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Diversos foros mundiales han resaltadola necesidad de conciliarla biodiversidad
(entendida como la variedad de organismos y ecosistemas) con el factor humano
puesto que la biodiversidad representa beneficios ecoldgicos y socioecondmicos
para las generaciones actuales y futuras. Este libro es presentado por el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) y financiado por la Secretaria
de Educaciéon Publica (SEP) y el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) a través del proyecto SEP-CONACYT 83339 Biodiversidad y
vulnerabilidad en ecosistemas marinos costeros. La obra compila una serie de
tesis recientes que examinan la biodiversidad en los ambientes costeros de Baja
California Sur y el Golfo de California. La importancia de estas contribuciones
radica en generar dos vertientes de conocimiento para la region: por un lado,
mediciones de biodiversidad, que abarcan desde nimero y composiciéon de
especies hasta identificacion genética y dominios tréficos. Por otra parte, la
relacion entre biodiversidad y vulnerabilidad de los ecosistemas en el entendido
que los factores ambientales y las actividades humanas provocan impactos y

cambios en los ecosistemas y las especies que en ellos habitan.

La historia geoldgica y evolutiva, la interacciéon de condiciones ambientales
y la diversidad de ecosistemas costeros hacen de Baja California Sur lugar
de residencia estacional o permanente para un elevado nimero de especies
acudticas; algunas de ellas endémicas de la region, esto es, que no se encuentran
en ninguna otra parte del mundo. Esta diversidad de ecosistemas costeros se
debe a caracteristicas geograficas, climaticas y topograficas propias de la region.
Por ello la marcada diferencia entre ambientes de alta energia situados en el
Océano Pacifico y ambientes protegidos en el Golfo de California. Unido a esto

consideremos un grado todavia moderado de explotacion humana y tendremos
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modelos excepcionales de estudio: ecosistemas arrecifales coralinos y rocosos,
sistemas submareales rocosos asociados a bosques de macroalgas, lagunas
costeras y manglares, que han sido escenarios para la recoleccion o censos de
organismos, el registro de parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidad,

clorofila, nutrientes) y ensayos in situ con organismos moviles.

Contar con informacién que permita mejorar el entendimiento de la relacion
entre biodiversidad y funcionamiento de los ecosistemas es importante para
analizar procesos naturales, determinar beneficios y costos ambientales, y
pronosticar la respuesta de los ecosistemas ante variaciones climaticas y presion
antropogénica. Esta informacién bioldgica al interactuar con otras disciplinas
(p. ej. administracién, economia), debe funcionar como marco de referencia
para proponer medidas de manejo en materia de biodiversidad tal y como lo
sugieren distintos instrumentos y convenios internacionales. En nuestro pais,
multiples dependencias federales y estatales, organizaciones no gubernamentales,
universidades y centros publicos de investigacion llevan a cabo estudios sobre

biodiversidad.

Es asi como el CIBNOR, en su caracter de centro ptublico CONACYT, produce
e integra conocimientos cientificos sobre impactos ambientales y antropogénicos
y prepara recursos humanos especializados en manejo y conservacion de recursos
naturales. El proyecto SEP-CONACYT 83339, asi como otros proyectos asociados
a la Linea Estratégica CIBNOR EP3 Variabilidad y vulnerabilidad de ecosistemas
marinos del noroeste mexicano, apoyaron la generacion de recursos humanos para
alcanzar diferentes grados académicos. Sus aportaciones, que exhiben la frescura
y energia de jovenes comprometidos con su investigacion, se vieron enriquecidas
con la experiencia de sus comités tutoriales conformados por cientificos
nacionales e internacionales, fortaleciendo las redes de cooperacion y la linea de

investigacién en CIBNOR.
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El presente libro, resultado y muestra de lo arriba expuesto, esta constituido
por veinticinco capitulos organizados en dos partes que en conjunto ofrecen
conocimiento cientifico y tedrico sobrela diversidad de especies y su vulnerabilidad
ante algunos eventos ambientales e impactos antropogénicos. En la primera
parte, se exploran mediciones de biodiversidad en sistemas costeros empleando
técnicas moleculares (genética) y métodos tradicionales (taxonomia, indices de
variacion y relaciones troficas). Las técnicas moleculares aqui presentadas sirven
para monitorear mareas rojas (proliferacion de microalgas toxicas) y sus efectos
en mariscos dirigidos a consumo humano y con importancia econémica para la
region. También se utilizaron técnicas moleculares para estudiar las relaciones de
parentesco entre especies de peces, bajo el fundamento de que este ensamblaje de

especies es un modelo que aporta pistas sobre la evolucion de la vida.

Ante la necesidad de cuantificar la biodiversidad y compararla temporal
(épocas del afo) y espacialmente (tipos de ecosistema), los Capitulos 6, 7 y 8
abordan la composicién y la estructura de comunidades productoras primarias,
es decir, productoras de oxigeno: el fitoplancton y las macroalgas mientras que los
Capitulos 9y 10 tratan sobre organismos depredadores de arrecifes de coral. Estos
estudios permiten conocer qué especies estan presentes, qué patrones exhiben
y qué factores influyen en su distribucion (temperatura, nutrientes, etc.). Para
comprender como es la circulacién de nutrientes y energia en algunos sistemas

acuaticos, se realizaron andlisis troficos con moluscos y peces.

La segunda parte del libro trata sobre la comprension del rol de la biodiversidad
en el funcionamiento de diversos ecosistemas costeros y su vulnerabilidad
considerando la influencia ambiental y/o antropogénica. Asi, tenemos como
agentes de cambio: el encallamiento de un buque, el paso del huracan Juliette,
los florecimientos algales, la instauracién de arrecifes artificiales, la extraccion

de peces de ornato y la pesca comercial. Los Capitulos 17, 18, 19 y 21 tocan
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temas como la situacién especifica de algunos recursos en arrecifes rocosos y
coralinos tras el impacto del huracan; la relacién entre productores de oxigeno y
nutrientes generados por actividad humana en las costas y las necesidades futuras
de investigacién. También se ha integrado un estudio de caso para examinar
los cambios en la comunidad de peces a través de comparaciones espaciales y

temporales en tres sitios con diferente grado de impacto humano (Capitulo 22).

En los ultimos afios, la explotacion de recursos se ha intensificado incidiendo
en la biodiversidad de los ecosistemas. Los dos capitulos finales presentan
algunas aplicaciones que ya integran conocimientos previos en materia de
biodiversidad e impactos, en este caso, producidos por la actividad pesquera. En
primera instancia, se propone un indice que expresa la fragilidad ecoldgica de los
ecosistemas bentdnicos ante la pesca de arrastre. A continuacion, la certificacion,
una herramienta de manejo pesquero reconocida internacionalmente cuyo

objetivo es fomentar la pesca sustentable y el menor dafio ambiental.

