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RESUMEN

Las floraciones algales nocivas (FAN’s) son fendmenos bioldgicos que ocurren de manera
natural como resultado de la combinacién de mecanismos oceanograficos. Entre los
principales organismos causantes de FAN’s, figuran las cianobacterias, diatomeas y
dinoflagelados. Los dinoflagelados se consideran el componente principal del fitoplancton
toxigénico seguido de las diatomeas. Las toxinas producidas por los dinoflagelados son
bioacumuladas por organismos que se alimentan por filtracién, como por ejemplo los
moluscos bivalvos. En el presente trabajo se estudid la respuesta de Crassostrea gigas a
Prorocentrum lima en dos talla juveniles (3-5 mm) donde mediante RT-PCR se identific
que en las primeras horas de exposicion de C. gigas a P. lima (fase aguda), la respuesta fue
mediante la expresion de genes de estrés gs, gst, hsp70 y sod Cu-Zn, involucrados en los
procesos de detoxificacidn, la variacion significativa en la expresion de los genes estd
afectada por el tiempo y la concentracion de células téxicas. La expresion de estos genes
fue inmediata, confirmandose que el mecanismo antioxidante es el primer mecanismo de
respuesta de C. gigas. Posteriormente se realizé validacion de genes de referencia (q-PCR),
para estas condiciones experimentales, siendo fub, act y eflo los més estables con base en
los algoritmos utilizados: GeNorm, NormFinder y Bestkeeper. Ademds, Se observé
mediante expresion relativa el nivel de transcritos de p21, cafp55, fe2 y de respuesta
inmune Igbp. Se determind que existe una desregulacion en la expresion de los genes
asociados al control del ciclo celular y P. lima fue reconocido como agente infeccioso por
el ostion. Asi mismo, se analizé la respuesta molecular en glandula digestiva de ostiones
juveniles (talla 40-60-mm) expuestos a P. lima en tratamiento subcrénico (10 dias).
Considerando el efecto téxico de la principal toxina DSP, &4cido okadaico (AO) se
realizaron estudios de expresion de genes involucrados en el metabolismo del citoesqueleto
act y tub, regulacién del ciclo celular p21, cafp55, fe2, p53 y respuesta inflamatoria cp!. El
gen eflo fue utilizado para normalizar el nivel de los transcritos. Por otro lado se determind
la tasa de aclaramiento y se realiz6 un estudio histolégico para observar dafo tisular por la
presencia de P. lima. Los resultados revelan que la expresion de los genes de act y tub esta
modulada tanto por la presencia de P. lima asi como por el tiempo de exposicion al
dinoflagelado. El gen cpl se sobreexpresé con exposicion de s6lo P. lima, lo cual indica
que su presencia en C. gigas desencadena un proceso inflamatorio. En la cuantificacién de
transcritos de los genes relacionados al control del ciclo celular se observé una notoria
desregulacion a nivel de expresion tiempo-dependiente. El andlisis histolégico coincide con
la expresion relativa observada, ya que se identifica claramente un dafio celular y un
proceso inflamatorio en el tejido. Una convergencia a nivel génico de este conjunto de
moléculas reguladoras de la progresion del ciclo celular y su desregulacion, nos puede
llevar a entender la vulnerabilidad por perdida de homeostasis por dafio celular que pueda
sufrir C. gigas mediante la inhibiciéon de procesos de desfosforilacion por el efecto
inhibitorio de la presencia téxica del AO. Se determiné la desregulacion de la expresion de
genes que participan en procesos vitales para fisiologia celular y que puede llevar a estados
criticos y anormales, asi mismo, si se mantienen en el tiempo pueden ser causa del
desarrollo de algunas patologias o muerte en C. gigas.

Palabras clave: C. gigas, ciclo celular, citoesqueleto, proteinas de estrés, P. lima.
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SUMMARY

Harmful algal blooms (HABs) are biological phenomena that occur naturally as a result of a
combination of oceanographic mechanisms; among those are cyanobacteria, diatoms, and
dinoflagellates. Dinoflagellates are considered the main component of toxigenic
phytoplankton followed by diatoms. The toxins produced by dinoflagellates are
bioaccumulated by the organisms that feed by filtration, as bivalve mollusks. In this work
we studied the response of Crassostrea gigas to Prorocentrum lima in two juvenile sizes
(3-5 mm). During the first exposure hours to P. lima, C. gigas response (acute stage) was
identified by RT-PCR through gs, gst, hsp70, and sod Cu-Zn stress gene expression,
involved in detoxification processes, where significant gene expression variation is affected
by time and toxic cell concentration. The expression of these genes was immediate,
confirming that the antioxidant mechanism is the first one to respond in C. gigas.
Afterwards, we proceeded to validate reference genes (q-PCR) for these experimental
conditions, where tub, act, and efla were the most stable based on the algorithms used:
GeNorm, NormFinder, and Bestkeeper. Besides, the transcript level of p21, cafp55, fe2,
and Igbp immune response could be observed by relative expression. The existence of a
gene expression deregulation associtated to cell cycle control was determined, and P. lima
was recognized as an infectious agent by the oyster. Likewise, the molecular response in
juvenile (size 40-60-mm) oysters’ digestive gland exposed to P. lima to a subchronic (10-
day) treatment was analyzed. Considering the toxic effect of the main DSP toxin, okadaic
acid (AO), we performed expression studies of act and tub genes involved in cytoskeleton
metabolism, p21, cafp55, fe2, p53 in cell cycle regulation, and cpl in inflammatory
response. The efla gene was studied to normalize transcript levels. On the other hand,
clearance rate was determined and a histological study was performed to observe tissue
damage caused by P. lima. The results revealed that act and tub gene expressions levels are
modulated both by P. lima’s presence as well as by time exposure to the dinoflagellate. The
cpl gene was over-expressed when exposed to P. lima only, indicating that its presence in
C. gigas releases an inflammatory process. When quantifying transcripts of the genes
related to cell cycle control, we could observe a notorious deregulation at the level of time-
dependent expression. The histological analysis agrees with the relative expression
observed because it clearly identifies cell damage and inflammatory tissue process. A
convergence at gene level of this set of cell cycle regulating molecules and its deregulation
can lead us to understand vulnerability of cell damage by homeostasis loss that C. gigas
suffers by inhibition of dephosphorylation processes by the effect of AO toxic presence.
We determined expression deregulation of the genes participating in vital processes for cell
physiology that could lead to critical abnormal states; likewise, if they are maintained, in
time they could be the cause of developing some pathologies or death to C. gigas.

Key words: C. gigas, cell cycle, cytoskeleton, stress proteins, P. lima
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1. INTRODUCCION

1.1 Florecimientos algales nocivos o mareas rojas

El fitoplancton, que comprende al conjunto de organismos acudticos autotrofos del
plancton que tienen capacidad fotosintética y que viven dispersos en el agua, es un alimento
esencial para los organismos filtradores, especialmente los moluscos bivalvos (ostiones,
mejillones y almejas). Bajo ciertas condiciones (combinacién de factores fisicos, quimicos
y bioldgicos) como por ejemplo una situaciéon de exceso de nutrientes y temperatura
favorable, algunas especies del fitoplancton pueden multiplicarse formando lo que se suele
llamar florecimiento (bloom, por su traduccién al idioma inglés), marea roja o floraciones
algales. Cuando se presentan estos eventos y ocasionan efectos negativos son denominados

“Floraciones Algales Nocivas” (FAN), y pueden clasificarse como:

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

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

= Toxicos: las especies que conforman los FAN (generalmente dinoflagelados,
diatomeas o cianobacterias) producen toxinas, que se incorporan rdpidamente en las
cadenas troficas; este tipo de florecimientos no necesariamente estdn asociados a

cambios evidentes en la coloracion de los cuerpos de agua.

Por tanto, los FAN pueden tener efectos negativos causando pérdidas econdmicas para la
acuacultura, pesquerias y turismo, con su consecuente impacto negativo al ambiente y la

salud humana (Hallegraeff, 1995; Anderson, 2007; Matsuyama y Shumway, 2009).



1.2 Impacto econémico y en la vida marina

El impacto econdémico de las FAN es un aspecto de vital relevancia a nivel
gubernamental e industrial, y presenta dificultad para su célculo adecuado. Esto se debe a
que no se reconocen o reportan adecuadamente los costos que conllevan estos fenémenos,
como son: salud publica, industria de los alimentos y turismo. Los costos econdmicos se
encuentran asociados a: 1) perdida de la produccion de granjas acuicolas y depresion del
mercado de mariscos por desconfianza del consumidor aun cuando la amenaza haya pasado
(efecto halo); 2) oferta de servicios de salud publica; 3) clausura de actividades de
recreacion y turismo al no poderse asegurar el desarrollo sin riesgos de estas actividades y a
4) limpieza y disposicion final de flora y fauna acudtica perecedera presente en playas y
costas (Anderson et al., 2000). Anderson et al. (2000) estimaron el impacto econdémico
anual por FAN en Estados Unidos, en el periodo 1987-1992, el promedio del impacto
capitalizado a 15 afios fue de $449,291,987 millones de dlls/ano; de lo que el 45% se
atribuye a servicio de salud publica, el 37% a pérdidas en pesquerias, el 13% a recreacion y
turismo y el 4% a monitoreo y mantenimiento.

Para tener una idea del impacto que tienen las FAN en los ecosistemas marinos, en México,
tan solo en el Estado de B.C.S. y Golfo de California, se han registrado mortandades
masivas de lobos marinos, pelicanos, moluscos, langostas y peces (entre otros organismos),
en los que el agente causal ha sido identificado como un evento FAN. En el caso de
mamiferos y aves marinas la muerte ha sido consecuencia de cuadros de intoxicacién y, en
el caso de peces, ya sea por intoxicacién o cianosis debida al abatimiento del oxigeno
disuelto disponible, debido a las altas densidades de microalgas que se han presentado
(SEMARNAT & PROFEPA 1997; Sierra-Beltran et al., 1996, 1998, 2004; Gallo et al.,
2001). Por ejemplo, la marea roja ocurrida durante agosto-septiembre de 2007 en la zona de
Punta Abreojos tuvo un impacto significativo en los principales recursos pesqueros y
acuicolas de importancia comercial, entre ellos: abuldn, langosta, caracol, almeja pismo y
ostiéon de cultivo, ademds de una gran variedad de especies de escama. Los estudios del
Instituto Nacional de La Pesca a través del Centro Regional de Investigacién Pesquera en

La Paz (CRIP La Paz) realizados en septiembre de 2007 muestran una disminucién del 40



% en la abundancia de abul6n respecto al promedio de los ultimos tres anos, y 80 % en el
caracol. En el caso de la langosta se observé una disminucién cercana al 65% en la
abundancia relativa, sugiriendo una posible disminucién de més del 50% de la captura en la
temporada 2007-2008. Ademads se observd 95 % de mortalidad en el cultivo de ostién
(com. pers. Arturo Sierra-Beltrdn, Lab. de Protedmica, Centro de Investigaciones

Bioldgicas del Noroeste).

1.3 Toxinas diarreicas o DST

Dentro de los efectos nocivos provocados por organismos téxicos formadores de
FAN, destaca la intoxicacién diarreica por mariscos (DSP, por sus siglas en inglés), que es
un evento toxico en humanos causado por el consumo de mariscos contaminados, resultado
de su exposicion a ciertas especies de microalgas marinas que producen toxinas diarreicas,
tales como dinoflagelados, que son los agentes causales mds frecuentes de los FANs. A
nivel mundial, un problema cada vez maés significativo es el aumento en la distribucién y la
frecuencia de episodios FANs, en particular aquellos asociados con sindromes
gastrointestinales. Las toxinas responsables del sindrome DSP son el 4cido okadaico (AO)
y las Dinofisistoxinas (DXTs), que son compuestos poliéter producidos por especies de los
géneros Prorocentrum y Dinophysis (Doucet et al., 2007; Paul et al., 2007).
Los moluscos bivalvos acumulan altas concentraciones de toxinas en sus tejidos, por
exposicion y consumo de dinoflagelados toxicos (Bauder y Cembella, 2000; Bauder et al.,
2001), que es la via de incorporacién de las toxinas a las cadenas tréficas. El AO es un
potente inhibidor de serin-treonin protein-fosfatasas tipo 1 y 2A (Yasumoto et al., 1985), y
es bien conocido por causar en los humanos episodios de diarrea, y otros sintomas
gastrointestinales, cuando la toxina alcanza el tracto digestivo a través de la ingestion de
moluscos contaminados (Quilliam y Wright, 1995). La potente actividad del AO se
conserva en muchos grupos filogenéticos, dado que esta toxina inhibe la actividad de las
fosfatasas en mamiferos, levaduras y plantas superiores (Cohen, 1989).
Varios estudios in vitro han demostrado que el AO funciona como un potente promotor de
tumores, ya que induce una hiperfosforilaciéon de proteinas supresoras de tumor y de

reparacion de dafio celular (p.ej. p53) (Yatsunami et al., 1993; Milczarek et al., 1999). Los



efectos potenciales del AO son criticos para el desarrollo de las células, ya que se une a la
subunidad catalitica de la fosfatasa 2A (principalmente), inhibiendo su actividad
enzimdtica. De esta forma, pueden ser afectadas todas aquellas proteinas que son
componentes en la ruta de sefialamiento intracelular (en eucariotas), que a su vez regulan
una gran variedad de procesos como el equilibrio de iones, la neurotransmisién, y la
regulacién del ciclo celular (incluida la regulacion del metabolismo y la expresion génica)
en los que la fosforilacion reversible de sus componentes es un importante mecanismo de
regulacién y control de su actividad (Vale y Botana, 2008).

Aunque el mecanismo de accién del AO es bien conocido (Fujiki et al., 1999; Fujiki y
Suganuma, 1999), los efectos ecoldgicos, fisioldgicos y moleculares en los organismos

marinos, aun hasta la fecha no se entienden claramente.

1.4 Efectos de toxinas DSP en moluscos

Recientemente, investigadores de todo el mundo se han abocado al estudio de los
efectos de la exposicion de bivalvos a dinoflagelados téxicos (Bardouil et al., 1993; Bauder
y Cembella 2000; Bauder et al., 2001; Pearce et al., 2005; Wikfors, 2005; Hégaret et al.,
2007; Stoecker et al., 2008; Campa-Coérdova et al., 2009; Tran et al., 2010). Sin embargo, la
mayoria de estos estudios se enfocan a la medicion de las variaciones en su
comportamiento y/o efectos fisiolégicos, principalmente, como un resultado de la presencia
o acumulaciéon de la toxina, y/o su exposicion al dinoflagelado téxico (Vale y Botana,
2008). Algunos estudios incluyen andlisis histolégicos, en los que se han observado daiios a
nivel de tubo digestivo (De las Heras, 2009), diapédesis de hemocitos al intestino y
necrosis en las células epiteliales del intestino (Galimany et al., 2008; Hégaret et al.,
2009a), asi en aquellos que analizan algunos pardmetros de respuesta inmune, han
encontrado reduccién de la capacidad fagocitica e hiperplasia en hemocitos (Hégaret y
Wikfors 2005a,b; Hégaret et al., 2010). En otros estudios se analizé la capacidad de
bioacumulacién de toxinas de moluscos expuestos a dinoflagelados téxicos. En estos
trabajos se observd que aunque los moluscos habian acumulado en los tejidos grandes
cantidades de toxinas, su aspecto fisico era normal, por lo que los autores concluyeron que

el efecto de las toxinas en los bivalvos no puede ser medido mediante inspeccion visual



(Shumway y Cucci, 1987; Hégaret et al., 2009b). Estas observaciones, nos llevan a plantear
las preguntas: ;las toxinas diarreicas tienen algiin efecto en los bivalvos? ;existe algin
efecto a nivel molecular? ;la expresion de los genes a nivel transcripcional es regulada por
la presencia de las toxinas? ;qué genes son inducidos o reprimidos? ;la exposicion del
bivalvo al dinoflagelado desencadena un mecanismo de apoptosis? ;los efectos de la
exposicion de estadios tempranos de desarrollo de los bivalvos a organismos productores
de toxinas diarreicas guarda alguna relacion los eventos de mortalidad masiva observados

en poblaciones silvestres y de cultivo?

1.4.1 Estrategias de proteccion de los organismos contra cambios en el ambiente

Todos los organismos vivos sobreviven mediante el mantenimiento estable de un
estado fisiolégico complejo, que se conoce de forma genérica como la homeostasis celular.
Sin embargo, son las especies reactivas de oxigeno liberadas mediante un efector
estresante, quienes perturban constantemente este estado (Chrousos y Gold, 1992). La
respuesta celular contra el estrés protege contra el dafio causado por la desviacién del
estado estable, siendo la primera barrera de defensa del sistema inmune innato presente en
los moluscos bivalvos. Los estresores potenciales en el ambiente marino incluyen la
presencia estacional de FAN, fluctuaciones de temperatura y contaminantes. En la
literatura, es comun encontrar observaciones del uso de la expresiéon génica como una
herramienta para estudiar la respuesta celular. De esta forma se ha estudiado el proceso de
detoxficacion de metales por Ostrea edulis (Tanguy et al., 2003), ademds mediante anélisis
de patrones genéticos y expresion diferencial de genes se identific6 la respuesta de
Crassostrea gigas a condiciones de hipoxia (David et al., 2005), exposicion a herbicidas
(Tanguy et al., 2005), hidrocarburos y pesticidas (Boutet et al., 2004a), y bajo estrés por
calor (Farcy et al., 2008).

En la presente tesis se realizaron investigaciones concernientes al estudio de la expresion
génica de Crassostrea gigas expuesto a Prorocentrum lima productor de toxinas DSP. Se
consideraron dos intervalos de tallas de organismos en estadio juvenil (de 3 a 5 mm y de 4
a 6 cm), dado que en etapa adulta esta especie es relativamente insensible a la toxina,

siendo los estadios tempranos del desarrollo los més susceptibles a la intoxicacién, debido a



que no cuentan con un sistema enzimadtico efectivo para eliminar la toxina, ademds de que
su tasa metabdlica de crecimiento es mas alta (Vasconcelos et al., 2010).

En la primera parte de esta investigacion se consideraron organismos de 3 a 5 mm de talla
ya que corresponden al estadio mds vulnerable dentro del sector acuicola al momento de la
siembra y su impacto resulta directo al sector econémico, y desde el punto de vista
ecoldgico, esta talla corresponde a la principal cohorte responsable del reclutamiento
poblacional. El seguimiento de expresion se realizé en dos fases: una fase aguda (<24 h) y
una fase subcrénica (durante 14 d) en las que se ensayaron tres concentraciones del
dinoflagelado téxico (0.3 x10%; 3 x10° y 30 x10* cel mL™"). Para el seguimiento de la
expresion génica se realizé un tamizado preliminar mediante la técnica de RT-PCR para
determinar semi-cuantitativamente la expresion de 25 genes involucrados en siete procesos
metabolicos (proteinas de respuesta generalizada a estrés, cadena respiratoria, regulacién de
acidos nucleicos, comunicacion celular, receptores de membrana y genes de respuesta
inmune, de citoesqueleto, regulacidn proteica y metabolismo energético). Con base en esos
resultados, se realizé una seleccion de los genes potencialmente regulados (en términos de
sobreexpresion o subexpresion) para determinar su tasa de expresion mediante la técnica de
qPCR.

En la segunda parte de la investigacion, se analizaron organismos de 4-6 cm de talla. Para
el seguimiento de la expresion génica se realizé un tamizado tejido-especifico preliminar
mediante la técnica de RT-PCR, con el fin de determinar semi-cuantitativamente la
expresion de 25 genes involucrados en siete procesos metabolicos (proteinas de respuesta
generalizada a estrés, cadena respiratoria, regulacion de 4cidos nucleicos, comunicacién
celular, receptores de membrana y genes de respuesta inmune, de citoesqueleto, regulacion
proteica y metabolismo energético). En este caso, el seguimiento de la expresion génica en
las fases aguda y subcrénica se realizd probando dos concentraciones del dinoflagelado
téxico (3 x10° y 30 x10® cel mL™") el andlisis fue tejido-especifico, los tejidos de los
ostiones (hemocito, génada, musculo, branquia, manto y gldandula digestiva) se disectaron y
se guardaron individualmente a -80°C después de los retos con el dinoflagelado.

Considerando los resultados preliminares de la expresion tejido-especifica, se selecciond a



la glandula digestiva como o6rgano blanco; el seguimiento de la expresion se realizd

mediante la técnica de qPCR.



