se observa que las dosis recibidas de PTX
y SPX durante las pruebas no rebasan el LDs, reportado para estas toxinas. Munday et al.,

2004) reportaron para las gimnodiminas un LDsy de 74 pg kg'. Richard ef al. (2001)
P p g



84

reportaron que el LD50 de una mezcla de espirdlidos, pero con una concentracion
predominante de 13-desmetil espirdlido C es de 40 pg kg™, sin embargo se han reportado

un LD50 tan bajo como de 5 pug kg™ para este analogo Munday et al., (2004).

Tabla VII. Concentracion de toxinas lipofilicas excepto tipo DSTx en muestras de mejillon
donde se detectaron muertes en tiempos menores a 1 hora después de la administracion del
extracto durante el bioensayo en raton por hepatopancreas.

0.00 0.00 1.66 2.07 0.00 0.00
0.00 0.00 1.11 1.39 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00
26.39 32.99 2.54 3.18 430.00 537.50
0.00 0.00 0.00
12.63 15.79 1.34 1.67 140.00 175.00
11.30 14.12 2.16 2.70 0.13 0.16 90.00 112.50
46.48 58.11 1.32 1.65 110.00 137.50
0.32 0.40 0.48 0.60 0.00 0.00

A pesar de que en todas las muestras con tiempos de muerte de menos de una hora
se detectaron SPX1, no se puede concluir que esta toxina fuera la responsable de los signos
atipicos y muerte del ratoén. Por otro lado, en el BER por cuerpo completo se presentaron en
siete ocasiones sintomas atipicos (dismetria, ataxia, espasmos) al DSP, esto ocurria entre
los 10 y 15 primeros minutos de la prueba y se recuperaban a partir de los 20 min. Los
espirélidos también se presentan en todas las muestras con 0.3-1.8 pg kg™, las YTX y PTX
fueron encontradas solo en 3 de los casos. Probablemente las dosis suministradas a los

organismos fueron la causa de los sintomas atipicos observados en los organismos de
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prueba, ya que éstos no fueron letales. Sin embargo esto se debe probar con una
investigacion de dosis respuesta de cada una de las toxinas y mezclas de las mismas para

evaluar un posible efecto aditivo o sinérgico.

Tabla VIII. Concentraciéon de toxinas lipofilicas en muestras de mejillon donde se
detectaron signos atipicos a las DSTx durante el bioensayo en raton por cuerpo completo.

VILIV. REGULACION

Para evitar riesgo sobre la salud publica, se prohibe la extracciéon de moluscos bivalvos
cuando la concentracion de ficotoxinas rebasa los niveles maximos establecidos en las
normas sanitarias. Por lo tanto, es necesario utilizar métodos robustos de deteccion de
ficotoxinas que permitan tomar las decisiones adecuadas para salvaguardar la salud publica

y afectar lo menos posible a la actividad econdmica costera.

En la Unién Europea, el analisis de deteccion de toxinas lipofilicas se realiza por

cromatografia liquida de alto rendimiento acoplado a masas en tdndem (LC-MS/MS) que
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ha sustituido casi por completo al bioensayo en ratéon (BER). Sin embargo, en otros paises
el método normado contintia siendo el bioensayo en raton. En México, la NOM-SSA-242-
2009 no establece que protocolo debe de utilizarse para detectar a las toxinas de tipo diarreico
y no existe investigacion sobre la especificidad de los diferentes métodos de deteccion de
toxinas de tipo lipofilico. Por lo tanto, los resultados de la comparacion de dos diferentes
protocolos de BER para la deteccion de toxinas lipofilicas del presente trabajo tienen
implicaciones importantes en la evaluacion de las medidas de regulacion en el pais.

Se analiz6 la eficiencia de dos protocolos de BER utilizados en el laboratorio
FICOTOX para la deteccion de toxinas lipofilicas consideradas en la regulacion nacional.
De acuerdo a la NOM-SSA-242-2009, el limite maximo permitido de la concentracion de la
“Toxina diarreica de moluscos (acido okadaico)” es de 160 png AO eq/kg. Asimismo, la
guia técnica del PMSMB establece que un area de cosecha debe considerarse “cerrada”
cuando los niveles de yesotoxinas y azaspiracidos rebasen los 1mg/kg y 160 pg/kg,

respectivamente.