Suele aceptarse que sin investigacion cientifica sobre la diversidad, que sin
generar el conocimiento que permita comprender mejor la vulnerabilidad de los
ecosistemas y, por ende, articular aproximaciones adecuadas e integrales a los
mismos, toda explotacion sustentable y la conservacion misma serian inviables en
el corto o mediano plazo. Es por ello que un libro como el presente, que comunica
la investigacion recientemente generada en el CIBNOR sobre esta temdtica,
contribuira a elucidar la respuesta de ecosistemas particulares ante el creciente
aumento de la presion generada por las variaciones climaticas y el desarrollo

humano.

Consideramos, pues, que el libro ha de ser de interés para todo aquél preocupado
—y ocupado— en conocer, aprovechar y conservar la elevada biodiversidad

costera de Baja California Sur.
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Resumen

El ostién Crassostrea gigas es una especie filtro-alimentadora, acumuladora de toxinas
PSP, que son neurotoxinas asociadas a microalgas téxicas producidas durante los
Florecimientos Algales Nocivos (FAN) como Gymnodinium catenatum. Este estudio
describe los efectos de exposicion aguda (24 horas) del dinoflagelado sobre ostiones
juveniles cultivados (1-3 mm). Los ostiones fueron alimentados con tres concentraciones
del dinoflagelado (300=TR1, 3,000=TR2 y 30,000=TR3 cel/mL) y una dieta control de
Isochrysis galbana. Los efectos de G. catenatum en el ostién se determinaron mediante
tasas de aclaramiento y analisis de la expresion de los genes TRYP, P21, CHR, EF2, TUB,
ACT y r28S. G. catenatum produjo estrés fisiologico en el ostidn, la tasa de aclaramiento
en todos los tratamientos disminuyd significativamente (p = 0.05). Fue detectada
sobreexpresion significativa (p = 0.05) en los genes involucrados en la regulacion de
acidos nucleicos (P21 y CHR) durante las primeras 6 horas, con mayor sobreexpresion
en TRI. El gen EF2 se sobreexpreso significativamente (p = 0.05) en TR3 durante las
primeras 6 horas. TRYP fue sobreexpresado (p = 0.05) después de 6 horas en todos los
tratamientos, observandose mayor efecto a las 6 horas en TR1 y a las 24 horas en TR2. El
ACT se sobreexpresd significativamente las 24 horas en TR1 y TR2, alcanzando el nivel
mds alto a las 12 horas en ambos tratamientos; el gen TUB se sobreexpres6é en TR2 y TR3
(p = 0.05). Esto demuestra que una exposicién aguda del ostién a G. catenatum induce
estrés fisiologico y molecular, modulando la expresién de genes involucrados en varias
rutas metabdlicas, activando los mecanismos de respuesta a dafio celular.

Palabras clave: expresion genética, Gymnodinium catenatum, Crassostrea gigas
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Effect on gene expression of the Pacific oyster Crassostrea
gigas (Thunberg, 1793) exposed to Gymnodinium
catenatum (Graham, 1943) paralytic shellfish toxin (PSP)
producer

Abstract

Suspension-feeding bivalves, such as oyster Crassostrea gigas, are known to accumulate PSP
toxins, which are neurotoxins associated to Harmful Algal Blooms (HABs) species, such
as Gymnodinium catenatum. This study describes the effects of an acute exposition to this
dinoflagellate on youth oysters farmed (1-3 mm). Oysters were fed with three concentrations
of dinoflagellate (300=TRI, 3,000=TR2, and 30,000=TR3 cell/mL) and a control diet of
Isochrysis galbana for 24 hours. The effect of G. catenatum in the organisms was observed
through clearance rate determination and by gene expression analysis of TRYB, P21, CHR,
EF2, TUB, ACT, and r28S. The results showed that G. catenatum affects feeding behavior in
oysters: clearance rate decreased significantly (p = 0.05) as a first response to initial contact
in all treatments. Overexpression was principally detected in genes involved in the regulation
of nucleic acid at 6 hours for P21 and CHR, with higher expression with TR1. However, EF2
gene showed significant overexpression (p = 0.05) only with TR3 during the first six hours.
TRYP gene was overexpressed significantly (p = 0.05) after 6 hours in all treatments; it was
higher at 6 hours in TR1 and 24 hours in TR2. Cytoskeleton gene ACT was overexpressed at
24 hours in TRI and TR2, reaching higher expression levels at 12 hours in both treatments.
On the other hand, TUB gen was overexpressed in TR2 and TR3. These findings show that an
acute exposure of oysters to the dinoflagellate G. catenatum induces both physiological and
molecular stress. Through modulation of the gene expressions involved in several metabolic
pathways, this dinoflagellate activates the main mechanisms response against cell damage.

Keywords: gene expression, Gymnodinium catenatum, Crassostrea gigas
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Introduccion

El ostién japonés Crassostrea gigas es una especie econdmicamente importante,
debido a su potencial de rapido crecimiento y a su gran tolerancia a las
condiciones ambientales. Es una especie filtro-alimentadora, por lo tanto, puede
acumular toxinas marinas como resultado de la ingesta de microalgas tdxicas
que se producen durante los episodios de Florecimientos Algales Nocivos (FAN)
o mareas rojas (Bricelj & Shumway, 1998). Las toxinas paralizantes de bivalvos
o PSP (Paralytic Shellfish Poisoning), son la variedad de toxinas mas conocidas
debido a su alta toxicidad aguda y amplia distribucion geografica (Lehane, 2000).
Se trata de neurotoxinas, producidas por diversas especies de dinoflagelados,
principalmente de los géneros: Alexandrium, Gymnodinium y Pyrodinium (Bricelj
& Shumway, 1998; FAO, 2005). Las toxinas PSP reciben este nombre porque en
el humano, al ingerir bivalvos contaminados provocan paralisis muscular y en
casos graves la muerte; se unen selectivamente y con mucha afinidad al canal
de sodio dependiente del voltaje, bloqueando asi la neurotransmision (Bricelj
& Shumway, 1998). Por consiguiente, la fisiologia de alimentacion de moluscos
bivalvos sobre dinoflagelados téxicos es una de las areas que ha llegado a ser de
mayor investigacién en estudios relacionados a eventos FAN. Estudios previos
han demostrado que los moluscos bivalvos tienen una respuesta de alimentacion
variable a algas toxicas: la tasa de acumulacién y depuraciéon de toxinas varia
ampliamente segun la especie (Blanco et al., 2003).

