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RESUMEN

Se evalud la presencia del veneno amnésico (intoxicacion por acido domoico) en la costa central
del Peru, causante de problemas gastrointestinales, amnesia parcial y en algunos casos la muerte
del ser humano, por la ingestion de moluscos contaminados por algunas microalgas del género
Pseudo-nitzschia productora de esta toxina. En nuestro pais se tiene registro de estas especies
al igual que en otros paises, donde se reportaron como productoras de la toxina Acido Domoico.
Se buscaron estas especies del género Pseudo-nitzschia en tres zonas de la costa central peruana:
isla San Lorenzo, Pucusana y bahia de Paracas.

Las diferentes especies obtenidas del género Pseudo-nitzschia, fueron cultivadas para realizar
el estudio morfolégico y toxicoldgico, logrando identificar con ayuda de microscopia
electronica de barrido la especie P. pungens y una especie no reportada para Perd, P.
subpacifica.

Ambas especies no presentaron acido domoico bajo las técnicas de HPLC/MS indicando que el
riesgo de veneno amnésico en esta zona seria bajo, lo cual es muy beneficioso para la
pectinicultura de la zona.

Sin embargo, esto no asegura que estas especies bajo otras condiciones ambientales puedan
presentar toxina, como ocurre en otros océanos. Por lo tanto, es necesario el cumplimiento
riguroso del plan de monitoreo desde la zona norte a sur del pais para evitar problemas de

intoxicacion por veneno amnésico en el futuro.



ABSTRACT

The presence of amnesic shellfish poisoning (Domoic acid intoxication) was evaluated in the
central coast of Peru. The ingestion of shellfish contaminated by some strains of Pseudo-
nitzschia cause’s gastric problems, partial amnesia and death in some cases.

In our country we have some records of Pseudo-nitzschia strains which have toxins problems.
That was the reason why we started testing in the central coast of Peru, in three areas: Pucusana,
Paracas bay and San Lorenzo Island. The strains isolated from samplings were cultured and
classified with the help of scanning electron microscope. We found two species, P. pungens and
P. subpacifica. This is the first time we report P. subpacifica in Peruvian waters. Also, these
two species did not present acid domoico under the techniques of HPLC/MS. Therefore, the risk
of amnesic shellfish poisoning in this area would be low, which is convenient for the
pectiniculture of the area. However, this does not rule out that these two species identified, under
other environmental conditions, can be able to present toxin. Since it happens in other oceans,
it is necessary the rigorous planning and monitoring from the North to the South of the country

to prevent future problems.



l. INTRODUCCION

En los ultimos afios el Instituto del Mar del Perd (IMARPE) ha venido desarrollando un
programa de conservacion de especies de microalgas en el Banco de Germoplasma de
Organismos Acuaticos. Una linea necesaria de investigacion es identificar las especies nocivas

de las costas peruanas que puedan poner en riesgo la actividad acuicola y la salud humana.

Dentro de estas especies se encuentran las diatomeas del género Pseudo-nitzschia, (definida
originalmente por Peragallo y Peragallo, 1900), del género Nitzschia que ha sido objeto de
muchos cambios taxondmicos durante el siglo pasado sobre la base de la morfologia del frastulo.
Actualmente, existen 37 especies del género de Pseudo-nitzschia que forman cadenas de
longitud variable (Hasle et al., 1996; Lundholm et al., 2002; Lundholm et al., 2003; Trainer et
al., 2012; Lelong et al., 2012). Sin embargo, 15 especies del género Pseudo-nitzschia son
capaces de producir la neurotoxina &cido domoico (AD) en condiciones de cultivo (Anexo 1),
que se asocia a la intoxicacion amnésica (ASP) en humanos (Trainer et al., 2012).

El &cido domoico fue identificado por primera vez en la Isla del Principe Eduardo, Canada, en
1987 durante un episodio de intoxicacion por el consumo del mejillén Mytilus edulis. Se registrd
tres muertos y mas de 100 personas enfermas que presentaron sintomas como calambres
abdominales, vémitos, desorientacion y pérdida de memoria (amnesia). Este evento fue
asociado posteriormente a la presencia de la diatomea pennada Pseudo-nitzschia multiseries
(Bates et al., 1989; Wright et al., 1989). Desde este reporte esta toxina ha sido encontrada en
diferentes grupos de organismos como zooplancton, moluscos, crustaceos (Bargu et al., 2002),
equinodermos, gusanos, peces, aves y mamiferos marinos, registrandose mortalidades de estos
ultimos tres grupos taxondémicos con mucha frecuencia en los Estados Unidos de América
(EUA) (Lefebvre y Robertson 2010; Lefebvre et al., 2012).



Las especies del género Pseudo-nitzschia se encuentran ampliamente distribuidas en las costas
del Mundo, mientras que la presencia de su toxina es mas persistente y perjudicial en los
sistemas de surgencia (Trainer et al., 2010). Este proceso oceanografico que esta asociado a la
corriente de Humboldt es muy frecuente e intenso en las costas del Perd, considerado entre los
sistemas mas productivos del Mundo, ya que alcanzan valores entre 3y 4 g m2d en la franja
costera de 100 km (Calienes et al., 1985), y se extiende a lo largo del Pacifico Sur Oriental hasta
Chile (Graco et al., 2007). Estos procesos de surgencia con una intensa fertilizacion de nutrientes
en las aguas costeras promueven el desarrollo de las floraciones de especies de Pseudo-nitzschia
(Scholin et al., 2000; Trainer et al., 2000; Trainer, 2002; Anderson et al., 2006). Otra variable
determinante en el crecimiento de especies de Pseudo-nitzschia es la temperatura, su mayor
abundancia ha sido encontrada a 14°C (Buck et al., 1992; Trainer et al., 2000; Anderson et al.,
2006; Garcia et al., 2009), mientras que Santiago y Garcia (2011) registraron una alta tasa de
crecimiento de P. australis entre 12° y 15°C. Estas temperaturas se presentan en la zona costera
del PerG a nivel de 10m de profundidad, en especial durante los eventos de surgencia en los
meses de invierno y primavera (Guillen et al., 1969). Con estos pardmetros ambientales como
temperatura y nutrientes Anderson et al. (2010) proponen un modelo de prediccion del potencial

toxigénico de una floracion de Pseudo-nitzschia en Bahia Chesapeake.

En la revision mundial del género Pseudo-nitzschia realizada por Trainer et al. (2012),
mencionan a Pseudo-nitzschia pungens y P. australis presentes en las costas del Per(. Esta
ultima especie presenta un alto potencial para producir &cido domoico (AD) en otros mares del
Pacifico y Atlantico (Bates, 2000; Cusack et al., 2002).

Actualmente, en el Perl no existen reportes de toxicidad por AD en los analisis realizados por
el Servicio de Nacional de Sanidad Pesquera (SANIPES), sin embargo en los reportes técnicos
de IMARPE del periodo 2003-2013 sefialan la presencia de P. pungens, P.cf delicatissimay P.
seriata, en las areas geograficas entre Pisco y Sechura.

En algunas ocasiones, la presencia de especies toxicas del género Pseudo-nitzschia puede
obligar al cierre de la zona de extraccion de Argopecten purpuratus, tanto en areas de

recoleccion y de cultivo, dado que los moluscos filtradores son altamente susceptibles a los



impactos de toxicidad de AD (Suarez-Isla et al., 2002). Los cierres mas frecuentes en zonas de
recoleccion en EUA se localizan en Oregdn y en el Estado de Washington (Horner et al., 1993),
en el Golfo de San Lorenzo en Canada (Bates et al., 2002), en Chile: las bahias Tongoy,
Guanaqueros y Bahia Inglesa (Suarez-Isla et al., 2002), en aguas del Reino Unido (Bogan et al.,
2007; Campbell et al., 2001; Gallacher et al., 2001), y cuando los periodos de cierre son largos,
las pérdidas son inevitables. En Espafia, en diversas zonas de Galicia y Andalucia, los largos
periodos de cuarentena originados por la presencia de toxinas y en especial por AD, han
impedido la cosecha del bivalvo Pecten maximus durante largos periodos de tiempo, incluso
afios completos, debido a su fisiologia y por su lenta depuracion de toxinas. (Vale y Sampayo,
2001; Campbell et al., 2001; Blanco et al., 2002; Blanco et al., 2006).

La produccion del molusco Argopecten purpuratus denominado “concha de abanico” es una de
las principales actividades econémicas en las costas peruanas, que se ve influenciada por
variables biol6gicas como la presencia de toxinas marinas, las cuales representan un alto riesgo
en la produccion. Una clase de toxinas marinas es el AD producido por las microalgas del género
Pseudo-nitzschia, por lo tanto el presente trabajo tiene como objetivo identificar las diferentes
especies de Pseudo-nitzschia existentes en la costa central peruana y conocer el potencial
toxigénico de cada especie de este género, mediante las mejores técnicas empleadas en los
laboratorios de referencia mundial para prevenir riesgos en la industria acuicola y la salud

humana.