Para analizar la eficiencia en la deteccion de toxinas de tipo lipofilico se
compararon los resultados de los dos protocolos de BER con los resultados obtenidos con
LC-MS/MS. Inicialmente se empled el BER establecido por Yasumoto et al. (1978) que
consiste en una extraccion con acetona de las toxinas presentes en la glandula digestiva de
los moluscos bivalvos. Sin embargo, debido a la frecuencia en la obtencion de resultados
positivos con muertes rapidas de los organismos de prueba (menor a una hora después de la
inyeccion) se implementd6 un BER con extracciéon en cuerpo completo y con una

fraccionacion del extracto organico con diclorometano y agua.
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Con el BER con extraccion en hepatopancreas se observaron 16 resultados
congruentes con las concentraciones evaluadas por LC-MS/MS obtenidas en este trabajo.
Sin, embargo se identificaron 20 falsos positivos y un falso negativo, lo que representa un
57 % de error en los resultados. En contraste, con el BER a partir del cuerpo entero, el
porcentaje de error disminuye a un 39 %, presentdndose 8 falsos positivos y 9 falsos
negativos. Existen varios estudios que comparan los resultados obtenidos mediante BER y
métodos analiticos. Prassopoulou et al., (2009) reportan un 100 % de concordancia entre
los resultados obtenidos por BER y con HPLC para la deteccion de AO. Sin embargo, la
comparacion de estos protocolos se realizdé con muestras con un contenido de AO mayor a
los 380 pug AO eq/kg (Prassopoulou et al., 2009). Otro porcentaje de concordancia alto fue
reportado por Mouratidou et al., (2006), obteniendo un 91% de coincidencia entre BER y
HPLC con deteccion de fluorescencia (FL). Louppis et al., (2010) reporta también un 91%
de concordancia entre BER y HPLC-FL, sin embargo, también reportan que la comparar
con LC-MS/MS, el método por HPLC-FL falla en detectar el OA en forma esterificada.
Una buena concordancia entre HPLC-FL y BER también fue reportada por Vale y

Sampoyo (1996) al obtener un ntimero de falsos positivos por BER bajo.

Por otro lado, la presencia de un porcentaje importante de falsos positivos (FP) y
falsos negativos (FN) se ha reportado cuando se comparan los resultados del BER con LC-
MS/MS. Especificamente, en Escocia se detectaron 48 FP de 349 (13.7 %) muestras
evaluadas durante el 2003 al 2004, lo que probablemente ocasiond el cierre innecesario de
ciertas areas de cosecha en ese pais (Turrel y Stobo, 2007). Asimismo estos autores
reportan 11 FN de este conjunto de muestras evaluadas (Turrel y Stobo, 2007). La

presencia de FP también fue reportada para Japon, aunque en una menor proporcion (6 de
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196; 3.06 %), sin embargo el porcentaje de FP fue significativamente alto (61 de 196; 31
%) (Suzuki et al., 2005). En este trabajo se asocian los FN a la probable presencia de acidos
grasos libres (Suzuki et al., 2005), que pueden interferir en el bioensayo en ratén (Suzuki et
al. 1996). Por otro lado, la alta proporcion de FN se asocia a la presencia de las YTXs, ya
que éstas se incluyeron en el célculo de la toxicidad por medio de LC-MS/MS y el BER

utilizado, subestima la concentracion de este tipo de toxinas (Suzuki et al. 2005).

La presencia de FP y FN influyen de manera importante en las decisiones que se
toman para cerrar o no una zona de cosecha. De acuerdo a la guia del PMSMB se
implementa una veda sanitaria cuando la concentracion de toxinas reguladas es mayor a los
niveles maximos permitidos y se levanta cuando se obtengan dos resultados negativos
consecutivos considerando un muestreo con intervalos de 4 dias. Con base en esta guia, la
COFEPRIS implemento tres periodos de veda; del 4 al 16 de abril, del 29 de junio al 31 de
julio y del 17 de septiembre al 16 de noviembre (c.f Fig. 16). La segunda veda sanitaria se
implementd con base a resultados de BER en hepatopancreas en andlisis realizados en
FICOTOX. Si se hubiera considerado este bioensayo desde el principio del afo y no se
hubiera implementado el BER en cuerpo completo, la zona de Rincon de Ballenas se habria
mantenido cerrada desde el 21 de marzo del 2012 hasta el 22 de agosto del 2012(c.f. Fig.
16). Dos semanas después del 22 de agosto se detectdé un resultado positivo el 12 de
septiembre, pero posterior a esa fecha ya no se continuaron los analisis con este protocolo,
por lo que no se podria asegurar la duracion de una probable veda asociada a este resultado
positivo. Por lo tanto, con los resultados del BER en hepatopancreas el cierre en la