2. ANTECEDENTES

2.1 Floraciones algales nocivas (FANs)

Las floraciones algales nocivas (FAN) son fendmenos bioldgicos que ocurren de
manera natural como resultado de la combinaciéon de mecanismos oceanogrificos. Las
causas de las FANs no estdn claras, pero se cree que en algunas dreas los factores
climaticos como el aumento de temperatura, la estabilidad de la columna de agua y baja
salinidad son los mds importantes (Hallegraf et al., 1995). Entre los principales organismos
causantes de FAN, figuran las cianobacterias, diatomeas y dinoflagelados; la acumulacién
masiva de una o més especies que coexistan en densidades de 1 x10% a 1 x10° cel mL™', y
que forman el 95-99% de la biomasa total fitoplancténica, se considera un evento de
floracion algal. El grado de toxicidad de cada tipo de evento depende directamente de la
especie predominante que lo ocasiona. De las 5,000 especies de microalgas marinas
existentes unas 300 pueden presentarse en cantidades tan elevadas que colorean la
superficie del mar en las denominadas “floraciones” o “mareas rojas” (Hallegraf et al.,
1995; Lindhal, 1998). De este grupo alrededor de 75 especies tienen la capacidad de
producir potentes toxinas que se pueden transferir a través de las redes tréficas. Algunas
especies pueden producir toxinas a bajas concentraciones debiendo contar con millones de
células por litro para ser toxicas, mientras que otras, como Dinophysis y Alexandrium
resultan ser altamente perjudiciales en bajas concentraciones celulares (Hallegraf et al.,
1995). De los organismos presentes en los FAN, los dinoflagelados se consideran el
componente principal del fitoplancton toxigénico seguido de las diatomeas. Las toxinas
producidas por los dinoflagelados son bioacumuladas por organismos que se alimentan por
filtraciéon, como por ejemplo los moluscos bivalvos que pueden acumular xenobidticos,
bacterias fecales, dinoflagelados y/o sustancias téxicas constituyéndose en un riesgo
potencial para la salud humana al ser consumidos (Lacoste et al., 2002; Smayda, 2002;
Saavedra y Bachére, 2006). Actualmente, la acumulacion de toxinas y la condicién de los
organismos es un factor de especial interés en la comunidad cientifica, principalmente por

su impacto econémico, cultural y en la salud humana. La presencia de la FAN puede



inducir condiciones de estrés en los organismos filtradores y bajar su capacidad de

respuesta de defensa (Shumway ,1990).

2.2 Toxinas diarreicas (DSP)
Las toxinas diarreicas son del tipo lipofilico e incluyen un grupo de compuestos
polietéreos de elevado peso molecular que difieren en estructura quimica y actividad

bioldgica. El grupo de toxinas DSP se divide en:

1. Toxinas 4cidas — dcido okadaico y sus derivados (dinofisitoxinas)
2. Toxinas neutras — grupo de pectenotoxinas (PTXs)

3. Otras toxinas - yessotoxinas (YTX) y sus derivados

Las toxinas 4dcidas son las mds representativas, el dcido okadaico (AO), la dinofisistoxina 1
(DTX-1), la dinofisistoxina 2 (DTX-2) y la dinofisistoxina 3 (DTX-3) pueden presentarse
como una mezcla compleja de derivados ésteres, tanto en el plancton como en los moluscos
bivalvos (Doucet et al., 2007). Se ha demostrado que el AO es un potente inhibidor de las
serin/treonin  fosfatasas tipos PP-1 y PP-2A, que provoca desregulaciéon por
hiperfosforilaciéon de muchas proteinas celulares, por lo que en humanos su presencia esta
relacionada con cuadros clinicos de inflamacion del tracto intestinal y diarrea (Paul et al.,
2007).

En bivalvos, las toxinas DSP suelen acumularse en glandula digestiva (76%), génada
(12%), branquias, manto y musculo (<12%) (Bardovil et al., 1993; Bauder y Cembella,
2000; Bauder et al., 2001) provocando la formacién de pseudoheces y patologias a nivel
tisular y de respuesta inmune sistémica (Wikfors, 2005). Bauder y Cembella (2000)
investigaron la viabilidad y el efecto toxico de Prorocentrum lima sobre Argopecten
irradians observando que P. lima fue capaz de sobrevivir y de llevar a cabo division celular
tras su paso por el intestino, identificindose células viables en heces. En estudios mas
detallados en C. gigas expuesto a P. lima, a nivel histologico se ha observado dilatacion de
tdbulos intestinales, desprendimiento de células del intestino e infiltracién de hemocitos en
manto, génada y muisculo (De las Heras, 2009). Estas observaciones resultan

particularmente interesantes, dado que en los bivalvos que contienen la toxina no se
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observan alteraciones macroscopicas en caracteristicas fisicas tales como color, olor, sabor,
movimiento, tamafio o forma, es decir, exhiben apariencia normal por lo que no generan
sospechas (Shumway y Cucci, 1987). Se ha documentado que la eliminacion de la toxina es
lenta, pudiendo permanecer en el tejido animal desde dias hasta meses, ya que los
organismos reducen su metabolismo como estrategia de supervivencia (Bauder et al.,
2001).

Los organismos causantes del envenenamiento DSP son dinoflagelados de los géneros
Dinophysis y Prorocentrum (Doucet et al., 2007; Paul et al., 2007) Prorocentrum lima, que
se ha encontrado cominmente en el Golfo de California (Ochoa et al., 1997), es un
dinoflagelado tdxico, benténico y epifito responsables de las mareas rojas en muchas
localidades a lo largo de la costa del Pacifico de México; la presencia de DSP en humanos
ha sido frecuentemente reportada (Moore et al., 2008; Van Dolah, 2000).

P. lima es un dinoflagelado cosmopolita distribuido en aguas templadas de arrecifes
tropicales (Pistocchi et al., 2012). Aunque la incidencia de muerte debido a la intoxicacién
por OA no se ha reportado y la medicion de su potencia toxica es mucho menor que la de
neurotdxicas marinas (via intraperitoneal en ratones, DLsp = 192 mg kg'l) (Yasumoto et al.,
1984), esta molécula se ha identificado como promotora de tumores (Saganuma et al.,
1988). Considerando esto, surge la interrogante: ;cudles son los efectos de la exposicion a
organismos productores de toxinas DSP en dosis bajas, tanto en los seres humanos como en
organismos silvestres como el ostiéon? En efecto, el AO actia como un medicamento
citostatico al interferir con el control y la expresion de proteinas reguladoras del ciclo
celular. De hecho, el potencial de AO de modificar estas proteinas llevé a especular que
podria funcionar como un factor de crecimiento mitogénico exégeno (Windust et al., 1996).
Por tanto, la expresion de genes relacionados con el ciclo celular y su estado funcional (la
represion o induccién), puede funcionar como un biomarcador para entender y determinar
los efectos de biotoxinas en los habitats marinos.

Aunque los moluscos parecen ser vectores de la toxina no afectados durante eventos FAN,
se han descrito cambios en el comportamientos fisioldgico y las respuestas celulares de
bivalvos ante la presencia de Prorocentrum (Wikfors, 2005). El efecto de la ingestion de

microalgas toxicas en bivalvos se ha estudiado a través del monitoreo de los cambios en la
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ingestion, absorcidn, y en bioensayos de consumo de toxinas DSP. En estos trabajos se ha
observado disminucion en las tasas de supervivencia y deterioro en el desarrollo, asi como
un aumento en la desestabilizacion lisosomal en hepatopdncreas de larvas de ostras

(Keppler et al., 2005).

2.3 Respuesta molecular en moluscos bivalvos bajo diversas condiciones de estrés
En C. gigas y otros moluscos bivalvos, se ha reportado que la respuesta de los
organismos ante diversas condiciones de estrés in vitro, depende directamente del tipo de
estrés al que son sometidos. Para estudiar la respuesta a condiciones de hipoxia (David et
al., 2005), exposicién a herbicidas (Tanguy et al., 2005) e hidrocarburos y pesticidas se ha
usado como herramienta analitica la expresion diferencial de patrones genéticos. Ante
exposicion a pesticidas Boutet et al. (2004a) identificaron la expresion tejido—especifica de
cuatro clases de glutation-S-transferasa. Farcy et al. (2008a) evaluaron los niveles de
expresion transcripcional de genes que participan en la respuesta celular bajo condiciones
de estrés térmico, aunque los niveles de expresion encontrados atin estdn bajo discusion.
Ante la exposicion de moluscos bivalvos a dinoflagelados téxicos, se han podido identificar
como signos de respuesta caracteristicos: el cierre diferencial de valvas (Gainey y
Shumway, 1988; Hégaret et al., 2007; Tran et al., 2010), reduccién en la actividad de
filtraciéon (Cognie et al., 2001; Hégaret et al., 2007), reduccién del metabolismo (Bauder et
al., 2001), incremento en la produccién de moco (Shumway y Cucci, 1987), disturbios
mecdnicos (Lacoste et al., 2002), desarrollo reproductivo anémalo (De las Heras, 2009),
cambios en el consumo de oxigeno y actividad cardiaca erritica (Gainey y Shumway,
1988), signos histopatoldgicos de dafio (Pearce et al., 2005) y la activacion de la respuesta
del sistema inmune, bajo exposicion tanto a dinoflagelados como a especies del género
Vibrio y virus (Pipe y Coles, 1995; Tiscar y Mosca, 2004).
La respuesta de defensa inicia con la interaccién de receptores celulares a nivel inductor-
receptor y esta estd a su vez asociada al flujo de iones a través de membrana plasmadtica, a
los procesos de fosforilacion y desfosforilacion de proteinas especificas y a la formacién de
EROs o especies reactivas de oxigeno (las EROs actian como mensajeros secundarios

activado y/o reprimiendo la transcripcién de genes ) (Buttermer et al., 2010), que muy
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probablemente estdn implicados en los procesos de detoxificacion y proteccion contra el
dafio celular causado por dicho estrés (Dahlhoff, 2004; Lacoste et al., 2002). Lo anterior ha
sido ampliamente investigado y considera a este mecanismo como la primera linea de
defensa de los organismos (Manduzio et al., 2005), ademds, las EROs producen daiio
oxidativo a macromoléculas fisiologicas tales como ADN, ARN, proteinas y lipidos. La
capacidad de detoxificaciéon de EROs de los ostiones, puede explicar e identificar las
diferencias en tasas de supervivencia de los organismos.

Para entender las diferencias de susceptibilidad que existen entre larvas, juveniles y adultos
en tratamientos subcronicos, bajo el ataque de diversos patdgenos, el estudio del sistema
inmune en bivalvos ha sido abordado consistentemente, identificindose una mayor
vulnerabilidad en larvas y juveniles; la respuesta de defensa del ostién adulto se asocia a un
sistema inmune mas eficiente, que se relaciona directamente con la etapa de desarrollo de
los organismos (Renault, 2008; Vasconcelos et al., 2010).

Recientemente, en ensayos in vitro se ha encontrado que especies de algas nocivas como
Heterosigma akashiwo (productor de brevetoxina), Dinophysis acuminata (productor de
toxinas diarreicas) y Alexandrium sp. (productor toxinas paraliticas) afectan
significativamente a la viabilidad y la fagocitosis en células inmunes en bivalvos (Mello et
al., 2012; Haberkorn et al., 2010). Por tanto, el estudio de los efectos de las algas
perjudiciales sobre el sistema inmune de los bivalvos, recientemente se ha convertido en un
area de gran interés para los investigadores. En diferentes publicaciones se ha demostrado
que los hemocitos, asi como los algunos pardmetros inmunes, pueden ser activados o
modulados bajo la presencia de varias especies de microalgas toxicas (Gainey y Shumway

1988; Galimany et al., 2008).

2.4 Genes seleccionados para estudiar la respuesta molecular de C. gigas ante la
presencia de P. lima

Considerando que se pueden presentar al menos dos tipos de patrones de expresion
especificos (inducido-temporal y basal-constitutiva) de cada uno de los procesos
metabodlicos que ocurren durante la activacion del sistema de defensa, se puede distinguir la

respuesta a dos niveles: a) aguda o inmediata y b) subcrénica. Dado que es bien reconocido
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que la interaccion de receptores celulares inicia la respuesta de defensa y que no requiere la
participacion de productos obtenidos mediante activacion transcripcional, las primeras
respuestas asociadas a inductor-receptor son alteracion en el flujo de iones a través de la
membrana plasmética, la fosforilacion-desfosforilaciéon de proteinas especificas y la
formacion de EROs. Esta respuesta tiene lugar en los primeros 2-5 minutos, y se conoce
como proceso o estrés oxidativo. Este proceso ha sido ampliamente investigado y se ha
podido comprobar que es la primera linea de defensa de los organismos (Manduzio et al.,

2005).

La activacion de la transcripcion de genes especificos, probablemente implicados en
procesos de detoxificacién y proteccion contra el daio celular causado por el estrés, se da
gracias a la funcién de los EROs como mensajeros secundarios (Dahlhoff, 2004). Por
tanto, es de esperarse que como parte de la respuesta de defensa inmediata del ostién
(aguda) esté involucrada la expresion de genes de respuesta a estrés y cadena respiratoria,
mientras que en la respuesta a mediano plazo (subcrénica) los genes involucrados
corresponderdn a aquellos relacionados a procesos metabdlicos como la regulacién de ciclo
celular, la respuesta inmune, regulacion proteica, metabolismo energético y la funcién del

citoesqueleto (Tabla I).
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Tabla 1. Relacion de genes estudiados y su funcién bioquimica.

Nombre del gene

Funcion

Glutamina sintetasa
(89)

Esta enzima es esencial en el metabolismo del nitrégeno, cataliza la reaccién
quimica de glutamato y amonio para formar Glutamina (aminoacido con dos
atomos de nitrégeno); su biosintesis en el cuerpo ayuda a “limpiar” de amoniaco
algunos tejidos.

Glutation-S-transferasa
(gsn)

Familia de enzimas detoxificantes que catalizan la conjugacién de glutation
reducido (a través del grupo sulthidrilo) a centros electrofilicos en una amplia
variedad de sustratos. Desintoxica, entre otros, lipidos peroxidados, puede
enlazar toxinas y funcionar como transporte de proteinas.

Proteina de shock
térmico 70
(hsp70)

Proteinas de shock térmico de 70kDa. Familia de proteinas (chaperonas) que
protegen a las células del estrés térmico y oxidativo al evitar la pérdida de
estructura de las proteinas mediante su unién temporal a las mismas a través de
los residuos hidrofébicos; impide la agregacidn y facilita el plegamiento.

Superdxido dismutasa
tipo cobre-zinc

La enzima superéxido dismutasa (SOD) es una importante defensa antioxidante
en la mayoria de las células expuestas a oxigeno, al protegerlas de las reacciones

(sod Cu-Zn) dafiinas del radical superéxido dismutdndolo a oxigeno molecular y peréxido de
hidrégeno.

Peroxidasa O mieloperoxidasa es una proteina lisosomal de la familia de las

melanogénica oxidoreductasas. Durante la ruta de respiratoria en células sanguineas produce

(pox) dcido hipocloroso a partir de peréxido de hidrégeno y oxida residuos de tirosina

a radical tirosol. Tanto el 4cido hipocloroso como el tirosol son citotéxicos, por
lo que participa en mecanismos de defensa ante la invasion de bacterias y otros
patégenos.

ATP-sintetasa

Actia como un canal de iones que “devuelve” los protones a la matriz

(atpsb) mitocondrial (abre y cierra catalizando la sintesis de ATP) y regula el flujo de
proteinas a través del canal de proteinas.

Canal i6nico P2X4 Representa una familia de canales idnicos activados por ligando, con

(p2x4) permeabilidad a Na*, K* y Ca®*. Se localiza en todo el organismo y se expresan

de manera abundante en el sistema nervioso.

Citocromo oxidasa

Enzima 6xido-reductasa que cataliza el ultimo paso de la cadena de transporte

(coi) electrénico, transfiere los electrones a moléculas de oxigeno y la reduce a 2H,0.
Proteina p21 Proteina reguladora del ciclo celular a nivel de la fase G1cuando existe
(p21) crecimiento celular con sintesis de proteinas y ARN.

Factor de ensamblaje de
la cromatina

Proteina que actiia en la acetilacién de histonas (histona acetiltransferasa, HAT)
y participa en la transcripcion a través de la regulacion de diferentes procesos

(chrafp55) celulares, de ensamblaje y maduracién de la cromatina.
Proteina p53 En los mamiferos la proteina p53 desempefia un papel central en la supervisién
(p53) de la integridad del genoma, ademds de otras funciones importantes en la

detencion del ciclo celular, reparacidon del ADN, en la apoptosis y la
carcinogénesis.

Factor de elongacién 2

Es una enzima de la familia de las GTPasa que participa en la elongacién durante

(fe2) la sintesis de proteina.

Inmunolectina B Son proteinas de origen no inmune que generan los organismos; pueden aglutinar

(immlb) células y son capaces de un reconocimiento especifico. Favorecen a los
organismos aglutinando (capturando) los agentes extrafios al cuerpo (virus,
bacterias, pardsitos, etc.) facilitando asi la accién de los propios mecanismos de
defensa naturales (p. ej. activacién del complemento por la via de las lectinas).

Caspasa 1 Pertenecen a una familia de cistein-aspartato proteasas altamente especificas y

(cpl) conservadas; constituyen el nicleo de la maquinaria para la apoptosis celular.

Proteina de unién a
lipolisacérido y B-1,3
glucano (Igbp)

Participa en la activacién de la cascada profenoloxidasa que es una respuesta
general de sistema inmune innato en invertebrados.
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Actina (GIA)
(act)

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

Actina citoplasmatica
(acc3)

Se presenta en la mayoria de las células eucariotas no musculares, asi como en
mioblastos indiferenciados. Se localiza en regiones periféricas méviles y la
regién perinuclear, lo que implica una sefial de localizacién que es tnica que
puede reflejar procesos relacionados con la motilidad celular.

B-Tubulina
(tub)

Principal componente del citoesqueleto. Los microtibulos intervienen en
diversos procesos celulares que involucran desplazamiento de vesiculas de
secrecion, movimiento de orgdnulos, transporte intracelular de sustancias, asi
como durante la division celular (mitosis y meiosis).

Lisozima (liz)

Es una enzima que dafa las células bacterianas catalizando la hidr6lisis de las
uniones beta 1,4 entre los residuos de 4cido N-acetilmurdmico y N-acetil-D-
glucosamina en un peptidoglicano.

Inhibidor de proteinasas
(inserp)

Participan en la regulacién de la actividad proteolitica de las proteasas diana,
para el bloqueo de éstas en casos de emergencia o para la sefializacion de las
interacciones del receptor y su eliminacién.

Fosfatasa alcalina
(alkp)

Enzima responsable de liberar grupos fosfatos (desfosforilacién) de varios tipos
de moléculas como nucleétidos, proteinas y alcaloides, facilitando la energia
libre para que continden los procesos metabdlicos celulares.

B1-3 Glucanasa

Enzima implicada en procesos de degradacién de la pared celular fingica; es

(glns) sintetizada como mecanismo de defensa y produce inhibicién del crecimiento
microbiano.

Citocromo p450 Son un grupo grande y diverso de enzimas que generalmente constituyen la

(cyp450) primera fase de desintoxicacién clase I en los organismos. Estas enzimas,
metabolizan una amplia variedad de sustratos, tales como &cidos grasos,
hormonas y xenobi6ticos.

Tripsina Es una enzima que hidroliza enlaces peptidicos en las proteinas para

(trip) formar péptidos de menor tamafio y liberar aminodcidos.

28s ribosomal

ARN ribosomal subunidad 28S.

(Mathews, 2003; Galindo y Flores, 2006; Farcy et al., 2008b).
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3. JUSTIFICACION

Un aspecto importante que hay que observar en las investigaciones que se han
realizado hasta la fecha, es que los signos fisiolégicos y moleculares generalmente se han
determinado en organismos de talla comercial (juveniles-adultos) y se han relacionado con
signos fisiologicos y de respuesta inmune. No obstante, los moluscos bivalvos durante su
ciclo de vida presentan al menos 3 estadios bien reconocidos: larva, juvenil y adulto, de los
que en relacién al estudio de retos con dinoflagelados téxicos, los estadios de larva o de
juvenil pequefio (3-5 mm, lo que los acuacultores denominan “semillas”) han sido
escasamente estudiados y son mas susceptibles a la intoxicacion que juveniles de mayor
talla y adultos, debido a que no cuentan con un sistema enzimdtico efectivo para eliminar
las toxinas, y su tasa metabdlica de crecimiento es mas alta (Vasconcelos et al., 2010). Asi
mismo, el estudio de organismos de 3 a 5 mm de talla, que como se menciond
corresponden al estadio mds vulnerable al momento de la siembra y su impacto resulta
directo al sector econémico, no solo es importante desde el punto de vista econdmico, sino
que su importancia ecoldgica es fundamental para mantener la estabilidad de las
poblaciones silvestres, ya que corresponde a la principal cohorte responsable del
reclutamiento poblacional y uno de los eslabones mas débiles de las cadenas alimenticias.
Aunque existen algunos estudios que tratan sobre los procesos moleculares y rutas
metabdlicas involucradas en respuesta a toxinas, estos estdn lejos de ser bien entendidos. Se
tiene mucha informacién a nivel molecular acerca de la respuesta de moluscos ante
cambios ambientales y/o presencia de contaminantes. A pesar de los antecedentes, hasta la
fecha atin no se ha podido determinar el origen de las mortandades masivas de ostién y
mucho menos su correlacién con eventos FANs.