1.1. PROBLEMATICA

A lo largo del litoral peruano se explota o extrae a nivel industrial el recurso “concha de abanico”
Argopecten purpuratus, que es exportado principalmente al mercado europeo. Con el objetivo
de asegurar el flujo normal de exportacion del mencionado molusco, la industria debe cumplir
con las exigencias del Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos del Instituto Tecnoldgico de

la Produccién (ITP), (antes Instituto Tecnoldgico Pesquero (ITP)).

La Comunidad Europea mediante el Reglamento (CE) N° 853/2004 estipula que el limite de esta

toxina en los moluscos para consumo humano debe ser inferior a 20 mg kg*, ademas es



necesario tener claridad cientifica sobre el grupo taxonémico Pseudo-nitzschia y su potencial
produccion de &cido domoico AD. Este tema es muy importante debido a que el Parlamento
Europeo solicité a la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2009) realizar un
analisis de riesgo sobre los actuales limites regulatorios sugiriendo que este debe ser reducido a
4.5 mg.kg™.

Estas consideraciones y la frecuente presencia de P. pungens, P. cf. delicatissima y P.cf. seriata
en las principales areas de explotacion y cultivo de moluscos en las costas peruanas, ameritan
una revision taxonémica de estas especies y una evaluacion de su potencialidad toxica. El
presente estudio permitird determinar el potencial de la toxicidad de las especies de Pseudo-
nitzschia presentes en las aguas de la costa central del Per( y el analisis de riesgo de la posible

presencia de AD.

1.2. OBJETIVOS:

Dentro de este contexto se establecen los siguientes objetivos:

1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de acido domoico en las especies del género Pseudo-nitzschia en la costa

central del Per.

1.2.2. OBJETIVO ESPECIFICO:

- Identificar taxondmicamente las especies Pseudo-nitzschia detectadas en la costa central
del Pera.

- Cultivar las especies de Pseudo-nitzschia clasificadas en la costa central del Perd.

- Evaluar la produccion de acido domoico en las especies de Pseudo-nitzschia cultivadas
en laboratorio.

- Evaluar el riesgo sobre la presencia del 4cido domoico para la produccién de Argopecten

purpuratus “Concha de Abanico”.



1.3.  JUSTIFICACION

El Per0 es el principal pais productor de Argopecten purpuratus “Concha de Abanico” a nivel
mundial, actividad que genera un ingreso de divisas al pais. La presentacion principal de
comercializacion de este recurso es el Individual Quick Freezing (IQF) que es exportado
mayoritariamente a los paises europeos (Proyecto UE-Perd/PENX. 2004). Para su
comercializacion las empresas deben cumplir un estricto control sanitario entre los cuales
destacan la certificacion de sus aguas sin agentes productores de toxinas marinas y la ausencia

de este tipo de compuestos en los tejidos comestibles de este molusco.

Una de las variables a analizar es la presencia de toxina amnésica (ASP) que puede ser producida
por las diatomeas P. pungens, P. cf. delicatissima y P. cf. seriata que han sido reportadas por el
Instituto del Mar del Pert (IMARPE) y P. australis por Hasle (1965) en las aguas costeras del
Per( y cuya presencia podria afectar de manera negativa nuestras exportaciones al generar

cierres de areas de cultivo por el tiempo que dure el evento nocivo.

Es importante destacar que hasta la fecha no se han desarrollado estudios cientificos que
permitan por una parte identificar de manera inequivoca las especies del género Pseudo-
nitzschia presentes en la costa central del Per( y por otra, evaluar su capacidad para producir la

toxina amnésica



1. REVISION LITERARIA

2.1. ANTECEDENTES:

Las Floraciones Algales Nocivas (FANs) son las apariciones de un grupo heterogéneo de
microorganismos que son percibidas como dafiinas por el hombre por sus efectos adversos a la
salud humana, a la acuicultura, al turismo y a las poblaciones naturales de organismos marinos,
segun la Comisién Oceanografica Intergubernamental (COI) de la UNESCO (Reguera et al.,
2011).

Muchas veces las FANs no presentan cambios de color del agua del mar y con frecuencia una
baja cantidad de células puede envenenar los moluscos filtradores, los cuales presentarian un

riesgo para la salud humana y la actividad acuicola (Okaichi, 2003).

El evento de intoxicacion por AD ocurrido en 1987, en la Isla Principe Eduardo, Canada, que
ocasiond los primeros problemas en la salud humana como la muerte de tres personas (Bates et
al., 1989), también afect6 a las especies marinas. A principios de setiembre de 1991, el AD
producido por P. australis fue responsable de la muerte o la enfermedad de pelicanos y
cormoranes en la Bahia de Monterey, California, ocasionada por ingerir anchoas (Buck et al.,
1992; Fritz et al,. 1992; Garrison et al., 1992; Trainer et al., 1998). A lo largo de la costa de
California se ha registrado la muerte de mamiferos marinos debido a la intoxicacion por AD,
encontrandose en zooplancton, moluscos, crustaceos, equinodermos, gusanos, peces, aves Yy
mamiferos marinos (Lefebvre et al., 1999; Scholin et al., 2000; Vos, 2003; Van Dolah et al.,
2003; Lefebvre y Robertson, 2010; Bosart, 2011; Trainer et al., 2012).

Los primeros reportes de AD en cultivos de A.purpuratus se presentaron al norte de Chile, donde
los niveles regulatorios (20mg.kg?, HPLC) fueron excedidos, en las bahias Tongoy,

Guanaqueros y Bahia Inglesa (Lopez-Rivera et al., 2009). En esas areas de cultivo de A.



purpuratus se han registrado varias floraciones de especies de Pseudo-nitzschia, las cuales han
sido aisladas, identificadas, cultivadas para su posterior analisis de toxicidad usando
cromatografia liquida y espectrofotometria de masas (LC-MS) confirmando que algunas cepas
de P. australis y P. calliantha presentan AD y otras como P. sub-fraudulenta no presentaron la
toxina (Alvarez et al., 2009).

2.2. DESCRIPCION DEL GENERO Pseudo-nitzschia (H. Peragallo, 1900).

Las especies del género Pseudo-nitzschia son un componente menor del fitoplancton, lo que
contribuye cerca del 17% del carbono de la biomasa total, incluso en la floracion mas intensa,
(Trainer et al., 2009). Estas especies solo pueden ser encontradas en el plancton marino y son
muy importantes porque algunas de ellas tienen la capacidad de producir acido domoico, se
caracterizan por su motilidad, formar colonias escaliformes con superposicién de los extremos
de las células continuas, la localizacion del rafe a nivel de la superficie valvar. Las células son
alargadas, de fusiformes a estrechamente lanceoladas y con dos cloroplastos situados en su parte
central (Ferrario et al., 2002; Hoppenrath et al., 2009).

La presencia de especies del género Pseudo-nitzschia son frecuentes en la mayoria de océanos,
aunque en pequefas cantidades (Walz et al., 1994). La primera especie reportada por causar
problemas por veneno amnésico en mariscos (VAM), internacionalmente conocido como
“Amnesic Shellfish Poisoning (ASP)”, fue P. multiseries la cual contiene altas concentraciones
de AD. Esta toxina también esta presente en altas concentraciones en P. australis y P. seriata
(aprox. > 10pg de AD/cél.), mientras que para P. delicatissima y P. pseudodelicatissima la
toxina se presenta en menores concentraciones (<1 pg AD/cél) en pruebas realizadas en cultivo
(Botana, 2008).

De las 12 especies de Pseudo-nitzschia reportadas como productoras de acido domoico en todo
el mundo (Trainer, 2012), se ha registrado 10 especies en las aguas de la costa Oeste de EUA
(Anderson et al., 2008). P. australis y P. multiseries son comunmente las mas asociadas con

eventos toxicos en Alaska y son las mas problematicas en California (Trainer et al., 2012).



(Figura 3). P. pseudodelicatissima y P. cuspidata presentan eventos tdxicos en las aguas del
Estado de Washington (Adams et al., 2000; Trainer et al. 2002).

En América del Sur, P. australis reportada en 1939 por Joaquin Frenguelli en el Golfo de San
Matias, Argentina (Sar et al., 1998), fue una de las primeras especies conocidas del género
Pseudo-nitzschia. Desde entonces, ha sido encontrada no sélo en el hemisferio sur, sino también
en la mayoria de las zonas costeras, con excepcion del Atlantico Oriental y Asia. Por esta razon
es considerada como cosmopolita (Hasle, 2002), y su toxicidad es mas comun en América del

Sur.