La acumulaciéon también varia dependiendo del tipo de tejido, se ha
observado que el 96% de la toxicidad total se encuentra en las visceras (Mons
et al., 1998). Las toxinas se pueden biotransformar aumentando en ocasiones
su toxicidad para los mamiferos, entre ellos el hombre (Mons et al., 1998; Choi
et al., 2003). En ensayos de laboratorio, se ha demostrado que bivalvos como
C. gigas alimentados con varias especies de dinoflagelados toxicos reducen su
tasa de filtracion, tasa de aclaramiento (Bricelj & Shumway, 1998; Lassus et al.,
2000), producen pseudoheces (particulas de alimento no digerido envuelto en
mucus) (Bardouil et al., 1993; Wildish et al., 1998; Lassus et al., 2000, 2004),
incrementan tasa metabdlica (Bricelj & Shumway, 1998), presentan desarrollo
reproductivo anormal (Haberkorn ef al., 2010) y cambios en la tasa de consumo
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de oxigeno (Li et al., 2002). Ademas, se han encontrado dafos a nivel celular,
manifestandose inflamacién generalizada en los tejidos, principalmente 6rganos
digestivos (Haberkorn et al., 2010), desarrollo anormal, induccién de neoplasia
y necrosis (Landsberg, 2002). También se ha observado activacion del sistema
inmune por ciertas microalgas toxicas o contrariamente depresion, inhibiendo
la capacidad fagocitica y de adhesiéon de los hemocitos, modulando de esta
forma la funcién y los componentes inmunes celulares (Hégaret et al., 2007).

Por otro lado, los procesos moleculares y rutas metaboélicas involucrados en
la respuesta celular a toxinas paralizantes ain son desconocidos. Sin embargo,
se ha reportado el efecto a nivel bioquimico y molecular de otras ficotoxinas en
diferentes organismos. Por ejemplo, cambios en la expresion de genes o proteinas
en el sistema nervioso central en ratas y peces debido a la exposicion aguda al
dcido domoico (toxina producida por diatomeas de los géneros Nitzschia y
Pseudo-nitzschia) afectando la expresion de varios genes involucrados en la
transduccion de sefiales y en la regulacion de la transcripcion (Salierno et al.,
2006). Lefebvre et al. (2009) mencionan que los factores de transcripcion son los
primeros en responder a una exposicion al acido domoico.

En moluscos, se ha observado variacion enlaactividad de las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatiéon peroxidasa (GPX) en Nodipecten
subnodosus expuesto a G. catenatum; CAT y GPX fueron mayores en glandula
digestiva, seguido de manto, branquia y musculo, mientras que la actividad SOD
disminuy6 en branquia y musculo. También se encontré que la exposicion a G.
catenatum incrementa la actividad de tripsina, a quimotripsina y a galactosidasa
(Estrada et al., 2007). Haberkorn et al. (2010) observaron que una exposicién a
Alexandrium minimum produjo un incremento significativo de especies reactivas
de oxigeno (EROs) en C. gigas diploides y triploides, siendo mayor en estos
ultimos. La actividad de la profenol oxidasa también disminuyd significativamente
en ambos tipos de organismos. Los problemas sobre el efecto de las mareas rojas
no son exclusivos de organismos marinos en su medio natural, también se han
reportado casos en granjas de cultivo (como en granjas ostricolas de las costas de
California, Oregén y Washington, en E.U.A.) y en las costas mexicanas de Sonora
y Baja California, donde los cultivos alcanzaron mortandades de hasta 90%.
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Justificacion

En virtud de que las mortandades ocurrieron en zonas de cultivo, es imperativo
estudiar el efecto de estas toxinas a nivel fisioldgico y molecular, principalmente en
juveniles de talla pequeiia, debido a que en dicho estadio son mas vulnerables ante
cualquier tipo de estrés. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de la exposicion a G. catenatum, productor de toxinas paralizantes, sobre
la expresion génica en juveniles de ostion del Pacifico C. gigas, mediante estudios
de exposicion aguda y probar estos efectos en tiempo y densidad celular, basados
sobre las comparaciones de expresion diferencial de genes, a través de gendmica
y mejor entendimiento de las vias moleculares afectadas por la presencia de este
microorganismo.

Material y métodos

Descripcion de las cepas de microalgas utilizadas en los bioensayos

Se utilizaron dos cepas de microalgas de la coleccion del CIBNOR. Isochrysis
galbana es una microalga flagelada de color amarillo con 2 flagelos méviles,
sin pared celular. Mide entre 6 y 8 um. Crece a temperaturas entre 16 y 35 °C,
salinidades entre 25 y 28 ups e iluminacién intermedia 150 pE m’s™. Por su alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados, en acuacultura, esta especie es muy
importante como alimento para las larvas de moluscos bivalvos y de camarén
(Bougrier et al., 2003).

Gymnodinium catenatum (cepa GCCV-6) es un dinoflagelado desnudo, con
formas unicelulares con dos flagelos disimilares; un flagelo nace en una hendidura
transversal (sulcus) y otro longitudinal se aloja en una hendidura longitudinal
(cingulum). El flagelo transversal es el que provee la mayor fuerza de empuje para
el nado de la célula, miden de 34-65 um de largo por 27-43 um de ancho, es una
especie formadora de cadenas. La cepa GCCV-6 fue aislada de Bahia Concepcidn,
BCS (Band-Schmidt et al., 2005). En México, esta especie se distribuye desde el
Golfo de California hasta las costas del estado de Oaxaca (Cortés-Altamirano,
1998). Es capaz de producir toxinas paralizantes del tipo C (C1-4), neosaxitoxina
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(NEO), gonyautoxinas (GTX1-4), toxinas decarbamoil (dcSTX, dcGTX)
(Band-Schmidt et al., 2005) y saxitoxina (STX), que es una de las ficotoxinas mas
peligrosas por su toxicidad (limite maximo permitido 80 pg/100 g de carne de
molusco), hidrosolubilidad y termoestabilidad (FAO, 2005).