Complementario a esto, y particularmente para enriquecer el conocimiento del
transcriptoma de C. gigas en su interaccion con P. lima, se estudio el perfil de expresion de
genes previamente reportados como regulados ante la presencia de hidrocarburos y metales
(Boutet et al., 2004). Los estudios presentados en este trabajo son fundamentales para

entender el comportamiento molecular y metabdlico del ostion en procesos cuyo estresor es
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la presencia de diferentes concentraciones de P. lima. Son particularmente relevantes, la
cuantificacion de la expresién de genes involucrados en respuesta a estrés y respuesta
inmune como parte de un reconocimiento inicial e inmediato, asi como el estudio de genes
involucrados en el mantenimiento de la homeostasis celular (condicién fisioldgica estable)
como son los involucrados en citoesqueleto para el mantenimiento de la integridad celular y

regulacidn de ciclo celular, para asegurar la salud del organismo.



18

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la exposicion de C. gigas a P. lima (productor de toxinas

DSP), a través del seguimiento de la expresion de genes especificos.

4.2 Objetivos particulares

1) Analizar y evaluar cuantitativamente la tasa de expresion de genes relacionados
con el metabolismo en juveniles (3-5 mm) de C. gigas, como respuesta al efecto de

una exposicion aguda y subcrénica a P. lima mediante RT-PCR y qPCR.

2) Determinar y cuantificar la expresion diferencial de genes en glandula digestiva
por efecto de una exposicion aguda y subcrénica a P. lima en juveniles (4-6 cm) de

C. gigas mediante RT-qPCR.
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5. HIPOTESIS

Si la exposicion de C. gigas a P. lima provoca cambios drasticos y diferenciales en la
expresion de genes relacionados con el metabolismo, entonces, estos cambios seran

detectables a dos niveles:

e Exposicion aguda: cambios en las tasas de expresion de genes de respuesta a estrés

y cadena respiratoria.

e Exposicion subcrénica: cambios diferenciales en las tasas de expresion de genes
relacionados con el metabolismo y en particular de la respuesta inmune,
citoesqueleto, regulaciéon de ciclo celular, comunicacién celular y regulacién

proteica.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Bioensayos con juveniles de C. gigas (3-5 mm)

6.1.1 C. gigas

Se utilizaron organismos diploides de tallas entre 3-5 mm, del laboratorio de
produccién “Acuacultura Robles SPR de RI”. Los organismos se aclimataron en el
Laboratorio Himedo de Seguridad Biolégica (LHSB, CIBNOR) por un periodo de dos
semanas, en recipientes plasticos de 10 L con agua de mar filtrada (0.45 pm), a 21°C (+
1°C), con flujo de oxigeno y salinidad controlada (34 ups). La dieta consistié de 7.5 x10°

cel mL™' de Isochrysis galbana libre de bacterias, obtenida del Laboratorio de Alimento

Vivo del CIBNOR.

6.1.2 Microalgas (1. galbana y P. lima)

En este estudio se utilizé el dinoflagelado epibenténico P. lima (cepa PRL-1)
aislado de la Isla El Pardito, ubicada en la Bahia de La Paz (24.5 ° N, 110.4 ° W), en el
Golfo de California, BCS, México (Heredia-Tapia et al., 2002). El contenido de toxinas de
esta cepa de P. lima (bajo condiciones de cultivo estdndar en el CIBNOR) se caracterizé
por LC/MS como: AO=2.041 pg/célula, DTX1=1,33 pg/célula y DTX2=0,09 pg/célula
(Nufez-Vazquez et al., 2003; Gonzélez-Rivera, 2009; Cohen et al., 2010).

P. lima se cultivé en medio F/2 + Se (Guillard y Ryther, 1975), preparado con agua de mar
filtrada (0.45um) y esterilizada con luz ultravioleta (Ajuzie, 2007). Los cultivos, se
realizaron en matraces Fernbach de policarbonato con una capacidad de 2.8 L, utilizando
1/3 de su capacidad, con ciclos 12:12 h de luz:oscuridad y una intensidad luminosa de 150
mp mZ/s, la salinidad fue de 35 g L'l, a 23 °C £ 1. En la fase exponencial tardia (dia 18), se
obtuvieron 30 x10°cel L.

1. galbana se obtuvo (de cultivos en matraz) del Laboratorio de Alimento vivo del
CIBNOR. Como esta microalga se utiliza frecuentemente como alimento para larvas y
reproductores de moluscos bivalvos dadas sus propiedades nutricionales (Gerdes, 1983;
Bougrier et al., 1997), en este estudio se utilizé como dieta para descartar los efectos por

inanicién y como dieta libre de toxinas DSP (control negativo). Para calcular la
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concentracion de células de las microalgas 1. galbana y P. lima, se realizaron conteos de
células al microscopio, utilizando una cdmara de Neubauer (0,1 mm de profundidad) y
camara de Sedgwick-Rafter respectivamente. Para obtener las concentraciones requeridas
para cada tratamiento, P. [ima se colect6 por centrifugacion (800 x g durante 10 min a 4 °C)
al final de la fase exponencial de crecimiento de cada cultivo (Guéguen et al., 2008) y la

concentracion de células se ajustd con agua de mar estéril.

6.1.3 Diserio experimental y toma de muestras

Para determinar la respuesta, en términos de expresion génica en juveniles de C.
gigas expuestos al dinoflagelado productor de toxinas DSP P. lima, se realizé un bioensayo
dividido en dos fases: una de exposicion aguda (<24 h) y otra de exposiciéon subcrénica
(336 h), probando en cada una tres concentraciones del dinoflagelado (Tabla II).
Brevemente, los organismos se colocaron en frascos de vidrio (100 mL), utilizando la mitad
de su capacidad (50 mL) con un total de 20 organismos/frasco. Los organismos se
aclimataron cuatro dias previos al bioensayo, con una dieta a base de 1. galbana (7.5 x10°
cel mL'l). En los bioensayos se utiliz6 como alimento una proporcién 1:1 (v/v) de las 2
microalgas (I. galbana y P. lima) en un volumen final de 50 mL. Cada tratamiento
(concentracion de P. lima) se realizé por triplicado; las microalgas se proporcionaron en
una sola dosis diaria. Las unidades experimentales contaban con un sistema de aireacion
constante y se mantuvieron a una temperatura de 22 + 1°C (clima artificial automatizado).
Los organismos fueron expuestos a diferentes concentraciones celulares para tener una

exposicion directa al dinoflagelado téxico (Tabla IT ).

Tabla II. Disefio experimental.

Tratamientos N Microalgas (cel mL'l)
1._galbana P. lima
Control 3n 0.75 x 10° cero
TR1 3n 0.75 x 10° 0.3 x10°
TR2 3n 0.75 x 10° 3 x10°
TR3 3n 0.75 x 10° 30 x10°

Notas: Tres (3), es el nimero de repeticiones; n = 25, es el niimero de ostiones juveniles por unidad
experimental. Siendo N=75, el nimero de ostiones.
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Se realizaron cuatro muestreos durante la fase aguda a las cero, 3, 6, y 24 h de exposicion, y
en la fase subcrénica tres, correspondientes a las 72, 168 y 336 h. En cada toma de
muestras se colectaron 5 organismos de cada réplica y tratamiento, los organismos
colectados se enjuagaron abundantemente con agua de mar estéril y se hizo un homogenado
por réplica, que se etiquetd y almacend a -70°C hasta su posterior andlisis. Una vez
terminado el periodo de exposicidn, los organismos fueron mantenidos en las unidades
experimentales durante 5 dias mds, alimentados sélo con I. galbana (depuracién) para

tomar una ultima muestra.

6.1.4 Extraccion de ARN total y sintesis de ADN complementario (ADNc)

Se realizé la extraccién de ARN total de todas las muestras del bioensayo utilizando
el método de tiocianato de guanidina, usando solucién AGPC (tiocianato de guanidina-
acetato de sodio-fenol-cloroformo) (Chomczynski y Sacchi, 1987). Para determinar la
cantidad y calidad del ARN extraido, las muestras se leyeron en un espectrofotémetro-UV
Nanodrop 2000® (Thermo Scientific) utilizando el coeficiente de la relacion de las lecturas
de la absorbancia a 260 y 280 nm.

La integridad y pureza del ARN extraido se verificO mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%-TBE 1X preparado con agua DEPC. La ausencia de contaminacion por ADN
genomico en las muestras de ARN total obtenidas, se verific6 mediante PCR directo
utilizando los cebadores Cg-28SF, 5-GCAGGAAAAGAAACTAAC-3'; Cg-28SR, 5'-
CCTCTAAGTGGTTTCAC-3"' que amplifican un fragmento de 400 pb del gen 28S
ribosomal. En las reacciones de PCR se utilizé como templado 1 uLL de cada muestra de
ARN sin diluir (500-1500 ng pL™"), y como control positivo una muestra de ADN
complementario de C. gigas; el control negativo contenia la mezcla de reaccién sin
templado. Una vez verificada la ausencia de contaminacioén por ADN, se realiz6 la sintesis
de ADNCc con el kit Improm-II"™ Reverse Transcription System (Promega®), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, para la sintesis se utilizaron 4 uLL de ARN a una
concentracion de 250 ng pL'1 (1 pg), 0.5 pug de oligo dT (0.5-1 uM),1 uL (200 U) de

transcriptasa reversa.
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6.1.5 Oligonucledtidos para RT-PCR y gPCR

Se seleccionaron secuencias especificas de C. gigas reportadas en el banco de genes
(NCBI) para 23 genes implicados en diferentes procesos metabolicos (Tabla III) disefiados
por Herndndez-Saavedra (2009). Los oligonucledtidos utilizando fueron sintetizados por
Sigma-Aldrich Corporation. Para los andlisis de qPCR, se disefaron nuevos
oligonucledtidos tomando como referencia las secuencias los genes de C. gigas
previamente seleccionados y que se encuentran depositadas en el GeneBank (Tabla 1V).
Para calcular la Tm (temperatura de hibridacion), contenido GC y el tamafio de los
fragmentos se utilizaron los software primer3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) y DNAMAN®
(http://www.lynnon.com/), y para corroborar la ausencia de formacién de estructuras
secundarias se utilizé el software RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi).
Por dltimo, para verificar la especificidad a C. gigas se secuenciaron y realizaron
alineamientos de los fragmentos esperados mediante un andlisis de homologia con las
secuencias depositadas en el Gen Bank, usando el BLASTnt (Basic Local Aligment and

Search Tool, NCBI), disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.
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Tabla III. Caracteristicas generales de los genes seleccionados en este estudio para RT-
PCR.

Gen No. acceso Nombre del Lonflt}ld d:)l Metabolismo
GenBank oligo amplicén (pb)

Glutamina sintetasa AJ558239  cgGS 402

Glutation-S-transferasa CB617406 cgGST 272

Proteina de shock térmico ~ AJ305325  cgHSP70 480

70

Proteina de shock térmico EF687776  cgHSP90 491 Proteinas de estrés
90

Superdxido dismutasa tipo  AJ496219  cgCuSOD 542

CuZn

Peroxidasa melanogénica CB617557 cgPOXM 450

subunidad beta, ATP- CF369132 cgATPSb 416

sintetaga Cadena
Subunidad P2X4, canal CB617507 cgP2X4 400 . .
A respiratoria
i6nico

Citocromo oxidasa I ABO033687 cgCOI 483

Proteina p21 CB617437  cgP21 640

Sub. 1 del factor de CB617555 cgCHRAFpS5 500 Regulacién de
ensamblaje p55 dcidos nucleicos
Factor de elongacién 2 CB617558 cgFE2 455

Inmunolectina B CB617455 cgIMMLB 542

LPS y B-1,3 glucano CB617438 cgLPSBP 455

Lectina hepdtica CB617560 cglLH 620 Respuesta inmune
B-timosina CB617380 cgTHYM 455

Actina (GIA) AF026063 cgACTN 582 Citoesqueleto
Actina citoplasmatica A3 CF369133 cgACTCA 364

Tubulina CB617442 cgTUB 393

Lisozima CB617495 cgLlIZ 415

Tripsina CB617494 cgTRIP 278 Reoulacién proteica
Inhibidor de proteasas (Ser CB617554 cgINSERP 432 £ p

0 Cys)

Fosfatasa alcalina CB617556 cgALKP 351 Mantenimiento
Glucanasa B-1,3 CB617548 cgGLNS 390 energético
285 AY632555 cg28S 300 Control

6.1.6 Andlisis gen-especifico mediante RT-PCR

Para la amplificacion de las regiones especificas de los genes blanco, en un tubo
eppendorf de 200 uL se colocaron 1 uLL de ADNc (300 ng) y 1 puL del oligonucleétido F y
1 uL del oligonucleétido R (10 picomoles de cada oligo). Aparte, se prepard la mezcla de
reaccion: por cada reaccion se adicionaron 5 puL del buffer 10X PCR (200 mM Tris-HCl
(pH 8.4), 500 mM KClI, Invitrogen 18067-017), 1 uL de dNTPs 10 mM, 0.2 uL de Taq
polimerasa (5 U/uL) y 39.3 uL de agua destilada estéril. La reaccion se mezclé con

micropipeta y se colocaron 47 uL de ésta a cada tubo que contenia el ADNc y los
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oligonucledtidos, completando un volumen final de 50 pL. Antes de colocarlos en el
termociclador (Corbette Palm Cycler), a los tubos se les dio un pulso en la centrifuga y se
sometieron a las siguientes condiciones de amplificacién: un ciclo de desnaturalizacion
inicial 95°C/5 min; 35 ciclos de desnaturalizacién 94°C/1 min, alineamiento 45°C/1 min,
extension 72°C/1 min; y un ciclo de extension final a 72°C/10 min. Los productos de PCR
(amplicones) se analizaron en geles de agarosa/Synergel® al 1% en buffer TBE 1X.
Brevemente, se cargaron 10 pL de cada producto de PCR més 1 uL de buffer de carga
(0.025% de azul de bromofenol, 70% glicerol, 12mM EDTA); la electroforesis se
desarrollé en camaras horizontales (Mini Sub Cell, Biorad) a 80 V durante 1 h. Los geles se
fotodocumentaron en un sistema UVITEC (UVP Inc®) bajo las siguientes condiciones:
foco 2, aumento 25X y brillo 0.400. Los niveles de expresion se determinaron usando el
software UVIDOC V. 97, con el que mediante andlisis densitométricos de las imagenes
digitales se obtuvieron los datos (intensidad de la banda), reportdndose para cada uno de los

genes analizados como unidades de intensidad relativa.



Tabla I'V. Relacion de genes y caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados para los andlisis de qPCR.

Oligonucleotico Secuencia 5°-3” Nombre del gen Anzgi:)c on GenBank
Cg- 28S-Fw GGAGTCGGGTTGTTTGAGAATGC Subunidad ribosomal 28S 114 AY632555
Cg- 28S-Rv GTTCTTTTCAACTTTCCCTCACGG
Cg- GAPDH-Fw GTTCAAATATGATTCAACTCACGG Gliceraldehido3-fosfato deshidrogenasa 109 AJ544886
Cg- GAPDH-Rv TGGATCCCGTTCGCAATATACG
Cg-TUB-Fw* AGCAGATGTCGTAGAGAGCTTC Tubulina p5 144 CB617442
Cg-TUB-Rv* TGAACACATTCTCCGTTGTCCC
Cg-ACT-Fw* TACTCTTTCACCACCACAGCCG Actina (GIA) 17 AF026063
Cg-ACT-Rv* TAGAGATGAGGATGAAGCAGCAG
Cg-EF-1a-Fw* ACCATACAGTGAGGCTCGATTC Factor de elongacion 1-a 138 AB122066
Cg-EF-1a-Rv* GTGGAAGCCTCAATCATGTTATC
Cg-p21-Fw TTCCCATTCCTCCCATGTTGTTC Proteina p21 reguladora del ciclo celular 100 CB617437
Cg-p21-Rv ACAGGCGACATGGATTTAGAAGC
Cg-CAFp55-Fw TCGAAGATCCCACAAAGCAACAG Factor 1 de ensamblaje de cromatina 77 CB617555
Cg-CAFp55-Rv TGTCCTTCAACCCCTACAGCGA Subunidad p55
Cg-EF2-Fw TTGATCACGGCAAGTCTACTCTG Factor de elongacion 2 109 CB617558
Cg-EF2-Rv GAGATGGCAGTGGACTTGATGG
Cg-p53-Fw CTGTAGTTCTGGCCCGTGAA Proteina P53 AM236465
Ce-p53-Rv AAACACAAGGGCACCACAAG 110
Cg-CP1-Fw ACTACAGAAAGCCGCCGAAT Caspasa 1 37 HQ425703
Cg-CP1-Rv GATCATTCTGTGCTACCCCC
Cg-LGBP-Fw TTGTCCAGTTCTCCCAGCTTCC Proteina de unién a LPS'y -1,3 glucano 108 CB617438
Cg-LGBP-Rv GACACTGGAATGGGATGAAGAAC
Cg-GS-Fw CAAACCCCAAAAGAATGCCCTGT Glutamina sintetasa 153 AJ558239
Cg-GS-Rv GAAGACCTCACACATCACCAGC
Cg-GST-Fw GACCCCAGATGACCCTTACCG Glutation S-transfersa 71 CB617406
Cg-GST-Rv CCGAAACAAACTGAGAGAAGACC
Cg-Cu/ZnSOD-Fw CACAAAATGATTGACTTGGCCGG Superoxido dismutasa Cobre/Zinc 144 AJ496219
Cg- Cu/ZnSOD-Rv CACTCCACAAGCCAATCGTCCG
Cg-COI-Fw GTGTATGTCCTTATTCTTCCAGG Citocromo C oxidasa I 182 AB033687
Cg-COI-Rv GCACGCGTATCAATATCCATTCC
Cg-CPY450-Fw ACAGGGACTTCATTGACAGCATG Citocromo p450 151 EF645071
Cg-CPY450-Rv ATTGTGAAACGAGTACTGTCTACC
Cg-TRYP-Fw GCCAGTGACGTAAGACAACTCG Tripsina 125 CB617494
Cg-TRYP-Rv CAACCATCAACAACGACATTGCC

* indica cuales son los genes de referencia que se utilizaron para realizar el andlisis de expresion relativa

26
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6.1.7 Estandarizacion de la eficiencia de amplificacion por PCR en tiempo real (qPCR)

El andlisis de la eficiencia es crucial en la cuantificacion de expresion por la qPCR,
debido a que estd fuertemente influenciado por los componentes de la reaccion (Pfaffl,
2004). La eficiencia (E) de la PCR en tiempo real se define como la capacidad de la
reaccion para duplicar el nimero de copias de las cadenas de ADN o ADNCc en cada ciclo
(Bustin y Nolan, 2004a). La eficiencia de la PCR en tiempo real se calcula a partir de las
pendientes de la curva estdndar obtenida después de realizar diluciones seriadas con las

reacciones de la PCR de acuerdo a la siguiente férmula:
E=10[—1/pendiente]'1 (Pfaffl, 2004) (D)

Para llevar a cabo la qPCR, se utilizaron los siguientes componentes por reaccién: 1.5 uL
de Buffer 10x (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KClI, Invitrogen 18067-017), 0.75 uL.
de MgCl, (50 mM), 0.5 pL. de ANTPS (2mM), 0.75 puL de Eva Green (20X) (Biotium, CA),
0.3 U de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen 10966-018), 1.4 uL de
oligonucledtidos (forward y reverse), 5 uL de ADNc y 5.8 uL de agua miliQ en un
volumen final de 15 pL; como control negativo se utilizé agua miliQ. Los tubos se
colocaron en un termociclador RotorGene 6000, ajustindose las siguientes condiciones de
amplificacion: un ciclo de desnaturalizacion a 95°C/10 min; 40 ciclos de desnaturalizacién
a 95°C/15 s, alineamiento 61°C/1 min, polimerizacion a 74°C/20 s. Finalmente se
construyeron curvas de disociacién de 65°C a 95°C con un incremento de 1°C cada 1 s. A
partir estas curvas se verifico que la amplificacién de los genes mostrara productos Uinicos y
especificos, visualizados como un solo pico para cada gen.

Posteriormente, se determiné la eficiencia de la qPCR para cada uno de los
oligonucledtidos de los diferentes genes evaluados: genes de referencia o controles internos
(Tabla V). A partir de cuatro diluciones seriadas (1:5), se prepar6 una mezcla comtin ADNc
que contenia el ADNc de los diferentes controles y tratamientos. Se construyé una curva
estandar para cada uno de los genes de referencia asi como para los genes blanco. Las
amplificaciones para cada una de las diluciones se realizaron por triplicado, utilizando el
ADNCc de las muestras del bioensayo subcrénico con juveniles de C. gigas de 3-5 mm. Los

valores de eficiencia fueron obtenidos de la pendiente de la regresion lineal de las
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concentraciones graficadas contra la fluorescencia, utilizando la ecuacién (1); se utilizd un
valor umbral de fluorescencia fijo. Los valores de eficiencia fueron utilizados para la

correccidn de eficiencia especifica para cada gen en los anélisis de estabilidad de GeNorm.