Para el litoral peruano Trainer et al. (2012) mencionan solo dos especies basandose en el Gnico
trabajo realizado por Hasle (1965), en el cual emplearon microscopia electrénica para la
identificacion de P. pungens y P. australis. Mientras que Guillen et al. (1969) reporta P.
pungens a lo largo de la costa peruana (Latitud 4° al 12° S), durante 1964 basados en trabajos
con microscopia Optica. Strickland et al. (1969) mencionan las especies: P. pungens, P.
americana, P. delicatissima, P. pacificay P. seriata entre las latitudes 13° 40" Sy 16° 27" S del
litoral peruano. Rojas de Mendiola (1978) al estudiar el contenido estomacal de la anchoveta
capturada en zonas de surgencia (15° 04 S y 15° 56 S), identifica la especie P. pungens en las
distintas estaciones del afio con excepcion del invierno del afio 1974, mientras que Tarazona
(2003) menciona a P. delicatissima como especie dominante entre la zona de Ancon y bahia
Independencia, y finalmente el programa de monitoreo de microalgas nocivas que ejecuta el
IMARPE desde el afio 2003 a la fecha menciona las siguientes especies: P. cf. delicatissima, P.
pungens y P. cf. seriata.

En la Figura 1, se muestran las especies de Pseudo-nitzschia en cultivo que han demostrado
producir &cido domoico y estan simbolizadas y encerradas en un circulo, las areas a lo largo de
las costas marcadas con rojo son los lugares donde ocurri6 el cierre de extraccion de moluscos
o la mortalidad de los animales debido a niveles elevados de acido domoico (> 20 ug AD g,

peso himedo de tejidos de los moluscos) (Fuente: Trainer 2012).



® australis » cuspidata A galaxiae » multistriata seriata (O Circled symbols indicate that isolates from
® brasiliana ® delicatissima A granii A pseudodelicatissima W turgidula that location are positive for domoic acid
o calliantha & fraudulenta & multiseries ¢ pungens

Figura 1. Distribucién mundial de especies toxigénicas de Pseudo-nitzschia. (Fuente: Trainer
et al. 2012)

2.3. METODOS PARA LA DETERMINACION DE ACIDO DOMOICO

2.3.1. BIOENSAYOS.

a. Bioensayo en raton: permite detectar AD en concentraciones de aproximadamente
40mg/kg carne de molusco, este ensayo consiste en la extraccidén con agua en medio acido
del tejido (animal entero u 6rganos seleccionados) seguido de la inyeccidn peritoneal de
I1mL del extracto al raton. Los sintomas de esta toxina se inicia con el rascado de hombros
con la patas traseras, seguido de convulsiones, el periodo de observacion es de 15 min a 4
horas, No hay validacion entre laboratorios de este método. Aspectos éticos, relacionados
con el uso de animales vivos, afectan a la aceptacion y el uso de bioensayo ratén en
algunos paises. Su limite de deteccion no es lo suficientemente bajo como para emplearse

con confianza en la cuantificacion de esta toxina con fines reglamentarios (FAO, 2005).

2.3.2. ENSAYOS BIOQUIMICOS



a. Inmunoensayos

Se desarrollé un ELISA para detectar la presencia de AD en suero y orina de mamiferos,
empleando anticuerpos policlonales producidos en conejos. EI método fue eficaz para
determinar concentraciones de AD en orina de rata, con un limite inferior de 40 ng.ml.
Los niveles de AD en plasma de rata y mono no se pudieron determinar con precision con
este anti suero en el ELISA. Este sistema de deteccion no ha sido sometido a ensayos

extensos para su uso como técnica de rutina (FAO, 2005)

2.3.3. ENSAYOS QUIMICOS

a. Cromatografia de capa fina

El AD se puede analizar semicuantitativamente utilizando cromatografia en capa fina
(TLC). El compuesto se detecta en placas de gel de silice con un débil punto de UV que
se vuelve de color amarillo con una solucién al 1 por ciento de ninhidrina. Sin embargo,
En el caso de muestras bioldgicas hay interferencia con otros aminoacidos interfiriendo,
un procedimiento previo de limpieza permite obtener fracciones directamente utilizables
o0 concentrarlas al vacio antes de aplicar sobre la capa de gel.

El limite de deteccion por este método, es de alrededor de 0,5 pg, lo que permite la
deteccion en tejidos de marisco a alrededor de 10 mg.kg™. (FAO, 2005).

El AD puede ser detectado en placas de TLC empleando dos reactivos pulverizados, por
ejemplo la pulverizacion de una placa con vainilla, formandose el color amarillo que

cambia a rosa con el tiempo en presencia de AD( Quilliam, 2003).

b. Andlisis de amino acidos

El extracto de plancton de muestras liquidas pueden ser analizadas directamente por un
sistema de analizador de aminoéacidos utilizando las soluciones tampo6n y columnas de
intercambio i6nico. Este método se emplea para el analisis de hidrolizados de proteinas,
elutos de AD similares a la metionina. Las medidas de absorbancia a 440 nm permiten
detectar amino acidos con grupos amina primarios, en tanto que a 570 nm se detectan
selectivamente iminoacidos como la prolina y el AD. El limite de deteccién por este
método es de aproximadamente 1 mg. mL 2.

La sensibilidad de este método es similar a la del método de HPLC-UV, sin embargo no
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es tan eficaz para muestras que contienen una alta concentracion de aminodcidos libres y

un anélisis mas prolongado. (Quilliam, 2003)

c. Cromatografia liquida (CL)

La cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccién ultravioleta (HPLC-UV), es
el método quimico analitico para la determinacion acido domoico, se produce por el nivel
de absorbancia de 242 nm. Este procedimiento se basa en lo descrito por Quilliam et al.
(1995), para la determinacion cuantitativa del &cido domoico en productos marinos, se

realiza con condicion isocratica y ultravioleta, (FAO, 2005)

d. Electroforesis capilar (EC)

Es una nueva técnica que tiene un enorme potencial para el andlisis de toxinas marinas.
Este método permite rapidos andlisis, separaciones de alta resolucién de compuestos
complejos, polares. Se conecta un tubo capilar de silice fundido conteniendo una solucion
tampon entre dos depositos de liquido. Luego se inyecta en el capilar un volumen de
extracto de muestra (tipicamente 1-10 nL) se aplica una diferencia de voltaje de 20- 30
kVa los extremos capilares, las sustancias idénicas migran como bandas estrechas por el
capilar, pasando por un detector (absorbancia UV, fluorescencia, etc.) (Quilliam, 2003).

f. Espectrometria de masas

Meétodo de alta sensibilidad, alta resolucion, cuantificacion de isomeros, puede analizar
de forma simultanea otros grupos de toxinas.

La electro nebulizacion se ha convertido en la técnica predominante para las interfaces
entre CL y EM, volviendo obsoletos métodos mencionados anteriormente, como (flujo
continuo) Bombardeo Atémico Répido (FAB por sus siglas en inglés) y termospray.
Quizés sea, el retiro del contenido de lipidos en los homogenatos, el punto mas importante
para resolver el problema de la supresion de la sefial tan a menudo encontrada en los
analisis de extractos de mariscos empleando CL-ESI-EM (ESI= ionizacion electro
nebulizacion)(FAQO, 2005).
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2.4. EVALUACION DE RIESGO DEL ACIDO DOMOICO EN Argopecten purpuratus
PARA SU COMERCIALIZACION Y CONSUMO HUMANO.

La evaluacion de riesgo o PHA por sus siglas en inglés Process Hazards Analysis, es el estudio
de las causas de las posibles amenazas y probables eventos no deseados, los dafios y
consecuencias que estas puedan producir. Realiza una prediccion del futuro, en base al pasado
historico y un analisis de los eventos.

La evaluacion de riesgo se divide en 4 pasos: Identificacion del riesgo, Caracterizacion del

peligro, Evaluacion de la exposicion y Caracterizacion del riesgo (Botana, 2008).

2.4.1. IDENTIFICACION DEL RIESGO:

Las toxinas marinas son tan potentes que incluso a bajas concentraciones de microalgas (10°3-
10* cél. L) y sin que se formen manchas visibles en el mar pueden convertir a los bivalvos en
no aptos para el consumo. Estas proliferaciones, que raras veces van acompafiadas de
produccidn de elevada biomasa, producen las intoxicaciones por consumo de Bivalvos (Shellfish
Poisoning), que en casos extremos pueden causar hospitalizaciones e incluso pérdida de vidas
humanas (Reguera et al., 2011).

a. Veneno amnésico: La intoxicacion amnésica por mariscos (ASP o VAM) es
conocida también como intoxicacion por acido domoico. (Cis H21 NOeg); peso molecular
311,33 g/mol; acido tricarboxilico similar a un sélido blanco cristalino, soluble en agua 'y

ligeramente soluble en metanol y etanol. (AESAN, 2009).