actividad de extraccion de moluscos bivalvos en la zona hubiera sido de al menos 6 meses.
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Los periodos de veda implementados por la COFEPRIS en el segundo semestre del
afio se basan principalmente en el bioensayo a partir de cuerpo completo. En el primer
semestre del afio se presentaron dos resultados positivos que concuerdan con el cierre en
abril que se implement6 con base a resultados de BER realizados en el laboratorio de
referencia nacional (CCAYAC). A excepcion de esta veda sanitaria de abril, los periodos
de cierre de la Bahia hubieran coincidido si se hubieran utilizado los resultados de LC-
MS/MS. La diferencia entre las acciones de regulacion con base a resultados del BER en
cuerpo completo y LC-MS/MS es de aproximadamente solo dos semanas de diferencia.
Considerando los resultados de este ultimo protocolo, el cierre hubiera comenzado antes del
implementado por la COFEPRIS ya que en julio se detectaron niveles de YTXs mayores
los niveles méximos permitidos y posteriormente se presentaron concentraciones altas de
DSTx. Asimismo, el ultimo dato de la concentracion de toxinas lipofilicas por LC-MS/MS
fue mayor del nivel regulatorio para DSTx por lo que no se conoce hasta cudndo hubiera

durado la veda sanitaria implementada a finales del afio.

Este analisis demuestra que las acciones regulatorias basadas en los resultados con
BER con extraccion en cuerpo completo con una particion con diclorometano y agua,
concuerda con los cierres hipotéticos basados en la evaluacion de toxinas por medio LC-
MS/MS. El alto porcentaje de FP al utilizar el hepatopancreas como tejido de prueba
hubiera afectado de manera importante a la actividad acuicultural en la Bahia de Todos
Santos. La presencia de FP en los bioensayos puede estar asociada a la presencia de otro
tipo de toxinas en las muestras. La coocurrencia de yesotoxinas, espirolidos y
gimnodiminas pueden tener un probable efecto aditivo o sinérgico que pudiera causar la

muerte de los ratones independientemente, o en conjunto con la presencia de DSTx. Esta
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posibilidad se ha reportado para explicar la presencia de FP en otros trabajos (Suzuki et al.,
2005; Turrel y Stobo, 2007). Especificamente, al no existir una particion con agua del
extracto del organismo en el protocolo de Yasumoto et al., (1979) la cantidad de YTX sera
mucho mayor que en el protocolo con cuerpo entero y con particion con agua. Debido a la
sensibilidad del ratén a esta tipo de toxinas, se presentan resultados positivos en los BER
aun a concentraciones mucho mas bajas que el nivel regulatorio (Blanco et al., 2005). Por
lo tanto, la presencia de diferentes toxinas lipofilicas durante el segundo semestre del afio
probablemente fue la causa de la alta tasa de FP, especialmente en el BER con
hepatopéancreas. Asimismo, la probable interferencia de acidos grasos del mejillon en la
prueba no debe descartarse. EIl BER con extraccion en cuerpo completo parece ser que es el
método més adecuado para fines de regulacion, sin embargo se tiene que analizar las causas
del numero significativo de FN asociados a este protocolo. Un falso negativo puede ser
causado por una extraccion inadecuada o pérdida de toxinas durante el proceso de
fraccionacion Mouratidou et al., (2006). En el presente trabajo no se presentd ningin
problema técnico que pudiera afectar los resultados; asimismo, se utilizé diclorometano en
lugar de éter etilico para la particion entra la fase acuosa y orgénica. El diclorometano tiene
una eficiencia de extraccion mayor que el éter etilico de las toxinas hidrofébicas
(Fernandez et al., 2002). Ya que no se puede asociar los FN a un problema metodologico se
realiza un andlisis més detallado de la presencia de éstos (Tabla IX). Es evidente que en 3
muestras (30, 38 y 41, Tabla IX), las concentraciones de DSTx estan cerca del nivel de
regulacion. Por lo tanto, considerando la incertidumbre inherente a cualquier protocolo
analitico y la variabilidad en los bioensayos en animales, éstas se puedan considerar como
resultados similares. Asimismo, aunque no se presentaron muertes de los ratones, estos

presentaron sintomas claros de las presencia de toxinas tipo DSTx en estas muestras. Otra
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observacion importante es que de los FN en los que se presentaron concentraciones altas de
DSTx, se detectd una de las proporciones mas altas de AO esterificado. Especificamente,
en tres muestras (muestras 37,53 y 56) el AO esterificado representd cerca del 80 % del AO
total. Las formas de AO esterificado son mucho menos toxicas que la toxinas acidificadas
(Hu et al., 1992). Por lo tanto, es probable que cuando exista una cantidad importante de
toxinas esterificadas el BER tiene un nivel de deteccion menor a los 160 pg AO-eq /kg de

tejido de molusco.