Cultivo y cosecha del dinoflagelado

Para cultivar G. catenatum se utilizd el medio de cultivo f/2 + Se (Guillard
& Ryther, 1975), preparado con agua de mar (35 ups) filtrada con membranas
de 0.45 um vy esterilizada en autoclave (121°C, 15 Ib, 20 min). La microalga se
propago en cultivos estaticos de 1,000 mL en matraces Fernbach de 2.8 L. Los
cultivos se mantuvieron en el Cepario del CIBNOR, en camaras adaptadas con
lamparas de luz blanca (irradiacion de 150 pE m*s™), con ciclos de luz y oscuridad
12:12 h, a una temperatura de 22 *+ 1°C. Para monitorear la tasa de crecimiento
(ntimero de divisiones/dia) y la densidad celular de los cultivos a utilizar en los
bioensayos, se tomaron (de todos los cultivos) alicuotas de 1.5 mL por triplicado
cada 48 horas, desde el dia cero (dia de inoculacién) hasta que los cultivos
alcanzaron la fase de muerte (dia 26). Las muestras se fijaron con una gota de lugol
(L, 5%,/KI110%), realizdindose conteos celulares directos al microscopio utilizando
una camara Sedgwick-Rafter. La féormula para obtener el nimero de células/mL
fue la siguiente:

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

La tasa de crecimiento fue calculada utilizando la siguiente féormula:
u=(Log,B -LogB)/(t-t) (2)
donde: Bo = concentracién celular inicial; Bn = concentracién celular final;
to = tiempo inicial; tn = tiempo final; Log, = logaritmo natural base 2.

Para el reto experimental de exposicion de los ostiones, el dinoflagelado fue
cosechado en la fase final de crecimiento exponencial (18 dias de cultivo). Se
prepararon tres mezclas de I. galbana y G. catenatum, que se utilizaron como
dietas para los ostiones para alcanzar la densidad celular deseada los cultivos
fueron diluidos o concentrados (segun lo requerido). Para el tratamiento con la
mayor densidad celular (30,000 cel/mL) varios lotes de cultivo de G. catenatum se
homogenizaron, se midi6 el volumen total, se tomaron alicuotas (por triplicado)
para el conteo celular, y se cosecharon mediante centrifugaciéon a 800 x g,
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10 minutos a 20°C. El sobrenadante se desech¢ y la biomasa sedimentada fue
resuspendida en un nuevo volumen de medio de cultivo para alcanzar la densidad
celular requerida para el tratamiento.

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

Se utilizaron organismos diploides de tallas entre 3-5 mm obtenidos del
laboratorio de producciéon “Acuacultura Robles SPR de RI”. Los ostiones 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 (0.45pm), con flujo de oxigeno, a 21°C y salinidad controlada (34 ups).
La dieta consisti6 de 7.5 x10° cel/mL de I. galbana libre de bacterias, obtenida del
Laboratorio de Alimento Vivo del CIBNOR.

Para determinar la respuesta, en términos de expresién génica en juveniles
de C. gigas expuestos a G. catenatum tdxico, se llevd acabo un bioensayo de
exposicion aguda (24 h) a tres diferentes concentraciones del dinoflagelado. Los
organismos fueron colocados en frascos de vidrio (100 mL), utilizando % de su
capacidad y un total de 20 organismos. Bajo estas condiciones, los organismos
se aclimataron durante cuatro dias con una dieta a base de I. galbana (7.5 x10°
cel/mL) hasta la realizacion del experimento. Los frascos contaban con un sistema
de aireacion constante y se mantuvieron a una temperatura de 22 + 1°C (clima
artificial automatizado). Los ostiones fueron expuestos a diferentes densidades
celulares para tener una exposicion directa al dinoflagelado toxico; se prepararon
tres tratamientos y el control (Tabla 1).

Tabla 1. Diseno de dietas experimentales.

Tratamiento I. galbana (cel/mL) G. catenatum (cel/mL)
TR1 7.5x10° 300
TR2 7.5x10° 3,000
TR3 7.5 x10° 30,000
TRC (control) 7.5 x10° Cero

Las mezclas se prepararon con una proporcion 1:1 del volumen de las dos
microalgas, en un volumen final de 50 mL; cada tratamiento se evalué por
triplicado y se proporcioné en una sola dosis. Se hicieron observaciones de



Efecto de Gymnodinium catenatum en Crassostrea gigas

sobrevivencia y comportamiento alimenticio, para esto ultimo se midi¢ la tasa de
aclaramiento (disminucién en la concentracién de las microalgas por filtracion
en 24 hr). Este parametro (TA, en L/h) se calculé mediante la siguiente ecuaciéon
(Coughlan, 1969):
TA = Ln (N/N)*M/t (3)

donde: N, = concentracién inicial de la microalga en el medio de crecimiento;
N, = concentracién después de 24 horas; M = volumen total que se utiliz6 en la
unidad experimental; t = tiempo después de iniciar el experimento (24 h).

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

La extraccién del ARN total utilizé la solucion AGPC o TRI Reagent. Para
determinar la cantidad y calidad del ARN extraido, las muestras se leyeron en
un espectrofotémetro-UV Nanodrop 2000° (ThermoScientific). La integridad y
pureza del ARN extraido se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1% con TBE 1X preparado con agua DEPC. La ausencia de ADN genémico
en las muestras de ARN se verific6 mediante PCR (Polymerase Chain Reaction)
directo, utilizando cebadores universales para el gen 28S ribosomal cg28SE,
5-GCAGGAAAAGAAACTAAC-3’; cg28SR, 5-CCTCTAAGTGGTTTCAC-3
(Hernandez-Saavedra, 2009). Una vez verificada la ausencia de ADN gendémico,
se realiz6 la sintesis de ADNc con el kit First-Strand cDNA Synthesis Reaction
(Invitrogen®), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la sintesis se
utilizaron 5 pl de ARN a una concentracién de 100 ng/uL (total 0.5 pg/pL),
500 pg/mL de oligodT y 0.2 uL (200 U) de transcriptasa reversa.