El AD es relativamente estable y no se degrada a temperatura ambiente (Quilliam, 2003).
Sin embargo, se detectd una alteracion considerable tras la exposicion a temperaturas
elevadas (> 50 °C), asi como en condiciones extremadamente &cidas (pH<2) o alcalinas
(pH> 12).

McCarron y Hess (2006) realizaron experimentos en los tejidos de moluscos
contaminados, demostrando que la coccion normal (100 °C) o en autoclave (121 °C) del
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tejido de mejillon sélo reduce la concentracion total de la toxina aproximadamente en un
3%. En base a estos datos es evidente que la coccidén no disminuira la toxicidad de los
mariscos si estdn contaminados con esta toxina. Los animales marinos que se alimentan
de este fitoplancton, o de otros organismos que lo hayan ingerido, pueden acumular el AD
mediante bioconcentracion. De manera especial lo acumulan los moluscos bivalvos
(ostras, mejillones, vieiras, almejas) que se alimentan por filtracion. (AESAN, 2009) La
tasa de acumulacion varia entre las diferentes especies de moluscos, en Pecten spp.
(Pecten maximus y Pecten jacobaeus), debido a que la velocidad de eliminacion o
depuracién es muy baja en relacién a las otras especies, puede permanecer en el molusco
durante meses e incluso afios (Blanco et al., 2002). La distribucion de acumulacion de AD

en los distintos 6rganos de los pectinido se muestra en la Figura 2.

- Glandula digestiva (hepatopancreas)

GLANDULA DIGESTIVA MUSCULO ADUCTOR
(HEPATOPANCREAS)

la concentracion méas elevada se
BRANQUIAS P
encuentra en este érgano (aprox. 80%).
- Tejidos blandos (branquias, manto)
(aprox. 14%).

- Gonada, musculo aductor, se presenta
PARTE MASCULINA #33 - g~ j en menor cuantia.

- Musculo aductor o carne blanca, solo

se encuentran cantidades residuales

Figura 2. Acumulacién de &cido domoico en Pectinidos (Fuente: AESAN, 2009).

b. Estructura y mecanismo de accién del &cido domoico

El Acido domoico es un aminoacido tricarboxilico de bajo peso molecular que esta
estructuralmente relacionado con el acido kainico (Figura 3). Esta clasificado como un
neuroexcitante que interfiere con los mecanismos de neurotransmision en el cerebro
(Pérez, 2002; Mos, 2001). Fue aislado por primera vez de la macroalga Rhodophyta,
Chondria armata a raiz de las investigaciones sobre la actividad antihelmintica e

insecticida de extractos de algas marinas (Takemoto y Daigo, 1958).
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Figura 3. Estructura del &cido domoico (Fuente: Lefebvre, 2010)

Las caracteristicas quimicas del compuesto son importantes para entender las
interacciones de los receptores y los efectos toxicos en los vertebrados. El 4cido domoico

se compone de un anillo de prolina con tres grupos carboxilo y un grupo imino.

2.4.2. CARACTERIZACION DEL PELIGRO:

Debido a la similitud estructural con el acido kainico (KA), acido glutdmico (Glu) y acido
aspartico (Asp), el AD interactta con los receptores de glutamato (GIuR) en los terminales de
las células nerviosas (Fig. 4). El glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitatorio
en el cerebro y un componente critico para toda la transmision sinaptica. Se ha atribuido la
neurodegradacion celular a la excesiva cantidad de Glu en estas areas generando convulsiones
y apoptosis celular (Dakshinamurti et al., 1991; Tood, 1993; Cendes et al., 1995; Nijjar y
Nijjar, 2000; Ananth et al., 2001; Colman et al., 2005); La sobre activacion de GIuR por Glu
0 Asp se inicia con una cascada de eventos bioquimicos que puede conducir a la lesion
neuronal o muerte celular. Esto se debe en gran medida al flujo excesivo de los iones Ca?* en
las neuronas a través de los canales i6nicos que se desencadenan por la activacion del GIuR
(Fig. 4) (Lefebvre, 2010). La entrada de calcio a las neuronas del hipocampo produce su
destruccion y la pérdida de memoria de corta duracion en los sujetos intoxicados, esta
neurodegradacion puede ser irreversible y ocasionar discapacidad de por vida en los casos

mas graves (Suarez, 2005).
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Pre-synaptic neuron

Post-synaptic neuron

Figura 4. Mecanismo de accién del acido domoico (Fuente: Lefebvre, 2010)

En la Figura 4, se observa la neurotoxicidad inducida en las células nerviosas que ocurre por la
despolarizacion de la célula presinaptica que activa la liberacion de Ca®* enddgeno, que
posteriormente moviliza vesiculas que contienen GLU a la superficie de la membrana. El GLU
se libera en la hendidura sinaptica por exocitosis, donde es capaz de interactuar con receptores
de superficie celular. EI AD exdgeno puede interactuar en la hendidura sinaptica con cada uno
de los tres subtipos de receptores ionotrdpicos incluyendo el kainato, AMPA (&cido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) y receptores de NMDA (N-metil D-aspartato) en
membranas celulares. La activacion del kainato y AMPA liberan Ca?* a través de los canales
de iones acoplados en la célula post-sinaptica. EI AD es también capaz de unirse a los receptores
de NMDA que estan vinculados a ambos canales de iones Ca?* y Na/K", resultando en la
afluencia celular de Na+ y Ca?*, a diferencia del GLU, el AD induce la activacion prolongada
del receptor, provoca una afluencia constante de cationes en la célula y las sefiales quimicas
apropiadas para la desensibilizacion se bloquean. El exceso intracelular de Ca?* provoca la
interrupcion de la funcion celular, inflamacion celular y finalmente, la muerte celular (Lefebvre,
2010).

2.4.3. EVALUACION DE LA EXPOSICION:
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a. Exposicion a la dosis.

El valor de referencia de AD es 20 mg /kg de carne de molusco, basado del incidente de
ASP en Canada (Isla Principe Eduardo) y ha sido adoptado por varios paises, el que resulta
de una ingesta de 0,03 a 0,1 mg AD/kg pc por persona con un peso corporal de 60 kg y

para un consumo de molusco de entre 100 y 300 g/carne de molusco (FAO, 2005).

b. Sintomas por intoxicacion del veneno amnésico.

En el evento de 1987, se registraron dafios ocasionados por la intoxicacion de AD, de los
107 casos de intoxicacion, los sintomas se manifestaron entre los 15 minutos y 38 horas
de la ingesta de molusco contaminado. 12 de estos casos fueron tratados en la unidad de
cuidados intensivos, 8 de ellos tenian 65 afios y los 4 restantes tenian enfermedades
preexistentes como diabetes, insuficiencia renal, o hipertension. Los sintomas presentados
fueron los siguientes: nauseas (77%), vomitos (76%), dolor abdominal (51%), cefalea
(43%), diarrea (42%), y pérdida de memoria (25%) notandose una relacién en la pérdida
de memoria y la edad. Los menores de 40 afios presentaron diarreas y en mayores de 50
afios, pérdida de memoria (Tood, 1993; Botana, 2008).

El tratamiento por intoxicacion de AD es sintomético, no hay antidotos. En caso de
producirse convulsiones podria emplearse difenilhidantoina, fenobarbital o diazepam, en
tales condiciones no deberia inducirse el vomito. Tal vez en periodos cortos, desde la
ingesta, podria inducirse el vomito. El lavado gastrico con sonda requiere la
administracion previa de algun anticonvulsivante. Un adsorbente como carbén activado
podria utilizarse en nifios. En el caso de posible colapso cardiovascular, hemorragia
digestiva, depresion del sistema nervioso central e incluso convulsiones. Estos sintomas

indican que la persona debe ser trasladada al hospital (Alvarez, 2009).

2.4.4. CARACTERIZACION DEL RIESGO:
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La evaluacion cualitativa del riesgo se basa en la experiencia adquirida con un alimento
especifico, el grado de conocimiento del organismo, los datos epidemiologicos y la opinidn de
los expertos sobre los peligros asociados a la manera de producir, elaborar, almacenar y preparar
los alimentos para el consumo (FAO, 1995).

La estimacion de riesgos pueden ser cualitativa, por ejemplo, niveles de clasificacion altos,
medios 0 bajos de un patégeno, o presentarse en términos cuantitativos, como distribuciones
acumulativas de frecuencia del riesgo por porcion, riesgos anuales para las poblaciones
seleccionadas o riesgos relativos de los diferentes animales o distintos patégenos.