La concentracion promedio de las DSTx (DTX+PTX+AQO) detectadas en los FN es
de 316.14 + 158.75 pg AO-eq kg™'. Esto representaria el nivel de deteccion de la BER por
cuerpo completo implementado en el laboratorio FICOTOX. Por debajo de este nivel, solo
se presentd una muestra (33) que fue positiva por BER y por LC-MS/MS. Sin embargo, si
no se consideran la muestras con una proporcion alta de AO esterificado (muestras 37 y 56)
la concentracion promedio de las DSTx disminuye a 253 + 112.54 ug AO-eq kg y no se

presentd ninguna muestra positiva por BER y LC-MS/MS por debajo de este nivel.

Tabla IX. Concentracion de toxinas tipo DSTx en muestras en que el bioensayo en ratoén
dio como resultado un falso negativo en comparacion con la concentracion detectada por
LC-MS/MS.

cC 31.30 113.24 144.54 0.78 3.62 170.93

cC 49.80 153.39 203.19 0.75 3.08 214.48
cC 89.59 396.10 485.69 0.82 4.42 532.18

50.77 137.71 188.48 0.73 2.71 191.37
cC 46.96 125.23 172.19 0.73 2.67 175.571
CcC 101.55 156.00 257.55 0.61 1.54 266.78
CcC 105.04 380.82 485.86 0.78 3.63 493.33
cC 79.63 178.02 257.64 0.69 2.24 258.56

CcC 59.77 444.03 503.80 0.88 7.43 542.07
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A pesar de que este nivel de deteccion es aproximadamente 1.5 veces el nivel
establecido en la regulacion del pais, el BER con extraccién en cuerpo completo y la
medidas de regulacion establecidas con base a los resultados de este protocolo ayudaron a
reducir los riesgos sanitarios de la presencia de toxinas de tipo lipofilico presentes en
moluscos bivalvos del area de Rincon de Ballenas de la Bahia de Todos Santos. Asimismo,
este protocolo redujo el nimero de falsos positivos que hubieran afectado de manera
importante la actividad de las empresas productoras de la region.

La deteccion inequivoca de diferentes toxinas de tipo lipofilico y la identificacion
del agente causal para algunas de ellas, demuestra que la presencia de este tipo de toxinas
en moluscos bivalvos, es un problema emergente en la region de la Bahia de Todos Santos.
Por lo tanto, el monitoreo adecuado de las mismas es fundamental para reducir riegos
sanitarios y pérdidas economicas. Mientras no se implementen métodos analiticos en
Meéxico para la deteccion de toxinas de tipo lipofilico, se debe utilizar un bioensayo
adecuado en ratén, identificando la sintomatologia asociada a los diferentes tipos de
toxinas. Aun con los problemas asociados a este método, el bioensayo en raton ha sido
efectivo para fines de proteccion a la salud publica en programas de monitoreo de varios
paises (Blanco et al., 2005) y fue efectivo durante la problematica que se presento en el

2012 en la region.



VIII. CONCLUSIONES
» Durante 2012, la Bahia de Todos Santos presentd registros de especies
fitoplanctonicas potencialmente toéxicas. En el primer semestre se detectd la
presencia de Pseudo-nitzschia australis con abundancias mayores a 200 x 10° Cel
L. Mientras que Lingulodinium polyedrum se presentd durante noviembre y

diciembre con abundancias maximas de 30 x 10° Cel L.

» Se reportan siete especies del género Dinophysis en la region de Rincon de
Ballenas: D. acuminata, D. caudata, D. fortii, D. mitra, D. odiosa, D. rotundata y
D. tripos. Se observo un florecimiento algal de D. acuminata a principios de junio y
otro de D. fortii a mediados de julio. La presencia de estas especies se asocio a un

periodo de estabilidad en la columna de agua.