Tabla V. Genes de referencia candidatos: valores promedio de los Ct, eficiencia del PCR
(%) y coeficiente de correlacion (RZ).
GENES act tub gapdh 28s efl-a

Ct 26.17 25.41 2829 2251 24.89
E 95 96 100 97 94
R* 098 099 099 099 098

6.1.8 Andlisis de estabilidad de los genes de referencia candidatos

Algunos de los genes de referencia (GR) mads utilizados incluyen la pf-actina,
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, hipoxantina guanina fosforibosil-transferasa y
18S del ARN ribosomal. La eleccion correcta de los genes de referencia para la
normalizacién de PCR en tiempo real es esencial. Se ha demostrado que el uso de un sélo
gen como gen de referencia es susceptible a tener errores en la interpretacion de los
resultados. Como consecuencia, para normalizar las expresion de los genes es necesario
utilizar mds de un gen de referencia, por lo que es necesario validar GRs para cada
condicion experimental (Huggett et al., 2005).
En este trabajo se probaron 5 genes que podrian servir como genes de referencia (Tabla V).
Una vez que fueron determinadas las curvas estdndar, dichos genes se corrieron con las
muestras de los bioensayos (muestras de los dias 7 y 14: para la dieta con sélo I. galbana y
la dieta mezclada I galbanalP. lima a 3 x10° cel mL") utilizando los siguientes
componentes por reaccion: 1.5 uL de Buffer 10x (200 mM Tris-HCl pH 8.4), 500 mM KCl,
Invitrogen 18067-017), 0.75 pL de MgCl, (50 mM), 0.5 uL de dNTPS (2 mM), 0.75 uL de
Eva Green (20X) (Biotium, CA), 0.3 U de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen
10966-018), 1.4 uL de oligonucleétidos (forward y reverse), 5 uL de ADNc (0.64 ng uL™)
y 5.8 uL de agua miliQ en un volumen final de 15 pL, como control negativo se utilizé

agua miliQ.
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El uso de modelos matemaéticos adecuados para estimar la estabilidad de la expresion de los
genes bajo diferentes condiciones es un punto critico. Por tanto, para analizar la estabilidad
de los genes de referencia candidatos, los valores de Ct 6 Cq (nimero de ciclos en los que
la curva de fluorescencia atraviesa el umbral de deteccion establecido) obtenidos para cada
gen, fueron analizados utilizando los programas GeNorm (Vandesompele et al., 2002),
NormFinder (Andersen et al., 2004) y BestKeeper (Pfaffl, 2004), que son los mas utilizados
para determinar la estabilidad de los GRs. Primero se realizé un anélisis utilizando la liga

RefFinder (http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference#) y posteriormente,

se realiz6 otro andlisis utilizando las macros disponibles que hay para los programas antes
mencionados. Con el programa GeNorm, los valores obtenidos de Cq se transformaron en
cantidades relativas (Q) con un nivel de expresiéon maximo de 1 (Manual GeNorm, 2008,
Vandesompele et al., 2002), aplicando la siguiente ecuacion.

Q: Edelta Cq (2)

Q= E(min Cg-sample Cq) (3)

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

minCgq: menor valor de Cq= Valor de Cq de las muestras con menor expresion.

GeNorm, se basa en el principio de que la tasa de expresion de dos genes de referencia
ideales es idéntica en todas las muestras, independientemente de las condiciones
experimentales o tipo de células. Por tanto, la variacion en la tasa de expresion de dos genes
controles refleja el hecho de que uno de estos genes no es expresado constantemente con un
incremento en la tasa de variacion correspondiente al decremento de la estabilidad de la
expresion reportado como valores de M; genes con valores mds bajos de M (< 1.5) tienen la
expresion mas estable (Vandesompele et al., 2002). Ademas, en GeNorm la estabilidad de
la expresion del gen (M) se basa en la tasa de expresion de dos genes (comparaciones en

variacion), que es el criterio mds importante para evaluar el gen de referencia.
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NormFinder, utiliza un modelo que analiza las varianzas en los datos de expresion, lo cual
permite hacer una evaluacién entre grupos e intra grupos (en este caso entre los
tratamientos y los dias de muestreo) y calcula la estabilidad combinando ambas fuentes de
informacion. Este algoritmo es mds robusto en caso de genes coexpresados ya que se
evalia la estabilidad de cada gen independientemente de otros genes. El objetivo de
NormFinder es la identificacion de genes de referencia candidatos con una variacién entre
grupos lo mds cercana a cero como sea posible, mientras que al mismo tiempo tiene una
pequeia variacién dentro de los grupos (Andersen et al., 2004).

BestKeeper, es un programa que se basa en un andlisis de correlacion pareada de los genes
candidatos (Pfaffl, 2004). BestKeeper estima la correlacion del nivel de expresion entre
todos los posibles candidatos. Los genes altamente correlacionados son combinados en un
indice. Después de calcularse la correlacion pareada entre cada candidato y el indice, se

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

6.1.9 Andlisis cuantitativo de expresion génica

Una vez optimizadas las condiciones para la qPCR (mezclas de reactivos,
concentracion de los oligonucleétidos, concentracion del marcador fluorescente y de las
muestras), asi como los genes de referencia que se van a utilizar, se continué con la
cuantificaciéon de la expresion de los genes blanco. En este caso, la estrategia de
cuantificacion para el andlisis de la expresion génica fue la cuantificacion relativa.
Los calculos en la cuantificacion relativa se basan en la comparacién de los valores Ct
utilizando la eficiencia de la reaccién de la PCR como factor de correccion. Sin embargo,
hay un modelo que no requiere la eficiencia de la reaccién para acceder a un factor de
correccion, dicho modelo supone una eficiencia Optima e idéntica (correspondiente al
100%) en la eficiencia de reaccion en las PCR tanto del gen en estudio como del gen de
referencia (Bustin et al., 2005). Considerando esto, en este trabajo se utilizé el método de
2429 debido a que este método no requiere la eficiencia de reaccién como factor de
correccidn y expresa la proporcion obtenida de la relacion entre los valores Ct de la muestra

y los valores Ct del control (Pfaffl, 2004), mediante la siguiente ecuacion:
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radio = 2-[ACP muestra - ACP control] 4)

radio =2 -AACP

®)

Este método no requiere correr curvas estindar en cada corrida, cada muestra es
primeramente estandarizada a la cantidad y concentracién de templado que se utilizé por
comparacion relativa con el gen de referencia. Estos valores estandarizados son entonces
normalizados relativamente a un tratamiento calibrador, este puede ser el control (no

tratado), muestras, tiempo o tejido.

6.2 Bioensayos con ostiones adultos de C. gigas

6.2.1 Pruebas preliminares para determinar la eficiencia de amplificacion de los oligos
disefiados para RT-PCR: expresion tejido-especifica

Para este estudio se utilizaron organismos adultos de 100 mm de talla, los cuales
fueron donados por el Laboratorio de Genética Acuicola del CIBNOR. Los organismos se
disectaron con un bisturi y se colectaron muestras de branquia, musculo aductor, hemolinfa,
génada y glandula digestiva, de los que se prepararon homogenados de cada tejido
considerando 3 organismos en cada uno.
La muestra de hemocitos se tom6 mediante la extraccion directa de hemolinfa de la cavidad
pericardica; los hemocitos se separaron por centrifugacion a 700 xg durante 10 min/4°C
descartando el plasma. Posteriormente, estas muestras se manejaron bajo los mismos

procedimientos experimentales que el resto de los tejidos.

6.2.1.1 Extraccion de ARN Yy sintesis de ADNc

El ARN total se extrajo utilizando TRIzol (TRIzol® Plus RNA Purification Kit,
Invitrogen) usando una proporcién de 750 puL de reactivo por cada 50 mg de tejido,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para eliminar una posible contaminacién por
ADN gendmico se realizé una segunda extraccion. La concentraciéon de ARN se determin6

mediante espectrofotometria-UV Nanodrop 2000® (Thermo Scientific) midiendo la
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absorbancia a 260 y 280 nm y considerando un factor de conversiéon de 1 OD = 40ug/mL
ARN. Para comprobar la ausencia de contaminacién por ADN genémico se llevé a cabo un
PCR directo, de acuerdo al procedimiento citado en la seccion 6.1.4. El ARN total (2.5 pg)
se utilizé para la sintesis de ADNc con oligo (dT) 500 pg mL' y 1 uL (200 U)
Transcriptasa reversa (SuperScript™II RT, Invitrogen) de acuerdo al procedimiento citado

en la seccion 6.1.4.

6.2.1.2 Andlisis de expresion de genes tejido-especifica

Para el andlisis de expresion gen-tejido especifico, se procedi6é de la forma descrita en la
seccion 6.1.6. Una vez que se corrobor6 la eficiencia de amplificacion, la identidad de los
amplicones (Hernandez Sénchez, 2009; Alvarez Cérdenas, 2009; Gutiérrez Kinejara, 2010)
y la expresion tejido-especifica, se continud con el disefio experimental y se mont6 el

bioensayo de exposicion de organismos de 40 a 60 mm de talla.

6.2.2 Diserio experimental y toma de muestras

Para determinar la respuesta, en términos de expresion génica en juveniles de 40-60
mm de C. gigas expuestos al dinoflagelado productor de toxinas DSP P. lima, se realiz6 un
bioensayo dividido en dos fases: una de exposicion aguda (<24 h) y otra de exposicién
subcronica (336 h), probando en cada una dos concentraciones del dinoflagelado (TR2 y
TR3, Tabla II). Para realizar el bioensayo se utilizaron recipientes de 4 L, en los que se
colocaron dos cedazos de PVC cerrados por un extremo con tela de pléstico, que sirvieron
como soporte para colocar 10 organismos en cada uno; en total se colocaron 20 organismos
en cada unidad experimental. El bioensayo consistié en alimentar a los ostiones con
mezclas de 1. galbana 3 x10° cel mL™'+ P. lima 3 x10° cel mL™" (TR2) e I. galbana 3 x 10°
cel mL'+ P. lima 30 x10° cel mL" (TR3), una dieta sélo con P. lima 3 x10* cel mL"!
(control positivo) y una dieta sélo con 1. galbana 3 x10° cel mL (control negativo). Cada
tratamiento (concentraciéon de P. lima ylo 1. galbana) se realiz6 por triplicado; las
microalgas se proporcionaron en una sola dosis diaria. Las unidades experimentales
contaban con un sistema de aireacion constante y se mantuvieron a una temperatura de 22 +
1°C (clima artificial automatizado). Se realizaron cinco muestreos durante la fase aguda a

las 0, 3, 6, 12 y 24 h de exposicidn, y en la fase subcrénica cuatro, correspondientes a las
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72, 168, 240 y 336 h. En cada toma de muestras se colectaron 4 organismos de cada réplica
y tratamiento. Los organismos muestreados de cada unidad experimental se remplazaron
por otros, previamente marcados, de tal forma que el nimero de organismos en cada unidad
experimental se mantuvo constante. Adicionalmente, se tomé un organismo por
tratamiento/réplica al final del periodo de exposicidn (7 dias) para andlisis histolégicos.

Una vez colectadas, las muestras se procesaron en la siguiente secuencia: de cada uno de
los 4 organismos de cada réplica, primero se extrajo la hemolinfa (directamente del
pericardio) con una jeringa de 3 mL haciendo una mezcla de entre 1.5 a 2 mL de hemolinfa
por organismo. La hemolinfa se centrifugd a 800 x g por 5 min., y tanto el paquete celular
como el sobrenadante (plasma) fueron inmediatamente etiquetados y almacenados por
separado a -80°C hasta su posterior andlisis. Posteriormente, los organismos se disectaron
colectando por separado muestras de los 5 tejidos a estudiar (branquia, génada, glandula
digestiva, musculo y palpos labiales), con los que se hizo una mezcla por tejido (de los 4
organismos muestreados por réplica). Finalmente, para llevar a cabo la extracciéon del ARN,
se tomd una muestra homogénea de aproximadamente 20 mg de cada mezcla de tejidos

(por réplica), y el tejido restante se almacend a -80°C para futuros andlisis.

6.2.3 Extraccion de ARN total y sintesis de ADN complementario (ADNc)

Se realizé la extraccién de ARN total de todas las muestras del bioensayo utilizando
el método de tiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987) y la sintesis de ADNc
con el kit Improm-II"™ Reverse Transcription System (Promega®), de acuerdo a los

procedimientos previamente sefialados en el punto 6.1.4.

6.2.4 Andlisis de estabilidad del gen de referencia EF la y andlisis cuantitativo de la
expresion génica.

Para el andlisis de estabilidad del gen de referencia EFla, primero se realizé la
curva estandar con la mezcla de ADNc de los controles y tratamientos en los tiempos 24,
72, 168 y 240 h. Posteriormente, se validé el gen de referencia con cada una de las
muestras. El andlisis de estabilidad se realiz6 mediante una ANOVA, y el andlisis
cuantitativo de expresion génica se realizé de acuerdo al protocolo descrito en la seccién

6.1.9 de este documento.
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6.2.5 Determinacion de las tasas de aclaramiento

Para poder realizar un andlisis integral de los resultados, se hicieron observaciones
de supervivencia y comportamiento alimenticio, este ultimo midiendo la tasa de
aclaramiento de los organismos sometidos a los diversos tratamientos. Para esto se tomaron
muestras de agua de cada una de las unidades experimentales al inicio y al finalizar el
experimento, y se fijaron con solucion de Lugol (Gifford y Caron, 2000). Posteriormente se
determiné el nimero de células en las muestras, utilizando un microscopio estereoscopico
(Reichart Stereo Star Zoom) usando el objetivo 40X. Finalmente, se calculd la tasa de

aclaramiento (TA) en L/h usando la siguiente ecuacién (Coughlan, 1969):

TA =Ln (Ny/N,)*M/t (6)

donde: Ny es la concentracion inicial de la microalga, N, es la concentracion después de 24
horas, M es el volumen total que se utilizdé en cada unidad experimental y ¢ el tiempo

después de iniciar el experimento (24 h).

6.2.6 Observaciones histologicas en tejidos de ostiones expuestos a P. lima

Para la determinacién de alteraciones histoldgicas, se tomé un organismo completo
de cada réplica por cada tratamiento al dia 7, se les retir6 la concha, se envolvieron en gasa
y se fijaron en solucién Davidson (Shaw y Battle, 1957 citado en Howard y Smith, 1983)
por 48 h. Posteriormente se colocaron en etanol al 70%, conservandose bajo estas
condiciones hasta su posterior analisis. Para llevar a cabo las observaciones histoldgicas las
muestras fueron deshidratadas en una serie progresiva de etanol al 70, 80, 95 y 100 %,
aclaradas en xileno e incluidas en parafina (Paraplas X-Tra). Se realizaron 6 cortes
transversales de los organismos completos para observar el dafio; los cortes fueron
preparados en secciones de 4 um de grosor, utilizando un micrétomo rotatorio y por tltimo
fueron montadas en portaobjetos de vidrio y tefiidas por 5 minutos con hematoxilina de
Harry y 12 min con eosina (Humason, 1979; Hrapchak y Sheehan, 1973). Las laminas
fueron examinadas bajo un microscopio de luz para determinar las lesiones en los tejidos.

Cabe mencionar que el procesamiento histolégico se realizé en el Laboratorio de Histologia
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del CIBNOR vy para los andlisis de las laminillas histologicas, toma de fotografias se utilizo

el programaQ-Capture Pro7™ (QImaging® 2013).
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7. RESULTADOS

Esta seccion se presenta partiendo de cada uno de los objetivos especificos, de tal forma

que se presentard al inicio de cada seccion segin corresponda.

1) Identificar y analizar niveles de expresion de genes relacionados con el metabolismo
en juveniles (3-5 mm) de C. gigas, como respuesta al efecto de una exposicion

aguda y subcrénica a P. [ima mediante RT-PCR y qPCR.

7.1 Respuesta en la alimentacion y tasas de aclaramiento

C. gigas (3-5mm) demostré cambios inmediatos en su comportamiento al ser
expuesto al dinoflagelado toxico P. lima. Estos cambios consistieron en el cierre parcial de
valvas y en la produccién de pseudoheces y moco (Figura 1). Durante el periodo de 0-3 h,
los ostiones tratados con el dinoflagelado téxico filtraron cantidades moderadas de células
y presentaron cierre parcial de valvas, sin embargo, después de 6 h de exposicion, los
organismos parecian filtrar normalmente. En los TR2 y TR3 la turbidez del agua indic6 que
no hubo una remocién inmediata de las microalgas, sin embargo, transcurridas 24 h la
clarificacion del agua y la supervivencia de todos los organismos indicaron que su proceso
alimenticio fue adecuado.

Es importante resaltar el 100% de supervivencia en todos los tratamientos durante las 336 h
que durd el bioensayo, sin embargo, durante el periodo de depuracion de 5 dias posteriores
al término del bioensayo, se observé un 100% de mortalidad de organismos expuestos a los
TR2 y TR3, lo que indica que bajo estas condiciones el dafio bioquimico-fisioldgico es

irreversible.
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Figura 1. Fotografias que muestran el compbrtamiento alimenticio de C. gigas durante el
bioensayo. Paneles: (a) control, (b) TR1 (0.3 x 10 cel mL™), (¢) TR2 3 x 10° cel mL™") y
(d) TR3 (30 x 10° cel mL'l). (Microscopio Reichart Stereo Star Zoom, 40X).

7.2 Andlisis de estabilidad de los genes de referencia candidatos

7.2.1 Amplificacion por gPCR de genes de referencia candidatos

Se estudio el nivel relativo de expresion de cinco genes candidatos de referencia
(tub, efl-o, act, gapdh y 28s) en juveniles (3-5 mm) de ostién del Pacifico expuestos a
células de P. lima. Los valores de Ct se distribuyeron entre 22.5 (28s) y 28.29 (gapdh) y los
valores de Ct entre repeticiones fueron menores que uno. Las curvas estdndar exhibieron
coeficientes de correlacién (R?) mayores a 0.98 y las eficiencias (E) del qPCR vari6 de 94%
a 100% (Tabla V). La especificidad de la amplificacion se confirmé mediante el andlisis de
las curvas de disociacion (Figura 3). Las curvas de disociacion (para todos los genes)
mostraron un solo pico confirmando que la amplificacién de los genes es especifica. Por
otro lado, también los andlisis electroforéticos mediante gel de agarosa mostraron una sola

banda en todos los casos a través de un gradiente de temperatura 60-68°C (Figura 2).
M (1 2 3 456 7 M(12345¢67 M12 3456 71

M 123 456789101112 123 45.6789101112-

o

-y

0 S88es | SaBRRss

Figura 2. Perfil de tamafio de aplicones para validacion de genes de referencia en gel de
agarosa/Synergel al 1% en TBE 1X. Mezcla de ADNc de C. gigas a P. lima: (a) 28 S
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ribosomal (114pb) (b) tubulina (144pb) (c¢) actina (117pb) (d) factor de elogacion-1a
(138pb) y (e) gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (109pb). Lineas: 1, marcador de peso
molecular (1 Kb plus Ladder); 1-7-12 muestras de una mezcla de ADNc. Técnica de
tincién: EtBr; condiciones de separacion, 80 V, 45 min, TA.

dF/dT

T
%
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dF/dT

T T T T
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Figura 3. Curvas de disociacion de genes de referencia candidatos. (A) tub, (B) efl-a, (C)
act, (D) gapdh y (E) 28s.

7.2.2 Andlisis de estabilidad por GeNorm

En la Figura 4 se muestra la estabilidad de la expresiéon (M) de cada gen de
referencia candidato evaluado con GeNorm. De acuerdo a este andlisis los genes mas
estables fueron tub (0.04) y efl-o (0.04) mientras que el gen menos estable fue el 28s

ribosomal (0.075), y la mejor combinacion de dos genes fue tub y efl-a.
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Figura 4. Estabilidad de la expresion génica (M) de genes candidatos de referencia en C.
gigas calculados con el software GeNorm. Un valor bajo de M indica la media de los genes

mds estables (n = 12).
7.2.3 Andlisis de estabilidad por NormFinder

La variacion entre grupos se midié al asignar categorias a las muestras (segin el
tratamiento y tiempo de exposicion), de tal forma que el gen mds estable es aquel cuyo
valor se encuentra més cercano a cero. El gen que presenté mayor estabilidad comparado
con 28s fue tub (Tabla VI). Por otra parte, los resultados de NormFinder mostraron que el
mejor par de combinaciones de genes de referencia entre tiempo de exposicion fue tub y act
con un valor de 0.003 (Tabla VI), no encontrando variacion significativa entre los grupos

de tratamientos.
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Tabla VI. Valores de estabilidad de los genes de referencia candidatos calculados con
NormFinder.