La Union Europea (UE) establecié en 1997 La Directiva 97/61/CE modificando la Directiva
91/492/CEE (UE, 1991), en el menciona “El contenido de Amnesic Shellfish Poisoning (ASP)
en las partes comestibles de los moluscos (el cuerpo entero o cualquier parte consumible por
separado) no debera sobrepasar los 20 mg de AD por kilogramo de carne de molusco segun el
procedimiento de analisis HPLC” (UE, 1997). Este limite se fij6 en base a la concentracion guia
usada por Canada, tras los episodios toxicos de 1987 y fue calculado en base a la exposicién a
la toxina por el consumo de una racién tipo de “mejillones” Mytilus edulis. Las autoridades
canadienses establecieron el limite en base a que la dosis de referencia aguda es 0,1 mg/kg pc,
estimando que una persona de 60 kg de peso corporal consume una racién de 250 g de mejillones
y se calcula el Limite M&ximo de Residuo de AD en 24 pug AD/g molusco. Finalmente, este
valor fue redondeado a 20 pg/g, equivalente a la ingesta de una raciéon de 300 g de moluscos
(AESAN, 2009).

El Instituto Tecnoldgico pesquero (ITP) y Servicio Nacional de Pesqueria (SANIPES), 2009,
segun el comunicado N° 012-2009-ITP/SANIPES sobre adecuacion de las metodologias de
ensayo a las exigencias reglamentarias establecidas por la Comunidad Europea, menciona que
la técnica sugerida para el analisis del ASP: Determinacion de AD en moluscos bivalvos, sea

por Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

En el Articulo 10° del DS. 007-2004 de la Autoridad de Inspeccidn Sanitaria sobre la ocurrencia
de emergencias o eventos inusitados de contaminacion en las areas de produccion de moluscos
bivalvos, referidos especialmente a la presencia de biotoxinas marinas u otras contaminaciones

con incidencia en salud publica, plantea lo siguiente.
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1. Cerrar temporalmente las areas de produccion a las actividades de extraccion o recoleccion.
2. Inmovilizar los productos afectados.

3. Iniciar acciones de emergencia para el muestreo y ensayo de los moluscos bivalvos bajo
sospecha.

4. Reabrir las areas afectadas después de la desaparicion de las causas y efectos que provocaron
el cierre.

5.Un Informe con los resultados de las evaluaciones de las aguas y los moluscos soportara la

reapertura de las areas o la continuacion de la suspension y el destino de los productos afectados.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El periodo experimental comprendié muestreos realizados en Pucusana, bahia Paracas y la isla
San Lorenzo; desde julio de 2012 a febrero de 2013. Los aislamientos de las cepas del género
Pseudo-nitzschia y su posterior cultivo se realizaron en el Laboratorio del Banco de
Germoplasma del Instituto del Mar del Perl y en el Laboratorio de Produccion Primaria y
Fitoplancton de la Universidad Catolica del Norte, Chile. Los anélisis para la determinacion de
acido domoico se realizaron en las dependencias del Departamento de Oceanografia del Centro

de Investigacion Marifias-Xunta de Galicia, Vilanova de Arousa, Espafa.

3.2. MATERIAPRIMA

- Muestras de fitoplancton marino
- Microalga del género Pseudo-nitzschia

3.3. MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1. MATERIALES:

o Vidrio

- Pipetas Pasteur

- Pipetas volumétricas

- Cémara de sedimentacion Uthermohl 0.002 L.
- Matraces de 0.05, 0.10,0.50y 1 L.

- Botellas autoclavablesde 1y 2 L.

- Probeta de 0.05 y 0.10 L.

- Cubreobjetos de 18 x 18 mm.

- Portaobjetos de 22 x22 mm.
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o Otros
- Red de muestreo ( 20 um)

- Filtros de membrana de nitrocelulosa.

o Reactivos

- Acido clorhidrico
- Agua destilada

- Agua de mar

- Metanol

- Estandar de acido domoico 5mg

Medio Guillard f/2 (Guillard and Ryther, 1962; Guillard, 1975).
- Nitrato de sodio: 0.75kg.L*
- Fosfato de Sodio:  0.5kg.L*
- Silicato de Sodio: ~ 0.30 kg.L™!
Solucion de metales trazas:
- Cloruro Férrico 3.15¢g.L*?
Na,EDTA2H,0  4.36g.L"

- CuSO4 5H20 3.93x10%M

- Na2MoO4 2H20 2.60 x 10° M

- ZnS0O4 7H20 7.65x10° M

- CoClz 6H:0 4.20x 108 M

- MnCl; 4H20 9.10x 10" M
Solucion de Vitaminas:

Tiamina HCI ( vit By) 200 mg.L*
- Biotina (vit. H) 2.05x10°M

- Cyanocobalamina (vit. B1z) 3.69 x 10°2° M

3.3.2 EQUIPOS:
- Agitador orbital
- Autoclave (YAMATO)
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- Balanza analitica (Sartorius)

- Cémara bioclimatica (Binder)

- Centrifuga refrigerada Eppendorf

- Espectrometro de masas (LC/MS) LCQ Deca XP Plus
- Estufa de conveccion forzada (Solfarma)

- Liofilizador Ilchin modelo Bondiro.

- Microscopio compuesto (Nikon eclipse 510)
- Microscopio ESEM FEI Quanta 200

- Microscopio invertido (Olympus CKX31)

- Multipardmetro de campo (ORION).

- Refractometro (ATAGO)

3.4 AREA DE ESTUDIO:

La colecta del fitoplancton se realiz en las areas de estudio que corresponden a la isla San
Lorenzo (12° 03" 57" S; 77° 13°43"" O); bahia de Pucusana (12° 2813 S; 76°47°45” O) y
bahia de Paracas (13°49°01"" S; 76°17°34"" O) desde julio de 2012 a febrero de 2013 (Figura
5). Se utiliz6 una red de fitoplancton conica de 20 um de abertura de malla, realizando tres
lances verticales entre los 10m a superficie. EI material fitoplanctonico se guard6 en un frasco
de 0.25 L previamente esterilizado, el cual fue trasladado en una caja de frio al Laboratorio del
Banco de Germoplasma del Instituto del Mar del Pert (IMARPE), para el aislamiento de las

especies del género de Pseudo-nitzschia antes de las 12 horas de tomada la muestra.
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Figura 5. Mapa de ubicacion de las zonas de muestreo (Fuente: Google Earth, 2014)

3.5. OBTENCION Y AISLAMIENTO DE LAS CEPAS DEL GENERO Pseudo-nitzschia:

Para el aislamiento de las especies del género Pseudo-nitzschia, las muestras de fitoplancton en
vivo fueron observadas usando un microscopio foténico Nikon (Eclipse 510). Una vez
seleccionada la especie se procedié a su separacion mediante la técnica de pipeteo y lavados
sucesivos descrita por Anderson (2005). Esta técnica consistio en la preparacion de unas pipetas
Pasteur, que fueron fundidas sobre la llama de un mechero Bunsen y posteriormente estiradas,
para conseguir una micropipeta con un diametro de entrada de un tamafio ligeramente superior
a la célula de Pseudo-nitzschia por aislar. Posteriormente, en un portaobjeto estéril se coloco
una gota de la muestra y dos gotas del medio de cultivo (f/2) esterilizadas. EI primer paso bajo
el microscopio fotdnico fue capturar con la micropipeta una célula o cadena de una especie de
Pseudo-nitzschia. En seguida, se vacié el contenido capturado en la micropipeta en una gota de
medio de cultivo, y se observo si la célula objetivo se encontraba en esta nueva gota, si habia
células de otras especies se volvia a capturar y se ponia en la segunda gota. El procedimiento se
volvia a repetir hasta lograr obtener solo una célula o cadena de una sola especie.

Posteriormente, se coloco estas células aisladas en matraces de 0.050 L con 0.010 L de medio
de cultivo (f/2) con una salinidad de 35 psu y se dejo en una incubadora a una temperatura de
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14 °C con un régimen de fotoperiodo: 12 horas luz y 12 horas oscuridad con una irradiancia de
60 a 80 pumol m?s?, segiin la metodologia empleada por Alvarez et al.(2009). Estas células
lograron aclimatarse a las condiciones ambientales de la incubadora, entre 3 y 5 dias después se
vieron pequerios filamentos en el matraz que corresponden a cortas cadenas de la especie del
género Pseudo-nitzschia. Posteriormente, se procedié a su evaluacion bajo microscopio para
determinar si era una especie del género Pseudo-nitzschia, asignandole un codigo de

identificacion de la cepa.

3.6. CULTIVO DE CEPAS DEL GENERO Pseudo-nitzschia:

Una vez logrado el cultivo de la cepa del género Pseudo-nitzschia en matraces de 0.050 L, se
transfirié el cultivo a matraces de 0.150 L con medio de cultivo f/2 a una salinidad de 35 psu,
con fotoperiodo de 12:12, ciclo luz-oscuridad, a 80 pmol m?s*, en camaras climaticas a 14 °C

(Sanyo), con el objetivo de determinar la tasa de crecimiento de cada célula.