Analisis gen-especifico mediante RT-PCR

Para la amplificacion de las regiones especificas de los genes blanco (Tabla 2),
en un tubo Eppendorf de 200 pL se colocaron 1uL de ADNc (300 ng) y 10 pmol
de cada primer (1 puL del oligonucledtido F y 1 pL del oligonucledtido R). Aparte,
se prepard la mezcla de reaccion: por cada reaccion se adicionaron 5 pL del buffer
10X PCR (Tris-HCI 100 mM pH 8.3; KCI 500 mM; MgCl, 25 mM; gelatina 0.01%),
1 uL de dNTPs 10 mM, 0.2 puL de Taq polimerasa (5 U/uL) y 39.3 uL de agua
destilada estéril. La mezcla se homogeneiz6 con micropipeta y se agregaron 47
uL de esta mezcla a cada tubo que contenia el ADNc y los oligonucleétidos, para
completar un volumen final de 50pL. Los tubos se colocaron en el termociclador
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(Corbett Palm Cycler) utilizando las siguientes condiciones de amplificacion:
desnaturalizacion inicial 95°C, 5 min (1 ciclo), desnaturalizacion 94°C, 1 min;
alineamiento 45°C, 1 min; extension 72°C,1 min (40 ciclos) y un periodo de
extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR (amplicones) se analizaron en geles de agarosa/Synergel®
al 1% en buffer TBE 1X. Se cargaron 10puL de cada amplicon mas 1pL del colorante
azul de bromofenol (previamente mezclados); la electroforesis se desarrolld en
camaras submarinas horizontales (Mini Sub Cell, Bio-Rad®) a 80 V durante 1 h. Los
geles fueron fotodocumentados en un sistema UVITEC (UVP®) 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 analisis
densitométricos (intensidad de la banda) se obtuvieron los datos, reportados en
unidades de intensidad relativa, para cada uno de los genes analizados.

Tabla 2. Relacion de genes para evaluados en bioensayos de exposicién aguda de juveniles de
C. gigas a G. catenatum (productor de toxinas PSP).

Tipo de gen Gen Numero AC
- (L Regulador proteina p21 (P21) CB617437
Eﬁ%{; if)lsn de dcidos Cromatina factor 1 P55 subunidad (CHR) CB617555
Factor elongacion 2 (EF2) CB617558
Citoesqueleto Actina, GIA(ACT) AF026063
Tubulina (TUB) CB617442
Regulacion proteica Tripsina (TRYP) CB617494

Analisis estadistico

Para la tasa de crecimiento de G. catenatum se calcularon promedios y
desviacién estdndar de los datos de las densidades celulares, fueron transformados
a logaritmo base 2 para obtener las tasas de crecimiento (nimero de divisiones/
dia) y el tiempo de duplicacion, con base en la féormula (2). Las diferencias
significativas (p = 0.05) entre las tasas de aclaramiento de los tratamientos se
calcularon utilizado analisis de varianza del modelo lineal general (ANOVA) de
una via (Statistic 7). Para observar la interaccion entre los cuatro tratamientos (I.
galbana y tres concentraciones de G. catenatum) proporcionadas como alimento
a C. gigas y el tiempo de exposicidn, se realizaron analisis de varianza de dos vias
(Statistic 7) para cada gen, tratamiento y tiempo de exposicion, después de probar
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las suposiciones de distribuciéon de normalidad de los datos y homogeneidad
de varianzas; se hicieron pruebas a posteriori para encontrar las diferencias
significativas, utilizando la prueba de comparaciéon multiple de Fisher (LDS); en
todos los casos se usé una significancia estadistica de p < 0.05.

Resultados

Curva de crecimiento de G. catenatum

Enla (Figura 1A) se muestra la curva de crecimiento obtenida para G. catenatum
en medio f/2. Las maximas densidades celulares se registraron entre los dias
17 y 19 de cultivo; después del dia 21 de incubacion el cultivo entré en fase de
muerte acelerada por lo que el conteo celular disminuy6 considerablemente. La
tasa de crecimiento (p, numero de divisiones celulares/dia) mas alta se registr6 a
las 48 h de cultivo (dia 2) y disminuy6 lentamente al avanzar la edad del cultivo
(Figura 1B). De acuerdo a la grafica, en el dia 19 termina la fase exponencial de
crecimiento e inicia la fase de muerte celular; practicamente no existe una fase
estacionaria como tal. Estos parametros fueron importantes para determinar
el tiempo de cosecha de las microalgas (estado fisiologico o6ptimo/mayor
rendimiento de biomasa) y de esta forma preparar las mezclas con las densidades
apropiadas para los bioensayos.

14000 A 150 B

12000

10040
\

2000 L‘
6000 \‘
4000

2000

Numerode células/mL

Tasa de eracimionta [dividienas/dia)

0 1° 0§ 7 0N W 192 23:%

Dias de cultive

Dias de cultivo

Figura 1. Pardmetros de crecimiento de Gymnodinium catenatum (en medio f/2 + se, a 22°C 35
ups y 150 uEm?s™). Panel A = curva de crecimiento; panel B = tasa de crecimiento (divisiones/dia).
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Observaciones generales del bioensayo

En los juveniles de C. gigas retados con tres densidades celulares de
G. catenatum, se observo cierre parcial y total de valvas, produccion de pseudoheces
y disminucién de la capacidad de filtracién, reportada como disminucién en la
tasa de aclaramiento, que fue mds notoria en el TR3. No se presenté mortalidad en
ninguna de las réplicas de los tratamientos y el control. En los tratamientos (que
contenian G. catenatum) se observo cierre inmediato de valvas, retraccién del
manto (porque no se observaron los cilios que lo rodean) y cese de la alimentacién
al entrar en contacto con las células toxicas. En los TR1 y 2, después de 3 h de
exposicion los organismos iniciaron la produccién de pseudoheces en cantidades
minimas en el TR1 (Figura 2A) y ligeramente mayor en el TR2 (Figura 2B), este
comportamiento continud aproximadamente hasta las 12 h de exposicion. Sin
embargo, en el TR3 los organismos permanecieron cerrados por mds tiempo
(> 3 h) algunos permanecieron de esta forma hasta las 6 h de exposicion,
la produccién de pseudoheces fue mayor en comparaciéon con los TR1 y 2
(Figura 2C) y continu6 después de las 12 h. En el tratamiento control (TRC), el
comportamiento de los ostiones fue normal, no se observo cese de la alimentacion,
retraccion de manto, ni produccion de pseudoheces; a las 8 h de exposicion ya
habian removido casi todas las microalgas (Figura 2D).

Tasa de aclaramiento

Las tasas de aclaramiento (Figura 3) del ostion C. gigas para las dos microalgas
vari6 significativamente (F = 47, p = 0.0002) en los tres tratamientos. En el
TR3 se observd una disminucién significativa (p = 0.05) de G. catenatum
(0.24 £0.08) debido a que en las unidades experimentales de dicho tratamiento los
ostiones no alcanzaron a remover completamente el alimento durante el periodo
de observacion. Ademas, se puede observar que aunque la densidad celular de
I. galbana fue la misma en los tres tratamientos y el tratamiento control, al final
del experimento C. gigas no alcanzé a remover toda la microalga, en comparacién
con el TRC donde el valor de la TA fue de 0.96, lo que significa que los organismos
removieron casi el 100 % en un periodo de 24 h. Estos resultados demuestran que
el ostion ingirié al dinoflagelado y no selecciond las particulas dependiendo de
su tamano.
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Figura 2. Juveniles de Crassostrea gigas alimentados con mezclas de Isochrysis galbana/ Gymnodinium
catenatum. A = TR1; B=TR2; C=TR3; D=TRC.