» Mediante el bioensayo en ratéon a partir de la glandula digestiva y el organismo
completo del molusco se obtuvieron resultados positivos para la presencia de
toxinas lipofilicas durante tres periodos (febrero, mayo-julio, y septiembre—
octubre), presentando sintomas atipicos no correspondientes a este sindrome en
algunas muestras debido a posibles interferencias por toxinas de otra naturaleza en

el método.

» Mediante LC-MS/MS se detectaron diversas toxinas de tipo lipofilico. De las
toxinas de tipo diarreico (DSTx) se encontrd principalmente al acido okadaico en

concentraciones superiores a 500 pg kg™ durante julio y mayores a 1500 pg kg de
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» septiembre a noviembre, sobrepasando el limite durante estos meses. La
pectenotoxina 2  fue detectada en un gran numero de muestras pero en
concentraciones entre 0.1 a 46.4 pg kg'l, presentando la misma estacionalidad que
el AO. Las dinofisistoxina 1 y 2 solo se presentaron en tres ocasiones en

. -1
concentraciones menores a 5 pg kg™.

» Se detectaron yesotoxinas (YTX), presentandose tres analogos homo-yesotoxinas
(HYTX), 45-Hidroxi-yesotoxina (OHYTX) vy 45-Hidroxi-la-homoyesotoxina
(OHhYTX), con valores de 0.03 a 1.08 mg kg' principalmente durante los meses de
mayo a julio. No se detectd a las especies reportadas como productoras de este
grupo de toxinas; sin embargo, las concentraciones altas de YTX coincidieron con

la presencia del dinoflagelado Ceratium furca.

» Se identificaron dos toxinas del grupo de las iminas ciclicas. Se detectd el
espirdlido 1 (SPX1) en la mayoria de las muestras, sin presentar una estacionalidad
marcada de la variacion de su concentracion (0 a 4.8 pg kg'). Se detectaron
asimismo, a las gimnodiminas (GYM) presentindose en 15 muestras con
concentraciones de 0.1 a 3.6 pug kg'. No se detectaron a las especies reportadas

como productoras de estas toxinas.

» Mediante el bioensayo en ratén con extraccion en hepatopancreas se observaron 16
resultados congruentes con las concentraciones evaluadas por LC-MS/MS. Sin
embargo se identificaron 20 falsos positivos y un falso negativo, lo que representa

un 57 % de error en los resultados. En contraste, con el BER a partir del cuerpo
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entero, el porcentaje de error disminuye a un 39 %, presentandose 8 falsos positivos
y 9 falsos negativos. Las medidas regulatorias establecidas en la region con base en
los resultados mediante el bioensayo en raton con extraccion en cuerpo completo
fueron efectivas para reducir los riesgos sanitarios de la presencia de toxinas de tipo
lipofilico presentes en moluscos bivalvos del area de Rincén de Ballenas de la

Bahia de Todos Santos.
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ANEXO

Dinophysis acuminata Claparede et Lachmann

Los ejemplares encontrados coinciden con los reportados por Balech (1988) y Hernandez
(1992). Son de tamafio medio con una longitud aproximada de 51.714 pm, son células con
forma ovalada y ligeramente alargadas, relativamente angostas
con 48.220 pum. Los velos cingulares se encuentran casi
paralelos, siendo el velo anterior més ancha que el posterior. La

superficie de las tecas presenta areolas gruesas.

Respecto a los velos sulcales, el derecho es dificil de distinguir;
sin embargo, el velo sulcal izquierdo aunque no es muy grande se
extiende aproximadamente hasta la mitad de la célula con los tres
radios en angulos casi rectos, dejando el segundo radio (R2) mas

cercano a R1 que a R3.

Durante este trabajo D. acuminata fue una especie muy comun y

abundante en la BTS. Los conteos celulares durante junio

llegaron a las 1,000 Cel L' en muestras de superficie y casi
2,000 Cel L'en la profundidad de 10 metros. En muestras de red presenté abundancias

relativas desde 0 hasta el 10% de la poblacion total.
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Dinophysis caudata Saville-Kent

Es una especie con ejemplares grandes (L: 82.068 um, H: 41.903 um), se caracteriza por
presentar una hipoteca alargada con una proyeccion en la parte posterior de entre el 20-40%
de su longitud total. La aleta cingular anterior es mas ancha que la posterior y posee
numerosos radios bien marcados. La aleta sulcal izquierda es ancha y de gran tamafio; al
término de ésta casi pegada a R3 la teca presenta una curvatura
muy variable (gradual o abrupta) para formar la proyeccion. Fue
muy comun encontrarla unida a otra célula por la parte dorsal en

la region mas ancha de la célula.