Se determind la curva de crecimiento con muestras tomadas diariamente de los matraces de 0.15
L, los conteos se realizaron en la camara de sedimentacion de 0.002 L, bajo la tecnologia de
Utermohl, en un microscopio invertido Olympus CKX31 con contraste de fase, por un periodo
de 7 dias para poder determinar la fase exponencial. Se calculd la tasa de crecimiento () con
la siguiente ecuacion:

Logs 1,/
M: tasa de crecimiento
D2: densidad final del cultivo
D:: densidad inicial del cultivo
T: tiempo final de cultivo (dias)

Ta: tiempo inicial de cultivo (dias)

La curva de crecimiento se ajusté a un modelo de crecimiento Curve Expert Professional 1.6.8.
Para obtener biomasa suficiente para determinar la presencia de acido domoico en las cepas de
Pseudo-nitzschia, se realizé cultivos de cada especie clasificada en botellas de 10 L con
aireacion en camaras bioclimaticas, fotoperiodos de 12:12, a 14°C. Se determind la
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concentracion celular (cél. mL™1) con el mismo método descrito anteriormente. Los cultivos,
fueron cosechados al inicio de su fase estacionaria de crecimiento y fueron concentrados en
decantadores y posteriormente centrifugados a 4000 rpm, temperatura de 4 °C en una centrifuga
Eppendorf; se peso la biomasa hiumeda que posteriormente fue congelada a -80 °C antes de su

liofilizacién.

3.7. METODO PARA EL ANALISIS TAXONOMICO.

Se realiz6 el analisis taxondmico de las especies de Pseudo-nitzschia de las muestras
provenientes de los cultivos que fueron tratadas previamente con el proposito de eliminar la
materia organica usando el método descrito por Lundholm et al. (2002). Se filtrd la solucion de
agua destilada que contenia los frustulos resultantes, utilizando filtros isopore (RTPP) 1,2 um
para posteriormente unirlos a un portaobjeto de plata coloidal. ElI producto obtenido fue
sometido a evaporacion por punto critico y pulverizacién catdica con recubrimiento de paladio
y oro. Finalmente, las muestras fueron analizadas y microfotografiadas usando un microscopio
ESEM FEI Quanta 200, para observar estructuras de caracter taxonémico y clasificar las
especies. Se tomo en cuenta las caracteristicas mostradas en la Figura 6 y 7. como la forma y
longitud del frustulo, el nimero de poroides, el nimero de fibulas y estrias.

38 DETERMINACION DE ACIDO DOMOICO
La preparacién de los extractos para determinar la presencia de acido domoico se realiz6 con

las muestras liofilizadas de los cultivos de Pseudo-nitzschia, resuioaerrtlgsi%as en.,agua en

e lavalv
1. Estria: hilera de poroides
24 2. Interespacio central: espacio

aumentado
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Figura 6. Vista del frustulo de Pseudo-nitzschia (Fuente: Elaboracion propia, 2014)

Figura 7: Partes de la VValva de Pseudo-nitzschia (Fuente: Elaboracion propia 2014).

proporcién 20:80 liofilizado: agua. Se mezcld la emulsidn resultante con metano acuoso 50% y
se sometio a ultrasonidos con un disrruptor de ultrasonidos Branson Sonic Power 250.
Posteriormente se filtr6 a 1,2 um con filtro Isopore (RTTP) y se lavo con formiato de amonio
0,6 M. El extracto obtenido fue centrifugado a 20.000 rpm por 20 minutos Yy filtrado nuevamente
a 0,45 um con filtro de jeringa de 13 mm de didmetro (Technokroma). Se determind el contenido
de acido domoico en cultivos de Pseudo-nitzschia por Cromatografia Liquida de Alto
rendimiento con deteccidn por Espectrometria de Masa/Masa (LC-MS/MS) en el Departamento
de Oceanografia del Centro de Investigacion Marinas de la Xunta de Galicia, Vilanova de
Arousa, Espafia. La muestra fue enviada a este laboratorio de referencia debido a que en el Per(

no cuenta con equipamiento de alta precision.

La determinacion de acido domoico se realizé mediante el procedimiento descrito por Quilliam
(2004). Para esto, la separacion cromatogréafica se llevé a cabo utilizando una columna de fase
reversa C18 Kinetex (50 x 2.1 mm, 2,6 um) (Phenomenex; Torrance, California, EUA.),
mantenida a 35° C. La elucidn se realizd mediante gradiente utilizando dos fases moviles. La
fase A consistente de acido formico 0,2% en agua y la fase B constituida por acido férmico

0,2% en metanol acuoso al 50%.
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El espectrometro de masas (LC/MS) LCQ Deca XP Plus (Thermo Fisher Scientific, San José,
CA, EE.UU) equipado con fuente de ionizacion electro spray (ESI) fue operado en modo
positivo con un voltaje de spray de 3500 V. La transferencia de iones se realizé a temperatura
del tubo en 300 °C utilizando nitrogeno (> 99,98%) como gas impulsor y gas auxiliar a flujos
de 45 y 15 unidades LCQ, respectivamente. La lectura se llevé a cabo en modo MS/MS usando
helio (> 99,999%) para inducir la disociacién por colision (CID) con una presién de gas entre
1,45y 1,5 Torr. La optimizacion del espectro de MS/MS se realiz6 mediante infusion post-
columna de una solucion estandar de acido domoico. Para la fragmentacion de i6n parental
312,15 m/z [M + H] " se utilizé una energia de colision del 30% para posteriormente realizar un
escaneo de los iones producto en un rango entre 160 a 320 m/z, detectando tres iones producto
que correspondieron a m/z 294,1 [M + H-H20]*, m/z 266,1 [M + H-HCOOH]* y m/z 248,1 [M
+ H-H20-HCOOH]". EIl ion producto méas abundante (m/z 266) fue empleado para la
cuantificacion de la toxina, mientras que la confirmacion se baso en la proporcion de iones
producto de MS/ MS (m/z 294,1, 248,1, y 193,1) con un intervalo de tolerancia del 20%. El
control del LC/MS y la adquisicion de datos se realizaron con el software Xcalibur 1,3 (Thermo

Fisher Scientific). El limite de deteccion de la técnica fue del 0,5 ng/mL.

3.9 EVALUACION DEL RIESGO DE LA TOXINA AMNESICA EN LA PRODUCCION
DE Argopecten purpuratus.

Se recopilo datos histéricos del plan de monitoreo de floraciones algales nocivas del 2003 al
2012 de la zona de Atenas (Per() en un periodo de 10 afios, publicados por el Instituto del Mar
del Per( de la Zona 21C-PAR.

Se tomé los datos de los monitoreos para analisis de toxinas del SANIPES de la zona de Atenas
(21C-PAR) de 2008 al 2012.

Se realiz6 la estimacion del peligro en base a episodios toxicos de AD de otros paises, asi como
a planes de monitoreos de otros paises y de esta manera tomar medidas precautorias en caso de

eventos futuros.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

4.1.1. AREA DE ESTUDIO

Los parametros ambientales con pH, temperatura, y salinidad registrados en las tres estaciones
de muestreo (isla San Lorenzo, bahia de Pucusana y bahia de Paracas, se presentan en la

siguiente tabla.

Tabla 1: Datos de los nueve muestreos realizados para la obtencion de Pseudo-nitzschia 'y

parametros ambientales; pH, Temperatura ( °C ) y Salinidad psu

Lugares / Fecha pH  Prof.(m) Temp. Salinidad
Coordenadas °C psu
Isla San Lorenzo 11/05/2012 7.8 5.2 17 35
12°04° 10.6” 14/07/2012 7.4 5.0 18 35
77°13°14.3” 30/09/2012 7.6 5.0 18 35
Pucusana 12/05/2012 7.5 5.0 14 35
12° 2813 S; 26/05/2012 7.3 5.0 16 35
76°47°457 0 03/03/2013 7.6 5.0 18 35
Atenas, Paracas 23/06/2012 7.2 0-5 17 35
13°49°01"" S; 08/09/2012 7.8 0-5 16 35
76°17°34 O 14/11/2012 7.8 0-5 17 35

El pH fluctud entre 7.2 registrado en Atenas el 23 de julio de 2012 y 7.8 en los dos muestreos

realizados en Atenas, Paracas y uno en la isla San Lorenzo (Tabla 1). En cambio los valores de
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temperatura presentaron una variacion entre los 14 y 18 °C en los muestreos realizados en
Pucusana, mientras que la salinidad se mantuvo alrededor de los 35 psu en todos los muestreos

realizados (Tabla 1).
4.1.2. OBTENCION DE CEPA
Se obtuvieron cuatro cepas del area de la isla San Lorenzo y una cepa del area de Paracas,

mientras que en la zona de Pucusana no se lleg6 a encontrar cepas de Pseudo-nitzschia.