Valores de estabilidad NormFinder (p)

Nombre del gen Variacion intergrupal
28s 0.012
tub- f 0.007 *
efl-a 0.009
gadph 0.010
act 0.008*
Mejor par 0.003

Nota: un gen de referencia ideal tiene una variacion entre grupos tan cercana a cero como sea posible (n =
12).Valor de estabilidad para la mejor combinacién de dos genes (mejor par). * La mejor combinacién de dos
genes.

7.2.4 Andlisis de estabilidad por BestKeeper

Con el fin de comparar los resultados de los algoritmos GeNorm y NormFinder, los
datos también se analizaron utilizando el método BestKeeper, que es independiente de
clasificacion. La estabilidad y el indice BestKeeper (r y los valores de p) son los dos
criterios mds importantes para evaluar la estabilidad de genes de referencia. En la Tabla VII
se observa que tub (0.978), gapdh (0.940) y 28s (0.890) son los genes con mayor

correlacion y, por tanto, los mds estables y adecuados para la normalizacion de los datos.

Tabla VII. Andlisis de correlacion BestKeeper de muestras de C. gigas expuesto a P. lima

(n=12).

28 s tubf efl-a gapdh act
Coeficiente de correlacion (r) 0.890* 0.978* 0.860 0.940* 0.886
Valor de p 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

El coeficiente de correlacion (r) y la medida del valor de p de la correlacion entre cada gen
y el indice de BestKeeper. * Los genes mads estables.

Con base en el consenso de los tres programas utilizados (GeNorm, NormFinder y
BestKeeper), se decidi6 utilizar los genes tub, 28s y act. Se descartdé gapdh ya que puede
ser inapropiado como gen de referencia interno debido a su variabilidad. Estos genes
tampoco presentaron variacion significativa en su nivel de expresion utilizando la técnica
de RT-PCR semi-cuantitativo, ademas, tubulina y actina coinciden con uno de los genes

mads estables usando GeNorm y NormFinder.
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El resto de los genes analizados con alguna significancia en su variacidon pero sin
correlacidn para agruparlos en respuestas metabdlicas especificas, se presentan en el Anexo

L.

7.3 Andlisis gen seleccionado mediante RT-PCR y qPCR

7.3.1 Andlisis de la expresion de proteinas de estrés mediante RT-PCR

Bajo las condiciones de ensayo en organismos de 3-5 mm, se observaron varios
cambios en los niveles de expresion (respecto a sus condiciones basales) en los genes: gs,
gst, hsp70 'y sod Cu-Zn. Estos cambios se muestran en forma grafica en la (Figura 5).
En la mayoria de los genes se observd una respuesta de sobre-expresion a las cero (aguda) y
336 horas (subcrdnica) de exposicion al dinoflagelado toxico, que fue particularmente
notable en el TR2. En el TR1, el gen de hsp70 se sobre-expreso a las 72 h de exposicién y
su tasa de transcripcion se mantuvo de esa forma hasta el final del experimento (Figura 5).
El gen gs se sobre-expresé en los tres tratamientos (en relacién al control) inmediatamente
después de la adicién de la dosis correspondiente de P. lima (0 h de exposicion),
posteriormente se sub-expresé desde las 6 h (exposicién aguda) hasta las 168 h (exposicion
subcronica). En los TR1 y TR2 se registré un marcado incremento en la expresion del gen
gs a las 336 h de exposicién a P. lima, mientras que en el TR3 se mantuvo reprimido sin

variacion significativa respecto al control (Figura 5).
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Tratamiento agudo (A) Tratamiento sub-crénico (B)
TR1

Expresion relativa del gen

TR3

= TEET N

T2 168 336

Tiempo de exposicion (horas)

B g5 N hsp70 i gst E sod Cu-Zn

Figura 5. Andlisis RT-PCR semi-cuantitativo de la expresion de genes de respuesta
generalizada a estrés, expresados en C. gigas expuesto a P. lima. La expresion génica se
calcul6 considerando la condicién basal de la expresion de cada gen (control) como 100%,
haciendo la equivalencia a 1. Se encontraron diferencias significativas entre el control y las
muestras tratadas con P. lima a 0.3 x10” cel mL" (TR1), 3 x10° cel mL"' (TR2) y 30 x10°
cel mL" (TR3). La expresién que se muestra en la figura en cada tratamiento de Glutamina
Sintetasa (gs), Glutation-S-Transferasa (gsf), Proteina de shock térmico 70 (hsp70) y
Superéxido dismutasa tipo Cu/Zn (sod-Cu-Zn), es el residuo de la sustraccion del valor del
control correspondiente.
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El gen gst mostré una sub-expresion dependiente tanto del tiempo de exposiciéon como de
la concentracién del dinoflagelado, solamente a las 336 h se observé un aumento
significativo en la expresion en los TR1 y TR2 (Figura 5).

En términos generales, se observd que la exposicion de C. gigas a P. lima causa sub-
expresion del gen sod Cu-Zn independientemente del tiempo y la dosis de dinoflagelado
(Figura 5, Tabla II), excepto para el TR2 (0 h), en la que el gen se sobre-expresa (en
relacion con el control), siendo esta condicion estadisticamente significativa (p <0.05).

El andlisis de genes involucrados en respuesta a estrés demuestra un claro efecto de la
presencia de P. lima dosis-dependiente. El efecto de la exposicion de C. gigas al
dinoflagelado toxico, sobre la expresion de genes de respuesta al estrés, fue mds severo en
TR2 (3 x10° cel mL"! de P. lima), especialmente a las cero (tratamiento agudo) y 336 h
(tratamiento subcrénico). La relacién entre la expresion de los genes analizados y la dosis
de P. lima fue débil con 30 x10° cel mL™" (TR3) alas O h y 336. La prueba a posteriori de
Tukey (Tukey HSD) mostré que las variaciones en los patrones de expresion de genes
(hacia arriba o hacia abajo) para los diferentes tiempos de exposicion y las concentraciones
de P. lima son mads significativos cuando se comparan los datos de los organismos
expuestos a las 0 h y 336 h. En resumen, las pruebas de significancia estadistica para
tratamientos agudos y subcrénico fueron F= 6.598, p= 0.000 y F= 3.44 p= 0.000,
respectivamente. En C. gigas expuesto a P. lima se encontraron diferencias significativas
en la expresion cuando se compararon los datos del control, expuestos a I galbana
(microalga no toéxica) contra los organismos tratados. Se encontré una variacion
significativa en la expresion génica entre los grupos experimentales tiempo-dosis frente a

los grupos basales (Figura 5).

7.3.2 Andlisis de la expresion de genes de control de ciclo celular y de respuesta inmune

El anélisis del impacto de la exposicién de C. gigas a P. lima sobre las tasas de
expresion de genes involucrados en la progresion del ciclo celular (p21, cafp55, ef2) y
algunos genes de respuesta inmune (Ighp) se realizé en primer lugar a través de un examen

de expresion semi-cuantitativo (RT-PCR) (Figura 6). Considerando
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a p21 b cafp55

c ef2 d lgbp
2.0 1 2.0 A

Cambio en el nivel de expresion del gen

0 3 6 24 72 168 336 0 3 6 24 72 168 336
Tiempo de exposicién (horas)
—®—  [sochysis galbanalProrocentrum lima 0.3x10° cel. mL! (TR1)

—4&—  [sochysis galbanal Prorocentrum lima 3 x 10° cel. mL! (TR2)
—®—  [sochysis galbanal Prorocentrum lima 30 x10” cel.mL:! (TR3)

------- Isochysis galbana 0.75x10° cel, mL' (Control negativo a toxinas DSP)

Figura 6. Anélisis RT-PCR semi-cuantitativo de la expresion de genes relacionados con el
ciclo celular y sistema inmunolégico de C. gigas expuesto a P. lima. Paneles: a) p21, b)
cafp55, c) ef2 y d) Igbp. La expresion se calculd considerando la condicién basal de la
expresion de cada gen (control) como 100%, haciendo la equivalencia a 1. Las barras
representan la desviacion estdndar (SD) a partir del valor medio de la intensidad de la
fluorescencia para cada muestra, normalizado frente a valor de control (linea de puntos) (*
p <0.05).
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estos resultados, se seleccionaron aquellos genes que mostraron desregulacion y de los que
posteriormente se realiz6 un andlisis por JPCR considerando tnicamente las muestras de la
fase subcronica (Figura 7); los resultados de ambas aproximaciones metodolégicas (RT-
PCR y gPCR) se analizaron como genes independientes.

Bajo condiciones normales, éste grupo de genes mostré una expresion constitutiva (su
informacién es continuamente transcrita), sin embargo, se comportaron como inducibles
bajo exposicion subcrénica. El nivel de expresion de los genes p21, cafp55 y ef2 se
incrementé significativamente en el TR2 (3 x10° cel mL™"), y después de 72 h, y
posiblemente como una respuesta compensatoria para el mantenimiento de la homeostasis,
su tasa de expresion se modificd respecto al tiempo de exposicion y su contacto con el
dinoflagelado téxico (Figura 6a, b y ¢). No obstante, el punto mds alto de sobre-expresion
(o desregulacidn) de estos genes se observé en el mismo tratamiento (TR2) a las 168 h.

La exposicion prolongada de C. gigas a P. lima genera en el ostion condiciones
metabolicas adversas que inician con una condicion de estrés. Esto se confirma mediante la
deteccién de bajos niveles de expresion tanto con RT-PCR (Figura 6a, b y ¢) como con
gPCR (Figura 7a, b y c¢) a las 336 h de exposicion, aunado a la observacién posterior de la
muerte de los organismos durante los 5 dias posteriores al término del bioensayo (periodo
de depuracion, datos no mostrados).

Por otro lado, el nivel de expresion del gen /ghbp mostrd una variacion significativa entre los
tratamientos (TR1, TR2 y TR3) a partir de 72 h (Figura 6d). En el TR2 (3 x10? cel mL'l) el
maximo pico de expresion se identificé a las 168 h de exposicion; los niveles més bajos de
transcripcion de la Igbp suponen la supresion inmunolégica de C. gigas bajo estas
condiciones experimentales. En C. gigas, la exposicién subcrénica a P. lima reduce la
respuesta inmune, lo cual fue confirmado mediante la deteccion de bajos niveles de
expresion por ambos métodos RT-PCR (Figura 6) y qPCR (Figura 7) a las 336 h de

exposicion.



46

a p21 b cafp55
9 T 9
a
. T
74 7
5 5
3 34 b
g T ¢
=T T S A / ---------- o ) I SR P / ........................
7 '™ 7
= .
)
8 c ef2 d a Igbp
gn- 13
[sa)
104 10
b
H
74 a 74
T
b
4 T 4
C
I | — : ==
7 168 336 7 168 336

Tiempo de exposicion (horas)

-=====- Isochysis galbana 0.75)(106 cel . mL' (Control negativo a toxinas DSP)

Figura 7. Andlisis qPCR de la expresion relativa de genes relacionados con la regulacién
del ciclo celular y respuesta inmune de C. gigas después de la exposiciéon a TR2 (L
galbana 0.75 x10°/P. lima 3 x10” cel mL™). Paneles: a) p21, b) cafp55, ¢) ef2 y d) Igbp.
Las barras representan la desviacion estindar (SD) a partir del valor medio para cada
muestra, normalizada con la actina, tubulina y 28S (genes de referencia, Tabla V), y el
valor relativo de calibrador (linea de puntos). Las letras diferentes mintsculas son
diferencias significativas. (p <0.05).
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7.4 Bioensayo con C. gigas de talla (40-60 mm)

2) Determinar y cuantificar la expresion diferencial de genes en glandula digestiva
por efecto de una exposicion aguda y subcrénica a P. lima en juveniles (40-60

mm) de C. gigas mediante qPCR.

7.4.1 Eficiencia de amplificacion de oligonucledtidos diseiiados para RT-PCR.

Expresion tejido-especifico

Los estudios de expresion génica son fundamentales para el conocimiento, a nivel
molecular, de los mecanismos de sefializacion de reconocimiento mutuo y, en su caso, de la
respuesta del ostion ante la presencia del dinoflagelado téxico. Esta parte de la tesis fue
realizada bajo el rigor metodoldgico del RT-PCR. Como primer paso se verificé el tamafio
de los amplicones obtenidos al utilizar los oligonucledtidos dirigidos a los genes listados en
la tabla III. Posteriormente se caracterizo la expresion tejido-especifica, mediante RT-PCR,
de los genes en estudio en organismos adultos mantenidos en condiciones basales (Tabla
VIII, Figura 8). De los 25 genes analizados, solo tres no presentaron amplificacién en los
tejidos analizados (Tabla VIII); el resto de los genes mostraron una expresion tejido-
especifica. Tal es el caso de los genes que codifican proteinas de estrés y de cadena
respiratoria, cuya expresion fue mayor en branquia que en hemocito. En cambio, los genes
involucrados en el citoesqueleto, asi como aquellos involucrados en la regulacién de ciclo

celular mantienen niveles de expresion altos en la mayoria de los tejidos analizados (Figura
9).
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Tabla VIII. Relacién de resultados de expresion de los genes en estudio en cinco tejidos
de C. gigas adultos mantenidos en condiciones basales (por RT-PCR semi-cuantitativo).

Tejido
Gen Branquia Glandula Goénada  Hemocito  Miisculo
digestiva aductor
Glutamina sintetasa (GS) + + + + +
Glutatién-S-transferasa (GST) + + + + 4-
HSP, (H70) + + + + +
HSPy, (H90) + + +- - +
CuZn-SOD (SOD) + + + + +
Peroxidasa melanogénica (POX) + +- + +- -
ATP sintetasa beta (ATP) + + - + +
P2X, canal iénico (P2X) + + + + +
Citocromo oxidasa (COI) + + + + +
Proteina p21 (P21) + + + + +
Sub. 1 del ass-factor pS5 cromatina + + + + +
(CHR)
Factor de elongacién 2 (FE2) + + + + +
Inmunolectina B (IMM) - + + +
LPS-B-1,3 glucano (LPS) + + + + +
Lectina hepdtica (LH) No amplificé
B-timosina (THY) + + - - -
Actina (GIA) (ACT) + + + + +
Actina citoplasmadtica A3 (ACC) + + + + +
Tubulina (TUB) + + + + +
Lisozima (LIS) + + +- 4- +
Tripsina (TRI) No amplificé
Inhibidor de proteinasas (Ser o Cys) + + + +- +
(INS)
Fosfatasa alcalina (ALK) No amplificé
Glucanasa B-1,3 (GLN) + + + + -

28S ribosomal + + + + +
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7.4.2 Perfil de expresion de genes relacionados con citoesqueleto (2) y proceso
inflamatorio (1) en glandula digestiva

Una vez identificado que los amplicones determinados correspondian a los
esperados (seccion 7.4.1), y considerando la participacion de glandula digestiva como
organo blanco para las toxinas DSP se decidi6 dar seguimiento a este tejido a nivel
molecular y tener un mejor entendimiento de la respuesta metabodlica del ostion.

El impacto de P. lima sobre C. gigas fue estudiado evaluando los cambios en las
tasas de expresion de siete genes involucrados en 3 procesos celulares importantes: 1)
citoesqueleto, en el que se consideraron los genes que codifican la Actina (act) y la B-
Tubulina (tub); 2) Inflamacién y apoptosis, en el que se considerd la Caspasa 1 (cpl) y 3)
genes involucrados en el control del ciclo celular, los factores proteicos p21, p55, p53 y el
factor de elongacion 2 (ef2). Los niveles de transcripcion de estos genes se determinaron en
gldndula digestiva de juveniles de C. gigas de 40-60 mm. El gen ef/-a fue utilizado para
normalizar el nivel de los transcritos ya que no se observaron diferencias significativas en
el nivel de expresion de este gen entre los organismos sin tratamientos y los tratados
durante los 10 dias que dur6 el experimento. Se descartaron actina y tubulina debido a que
presentaron variacion significativa en glandula digestiva y se decidié considerar sélo un
gen para normalizar los datos de expresion. El gen act exhibié un bajo nivel de expresion
durante los primeros 7 dias del tratamiento TR2, no mostrando diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (linea punteada). Sin embargo, a los 10 dias se
observo un incremento en la expresidon 2.5 veces mayor que el control (p<0.05), lo que
implica que el nimero de transcritos se incrementa con el tiempo de exposicion a P. lima
(Figura 10a). Por otro lado, durante la exposicién subcrénica al control positivo (s6lo P.
lima a una concentracién de 3 x10° cel mL™") la sobre-expresién de act inducida por la
presencia del dinoflagelado a partir de las 24 h de exposicidn, se mantuvo con significancia
estadistica hasta el dia 10 (Figura 10a). El gen fub tinicamente mostré sobre-expresion
estadisticamente significativa a las 24h de exposicion al TR2 y, posteriormente, a los 10
dias disminuy6 al nivel de transcripcion del control negativo (p<0.05) (Figura 10b). No

obstante, se observo un incremento estadisticamente significativo en la transcripcién del
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gen tubulina (3 veces, p<0.05) a las 24 y 72 h de exposicion al dinoflagelado s6lo (control
positivo) (Figura 10b).

Estos resultados revelan que la expresion de los genes de act y tub estd modulada tanto por
la presencia de P. lima asi como por el tiempo de exposicion al dinoflagelado. El gen cpl
se sobre-expresd 5 y 2 veces més en el TR2 que el control negativo (p <0.05) en los dias 3
y 7 respectivamente (Figura 10c). En este caso el efecto ocasionado por P. lima sobre C.
gigas en la transcripcion de cpl es claramente identificado. Adicionalmente, se observé una
sobre-expresion severa (19 veces mayor que en el control negativo, p<0.05) a los 3 dias de
exposicion, asi como una sobre-expresion sostenida durante los dias 7 a 10 en el control

positivo P. lima (Figura 10c).
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Figura 10. Andlisis qPCR de la expresiéon de genes relacionados con citoesqueleto y
proceso inflamatorio en glandula digestiva de C. gigas después de la exposicion a P. lima.
Paneles: a) actina (act), b) B-tubulina (fub) y c) caspasa 1 (cpl). Las barras representan la
desviacion estandar (SD) a partir del valor medio para cada muestra, normalizada con EFla
(gen de referencia), y el valor relativo de calibrador (linea de puntos); (p <0,05, asterisco)
son diferencias significativas.
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7.4.3 Perfil de expresion de genes relacionados con sintesis proteica (1) y regulacion del
ciclo celular (3) en gldndula digestiva.

Los organismos expuestos al tratamiento TR2 exhibieron un bajo nivel de
transcripcion del gen ef2, en los que una represion de la transcripcion estadisticamente
significativa (p<0.05) se identific6 a los 7 y 10 dias de exposicion (Figura 11a). En el
control positivo, se observé una franca sobre-expresion del gen ef2 a los 1 y 3 dias de
exposicion (p<0.05), sin embargo, a los 10 dias de exposicion el nivel de transcritos
disminuy6 al grado de considerarse como subexpresion (Figura 11a).

Para identificar el efecto de la exposicion de C. gigas al dinoflagelado téxico en términos
de la regulacién del ciclo celular y de esta forma entender la posible correlacién sobre el
efecto genotoxico del AO producido por P. lima, se cuantificé el nivel de transcripcion de
genes que participan en puntos claves de control y reparacion del dafio dentro de la
progresion del ciclo celular.

En el caso de los genes cafp55 y p21, el efecto del TR2 fue sobre-expresion en los dias 1y
3 del bioensayo y sub-expresion en los dias 7 y 10 (Figura 11b y d). Por otro lado, en el gen
cafp55 se observé un comportamiento similar en los organismos del control positivo (sélo
el dinoflagelado), en el que el nivel médximo de transcripcion se observé a los 3 dias de
exposicion, mientras que a los 10 dias no se detect6 expresion (Figura 11b). Por otra parte,
se observo sobre-expresion de p21 en el control positivo a las de 24 h de exposicion (1.5
veces superior al control) pero conforme se desarroll6 el bioensayo (dias 3, 7 y 10) fue
disminuyendo paulatinamente (Figura 11d). Los organismos bajo el TR2 presentaron sobre-
expresion de p53 24 h posteriores al inicio del bioensayo: el valor mds alto de expresion se
observé a los 10 dias (4 veces, p<0.05) (Figura 11c). En los dias 3 y 7 se observo cierto
grado de sub-expresidon, sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Un incremento significativo de p53 se identificé en el control positivo (sélo
P. lima) en el dia 3 (10 veces, p<0.05), disminuyendo en el dia 7 (pero ain 2 veces por
arriba del control) y sosteniéndose hasta el dia 10 (Figura 11c).