Extraccion de ARN total

En la Figura 4 se muestra un gel de agarosa al 1% en TBE 1X (DEPC), donde se
observa la calidad e integridad del material genético obtenido. En ninguna de las
muestras se observo degradacion; la electroforesis del ARN permitié observar el
tamano de las subunidades ribosomales asi como sus proporciones relativas. De
este modo, considerando que la subunidad ribosomal 28S del ostion tiene una
proporcion de 2:1.5 con respecto a la subunidad 18S, se considera que el ARN
obtenido es de buena calidad. Una vez que se verifico la ausencia de ADN en las
muestras de ARN total, se sintetizo el ADN complementario (ADNCc); la eficiencia
de sintesis fue alta obteniéndose concentraciones entre los 2,300 y 2,500 ng/uL; el
ADNCc sintetizado se usé para realizar los analisis RT-PCR.
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Figura 3. Tasa de aclaramiento de Crassostrea gigas al final del experimento (24 h). Tratamientos:
TR1 = mezcla de L galbana (7.5 x10° cel/mL) y G. catenatum (300 cel/mL); TR2 = mezcla de I
galbana (7.5 x10° cel/mL) y G. catenatum (3,000 cel/mL); TR3 = mezcla de I. galbana (7.5 x10° cel/
mL) y G. catenatum (30,000 cel/mL); TRC = I. galbana 7.5 x10° cel/mL (control).
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Figura 4. Perfil electroforético en gel de agarosa 1%-TBE de ARN total de muestras del bioensayo
de exposiciéon aguda de juveniles de C. gigas a G. catenatum, en el que se muestra la integridad
del material genético extraido. Linea: 1 = marcador de peso molecular (1 Kb Plus Ladder); 2-15 =
muestras de ARN total aleatoriamente seleccionadas. Técnica de tincién: Bromuro de Etidio EtBr;
condiciones de separacion, 80 V, 45 min.

Analisis gen especifico mediante RT-PCR

Regulacion de dcidos nucleicos. Para los genes relacionados con la regulacion
de acidos nucleicos (Figura 5) se puede observar que el gen que codifica para la
proteina P21 increment6 sus niveles de expresion desde el inicio del experimento.
Con el TR1 se mantiene sobreexpresado durante las 24 h de exposicion al
dinoflagelado, alcanzando puntos méaximos de expresion a la hora 6. Con el
TR2 también se mantiene sobreexpresado durante las 24 h de exposicion,
alcanzando un incremento estadisticamente significativo en la hora 6 (p = 0.05).
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Con el TR3, se observé un comportamiento similar al de los otros tratamientos
durante las primeras 6 h, con un punto maximo de expresion en este tiempo.
Posteriormente, a las 12 h de exposicion la expresion decae hasta reprimirse y a
las 24 h se observo un repunte hasta alcanzar un nivel de expresion similar al del
control.

En el TR1, el gen que codifica la subunidad p55 del factor 1 de ensamblaje de la
cromatina (CHR) solo se sobreexpresa entre las primeras 3 y 6 h de exposicion, y
decae por abajo del nivel de expresion del TRC a las 24 h. Con el TR2 se observo
una sobreexpresion durante las primeras horas de exposicion con un incremento
estadisticamente significativo a las 6 h de exposicion (p = 0.05). Posteriormente, al
igual que con el TR1, la expresion cae por abajo del nivel de expresion del control
a las 24 h. Para el TR3, el comportamiento concuerda con los otros tratamientos
durante las primeras 6 h de exposicion; a las 12 h la expresion cae por abajo del
TRC y a las 24 h se observé un repunte hasta alcanzar el nivel de expresion del
control.

El nivel de expresion del gen que codifica para el factor de elongacion 2 (EF2), se
mantuvo igual que el tratamiento control durante las primeras 3 h de exposicién
en el TR1, posteriormente los niveles de expresion caen significativamente hasta
reprimirse siendo mas bajos a las 12 h. En el TR2, el nivel de expresién mas bajo
se observd a la hora 3, posteriormente se observé un ligero incremento hasta
alcanzar el nivel del control, y por tltimo alas 24 h se observo un ligero incremento
por arriba del control. En el TR3, el comportamiento fue lo opuesto, el gen se
mantiene sobreexpresado entre las primeras 3 y 6 h de exposicion, a las 12 h el
nivel cae significativamente (p = 0.05) por abajo del control. Posteriormente, a las
24 h la expresion aumentd hasta llegar al nivel de expresion del control.

Citoesqueleto. En el caso del gen que codifica la actina (ACT), con el TRI se
observo un incremento en la expresion por arriba del control a partir de las 3
h, con un incremento significativo a las 12 h. Con el TR2 la sobreexpresion se
registr a partir de las 6 h, también se encontré un incremento estadisticamente
significativo a las 12 h. Por otro lado, con el TR3 la expresion del gen se mantuvo
reprimida durante las 24 h de exposicién, con una disminucion significativa
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en el nivel de expresion en la hora 24 (p = 0.05) (Figura 6). El gen de la tubulina
(TUB) presenté mucha variacién: con el TR1, alcanz6 su punto maximo de
sobreexpresion a las 3 h, después a la hora 6 el nivel de expresion disminuy6
hasta igualar el del control, a las 12 h nuevamente presenté un ligero repunte por
arriba del basal y a las 24 h vuelve a estar en un nivel de expresion igual que el
control. Con el TR2, solo se observo una sobreexpresion al inicio y después de las
12 h de exposicion, entre las 3 y 6 h de exposicion la expresion fue igual que el
control. Con el TR3, se observé sobreexpresion desde el inicio del experimento
y se mantuvo asi hasta el final, el nivel maximo de expresion se registré a las 3 h.
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Figura 5. Anilisis de expresion de genes relacionados con la regulacion de 4cidos nucleicos de

C. gigas, expuesto a tres tratamientos (mezcla I. galbana y G. catenatum). Notacion: Proteina P21
(P21), subunidad p55 del factor de ensamblaje de la cromatina (CHR), Factor de elongacién 2 (EF2).
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Regulacion proteica. En este grupo de genes solo se detectaron transcritos del
gen que codifica para la tripsina (TRY) que permanece igual que en el control,
en las primeras horas de exposicidn; se observo una sobreexpresion en todos los
tratamientos a partir de las 6 h. Con el TR1 el valor maximo de sobreexpresion se
registrd a las 6 h y disminuyd significativamente después de las 12 h (p = 0.05) sin
llegar a los niveles de expresion del TRC. Con el TR2, también se sobreexpreso6
a partir de las 6 h con un nivel maximo a las 24 h, este mismo comportamiento
se observé con el TR3 (Figura 6). Este comportamiento posiblemente se debe al
estrés generado en los organismos al estar en contacto con el dinoflagelado.