La nomenclatura designada fue la siguiente:

o Cepa: IMP-BG-035 isla. San Lorenzo ( P. subpacifica)
o Cepa: IMP-BG-042 isla San Lorenzo ( P. pungens)

o Cepa: IMP-BG-043 isla San Lorenzo ( P. pungens)

o Cepa: IMP-BG-044 isla San Lorenzo ( P. pungens)

o Cepa: IMP-BG-048 bahia Paracas ( P. pungens)

4.1.3. CULTIVO DE CEPAS DEL GENERO Pseudo-nitzschia

Cultivo de la cepa IMP-BG-035 (P. subpacifica).

De los tres cultivos paralelos de esta cepa solo dos presentaron crecimiento (n=2). Los
promedios de las densidades diarias de cultivo se ajustaron a la curva de crecimiento “Rational
Model” con un 12 de 0,88. Esta poblacion alcanzé su mayor densidad (107 863 cél. mL™?) al
sexto dia de cultivo. Posteriormente la poblacién entré en una fase de muerte, sin lograr la fase
estacionaria del cultivo como se observa en la Figura 8. La mayor tasa de crecimiento de esta
poblacién (1 = 0,91) se registro entre los dias 5 y 6, en cambio la menor tasa de crecimiento (U

= 0.05) se observo entre los dias 1 y 2, indicando una fuerte fase de latencia del cultivo.
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Figura 8. Curva de crecimiento poblacional de la cepa IMP-BG-035 (P. subpacifica).

Reciprocal Quadratic n=2

Cultivo de la cepa IMP-BG-042 (P pungens).

Se realiz6 dos cultivos de la cepa IMP-LBA-042 (n=2), los cuales presentaron una similar tasa
de crecimiento y cuyos promedios de densidades diarias se ajustaron a la curva de crecimiento
“Reciprocal Quadratic” con un r? de 0.99. La poblacion alcanzé su mayor densidad (745 220
cél. mL1) al quinto dia de cultivo, su mayor tasa de crecimiento (u=1.08) se registro entre el
segundo y tercer dia de cultivo, en cambio la menor tasa de crecimiento (u=0.2) se observ entre

los dias 4 y 5 de cultivo, lo que indica la llegada a una fase estacionaria de cultivo (Figura. 9).
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Figura 9. Curva de crecimiento poblacional de la cepa IMP-BG-042 (P. pungens) Reciprocal
Quadratic n=2
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Cultivo de la cepa IMP-BG-048 (P. pungens).

Se realizé dos cultivos de la cepa IMP-BG-048 (n=2), los cuales presentaron una similar tasa de
crecimiento y cuyos promedios de densidades diarias se ajustaron a la curva de crecimiento
“Rational Model” con un r? de 0.99. La poblacion alcanzo6 su mayor densidad (960,869 cél. mL-
1y al sexto dia de cultivo, su mayor tasa de crecimiento (4 = 1.02) se registrd entre el tercer y
cuarto dia de cultivo. En cambio la menor tasa de crecimiento (i = 0.28) se observo entre el

quinto y sexto dia de cultivo, lo que indica la fase estacionaria de cultivo (Fig. 10).
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Figura 10: Curva de crecimiento de la cepa IMP-BG-048 (P. pungens) n=2, Reciprocal
Quadratic

Se realizo cultivos en volimenes de 9 litros para acumular biomasa de las cepas IMP-BG-035(P.
subpacifica), IMP-BG-042 y IMP-BG-048 (P. pungens), con la finalidad de realizar los analisis
de toxinas. Las cepas presentaron un buen crecimiento con aireaciéon y fueron cosechadas y
liofilizadas al sexto dia de cultivo con los siguientes resultados:

- IMP-BG-035 (P. subpacifica), 245 455 cél/mL; 4 g/0,4 g (BH/BS)

- IMP-BGA-042 (P. pungens), 264 064 cél/mL; 3,8 g/ 0,36 g (BH/BS)

- IMP-BG-048 (P. pungens), 127 945 cél/mL; 2,4 g/0,22 g (BH/BS).

4.1.4. ANALISIS TAXONOMICO
a. Pseudo-nitzschia pungens

Los estudios taxonomicos realizados permitieron identificar las cepas IMP-BG-042, IMP-BG-
048 como Pseudo-nitzschia pungens (Grunow ex Cleve) G. R. Hasle, 1993 (Fig. 11). Las células

forman colonias por superposicion de sus extremos valvares aproximadamente en 1/3 de su
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largo total. El frastulo se observa fuertemente silificado, tienen forma lineal, lanceolada con los

extremos valvares aguzados. Las valvas presentan un contorno simétrico medido desde el eje

apical. El eje apical es de 80-130um, mientras que el eje transapical es de 2-7um. La superficie

valvar presenta el mismo numero de fibulas e interestrias 12-5 en 10um. Las estrias estan

formadas por dos hileras de poroides cuya densidad es de 4-5 en 1um (Tabla 2). Las estrias de

ambos extremos difieren en estructura por nimero y posicion de poroides. El rafe es continuo y

carece de interespacio central.

Tabla 2: Comparacion taxonémica de P. pungens (Fuente: Elaborado con datos de Sar, 2006).

Caracteres El presente Sar Ferrario | Takanoy Rivera | Hallegraeff Larseny Fryxell y
estudio (2006) etal. Furoki (1985) (1994)  |Nguyen (2004)| Hasle
(1999) (1977) (2004)
Contorno de la Linear Linear Linear Linear Linear Linear Linear Linear
valva lanceolada | lanceolada |lanceolada| lanceolada | lanceolada | lanceolada lanceolada lanceolada
Eje Apical
80-130 73-110 | 86-145 81-151 74-142 90-130 80-116 74-174
pum
Eje transapical
2,1-4.0 2-3,8 2,8-4,5 2,6-5,3 3-4,5 2,6-4,5 2-3,8(4) 2,4-53
pum
Fibulas /10 um 12-15 10-14 12-18 9-16 9-15 10-15 (8)9-12 (13) 9-16
Interestrias
12-15 10-13 10-18 9-16 9-15 10-15 (8)9-12 (13) 9-16
10pum
Hileras de
. 2 2-3 2 2 2-3 2 2 2-3
poroides
Poroide / 1 pm 3-4 (2) 3(5) 3-4 3-4 3-4 3-4 2-3(4) 3-35
bahia Paracas
. Aguas Aguas .
Region (Ica), Isla San |Golfo de San| Aguas costeras Aguasde | Aguascosteras | Varias
. costeras de costeras de ] ] ]
geografica Lorenzo Matias ) de Japon ] Australia de Vietnam regiones
Argentina Chile
(Callao)
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AccV SpotMagn Det WD pb——— 20um "‘x‘_ AccV SpotMagn Det WD |—| 20 pm
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AccV SpotMagn Det WD p——o—+ 2um AccV SpotMagn Det WD p———— 2m
150 kV 3.0 12(;0UK SE 9.7 15.0kV 30 12000x SE 96
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150kv 30 18000x SE 96 150KV 30 12000x SE 96

Figura 11: Pseudo-nitzschia pungens (M.E): a'y b Aspecto general de lavalva, c,d, ey f
Vista interna de la valva, c, d, e y f vista interna de las estrias y lineas de poroides, €) vista

interna de uno de los extremos valvares. (Fuente: elaboracion propia, 2014).
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b. Pseudo-nitzschia subpacifica.

Los estudios taxondémicos determinaron que la cepa IMP-BG-035 corresponde a Pseudo-

nitzschia subpacifica (Hasle) Hasle, (Fig. 12). En esta especie, las colonias estan formadas por

la superposicion de las células en 1/6. Los frustulos estan débilmente silicificados, tienen forma

lanceolada con los extremos valvares aguzados (Ferrario et al., 2002), un lado de la vlva

convexa, el otro recto. El eje apical es de 47 a 52 um, mientras que el eje transapical es de 4,7 a

5,3 um. La superficie valvar estriada (Fernandez et al., 2013) presenta el mismo nimero de

fibulas e interestrias, 17 en 10um. Las estrias estan formadas por dos hileras de poroides cuyo

namero es de 8-9 en 1um; el rafe presenta nddulo central y un gran interespacio central (Tabla

3).

Tabla 3: Comparacion taxondmica de P. subpacifica (Fuente: elaboracién propia, 2014).