Estos resultados revelan que la expresion de los genes asociados a la estabilidad del
citoesqueleto, sefialamiento apoptético y de dafio celular por desregulacion del ciclo celular

en glandula digestiva de C. gigas fue modificada por la presencia de P. lima, y que estos
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cambios se pueden correlacionar con la presencia de la toxina en el dinoflagelado. Ademas,
la magnitud de la respuesta estd fuertemente correlacionada con el tiempo de exposicion

(p<0.05).
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Figura 11. Andlisis qPCR de la expresiéon de genes relacionados con la sintesis de
proteinas y la regulacion del ciclo celular en glandula digestiva de C. gigas expuesto a P.
lima. Paneles: a) factor de elongaciéon 2 (ef2), b) cafp55, c) p53 y d) p21 Las barras
representan la desviacion estindar (SD) a partir del valor medio para cada muestra,
normalizada con efla (gen de referencia), y el valor relativo de calibrador (linea de puntos);
(p <0,05, asterisco) son diferencias significativas.
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7.4.4 Comportamiento de alimentacion en C. gigas

Los ostiones tratados mostraron cambios inmediatos en su comportamiento
alimenticio después del primer contacto con P. lima. Durante las dos horas siguientes al
inicio del bioensayo, los organismos mostraron un cierre parcial de valvas con las dietas
mezcladas 1. galbana +P. lima (3 y 30 x10° cel mL™'; TR2 y TR3, respectivamente) y con
la dieta de s6lo P. lima (control positivo para la toxina). Posteriormente, estos mismos
organismos (TR2, TR3 y control positivo) produjeron pseudoheces activamente (datos no
mostrados), y después de las 6 h comenzaron a filtrar el alimento normalmente,
principalmente el TR2 (3 x10” cel mL™).
Los ostiones alimentados tnicamente con I. galbana (control negativo) mostraron un
comportamiento de filtracién normal al remover la microalga durante todo el bioensayo.
Este andlisis tuvo como objetivo monitorear la tasa de aclaramiento (TA) de los ostiones en
exposiciones unialgales (controles positivo y negativo), asi como determinar mediante la
TA la capacidad de filtraciéon de cada una de las especies proporcionadas en las dietas
mixtas (1. galbana + P. lima)
En la Figura 12 se muestran las TA de C. gigas bajo diferentes dietas después de 24 h de
iniciado el bioensayo (exposicion aguda). Los organismos del control negativo (solo I
galbana) mostraron una TA de 2 + 0.08, los del TR2 mostraron una TA constante (para 1.
galbana), similar al control negativo, mientras que en los organismos con el TR3 la TA
para I. galbana disminuyo significativamente a 1.75 (ANOVA, p<0.05). Por otra parte, en
los organismos del control positivo para la toxina (sélo P. lima) la TA de P. lima
disminuy¢ significativamente a 0.84 + 0.03, con el TR2 la TA disminuy6 a 0.75 + 0.05,
mientras que con TR3 la TA disminuyé a 0.55 * 0.04 siendo este tultimo cambio
estadisticamente significativo (ANOVA, p<0.05). Es importante destacar que la TA del
control positivo (dieta s6lo P. lima) fue similar al TR2 (3 x10* cel mL™"! de P. lima)
Los ostiones alimentados con el dinoflagelado (control positivo y tratamientos) mostraron
una baja actividad de alimentacion en comparacion con los alimentados con la microalga
no toxica (Figura 12). A las 24 h, los ostiones alimentados con I. galbana habian

consumido por completo a las microalgas, mientras que los alimentados con dinoflagelados
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téxicos no; no se registr6 muerte de organismos en las condiciones experimentales

empleadas.
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Figura 12. Tasa de aclaramiento de Crassostrea gigas alimentados con Prorocentrum lima
y/o Isochrysis galbana. El asterisco indica diferencias significativas después de 24 h de
exposicion entre el control negativo y los tratamientos (p < 0.05 en LSD de Fisher).

7.4.5 Alteraciones histologicas en C. gigas

Para determinar la existencia y/o nivel de dafio en algunos 6rganos de C. gigas
expuesto a P. lima, se realizaron andlisis histoldgicos de estomago y de glandula digestiva.
Para este andlisis los organismos seleccionados fueron los de los controles: a) negativo,

alimentado sélo con /. galbana, y b) positivo, alimentados s6lo con P. lima.
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Estéomago: el epitelio del estdomago consiste de una sola capa de células epiteliales ciliadas
y no ciliadas expuesto sobre una ldmina basal. En la Figura 13 se observa en los paneles
superiores parte del estomago (Es) de un ostién alimentado con la microalga 1. galbana
(control negativo), en el que no se identifica dafio epitelial (Es), la capa de células
epiteliales estd intacta y los cilios que rodean al epitelio por dentro del lumen del estomago
(LEs) aparecen sin alteracion (Figura 13a y b). Por otro lado, en los paneles inferiores
(Figura 13c y d) que corresponden a secciones de estémago de ostiones alimentados s6lo
con P. lima (control positivo) se observan claramente repliegues en el epitelio, lo que
resulta en la formacion de espacios dentro del mismo. Ademds, se observd penetracion
(infiltracién) de hemocitos (Hc) desde el espacio intersticial hacia el epitelio intestinal y el
lumen del estémago. Por tanto, es claro el dafio a nivel celular en los tejidos de los ostiones
expuestos al dinoflagelado; también se observé inflamacién asi como la pérdida de las

vellosidades del epitelio.

La gldndula digestiva o hepatopancreas: es una masa compacta que rodea al estdmago y a

gran parte del intestino. De acuerdo a Elston (1999), durante la alimentacidn, las particulas
son seleccionadas en el estdmago a través de ductos/conductos primarios que se ramifican
en multiples conductos secundarios que finalizan en masas de tibulos ciegos o diverticulos
digestivos. Los conductos digestivos presentan una forma externa redondeada con una luz o
lumen irregular con entrantes y salientes (forma de estrella), con un epitelio constituido por
una zona ciliada y otra no ciliada. Los tdbulos digestivos estin formados por dos tipos
celulares facilmente diferenciables: las células digestivas columnares con un sistema
lisosoémico digestivo muy desarrollado que participan en la digestién intracelular del
alimento, y las células basofilas triangulares, con abundante reticulo endopldsmico rugoso y
relacionadas con la sintesis de proteinas. En la figura 14a y b se muestra la glandula
digestiva de un ostién alimentado con solamente con I. galbana en donde se puede observar
la forma normal estrellada del lumen de la glandula. En estos paneles (14 a y b) es evidente
la anatomia normal de la glandula pues no se observa dafio en el epitelio ni pérdida en la
zona ciliada. En contraste, en la Figura 14 paneles c y d se identifica ficilmente el dafio en

la glandula digestiva de ostiones expuestos a P. lima. Se observa adelgazamiento y pérdida



59

de la integridad del epitelio que rodea la gldndula digestiva, asi como la ruptura de la zona

ciliada de algunos diverticulos digestivos, ademds de una severa infiltracion de hemocitos.
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Figura 13. Histopatologia de secciones transversales de estomago de C. gigas alimentado
con I. galbana (control negativo) a 200x (a) y 400x (b) aumentos, y con P. lima (control
positivo) a 200x (¢) y 400x (d) aumentos. Es, estomago: LEs, lumen del estémago; y He,
hemocitos. Técnica de tincién: HE.

Figura 14. Histopatologia de secciones transversales de glandula digestiva de C. gigas
alimentado con 1. galbana (control negativo) a 200x (a) y 400x (b) aumentos, y con P. lima
(control positivo) a 200x (¢) y 400x (d) aumentos. Gd, glandula digestiva; LGd, lumen de
la glandula digestiva; y He, hemocitos. Técnica de tincién HE.
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8. DISCUSION

8.1 Bioensayo de C. gigas de talla 3-5 mm

8.1.1. Respuesta de C. gigas en la alimentacion

De acuerdo a los resultados obtenidos, la exposicion al dinoflagelado téxico P. lima
representa una fuente de estrés para los ostiones, ya que mostraron como estrategias para
aumentar su capacidad de adaptacion a una alta concentracion de células en el ambiente, un
aumento de su tasa de filtracion y/o la produccién de pseudoheces. En otros estudios se ha
demostrado que la capacidad de adaptacion ingestiva de los ostiones, como la produccién
de pseudoheces, es un mecanismo pre-ingestivo relevante, ya que a través de €l no sélo se
evita exceder la capacidad de ingestion, sino también se facilita el proceso de seleccion de
particula por el que las particulas nutritivas menores pueden ser rechazadas resultando en
una mejora proporcional de la calidad de material (Cognie et al., 2001; Beninger et al.,
1999). Los estudios de rastreo de la viabilidad en el tracto digestivo, la cuantificacion de los
niveles de incorporacion y la determinacion de las tasas de consumo, han demostrado que
las toxinas DSP se acumulan en los tejidos de algunas especies de bivalvos, por ejemplo, el
76% de las toxinas DSP se encontraron acumuladas en glandula digestiva (Bardovil et al.,
1993; Bauder y Cembella, 2000; Bauder et al., 2001). En otros estudios realizados por
nuestro grupo, se demostré que bajo exposicion aguda (24 h) C. gigas responde con la
formacion de pseudoheces (Lopez Cuevas, 2013) y en términos de respuesta generalizada a
estrés, la expresion de ciertos genes clave demostré ser tiempo-dosis-dependiente a la

presencia de P. lima (Anexo II).

8.1.2 Andlisis de la expresion de genes de proteinas de estrés mediante RT-PCR

La respuesta celular al estrés oxidativo en las células eucariotas ha sido una
herramienta muy valiosa para investigar los mecanismos y la dindmica de la expresion
génica inducida (Lindquist, 1986). En el metabolismo celular aerébico normal, el oxigeno
se utiliza para diversas reacciones bioquimicas; sin embargo, genera especies reactivas de
oxigeno (EROs) que tienen una fuerte reactividad y potencialmente pueden interactuar con

otros componentes celulares (lipidos, proteinas, dcidos nucleicos). Las EROs originan
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reacciones de oxidacion en cadena, donde las enzimas antioxidantes juegan un papel
importante como medida de proteccion al dafo celular (Manduzio et al., 2005). Las
enzimas antioxidantes son utilizadas como biomarcadores de respuesta toxica en los
vertebrados, pero el impacto de toxinas marinas en moluscos y su acumulacién a través de
una respuesta genotdxica ha sido poco estudiada (Carvalho Pinto-Silva et al., 2005). Es
bien sabido que los moluscos cuentan con un mecanismo de proteccién celular dado por el
sistema antioxidante, con la participacién de proteinas tales como Glutation-S-transferasa,
proteina de shock térmico 70, glutamina sintetasa, superéxido dismutasa tipo Cu-Zn y
catalasa que aumentan sus niveles de expresion; por ejemplo, en C. gigas como una
respuesta ante factores de estrés ambiental y/o quimico (Hamdoun et al., 2003; Tanguy et
al., 2003; Boutet et al., 2004b; David et al., 2005; Tanguy et al., 2005; Farcy et al., 2008a).
Existe mucha informacién publicada sobre el comportamiento y la respuesta fisioldgica de
varias especies de bivalvos expuestos a algas toxicas y del papel de las enzimas
antioxidantes como la primera linea de defensa celular (Manduzio et al., 2005; Hégaret et
al., 2007; Tran et al., 2010). Sin embargo, a nivel molecular, la expresiéon de genes de
respuesta a estrés generado por florecimientos algales nocivos (FAN) no estd bien
documentada. En este trabajo se emulé una condiciéon simplificada de los bivalvos
expuestos a FAN en su ambiente natural, con el fin de aislar y combinar los dos principales
factores que consideramos pueden afectar en mayor grado la salud de los organismos:
tiempo de exposicion y la concentracion celular del dinoflagelado téxico. Al considerar que
el tiempo de exposicion en un evento FAN es variable (puede oscilar de horas a dias,
llegando incluso hasta los 100 dias), se establecieron dos escenarios de exposicion: (1)
exposicion aguda (<24 h), con el fin de obtener informacién acerca de la respuesta
inmediata de los organismos en presencia del dinoflagelado téxico, y (2) exposicién
subcrénica (> 24 h, < 15 dias), en la que se pretendié determinar el efecto acumulado en un
escenario de un evento de larga duracion.

En el ambiente natural la duracidon de estos eventos estd directamente influenciada por el
clima y las condiciones hidrograficas (Anderson, 2007). Por otra parte, se ha encontrado
que la concentracién normal de P. lima en el mar es de alrededor de 1 a 2 cel mL" y puede

alcanzar hasta 30 o 40 cel mL™" sin causar efecto aparente (Bauder et al., 2001). No
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obstante, en un evento de FAN la concentracion de células puede oscilar entre 500 a 1000
cel mL™, pudiendo causar la discoloracién del agua y, por tanto, los efectos patolégicos que
se mencionaron anteriormente. De estos, el mds simple es la anoxia, pero cuando el evento
implica especies toxicas y sucede la incorporacion de las toxinas en la cadena tréfica, en los
casos mds extremos suceden mortalidades masivas de organismos como moluscos,
crustdceos, peces, aves y mamiferos marinos (Zingone y Enevoldsen, 2000). Al considerar
la concentracién celular como una variable, los escenarios planteados fueron: (1) una baja
concentracion (TR1) en la que se observd un efecto débil; (2) una concentracién que
produjo la discoloracion del agua (TR2), y (3) una concentracién alta (30 x10°, TR3) en la
que se observaron efectos claros, correspondiendo con los reportes de que la concentracion
celular pueden causar muertes masivas de organismos en el ambiente (Hallegraeff, 1995,
Alvarez-Cérdenas, 2009). Por tanto, se considerd un estudio en condiciones de laboratorio,
para determinar la respuesta génica de C. gigas expuesto a P. lima a través de un andlisis
comparativo de la expresion de cuatro genes de respuesta al estrés en los dos escenarios de
tiempo de exposicion y tres concentraciones celulares de dinoflagelados téxicos (Figura 5).

En el 2008(a), Farcy et al. observaron que las HSP muestran respuestas fuertes a través de
cambios en los niveles de ARNm en ostiones estresados por calor, lo que confirma que la
familia HSP estd implicada en la respuesta celular a muchos factores de estrés ambientales
y fisiolégicos. La HSP70 es una proteina que interactia con diversas proteinas-sustratos
participando en el plegamiento de proteinas, jugando un papel critico durante el estrés
celular. A su vez, las quinasas regulan la funcién de las HSP, caspasas y otras proteinas que
participan en eventos de remodelacion durante la replicacion de los cromosomas y cambios
en la estructura celular y, por tanto, estdn relacionados con el crecimiento celular. En C.
gigas se observo una respuesta inmediata de sobre-expresion de Asp70 en los TR1 y TR2
(0.3 x10% y 3 x10° cel mL™" de P. lima, respectivamente), pero posteriormente (3 a 24 h) se
observé una disminucion de la expresion. En nuestro modelo de estudio, la exposicion
subcronica de P. lima (> 72 h hasta 336 h) en los TR1 y TR2 promovi6 la expresiéon de
hsp70, indicando que bajo condiciones de exposicion prolongada, se produce un estado de
estrés que exige una respuesta de adaptacion y/o compensacion, con la que se restaurard la

homeostasis celular y, por ende, la supervivencia celular. Sin embargo, lo anterior no se
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observé bajo condiciones de concentracion extrema tal como TR3 (30 x10° cel ml™). Con
el andlisis de estos resultados se confirmé que la Asp70 es un elemento que participa
activamente en respuesta al estrés, y que muestra ser inducible con respecto al tiempo de
exposicion y la dosis de P. lima, actuando como estresor.

La familia de las glutation-S-transferasas (GST) juega un papel muy importante en el
sistema de defensa celular y en los procesos de detoxificacion de una amplia variedad de
compuestos xenobidticos. Esta familia de isoenzimas cataliza la conjugacién del glutation
con una variedad de compuestos electrofilicos carcinogénicos, metales citotoxicos y
detoxificacion de productos de reacciones de oxidaciéon. Se ha documentado que GST
participa activamente en la remocion de hidrocarburos y pesticidas en C. gigas,
demostrando una fuerte expresion tejido-especifica relacionada a su vez con el tiempo y el
tratamiento (Boutet et al., 2004a). En este trabajo, los tratamientos TR1 y TR2 provocaron
la represion del gen que la codifica, particularmente bajo exposicion aguda y hasta las 72 h
en la exposicion subcréonica. Después de 168 h de exposicion la expresion de gst en C.
gigas no mostrd diferencias significativas comparado con el control, pero estas diferencias
fueron estadisticamente significativas en otros tiempos de muestreo (Figura 5). Este
comportamiento puede interpretarse como una respuesta compensatoria a través de la
expresion del gen gst debido a la exposicidn subcrénica de la condicién de estrés generada
por la dosis del dinoflagelado. Ademas, a las 336 h se determiné un alto nivel de expresion
en ambos tratamientos (TR1 y TR2), confirmando que la condicién de estrés sobre los
organismos es inducido por las condiciones experimentales. Por otro lado, el tratamiento
TR3 causé la represion del gen gst en ambas fases del bioensayo (agudo y subcrénico)
(Figura 5). Considerando que el mecanismo de defensa de C. gigas depende de la presencia
de proteinas funcionales en cantidades adecuadas, se deduce que la capacidad para
responder a estresores ambientales después de un evento FANs puede estar sensiblemente
disminuida. En este caso, la presencia o ausencia de transcritos del gen gst puede funcionar
como un biomarcador de situacion de estrés en C. gigas.

La glutamina sintetasa (GS) es una proteina de respuesta a estrés que ha sido estudiada en
diversas especies de moluscos bivalvos, principalmente como gen monitor ante la presencia

de pesticidas e hidrocarburos (Boutet et al., 2004a). En este trabajo, encontramos que en C.
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gigas, P. lima no tiene un fuerte efecto sobre la transcripcion de este gen, ya que su
expresion no presentd variacion significativa dosis-tiempo-dependiente a las 168 h de
exposicion. Sin embargo, a los 14 dias (336h) de exposicion al dinoflagelado se observo
sobre-expresada tanto en TR1 como en TR2, lo que puede relacionarse con una respuesta
adaptativa (Figura 5). Esto si consideramos que GS es un gen constitutivo, pero inducible
bajo la presencia de un factor de estrés como podria ser el tiempo-dosis de P. lima.

La enzima GS participa en la fijaciéon de amonio y en la biosintesis de glutamina para la
excrecion de amonio, lo que concuerda con lo observado por Garcia-Lagunas y Herndndez-
Saavedra (2013, sometido PlosOne) en un modelo experimental similar (con Gymnodinium
catenatum, productor de toxina paralitica —PSP-). En este trabajo, se midi6 la excrecion de
amonio durante 24 h pero no se encontraron variaciones de pH o en la concentracién de
amonio en el agua. Por tanto, cuando los ostiones juveniles estin en condiciones
experimentales de estrés prolongado activan su metabolismo para la eliminacién de
amoniaco, que de otra forma podria generar citotoxicidad y pérdida de la homeostasis
celular, con una amplia variedad de efectores moleculares como la compensacion de la
glutamina sintetasa, entre otros.

Superéxido dismutasa tipo Cu-Zn (SOD), en este estudio, se observd la represion de la
expresion del gen que codifica sod en los ostiones expuestos a P. lima, s6lo en el TR2 (3
x10” cel mL™") (tiempo cero) se registré un aumento significativo en la expresién como una
respuesta inmediata a la presencia de este agente estresante (Figura 5). Considerando que la
SOD es una enzima con un papel clave en la cascada de proteccién contra especies
reactivas de oxigeno (EROs), y a la luz de nuestros resultados C. gigas no tiene la
proteccion contra el dano celular que las EROs pueden generar a sus macromoléculas; el
resultado puede ser la vulnerabilidad (secundaria) a enfermedades infecciosas o cambios
ambientales, que al igual que otros bivalvos carecen de respuesta inmune especifica
(Lacoste et al., 2002; Manduzio et al., 2005; Renault, 2008). Aunado a esto, la disminucién
de la expresion de SOD afecta la capacidad fagocitica, que se incrementa por el estrés y es
el primer mecanismo de defensa mediante el cual los moluscos y otros invertebrados
neutralizan la ingestion de patégenos (Coyne, 2011). En este trabajo, la expresion

observada en los genes implicados en la sintesis de proteinas antioxidantes sugieren que P.
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lima provoca un desequilibrio metabdlico (o la pérdida de la homeostasis celular) tiempo-
dosis-dependiente, lo que puede hacer a los ostiones vulnerables a la invasién por
patégenos oportunistas presentes en el hdbitat marino y/o para otros contaminantes
subyacentes (pesticidas, policlorobifenilos, etc.).

En este trabajo se observé que el umbral de toxicidad de P. lima a C. gigas se da a los 14
dias de exposicién a una dosis diaria de 30 x10° cel mL" (TR3) (Figura 2). En las
condiciones anteriores se determind en los ostiones un estado patolégico dado por la
represion de la expresion de los genes 28S, GS, HSP70, GST y SOD, lo que resulté en un
dafio a su integridad significativo e irreversible. Este hecho confirma las observaciones de
Vasconcelos et al. (2010), quienes sefialan que las toxinas producidas por dinoflagelados
afectan a la integridad de los organismos acudticos en las primeras fases de desarrollo, ya
que los invertebrados marinos no tienen sistemas enzimadticos eficaces para la
desintoxicacion, haciéndolos mds susceptibles debido a sus altas tasas metabdlicas.