ACT

= TR1

Nivel de exprosion
=
n
=

0.00 TRY
200

0.50

0.00 -
0 3 6 12 24

Tiempo de exposicion (h)
Figura 6. Analisis de expresion de genes relacionados con proteinas del citoesqueleto y de regulacion

proteica de C. gigas expuesto a tres tratamientos (mezcla I. galbana y G. catenatum). Notacion:
Actina (ACT), Tubulina (TUB) y Tripsina (TRY).
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Gen constitutivo 28S. El gen que codifica el 28S ribosomal fue el que presentd
menor variacion considerando los tratamientos y los tiempos de exposicion, en la
mayoria de las condiciones probadas el nivel de expresion se mantuvo igual que
el control.

Discusion

Las toxinas PSP pueden acumularse en los tejidos de los moluscos bivalvos a
través de los procesos de alimentacion, existen varios estudios que se han enfocado
a observar el efecto de la ingesta de dinoflagelados productores de dichas toxinas
(Shumway, 1991; Wildish et al., 1998, Bougrier et al., 2003; Hégaret et al., 2007),
la cinética de acumulacion (Laabir et al., 2007), los mecanismos de depuracion
(Guéguen et al., 2008) y los dafios citologicos (Shumway, 1991). En este estudio,
C. gigas fue expuesto durante un periodo de 24 horas a diferentes densidades de
G. catenatum, 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 de marea roja o FAN. En este sentido, los organismos mostraron
sefiales visibles de estrés fisioldgico en los tres tratamientos, que se observo como
cierre inmediato de valvas, retraccion del manto, produccién de pseudoheces y
disminucién de la tasa de aclaramiento. Estos signos comunes de la exposiciéon
a dinoflagelados toéxicos se han observado en moluscos bivalvos y han sido
reportadas con anterioridad (Bardouil et al., 1993; Blanco et al., 1997; Wildish et
al., 1998; Lassus et al., 2000; Bougrier et al., 2003; Laabir et al., 2007), por lo que
los resultados obtenidos en este trabajo corroboran esta informacion.

Por su parte, Laabir et al. (2007) reportaron tasas de aclaramiento para C. gigas
de 0.34 para el dinoflagelado téxico Alexandrium catenella (1,000 cel/mL) y 0.26
para A. minutum (2,000 cel/mL) en un periodo de exposicion de 24 horas, datos
que son similares a los encontrados en este trabajo para TR1 y TR2. Bardouil et
al. (1993), mostraron que la inclusién de un 10% de A. tamarense toxica en una
dieta produce una reduccién del 20% en la tasa de aclaramiento de C. gigas. En el
presente trabajo, también se observé una disminucion en la tasa de aclaramiento y
se redujo significativamente (p = 0.05) al incrementar la densidad de G. catenatum:



Efecto de Gymnodinium catenatum en Crassostrea gigas

para el TR1 el valor de TA fue de 0.32, para TR2 fue de 0.26 y para TR 3 de 0.14.
Aunque el tamafio de G. catenatum (65-43 pm) es entre 8-10 veces mayor que el
de L. galbana (4-5 pm), el ostion ingiri6 las dos microalgas ya que al realizar los
conteos celulares en la mezclas se encontré una disminucién en el nimero de
ambas.

El cierre parcial de valvas y la producciéon de pseudoheces fueron un indicativo
de que C. gigas regul6 la ingestion de particulas. Con esto se puede decir que
en una mezcla de estas microalgas, el ostion no selecciona las células con base
en su tamafo, sin embargo, si se observé una preferencia por ingerir I. galbana.
Este comportamiento se ha observado en otros estudios, donde mencionan que
los bivalvos hacen una seleccion pre ingesta que no depende del tamafio celular,
sino de otros factores como: la forma de la célula, su composiciéon bioquimica o
por la secrecion de algiin metabolito (Bougrier et al., 2003). Este mecanismo de
regulacion en la tasa de aclaramiento o remocion de las células tdéxicas, puede
estar permitiendo al ostién aprovechar su energia y evitar el dafo por la ingesta
de toxinas. Sin embargo, no se sabe si el efecto negativo sobre la conducta de
alimentacion fue causado por la presencia de la toxina paralizante.

En este estudio se observé que una exposiciéon aguda (24 h) de C. gigas a
G. catenatum, es suficiente para que se altere el nivel de expresion de diferentes
genes involucrados en varias rutas metabolicas, a través de una sobreexpresion o
represion. La expresion de la p21 o WAF1, que funciona como un regulador de
la progresion del ciclo celular en G1, esta fuertemente controlada por la proteina
supresora de tumores p53, como respuesta a una variedad de estimulos de estrés.
Esta proteina también puede interactuar con el antigeno de proliferacion celular
nuclear (PCNA, por sus siglas en inglés) y desempefia un papel regulador en la
replicacion del ADN en la fase S de la replicacién del ADN vy en la reparacion de
dafios en el ADN (Almond & Cohen, 2002). En este trabajo, las primeras 6 horas
de exposicion de C. gigas a G. catenatum se observé un incremento de la expresion
estadisticamente significativo en los tres tratamientos, lo que podria estar
indicando que el organismo esta tratando de compensar el dafio a nivel celular y
de tejidos, asi como el dafio a las macromoléculas, a través de un incremento en
los niveles de ARNm de esta proteina.
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El gen que codifica la subunidad p55 del factor I de ensamblaje de la cromatina
(Caf-1 p55, por sus siglas en inglés), es una proteina chaperona de histona que
desempena un papel fundamental en la deposicion de los nucleosomas en el ADN
de nueva sintesis; la subunidad 55 kDa, es un componente de varios complejos
proteicos involucrados en la remodelacién de la cromatina (Taylor-Harding
et al., 2004). Este gen se sobreexpresd principalmente en los TR1 y TR2 durante
las primeras horas de exposicion, en estos tratamientos los ostiones pudieron
aclimatarse a dichas condiciones por lo tanto, para contrarrestar el dafio que
pudiera estar ocasionando la exposicion al dinoflagelado, se generaron cambios
a nivel celular como la regulacién de la transcripcién de genes implicados en la
proteccion y reparacion celular.