Esta especie no fue muy comun durante el periodo de estudio, en
superficie se presentd en junio con 1,200 Cel L' y en septiembre
con apenas 100 Cel'L’’; en muestras de 10 metros fue
encontrada solo en octubre y noviembre sin superar las 200 Cel
L. Sin embargo en muestras de red se encontrd en marzo con
menos del 1%, mientras que en el periodo de junio a noviembre

llego a presentar hasta el 3% de la abundancia total.
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Dinophysis tripos Gourret

Son especimenes relativamente grandes (L: 105.717 um, H: 51.990 pm), con dos
proyecciones en la hipoteca que la diferencian de D. caudata; dichas proyecciones no son

simétricas ya que la dorsal suele ser mds corta que la ventral.

El margen ventral es casi recto hasta llegar a la aleta sulcal donde se
curva bruscamente para formar la proyeccion. La parte dorsal es recta
solo hasta la altura de R1, ligeramente inclinada hacia la parte externa
hasta la altura de R2 y nuevamente recta hasta formar la proyeccion.
Posee una aleta cingular anterior sobresaliente con radios muy
marcados. La aleta sulcal izquierda es grande y ancha llegando hasta la
base de la proyeccion ventral, sus costillas son casi rectas pero de

diferente tamafo, siendo R3 el mas largo y R1 el mas corto.

Esta especie se encontrd en red con menos del 1.5% de abundancia

relativa en septiembre y octubre, s6lo se presentd en una ocasion en

muestras de superficie con 200 Cel L a finales de septiembre.
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Dinophysis fortii Pavillard

Son células grandes de forma ovalada con una longitud entre 56.697 y 58.376 um. La aleta
cingular anterior es ancha y con radios bien definidos. La region ventral es recta hasta la
altura de R3, donde comienza a curvarse dejando la parte posterior
de la célula muy redondeada. Presenta entre 40.719 y 44.695 um

de ancho.

La aleta sulcal izquierda es muy amplia, con radios muy marcados;
R1 y R3 son inclinados mientras que R2 es recto y se encuentra

casi a la misma distancia de R1 que de R3.

Esta especie fue la mas comun durante la investigacion ya que se
, . ~ . -1
encontr6 durante casi todo el afio a partir de marzo con 200 Cel L

en superficie y 10 metros de profundidad, las bajas abundancias

continuaron hasta julio, cuando se registraron conteos de hasta

4,000 Cel L'l, en los meses posteriores continua presente con abundancias menores a 1,000
Cel L'
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Dinophysis rotundata Claparéde & Lachmann

Los ejemplares de este grupo son células pequenas de
aproximadamente 51.714 pum de longitud. Se
caracterizan por su forma circular, con anchura de

44,686 um, la parte mas ancha de la célula se

encuentra entre R2 y R3 de la aleta sulcal izquierda.

Tanto la aleta cingular anterior como la posterior son

angostas y a diferencia de otras especies no se observan

radios. Su aleta sulcal izquierda es larga pero
relativamente mas estrecha que en otras especies, ninguno de sus radios es recto, R2 se

encuentra mas cercana a R1 que a R3.

En el 2012 esta especie fue comun, pero sus abundancias no fueron elevadas, los conteos
maximos se registraron durante mayo a julio y septiembre a octubre, con valores entre 200
Cel L y 400 Cel L™'; los meses restantes presenté menos de 100 Cel L™, En muestras de

red permanecio con abundancias muy bajas por debajo del 4% durante casi todo el afio.
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Dinophysis sp. cf. odiosa

Esta especie solo se encontrd en muestras de red, a finales de septiembre y principios de
noviembre con apenas el 0.5% del porcentaje total de la poblacion fitoplanctonica.
Presentan una longitud aproximada de 67.459 pum y una anchura de 48.227 um. R2 se
encuentra mas cercano a R1 que a R3, siendo este Gltimo mas largo que los otros dos. R1 y
R3 son inclinados y R2 es recto, el velo sulcal es més ancho en R3. La posicion de la espina

apical y su forma suele ser variable.

Dinophysis sp. cf. mitra

Solo se presentd en dos ocasiones en las primeras dos semanas del noviembre en muestras

de red con menos del 0.5% de la abundancia total de la comunidad. No se encontrd en
muestras de superficie y 10 metros. Su longitud es aproximadamente de 62.325 um, y su

anchura de 53.398 pum.