De los genes de respuesta a estrés analizados, en este estudio se encontrd que s6lo cuatro de
ellos participaron en la respuesta inmediata de C. gigas cuando se expone a P. lima
(identificado como tiempo cero, figura 2). Por otra parte, se observd que su expresion esta
regulada durante la adaptacion del organismo a la condicién experimental, que se indica a
través de su tasa metabdlica disminuida. A los 14 dias (dependiendo de la dosis) se observé
una induccién de la expresion, que puede ser interpretada como un mecanismo de
compensacion a la desestabilizacién metabdlica expresada a través de los niveles de ARNm

durante la exposicién del ostion al dinoflagelado téxico.

8.1.3 Andlisis de la expresion diferencial génica de proteinas de regulacion del ciclo
celular mediante y respuesta inmune RT-PCR y gPCR

En C. gigas, se ha reportado un grupo de genes cuya expresion se regula en
respuesta a agentes quimicos y a factores ambientales de estrés entre los que destacan p21,
CAFp55, EF2 y LGBP (Hamdoun et al., 2003; Tanguy et al., 2003; Boutet et al., 2004;
David, 2005; Tanguy et al., 2005; Farcy, 2008a). Se ha sugerido que las reacciones
acopladas de fosforilacion-desfosforilacion son uno de los puntos centrales del mecanismo

de control del ciclo celular, donde los reguladores clave de las transiciones del ciclo celular
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son las ciclinas dependientes de quinasas (CDK) (Aguda, 1999). Actualmente, la via de AO
(ej. la inhibicién de la protein-fosfatasa) se reconoce como un proceso bioquimico general
sobre la promocién de tumores a través de su acumulacién en los érganos digestivos de los
mariscos que se alimentan por filtraciéon (Fujiki et al., 1997). En la mayoria de los
organismos, la expresion de los genes p21, CAFpS5 y EF2 se clasifican en las vias
dependientes del ciclo celular (Arima et al., 2004).

El p21 es un gen supresor de tumores que controla la sucesién de la fase G1-S en el ciclo
celular (Mirzayans et al., 2012); nuestros resultados mostraron que la desregulacién en la
expresion de p21 es tiempo-dosis dependiente. Su et al. (2004) encontraron que los niveles
de p21 en las células estdn controlados por la proteina p53 (supresor de tumores).
Gonzdlez-Romero et al. (2012) encontraron que la activacién de la via de sefalizacion de
pS53 se debe a agentes que daiian el ADN, lo que resulta ya sea como una activacién del
punto de control del ciclo celular para promover la supervivencia celular o una muerte
celular via apoptosis. Las toxinas producidas por P. lima, que son responsables de la
intoxicacién por mariscos conocida como sindrome diarreico (DSP), estdn representadas
principalmente por el AO (Pistocchi et al., 2012) que inhibe la serin/treonin-protein
fosfatasa tipos PP1 y PP2A (Bailojan y Takai, 1988), lo que resulta en la hiperfosforilacién
de la proteina p53 (Vale y Botana, 2008; Milczarek et al., 1999). Estas observaciones
concuerdan con regulacion del metabolismo y el ciclo celular, y la coordinacién de la
expresion génica observada con el TR2 a las 168 h y 336 h bajo estd condicién
experimental (Figura 3a y b). Los genes relacionados con la regulacién del ciclo celular y la
traduccién proteica (p21, CAFpS5 y EF2) presentaron una baja expresion (fue detectada
por el método semi-cuantitativo, pero fue confirmada por qPCR) (Figura 3a, b y c¢). Se
demostré que las células de C. gigas fueron afectadas en relacién a la pérdida del control de
la progresiéon en el ciclo celular (o la funcién apoptética) por el efecto de las células
toxicas. Las consecuencias podrian ser una desregulacion transcripcional o una replicacion
anormal por pérdida de la coordinacién entre la replicacion de ADN vy la progresion del
ciclo celular, en cualquier caso, la inestabilidad del genoma resulta como una caracteristica

de las células tumorales (Carvalho Pinto-Silva et al., 2005).
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El factor de ensamblaje de la cromatina subunidad p55 (CAFpS5) es una parte importante
de la funcién de las histonas, estdn implicadas en el mantenimiento de la integridad y
regulacién transcripcional del genoma. Teniendo en cuenta que el AO es un potente
promotor de tumores con efecto aneugénico y clastogénico del material hereditario, mas
notablemente por roturas en el ADN vy alteraciones en los mecanismos de reparacion del
ADN (Valdiglesias et al., 2010). Recientemente, la presencia de variantes de histonas
involucradas en la reparacion de la cromatina y la especializacion de ADN se ha puesto de
manifiesto en los mejillones y las almejas con base en pruebas de genotoxicidad del AO en
el medio marino (Gonzalez-Romero et al., 2012). Es consistente con nuestros resultados
sobre la posible participacion de CAFpS55 en el proceso de replicacion del ADN, en
particular con altos niveles de transcritos que muestran una division celular descontrolada,
probablemente causado por el elevado nimero (y persistencia) de P. lima en la fase
subcrénica (Figura 3b).

El factor de elongacion 2 (EF2) esta involucrado en el proceso de traduccion en células
eucariotas y es dependiente de GTP, por tanto, la fosforilacion de este factor se asocia
directamente con la tasa de estimulacién para elongaciéon de la cadena peptidica. La
velocidad de traduccion es controlada por la fosforilacién en varios residuos de serina y
treonina (Browne y Proud, 1989); por tanto, el EF2 en estado de fosforilacién podria
interferir con la capacidad de éste para interactuar de forma constructiva con el ribosoma.
En nuestro escenario, inhibidores de la protein-fosfatasa contenidos en el dinoflagelado
provocan un incremento en la tasa de expresion del gen ef2 o bien la hiperfosforilacion
induce una acumulacién e indirectamente la inhibicion de la sintesis de proteinas. Nuestros
resultados estdn de acuerdo con las observaciones de Redpath y Proud (1989) quienes
estudiaron el mismo fenémeno, pero en un modelo de lisados de reticulocitos de conejo y
acido okadaico (AO). Por tanto, nuestros resultados nos permiten suponer que el efecto
primario del AO en la inhibicion de la elongacion en la sintesis de proteinas, aparentemente
resulta de la mayor sensibilidad de desfosforilacion de EF2. Sin embargo, este trabajo
representa s6lo una pequefia contribucion a la comprension de los mecanismos del efecto
(més precisamente, los efectos) de C. gigas expuesto a P. lima tratando de emular en

condiciones de laboratorio un evento natural de marea roja. La disminucion de la expresion
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tiempo-dosis-dependiente fue observada después de 168 h, lo que sugiere que hay una
obstruccion obvia en la sintesis de proteinas del ostion (Figura 3c). Ademds, también
mostraron bajos niveles de expresion después de 168 h de exposicidon las respuestas
cuantificadas de p21 y CAFpS5S5, por lo que es evidente una baja regulacion de la progresion
del ciclo celular. Con lo anterior, podemos suponer que la desregulacién de los puntos de
control del ciclo celular puede provocar una disfuncion y la muerte celular o, al menos, una
mayor susceptibilidad a las perturbaciones ambientales, tales como agentes que dafian el
ADN (genot6xicos).

En los moluscos y otros invertebrados, los mecanismos de defensa del huésped y la
homeostasis son componentes claves modulados por el sistema inmune innato (Mydlarz y
Harvell, 2006). Los organismos distinguen entre lo propio y lo extrafio a través de los
receptores de reconocimiento, entre los que destacan proteinas de unién a lipopolisacarido-
B-1,3-glucano (LGBP). Estas moléculas pertenecen a diferentes familias de proteinas intra-
y extra-celulares con funciones pleiotropicas de reconocimiento de los patrones
moleculares asociados de patdégenos (Philipp et al., 2012; Guo et al., 2004; Kanneganti et
al., 2007; Huan et al., 2010), que en la respuesta inmune de organismos adultos actian
como receptores de reconocimiento de unién a lipopolisacaridos.

Los niveles de expresion LGBP se muestran graficamente en la Figura 3d, donde son
evidentes las diferencias entre los tratamientos y el control, mientras que no hay diferencias
entre tratamientos, lo que indica que P. lima estimula la transcripcion de LGBP en C. gigas
independientemente del nimero de células dinoflagelado. Posteriormente, se observd una
subexpresion hasta 336 h en TR1 y TR3; como en todos los genes presentados previamente
se observé sobreexpresion en TR2 a partir de la hora 6 y hasta las 168 h de exposicién con
una disminucién final a las 336 h (etapa subcrénica ), particularmente notable en TR2
(Figura 1d). Nuestros resultados son consistentes con las investigaciones de Philipp et al.
(2012) y sus hallazgos en Mytilus, donde encontraron que su sistema inmune tiene un
complejo repertorio de receptores de reconocimiento innatos. Nosotros asociamos la baja
expresion de LGBP a las 336 h de exposicién con una pérdida de la homeostasis celular en
los ostiones, asi como a una manifiesta inestabilidad metabdlica irreversible. La

observacion de la expresion de LGBP tiempo-dependiente en C. gigas expuestos a
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diferentes concentraciones de P. lima y la sub-expresion a partir de la exposicion temprana,
indican que LGBP no sélo se comporta como un gen constitutivo, sino que también es
inducible de acuerdo a la temporalidad de la condicién de exposicidn (aguda y subcrénica),
Se confirma ademads la participaciéon de LGBP, que juega un papel critico en la interaccién
C. gigas-P. lima, ademds de lo comprobado como un importante receptor de
reconocimiento de patrones para respuesta inmune sistémica.

La figura 2 muestra una caida consistente en el nivel de expresion de los genes analizados
en todos los tratamientos a las 6 h de exposicion; este comportamiento particular puede
asociarse con dos fendmenos: el comportamiento de cierre temporal de valvas
documentado en moluscos para evadir las condiciones ambientales desfavorables (tipo de
alimento, depredadores, parametros fisico-quimicos, etc.), y por la disminucién en su tasa
metabdlica por una baja actividad de filtracién. Tran et al. (2010) midieron y documentaron
este comportamiento de C. gigas expuesto bajo condiciones experimentales a Alexandrium
minimun, ellos encontraron que los moluscos reducen su metabolismo y que el principal
factor para la reapertura de las valvas es la anoxia y la acumulacion de metabolitos
secundarios, por lo que el ostion demanda recuperar su capacidad de filtracién y ademas
necesita comer y respirar. Por esta razon, en nuestras condiciones experimentales hasta 3 h
de exposicion, el efecto de la presencia de dinoflagelado es apenas perceptible (C. gigas
reconoce P. lima como alimento inapropiado, de hecho durante este periodo se neutraliza
por la formacién de pseudoheces). S6lo a partir de 12 h de exposicion fue observado un
claro efecto de P. lima en la expresion de los genes analizados.

Adicionalmente, en bioensayos de laboratorio, se encontré que C. gigas selecciona su
alimento a partir de una mezcla de las microalgas 1. galbana, Gymnodinium catenatum 'y P.
lima (Lopez-Cuevas, 2013), donde se encontrd selectividad y preferencia por la ingestion
de G. catenatum e 1. galbana, siendo P. lima eficazmente filtrada después de 3 a 6 h de
exposicion; ambas observaciones explican en gran medida el comportamiento observado en
la expresion de los genes estudiados en relacidn con el tiempo de exposicion.

Por otra parte, y contrariamente a lo que esperdbamos, no se observé un comportamiento
proporcional en C. gigas en respuesta al efecto de la concentracion de células de P. lima.

Sin embargo, los resultados obtenidos se pueden explicar de la siguiente manera: P. lima a



71

una concentracién de 0.3 x10°cel mL™ (TR1) es imperceptible a simple vista en un cuerpo
de agua y tiene un efecto moderado en los ostiones, lo que no compromete su supervivencia
(ya que s6lo se observa un aumento transitorio de la expresiéon -de 24 a 72 h-) y se
comporta de manera similar al control. En el caso del TR2 (3 x10° cel mL™") que
corresponde a una densidad celular que causa la discoloracidn visible de la masa de agua, el
aumento sostenido en la expresion de los genes analizados después de 6 h de exposicion
indica que la presencia del dinoflagelado tiene un efecto perjudicial (Figura 2). Dicho
efecto se compensa con el incremento en la tasa de transcripcion de genes relacionados con
el ciclo celular, a diferencia de los genes de respuesta al estrés que son expresados de forma
inmediata (gs, gst y hsp70) como lo observado (Anexo II). A pesar de la lesion, el
desequilibrio es irreversible, ya que al final del bioensayo (336 h) y hasta las 408 h post-
bioensayo (17 dias) la mayor parte de los organismos murieron (= 40%). En los organismos
expuestos al TR3, el dafio causado por P. lima (y en particular el efecto de la AO) es
irreversible; la reduccion en la expresion de los genes analizados puede interpretarse como
el inicio de un proceso de muerte de los organismos. Sar et al. (2002) reportaron que de 0,1
y 1 x 10° cel mL' de Dinophysis ylo Prorocentrum (productores DSP) causan
manifestaciones de la presencia de toxinas en los moluscos bivalvos, y en TR3 P. lima esta
muy por encima de este rango de toxicidad. Con base en lo que se discuti6 anteriormente,
basicamente a partir de mediciones de la expresion por la técnica semi-cuantitativa (RT-
PCR), se realizaron determinaciones de expresion cuantitativa (qPCR) sobre los
organismos sometidos al TR2 (3 x10° cel mL'l) a las 72, 168, y 336 h de exposicion, la
figura 4 muestra los resultados que concuerdan con los obtenidos a partir de la técnica

semi-cuantitativa (Figura 3).

8.1.4 Validacion de genes de referencia

La PCR en tiempo real es una herramienta precisa para la medicién de la expresion
génica. Este método requiere un control interno (o también conocido como gen de
referencia), con el fin de normalizar la expresion génica y asi eliminar el error debido a las
variaciones experimentales como: variabilidad intrinseca de ARN, impurezas durante la

extraccion de ARN, diferencias en la transcripcion reversa, error de pipeteo y eficiencias de
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amplificacion de la PCR (Bustin et al., 2005). La expresion de los genes de referencia
(GRs) debe ser estable durante el experimento, por tanto, el estudio de la estabilidad de la
expresion de estos genes se recomienda antes de la cuantificacion de los genes de interés
por PCR cuantitativa (Dheda et al., 2005; Bustin et al., 2010).

Los genes de referencia seleccionados estdn involucrados en el metabolismo ribosomal
(28S), la estructura del citoesqueleto (ACT, TUB ), el metabolismo de los carbohidratos
(GAPDH) vy el proceso de sintesis proteica (EF1-a). Estos cinco genes de referencia
utilizados en el presente estudio, han sido previamente seleccionados y analizados en
diferentes estudios. El gen GAPDH se utiliza con frecuencia como un GR en humanos
(Barber et al., 2005) o plantas (Barsalobres-Cavallari et al., 2009). La expresion de este gen
fue inestable en nuestro experimento por lo que se demostrd que es inadecuado utilizarlo en
la normalizacién de los datos. GAPDH estd implicado en la exportacion nuclear de ARN, la
replicacion y reparacion del ADN, fusién de membranas de exocitosis, la organizacion del
citoesqueleto y la actividad fosfotransferasa (Bustin, 2002). Cho et al. (2008) demostraron
que la expresion de 2 isoformas de GAPDH de Oplegnathus fasciatus fue inestable y
modulada en respuesta a las infecciones bacterianas y virales.

EF1-a es un miembro de la familia de proteinas G, y una de las cuatro subunidades que
componen el factor de elongacion 1 en eucariotas (Browne y Proud, 2002; Ejiri 2002 que
juega un papel clave en la traduccién de proteinas. Araya et al. (2008) demostraron que
este gen, fue un gen de referencia adecuado durante un reto in vitro de hemocitos de Mya
arenaria con Vibrio splendidus. Morga et al. (2010), analizaron la expresién de genes de
referencia en hemocitos sanos o infectados con el protozoario Bonamia ostreae de Ostrea
edulis; ellos encontraron que GAPDH y EF1-o fueron los genes mds estables utilizando el
algoritmo de GeNorm y NormFinder. En peces como el salmén del Atlantico, el EFI- a
fue identificado como el gen més estable en tejidos sanos o infectados con virus (Jorgensen
et al., 2006). Este gen también se reporté como el mds estable durante el desarrollo de las
larvas de los peces planos Solea senegalensis (Infante et al., 2008) y durante el desarrollo
larvario de la lubina europea Dicentrarchus labrax (Mitter, 2009). Estos estudios
concuerdan con el presente trabajo donde encontramos al EF1-a como uno de los genes

mas estables.
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El gen de la actina se utiliza comtiinmente como gen de referencia en los ensayos de qPCR,
el andlisis de nuestros resultados lo muestran como el tercer gen mds estable, que podria
incluirse para normalizar los datos. Morga et al. (2010), sugieren que el parasito B. ostreae
afecta a la expresion de B-actina que fue el gen menos estable; dicho gen estd implicado en
la estructura del citoesqueleto y desempefia un papel fundamental en la fagocitosis y la
encapsulacion.

Los genes ribosomales son conocidos porque tienen un alto nivel de conservacion de
nucleédtidos a través de taxones. Xue et al. (2010), encontraron que el 28S fue el gen mas
estable. Sin embargo, en el presente estudio la expresion de 28S fue variable, por tanto, no
cumple con el requisito para ser un buen gen de referencia. Du et al. (2013) demostraron
que los genes ribosomales como la proteina ribosomal L7 (RL7) y el gen 18S ARNr (RS18)
podrian ser utilizados como controles internos para el estudio de la expresion génica en las
larvas de ostion del Pacifico con crecimiento normal e infectadas con el virus (OsHV-1).
Nuestros andlisis GeNorm y NormFinder, mostraron al gen de f-fubulina (tub) como uno
de los genes mads estables. Las tubulina-o y B son proteinas estructurales que forman los
microtibulos del citoesqueleto, cuyas propiedades son diferentes en funcién de las
modificaciones postraduccionales de las proteinas en el extremo C-terminal (Hammond et
al., 2008; Kierszenbaum, 2002). En este trabajo, los tres diferentes enfoques analiticos
utilizados (GeNorm, NormFinder y BeesKeeper) mostraron resultados concordantes,
indicando que fub fue uno de los genes mas estables (Figura 6 y 7). Sin embargo, sélo
NormFinder y BeesKeeper concuerdan que el siguiente gen mads estable es gapdh, a
diferencia de GeNorm que mostrd a efl-o. como el mds estable. No obstante, la mayoria de
estudios recomiendan el algoritmo de GeNorm para seleccionar el gen adecuado para la
normalizacién. El andlisis GeNorm mostré que el nimero 6ptimo de genes de referencia
para el presente estudio son tres, al igual que Vandesompele et al. (2002) sugieren que en la
mayoria de los casos tres o menos genes de referencia es el nimero 6ptimo para una

estrategia de normalizacién valida.
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8.2 Bioensayo de C. gigas tejido-especifico talla 40-60 mm: gldndula digestiva

8.2.1 Eficiencia de amplificacion de oligonucleotidos diseiiados para RT-PCR: expresion
tejido-especifico.

Primeramente se realiz6 una seleccidn semi-cuantitativa del nivel de expresion de cada gen,
agrupado en procesos de sefializacion metabdlica seleccionados (Tabla I), para inferir una
respuesta fisiolégica integrada. En los cinco tejidos seleccionados (hemocitos, génada,
musculo, branquia y gldndula digestiva) se examind la expresion de cada gen (Figura 8).
Con lo anterior se determiné qué grupo de genes de sefializacion celular se analizarian en
cada uno de esos tejidos (Figura 9), observdndose que los mds activos en relacion a la
seleccién anterior fueron branquia y glandula digestiva. Por tanto, la seleccion cuantitativa
mediante q-PCR se realiz6 en dos procesos de respuesta celular importantes como son

genes relacionados a citoesqueleto y genes involucrados en el ciclo celular.

8.2.2 Andlisis de la expresion diferencial génica de proteinas del citoesqueleto, caspasa,
proteinas de regulacion del ciclo celular mediante gPCR.

El efecto de la exposicion de P. lima por 10 dias, especificamente sobre expresion
diferencial de genes relacionados con citoesqueleto, apoptosis y control del ciclo celular
fueron evaluados en glandula digestiva de organismos de C. gigas (talla 40-60 mm).
Aunque muchos estudios han evaluado el efecto de las algas nocivas y sus toxinas sobre el
sistema inmune de bivalvos (Franchini et al., 2010; Mello et al., 2012), sus respuestas
fisiolégicas y de comportamiento (Gainey y Shumway, 1988) las interacciones bioldgicas
entre las algas toxicas y los bivalvos todavia no son claramente entendidas, sobre todo a
nivel molecular. En este estudio fue evaluada la respuesta molecular en las células de
glandula digestiva de C. gigas, siendo el 6rgano blanco en la bioacumulacién del
dinoflagelado y la toxina polietérea, dcido okadaico (AO) producida por P. lima. En un
estudio realizado por Bauder et al. (2001), encontraron que el AO y sus derivados fueron
detectados en diversos tejidos de Argopecten irradians. Rossignoli y Blanco (2008)
demostraron que esta toxina se absorbe preferencialmente en fase acuosa y es acumulada y
transformada principalmente dentro de células de glandula digestiva en ciertos bivalvos.