El factor de elongacion 2 (FE2) o translocasa, participa en la elongacion durante
el proceso de sintesis de proteinas, particularmente en la traslocacion que ocurre
en el ribosoma cuando el ARNm se corre tres nucledtidos en direcciéon de su
extremo 5. Este gen se mantiene igual que el control en las primeras horas de
exposicion en las dosis bajas posiblemente porque, el grado de estrés no es tan
severo como con el TR3 donde se sobreexpresa desde el inicio del experimento,
probablemente porque el organismo necesitarfa una mayor produccién de
proteinas para contrarrestar dicho estrés, por su parte, Lefebvre et al. (2009)
mencionan que los factores de transcripcion son los primeros en responder a un
estimulo a exposicion quimica, una exposicion al 4cido domoico en el pez cebra
provocé una expresion diferencial de un gran niimero de genes relacionados con
la apoptosis.

Laactinaes frecuentemente usada como un gen constitutivo, sin embargo, eneste
estudio se observé una clara modulacién de la expresion de este gen, tanto entre
tratamientos como en tiempos de exposicion. Este comportamiento posiblemente
se deba a que la situacion de estrés que le esta generando el dinoflagelado al ostion
provoca que el organismo compense a nivel celular este cambio a través de re-
arreglos en el citoesqueleto lo que estaria afectando las diferencias en la expresion
del gen. Estos reajustes por factores de estrés como metales, temperatura etc., han
sido reportados por Lacoste et al. (2001). Los microtubulos (tubulina) intervienen
en diversos procesos celulares que involucran desplazamiento de vesiculas de
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secrecion, movimiento de organulos, transporte intracelular de sustancias, asi
como en la divisién celular (mitosis y meiosis). En este trabajo, el incremento
observado en su expresion probablemente esta asociado al estrés ocasionado por
la exposicion al dinoflagelado, lo que provoca que el organismo aumente la sintesis
de diversas moléculas intracelulares, aumentando asi el transporte a través de las
células para tratar de compensar la situacion.

El nivel de expresion del gen que codifica para la tripsina TRY, se mantuvo
igual que el control durante las primeras horas de exposicion al dinoflagelado,
que coincide con las horas en la cual el ostién no ingirié alimento, después de
la hora 6 se observo un incremento significativo que coincide con la ingesta de
alimento, la actividad de las enzimas digestivas en bivalvos puede ser afectada
por una condicion nutricional, los cambios en la actividad de estas enzimas son
mecanismos usados por los bivalvos para optimizar la ganancia de energia, cuando
experimentan alguna variacion en su dieta (Siu-Chung et al., 2001). El mejilléon
Mpytilus chilensis puede usar la microalga toxica A. catenella como una fuente de
alimento ajustandolaactividad de carbohidrasas (amilasas, celulasa) y mecanismos
de absorcion (Fernandez-Reiriz et al., 2008). Estrada et al. (2007) encontraron que
la exposicion a G. catenatum en Nodipecten subnodosus increment6 la actividad
de tripsina y a quimotripsina. Sin embargo, en este trabajo no se podria afirmar
que la sobreexpresion de dicho gen sea por el cambio en su dieta, porque como
se utilizd el organismo completo y no se separd la glandula digestiva, también
podrian estar afectando el nivel de expresion tripsinas exdgenas a la glandula.

La respuesta de los organismos ante las toxinas depende de diversos factores,
siendo los mas importantes las propiedades especificas, fisicas y quimicas del
compuesto y la cantidad a la que estan expuestos (Huvet et al., 2004). Las toxinas
paralizantes son toxinas termoestables y altamente hidrofilicas, las células blanco
donde acttian son las células nerviosas y bloquean especificamente los canales de
sodio dependiente de voltaje, se unen de manera reversible al sitio 1 del canal de
sodio, bloqueando asi el poro (FAO, 2005). Este bloqueo podria funcionar como
una sefal extracelular para fosforilar o defosforilar proteinas que se encuentran
en la membrana celular que a su vez activan segundos mensajeros, ocasionando
asi una cascada de respuestas alterando a nivel celular la expresion de los genes.
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Se ha descrito el comportamiento en organismos expuestos a una sustancia
toxica y como podria estar influenciando la expresién de genes: durante las
primeras horas después de iniciada la exposicion se empiezan a dar los cambios en
la expresion de genes. En tiempos cortos o dosis bajas, los genes que son inducidos
tienden a ser adaptativos, protegiendo al organismo de la toxicidad (Denslow
etal.,2007). Alincrementarse la dosis, el organismo intenta compensarse mediante
la interrupcidn de ciertas vias metabolicas provocadas por la exposicion y nuevas
vias metabolicas son activadas resultando en la expresiéon de un nuevo grupo de
genes.

Estos cambios son importantes para que el organismo y son diferentes de los de
adaptacion y se asocian directamente con la adversidad provocada por el téxico
(Denslow et al., 2007). En el presente trabajo los genes que podrian estar actuando
de esta forma serian los de regulacién de dcidos nucleicos como P21 y CHR. Al
incrementar la dosis o el tiempo de exposicidn, el organismo no puede adaptarse
por mucho tiempo o compensar, por lo tanto se dan efectos adversos como daiio a
nivel celular, fisioldgico, bioquimico hasta llegar a una gran deterioro dela salud del
organismo. (Denslow et al., 2007). Estas fases en el comportamiento de exposicién
a sustancias toxicas podrian deducirse para C. gigas expuesto a las células del
dinoflagelado téxico. Por lo tanto, es imperativo monitorear la expresion de los
genes analizados por un periodo de exposicién mayor (exposicion subcronica).

Las conclusiones son las siguientes: los efectos fisiologicos de cambios del
comportamiento alimenticio, mostraron que los ostiones fueron susceptibles a
las células toxicas con un fuerte estrés en la densidad celular elevada. La tasa de
aclaramiento disminuy6 significativamente al incrementar la densidad celular. La
combinacién delas variables densidad celular y tiempo de exposiciéon, modificaron
diferencialmente la expresion de los genes analizados. El gen 28S ribosomal,
mostré menor variabilidad en su expresion en todos los tratamientos, por lo que
podria utilizarse como gen de referencia para analisis de q-PCR. Una exposicién
aguda a G. catenatum representa un estrés de suficiente magnitud para que se
active el mecanismo de respuesta a dafio celular (P21 y CHR) a una concentracién
mas baja que las reportadas (1,000 - 6,000 cel/mL).
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