Tanto el AO como algunos de sus derivados actian inhibiendo las protein-fosfatasas
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serina/treonina, especialmente PP2A (Cohen, 1989; Fujiki y Suganama, 1993). Estas
enzimas estin implicadas en los procesos de desfosforilacion de los residuos de la
fosfoserina y fosfotreonina de los substratos proteicos y por tanto en la regulacién del
metabolismo celular, replicacion del ADN, transcripciéon, progresion celular,
diferenciacion, desestabilizacion gendmica e incluso oncogénesis (Ten-Hage et al., 2000;
Vanden Heuvel, 2002). La hiperfosforilacién causada por la inhibicion de la actividad de
las protein fosfatasas serina/treonina, afecta a la secreciéon de Na+ y a la permeabilidad de
los fluidos de las células intestinales, de ahi el efecto diarreico de estas toxinas (Cohen et
al., 1990). También se han determinado y estudiado significativamente los efectos crénicos
que tras una exposicion prolongada al grupo de toxinas polietéreas, les confiere carcter de
promotores tumorales y carcinogénicos (Fujiki et al., 1988; Fujiki y Saganama, 1999; Ten-
Hage et al., 2000). El impacto en humanos asociada a la toxicidad crénica de las toxinas
DSP como promotores tumorales y componentes mutagénicos no ha sido adecuadamente
estimado (Cordier et al., 2000). Cruz et al. (2013) dedujeron el posible mecanismo de
absorcién del AO en células de glandula digestiva, haciendo alusion a las caracteristicas de
hidrofobicidad que presenta la molécula y la formacién de estructuras diméricas acopladas
a ciertos iones, lo que facilita su difusion e incrementa la permeabilidad de la membrana en
estas células. Lo anterior es importante y se correlaciona con la expresion diferencial
detectada en nuestra investigacion, ya que el tiempo de exposicion a P. lima en fase
subcrénica con dosis diaria, impacta en la desregulacién de proteinas del citoesqueleto y
factores transcripcionales relacionados con progresion del ciclo y reparacion del dafio
celular (Figura 10 y 11).

Actina y tubulina son las principales proteinas globulares del citoesqueleto en células
eucariotas, y ambas tienen una propiedad comin que es formar estructuras reversibles en
polimeros largos y flexibles, filamentos de actina y microtibulos, respectivamente. Ambas
proteinas juegan un papel importante en una variedad de funciones celulares (Eriksson et
al., 1992). Por otro lado, se ha encontrado un nimero emergente de citotoxinas de origen
marino para unirse ya sea a actina o tubulina, lo que resulta en la inhibicién o mejora de la
polimerizacién. El 4cido okadaico se ha demostrado que estimula la motilidad celular,

perdida de estabilidad de adhesion y una consecuente pérdida de organizacién del
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citoesqueleto (Vale y Botana, 2008), todo lo anterior atribuible a la bien documentada
interaccion de las toxinas DSP con las serin-treonin fosfatasas. Con nuestros resultados
podemos inferir que bajo la condicién experimental probada en el presente trabajo, el dcido
okadaico no sélo se une a los filamentos de actina y microtibulos, sino que también a nivel
de expresion de los genes de act y tub; la presencia de P. lima provoca una desregulacion
en su concentracion de transcritos conforme transcurre el tiempo de exposicion, el punto
maximo se observé a los 10 dias (Figura 10a y b).

Nosotros corroboramos que la expresion de ACT es afectada por el tiempo de exposicion y
C. gigas responde de manera compensatoria a los 10 dias, en la posible pérdida de la
homeostasis, ya que los filamentos de actina participan en mantener el orden de
localizaciéon y organizacion de organulos celulares (Vale y Botana, 2008). Ademads, se
observa una sobre-expresion inducida por la sola presencia de P. lima (control positivo), el
resultado soporta la idea de que la presencia de las toxinas DSP inducen dicho cambio en la
expresion de genes relacionados con el citoesqueleto como consecuencia de su efecto sobre
las fosfatasas (Figura 10a).

En el caso de P-tubulina mayormente asociada a la integraciéon de los microtibulos
celulares necesarios en la dindmica del complejo de Golgi durante la mitosis y la funcién
del citoesqueleto microtubular en su reordenacién celular. Su regulacién estd dada por
fosfatasas jugando un papel importante durante morfogénesis. Por tanto, en la figura 10b se
observa un alto nivel de expresion del gen fub, a los primeros 3 dias del bioensayo
indicando un incremento significativo en el procesamiento y clasificaciéon del tréfico
proteico y lipidico en la células digestivas de C. gigas como respuesta al efecto de la
presencia de la toxina DSP presente, ya que los microtibulos del citoesqueleto estdn mas
asociados a la formacion de sacos membranosos utilizados en la distribuciéon de
macromoléculas que realiza el complejo de Golgi previo a la mitosis. Sin embargo, ante la
exposiciéon subcrénica el nivel de expresion determinado sugiere un problema celular
complejo mas enfocado a muerte celular por dafio y descamacion del epitelio confirmado
con observaciones histolégicas reportadas en este mismo documento en la secciéon 7.4.5 y
reportadas en estudios anteriores por De las Heras (2009). Lo anterior se considera una

situacion fisioldgica critica para C. gigas ya que afecta su crecimiento y supervivencia.
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Por otro lado Kerr et al. (1972) observaron que la mayoria de los cambios morfoldgicos se
debian a un grupo de cisteina proteasas que se activan en células apoptéticas en diversos
tejidos y tipos celulares. Al grupo de proteasas se les denomina caspasas (cistein-proteasas
especificas de 4cido aspartico). Las caspasas estdn altamente conservadas en la evolucién
de las especies (Budihardjo et al., 1999). Considerando que el sistema inmune de los
moluscos consiste Unicamente en inmunidad innata y es dependiente sobre componentes
celulares (Kiss, 2010), en estudios realizados con células de humanos se determind una
respuesta inflamatoria innata mediada por la funcién de recepcidn y propagacion de sefiales
inflamatorias donde la IL-1p requiere ser activada por la accién de la proteasa caspasa 1, y
se determiné que la expresiéon del ARNm de IL-1p aumenta rapidamente después de
diferentes estimulos neurotéxicos (Cuenca-Lépez et al., 2010). Por tanto la abundancia de
transcrito determinada para el gen cp/ en el 3er. dia de exposicién y sostenida hasta el dia
10 (Figura 10c), nos indica que C. gigas se encuentra en un proceso inflamatorio y
probablemente en proceso de deterioro celular irreversible o muerte, por el involucramiento
de estas enzimas en dichos procesos. Lo anterior como respuesta a la temporalidad y
concentracion celular de P. lima y al efecto genotéxico del acido okadaico (AO). Varios
estudios han demostrado que el AO causa disrupcion en citoesqueleto y activacion de
apoptosis (Leira et al., 2003).

Se tiene un claro conocimiento del efecto genotoxico del AO como un potente promotor de
tumores en dos etapas experimentales sobre carcinogénesis in vivo sobre piel de raton
(Fujiki et al., 1988) o mucosa de glandula estomacal de rata (Suganuma et al., 1988).
Valdiglesias et al. (2011) determiné cémo el AO provocaba la interrupcion del ciclo celular
en ciertos tipos celulares de humanos. Por otra parte encontré que AO aumenta la fase G1
del ciclo celular, lo que conlleva a la apoptosis. Sin embargo la respuesta molecular por la
presencia de dinoflagelados téxicos a nivel de control de ciclo celular no estd documentada.
El control adecuado del ciclo celular se da mediante la accidn coordinada de una familia de
factores de transcripcion los cuales resultan clave para la homeostasis celular. La
desregulacion a nivel epigenético de genes supresores de tumores como p53, cuya
activacion fue propuesta como punto de control del ciclo celular para promover la

supervivencia o en la muerte celular apoptética, diversos estudios realizados sobre lineas
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celulares derivadas de tumores sélidos humanos, demuestran comportamientos dindmicos
de p53 y p21 en la respuesta al dafio del ADN vy resultan clave en la progresion de fase G2.
Por otro lado, modificaciones a histonas presentes en la cromatina por el factor proteico
p55, entre otros, estdn asociados con procesos patologicos como el cancer.

De los resultados obtenidos podemos inferir que el nivel de expresién de p21 se incrementa
significativamente al principio del tiempo de exposicién al TRI1, observandose el pico
mayor a la 24 h. Y la segunda desregulacion de p2/ se determiné en el dia 3. El nivel
subsecuentemente decae hasta el dia 10 similar a la condicién basal (control negativo)
(Figura 11d). A nivel de regulacion del ciclo celular se espera sincronia en los niveles de
expresion de p217 vs. p53 (Bunz et al., 1998), la cual fue observada solamente en TR2 a las
24 h. Sin embargo p53 tuvo una abundancia de expresién cuando C. gigas fue expuesto
s6lo con P. lima (control positivo) al dia 3 (Figura 11c). Al actuar p53 como centinela en la
vigilancia del dano celular, lo anterior sugiere que la expresion p53 bajo esta condicién con
s6lo P. lima, podria estar hiperfosforilado el factor proteico p53, ya que su fosforilacion es
esencial para la acumulacién nuclear de esta proteina y su activacién en el proceso de
reparacién. Sin embargo la presencia de la toxina producida por P. lima y su efecto
inhibitorio de fosfatasas pudiese estar provocando esta respuesta el dia 3. En general se
observé una desregulacion en la concentracion de transcritos de p53 en el dia 10 tanto con
TR2 como en el control positivo respecto a su condicién basal, lo que sugiere un posible
punto de deteccién y reparacion de dafio celular (Figura 11c).

Por otro lado, el gen cafp55 se suma al comportamiento de sobre-expresion en etapas
tempranas del reto TR2 donde a los 3 dias presenta diferencias estadisticamente
significativas igual que en el control positivo, lo cual propone que efectivamente la
respuesta celular de C. gigas en la reparacion de daio se estd presentando ya que en los
siguientes tiempos de muestreo su expresion fue baja (Figura 11b). Considerando el papel
tan importante que juega este factor 1 de pS5 en el sistema de marcaje para el ensamblaje
de la cromatina, con base en nuestros resultados la sub-expresion de gen cafp55 observada
en los dias 7 y 10 nos lleva a deducir que la estabilidad de la cromatina en su proceso de

condensacion para la realizacién de mitosis es inadecuado, se confirma lo dicho por
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Ridgway y Almouzni, (2000) donde la integridad del genoma en el pase de replicaciéon de
ADN vy reparacion estéd regulado epigenéticamente.

Aunado a lo anterior el andlisis de expresion del gen ef2 un factor traduccional, estuvo
reprimido en los dias 7 y 10 indicando al igual que los otros factores transcripcionales
medidos, un compromiso celular significativo en C. gigas bajo la condicién experimental
con TR2. Sin embargo, comparando con el control positivo la respuesta fue significativa en
los primeros 3 dias de exposicidon por tanto, coincide con los resultados de expresion de
factores transcripcionales y este factor involucrado en la elongacién de proteinas
dependiente de GTP como un mecanismo de defensa ante estas condiciones experimentales
(Figura 11a).

Nuestros resultados sugieren una respuesta temprana de las células de glandula digestiva de
C. gigas expuesto a P. lima. La expresion relativa de los factores transcripcionales p21,
p33, cafp55 y traduccionales ef2 indica una desregulacion en los procesos de replicacion y
un proceso defectuoso en la reparacion del dafio celular, resultados que en lo general
coinciden con los efectos identificados en la genotoxicidad del &4cido okadaico
especialmente en moluscos bivalvos (Gonzédlez-Romero et al., 2012). Cabe mencionar que
la funcién de puntos de control en el ciclo celular es para asegurar o resguardar la
integridad del genoma. Y cuando estos puntos regulatorios son desregulados como aqui se
demuestra, por la presencia de dinoflagelado téxico, pueden enviar sefiales de muerte
celular, o bien se pierde la integridad del cromosoma, y por tanto la transmisién de
informacién en el flujo genético se vuelve aberrante. Con lo anterior se incrementa la

susceptibilidad a perturbaciones ambientales en el organismo modelo C. gigas.

8.2.3 Andlisis de la tasa de aclaramiento

Es bien sabido que las toxinas DSP pueden acumularse en los tejidos de los moluscos
bivalvos a través de los procesos de alimentacidn, por tanto, existen varios estudios que se
han enfocado al estudio del efecto de la ingesta de dinoflagelados productores de dichas
toxinas, abarcando desde comportamiento alimenticio (Shumway, 1991; Wilsh et al., 1998,
Hegaret et al., 2007), la cinética de acumulacion (Laabir et al., 2007) hasta los mecanismos

de depuracién y los dafios citologicos (Shumway, 1991; Lassus et al., 2000). En este
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estudio, C. gigas fue expuesto durante un periodo de 10 dias a diferentes concentraciones
de P. lima, tratando de emular (con sus obvias limitaciones) el escenario al que se enfrentan
los organismos en el ambiente marino, durante su primer contacto en un evento FAN. En
este trabajo, los resultados muestran que los ostiones prefieren filtrar 1. galbana sobre P.
lima, con una remocidn de casi el 100 % de las células en un periodo de 24 h (Figura 12).
Las observaciones realizadas durante las primeras 2 horas, indican que los ostiones
expuestos al dinoflagelado filtraron una cantidad moderada del dinoflagelado téxico,
principalmente en la concentracién celular més alta, mostrando un comportamiento de
cierre parcial de valvas. Con las dietas mezcladas se observo una clara preferencia por la
ingestion de I. galbana, sin embargo, aqui se demuestra que C. gigas es capaz de ingerir a
P. lima cuando se encuentra solo, removiendo el 80 % de las células. Por otro lado, con la
dieta de 30 x10° cel mL'1, el ostién tiene la capacidad de remover el 50 % de las células
durante las 24 h de exposicion; bajo estas condiciones no se registraron muertes en ningin
tratamiento, lo que indica que los ostiones de 40-60 mm pueden hacer frente a los efectos
adversos del consumo de estas células téxicas.

Como se ha mencionado antes, se observo la formacion de pseudoheces en los tratamientos
con P. lima, pero en mayor proporcién en el TR3 (30 x10° cel mL™), dominando en la
composicion de las pseudoheces P. lima esto indica que los ostiones lo eliminaron
selectivamente por encima de I. galbana (Figura 12). La produccién de pseudoheces se ha
documentado como un mecanismo fundamental de pre-ingestién, ya que no solo previene
el exceso de la capacidad ingestiva de los animales, sino también facilita la seleccién de
particulas nutritivas y el rechazo de las menos nutritivas (Shumway, 1991; Wilsh et al.,
1998; Lassus et al., 2000; Laabir et al., 2007). Sin embargo, nuestro trabajo demostré que la
adicién de un dinoflagelado téxico como P. lima en una dieta a base de la haptofita 1.
galbana altera significativamente la capacidad de filtrado de C. gigas y estimula la
producciéon de pseudoheces. Un comportamiento similar fue observado en estudios

anteriores (Lopez-Cuevas, 2013).
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8.2.4 Andlisis histologico de estomago y glandula digestiva (40-60 mm)

Las lesiones y los cambios estructurales del epitelio gastrointestinal son importantes
indicadores de la salud de los bivalvos. Las alteraciones estructurales se presentan mas
cominmente en la glandula digestiva y se componen de aplanamiento celular, inflamacion,
rotura, exfoliacién y metaplasia. Algunos de estos cambios pueden ser reversibles, lo que
indica cambios temporales en el medio ambiente, sin mebargo, otras manifestaciones
patolégicas como la exfoliacion del epitelio, cuando es grave, conlleva a una pérdida de
células epiteliales, y tiene la apariencia de una severa y morbida enfermedad terminal. Las
alteraciones en el epitelio de los 6rganos digestivos se han observado tanto en las larvas,
juveniles y adultos en diferentes condiciones de estrés (Elston, 1999). Se han reportado
dafios en moluscos bivalvos expuestos a toxinas marinas, algunos estudios describen
respuestas inflamatorias, agregacion/infiltracién de hemocitos en érganos y/o hemocitos en
diapédesis a través del epitelio, principalmente en el tracto digestivo, debido a que es sitio
principal de acumulacién de las toxinas (Hegaret et al., 2007, 2012; Galimany et al.,
2008a). También en otros tejidos, como las branquias, se han registrados cambios como
excesiva producciéon de mucus, fusién de filamentos branquiales y pérdida de cilios
(Hegaret et al., 2007). En el ostién C. gigas expuesto a dinoflagelados téxicos como
Alexandrium minimum, se ha observado principalmente inflamacién del tracto digestivo e
infiltraciéon de hemocitos hacia el lumen del estdmago y glandula digestiva, ademds de un
adelgazamiento del epitelio que rodea dicha glandula (Heberkorn et al., 2010).

Algunos estudios de dafos histopatolégicos a causa de dinoflagelados de especies de
Prorocentrum realizados tanto en el laboratorio como en campo se mencionan a
continuacién: Wikfors y Smolowitz (1995), reportaron descamacion del tibulo digestivo en
vieiras alimentadas con P. minimum. Hégaret et al. (2005a, b) encontraron cambios en las
concentraciones y proporciones de diferentes tipos de hemocitos y fagocitos en C. virginica
y Argopecten irradians expuestos a P. minimum. Ademds, signos histopatologicos de
adelgazamiento de los tibulos del tracto digestivo y descamacion de las células intestinales

en C. gigas expuesto a P. rhathymum fueron observados por Pearce et al. (2005).
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En el presente trabajo, se pudo observar que los organismos expuestos al dinoflagelado
téxico P. lima, modifican en primera instancia su comportamiento alimenticio,
disminuyendo su tasa de aclaramiento y tasa de sintesis de pseudoheces y mucus. Los
signos histolégicos encontrados fueron: respuesta inflamatoria generalizada y dafos
principalmente en el estdmago y gldndula digestiva. En la glandula digestiva se observo
principalmente adelgazamiento y, en algunos casos, rompimiento de los epitelios tubulares,
asi como pérdida de cilios y una severa infiltraciéon de hemocitos hacia el lumen de la
glandula digestiva (y el estdbmago), lo que corrobora lo observado por otros autores. Por
tanto, estas observaciones nos permiten suponer que la exposicion a microalgas téxicas
puede activar un mecanismo de defensa o reparacion en respuesta a los dafos de tejidos
resultantes en bivalvos (Galimany et al., 2008a; Hegaret et al., 2007; Heberkorn et al.,

2010).
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9. CONCLUSIONES

La presencia de P. lima productor de toxinas DSP si genera C. gigas un impacto
significativo tiempo-dosis-dependiente.

Se determind el efecto de P. lima en dos fases: aguda con genes relacionados con
respuesta temprana (adaptativa) y subcronica con la expresion de genes
involucrados en sefalizacién de procesos compensatorios.

El bajo nivel de expresion de glutation-S-transferasa tiempo-dependiente indica
que el proceso de eliminacién de P. lima no coincide con la ruta de eliminacién de
otros contaminantes.

Se confirma que la primera linea de defensa de C. gigas como respuesta inmune
innata, esta mediada por la expresion de genes de respuesta a estrés glutamina
sintetasa(gs), glutation-S-transferasa(gst), proteina de shock térmico 70(hsp70) y
superoxido dismutasa Cu-Zn(sod Cu-Zn) en etapa temprana ante la presencia de P.
lima.

Se identificé que tub, efl-a y act como genes de referencia mds estables para
utilizarlos en estudios que implican una exposicion a dinoflagelados téxicos como
P. lima en juveniles de C. gigas. Este estudio es el primero, que describe la
evaluacién de genes de referencia por PCR en tiempo real, bajo las condiciones
mencionadas.

La presencia de P. lima provoca una clara desregulacion en la expresion relativa de
los genes p21, p53, cafp55, ef2 tanto en organismo completo como en células de
glandula digestiva, lo que induce una pérdida del control del ciclo celular, afectando
la homeostasis y supervivencia de C. gigas.

La abundancia determinada de transcrito del gen [gbp indica que P. lima es
reconocido como agente extrafio por C. gigas.

En glandula digestiva se observo un efecto critico por la desregulacion en la
expresion de los genes act y tub. Su desregulacion indica que la integridad celular

estaba perdiéndose.



El comportamiento determinado del gen c¢p/ indica que se induce un proceso
inflamatorio en glandula digestiva.

El andlisis histologico de estomago y glandula digestiva de C. gigas se observo el
dafio tisular provocado por presencia de P. lima. Presentando perdida de cilios y
estructura celular. Ademads de inflamacién y presencia de hemocitos en tejido
periférico y con infiltracién en los 6rganos.

Es necesario continuar con este tipo de experimentos para entender de manera
integral la respuesta de C. gigas como mecanismo de defensa ante la presencia de

dinoflagelados téxicos.
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