Caracteres El presente | Hasle (1965) Hasle | Rivera, 1985 | Hallegraeff | Kaczmarska | Fernandes et
estudio y Syvertsen (1997) (1994) et al. (2005) al (2014)
Contorno de la Linear, o o o o o
o asimétrico asimétrico asimétrico asimétrico | asimétrico
valva asimétrico
Eje apical (um) 42-52 33-70 21-32 50-119 72-88 36-68
Eje Transapical 4.7-5.3 5-7 2.7-4.2 4.5-7 5.7-7.2 3.8-5.8
(Hm)
Fibulas/10 pm 17 15-20 15-21 15-17 15-20 17-21
Estrias/10 um 30 28-32 29-36 26-31 27-30 29-33
Hileras de
. 2 2 1 2 2 2
poroides
Poroide/1 pm 8-9 9-10 5-7 6-8 7.5-10 8-9
Noédulo central presente presente presente presente presente presente
Isla San ) . i
» L Skagerrak, Atlantico Avrica hasta ) Bahia Fundy, Golfo de
Region geografica Lorenzo, ) ) Australia )
call Norte Chiloe, Chile Canada Maine
allao
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AccV SpotMagn Det WD ————| 10um
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AccY SpotMagn Det WD o 2um CC SpotMagn  Det WD |————o 2um
150KV 30 12000x SE 96 50kV 30 12000x SE 9.
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Figura 12. Pseudo-nitzschia subpacifica (ME): g y h: aspecto general de lavalva; iy j: detalle
de la valva donde se aprecia el nddulo central, estrias y fibulas; k: vista interna de uno de los

extremos de la valva; i, j y I: vistas internas de las estrias. (Fuente: elaboracion propia, 2014).

34



4.1.5 DETERMINACION DE ACIDO DOMOICO EN CULTIVO DE MICROALGAS
SELECCIONADAS.

Los analisis para la determinacién de acido domoico en los extractos celulares P subpacifica
(IMP-BG-035) y P. pungens (IMP-BG-043 y IMP-BG-048) demostraron que en ninguna de
estas cepas se detectd la presencia de esta toxina con un limite de deteccion de 0,5 ng mL™.

Para corroborar el correcto funcionamiento de la técnica y el equipo, en la figura 13, corrid el
estandar del AD, donde se observa un cromatograma de un patron de acido domoico (50 ng mL"
1y con un pico cromatografico caracteristicos para el ion molecular 312 m/z en el minuto 4.85,
tanto en el modo Full Scan como en el modo MS/MS. Adicionalmente, la fragmentacion de este
i6n muestra los iones producto caracteristicos, generados en una trampa iénica que corresponden
a 294, 266 y 248 m/z.

RT: 4.02-545 SM: 3B
RT.4.85 ML 4.94E6
AR 21604897 TIC F: + ¢ ESI Full ms2
100— SM:13 312.15@38.00 [
] 160.00-320.00] M5 ICIS
50; DASOnGml
RT:4.84 ML 1.30E6
AfBO28415 TIC F: + ¢ ESI Full ms2
00— Sh: 133085 —_— 312.15@38.00 [
3 RT: 424 RT 445 RT 457 na1an3s  RT627 RT:544 265.60-266.60) M5 ICIS
504 AS 21300 AA 400RT AAI 122244 an: 892 A 52180 A4 108811 DASOngml
DE SM: B57 SN 1543 SM: 2604 : _ SM.1BO0 _SN: 2688
]
765.9 DASOnomEEZ31-302 RT:
1007 4.81-2.91 AV 6 NL: 1.12E6
b F:+ ¢ ESIFuUll ms2
80 3 2156@38.00[
] 160.00-320.00]
B0
40—: 294.0
20 ] 248.0
7 202.9 267.0
E L0 2929 |294.9
1 1me 1929 g 2199 5009 3409 |2490 T 3111
n—h PR T B T [ AT | PP ||.| I i Al i n || 1l || Y L, I

Figura 13. Cromatogramas de LC MS/MS y espectro de fragmentacidn para patron de

acido domoico. (50 ng mLY)(Fuente: elaboracion propia, 2014).
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Los cromatogramas de las cepas cultivadas mostraron que en ninguno de los casos se detectd
el pico cromatografico caracteristico para esta toxina en el minuto 4.85 (Fig. 14 A, B, C), ni el
espectro de fragmentacion caracteristico del AD para las cepas P. subpacifica (IMP-BG-035)
(Fig. 15 A), P. pungens (IMP-BG-043) (Fig. 15 B) y P. pungens (IMP-BG-048) (Fig. 15 C).

- RT 526

RT:5.10 AM 312961
100
Sﬂj

SNJ&’\—:{\%—

ML 4 01EG

TIZ Fr+ c ESIFull ms2
31215@38.00]
160.00-320.00] MS 1C1
pseudonitzsciaperufitol

A% 1891591 SM; 252
100
50%
0

FT a7s  RT.A8E 513 NL 4.62E4
an 74G0E4 M 1728817 iy TIC F: + ¢ ESIFull ms2
RT411 RT-448 AT 438 onala | SN4TT AA 150998 312.15@38.00 |
AN 4D6BE Ap 23409 aa 71414 ' SN 33 265.60-266.60) MS 1CI
SMI16E SMi151 S 3w pseudonitzsciaperufitol

h RT 5.26
AA Y2990
SM113

100
50 M

ML: 2.79EG

TICF: + ¢ ESIFull ms2
3215@38.00]
160.00-320.00] MS 1215
pseudonitzsciaperufito21 _

RT:6.15
AN 99844 pr 5 39
SNBTD s 30141
SN: 269

RT: 4.92
RT. 478 AA 80348
AA 44393 BM: 394
S 239

RT: 4.47

AT 428 Ad 130665

3 B 33414
SN 121

ML 3.53E4

TICF:+c ESIFull ms2
31215@38.00[

265 B0-266.60) MS 1G5
pseudoniEsciaperufito? ! _

ML 3.3V EE

TICF:+ ¢ ESIFull ms2
312.15@38.00 [
160.00-320.00] MS ICIS
pseudonitsciaperufito??_

RT: 4.42
ASI2TT
SM: 291

RT: 5.00
AMCTETE10

RT: 4.34
RT. 413 aAa 94100

ML 5 16ES

TICF:+ ¢ ESIFull ms2
312.15@38.00 [
265.60-266.60] MS ICIS
pseudonitsciaperufito??

Tirme (min

Figura 14. Cromatogramas de LC-MS/MS para: (A) Pseudo-nitzschia subpacifica (IMP-BG-
035); (B.) Pseudo-nitzschia pungens (IMP-BG-043); (C): Pseudo-nitzschia pungens (IMP-BG-

48) (Fuente: elaboracion propia, 2014).
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Figura 15. Espectro de fragmentacion de los cromatogramas de LC-MS/MS para: A:Pseudo-
nitzschia subpacifica (IMP-BG-035), B: Pseudo-nitzschia pungens (IMP-BG-043) y C: Pseudo-
nitzschia pungens (IMP-BG-048) (Fuente: elaboracion propia, 2014).

4.1.6 EVALUACION DE RIESGO

Para realizar la evaluacion de riesgo o presencia del veneno amnésico en zonas de produccion
de pectinidos, se hizo un registro histérico de 10 afios de muestreo de la zona 21C PAR
(13°49°01°" S; 76°17°34”" O) Atenas, bahia de Paracas de los monitoreos realizados por el
IMARPE. De la misma manera, se compilé la informacion del SANIPES del afio 2008 al 2012

para ver la presencia de la toxina de acido domoico de la misma zona (13°49°01"" S; 76°17°34""
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O). Por falta de data no se pudo hacer historicos de la bahia de Pucusana ni de la Isla San
Lorenzo.

En la recopilacion de la data para el monitoreo de microalgas ( Figura N° 16 y 17), asi como
también en el programa de determinacion de toxinas de la zona 21C PAR(Anexo N° 2 al N° 6),
se detect6 que existen muestreos que no se realizaron quincenalmente como dice el programa.
Los cuadros se elaboraron con datos publicados en la pagina web del SANIPES.

En la bahia Paracas (21C-PAR) (Figuras 16 y 17), solo se observa el registro de dos especies P.
delicatissima y P pungens. La primera especie presento una alta frecuencia de presencia (89%)
en los muestreos superficiales durante esta década, sin embargo en el estrato de 3,5 a 4,5 m de
profundidad su registro fue de un 13%. En general, la densidad de esta P. delicatissima es baja
y fluctué entre 100 méas de 16 000 cél /L (Figura 16). La presencia de P. pungens en los
muestreos a superficie fue superior a un 85% y en el estrato de 3,5 a 4,5 m de profundidad solo
fue de un 50% (Figura 17). La densidad de esta especie durante una década fue baja (< 30000
cél/L), excepto el “bloom” registrado el 2004 donde super6 los 150 000 cél/L en el estrato de
3,5 m de profundidad.

Los muestreos realizados para detectar AD reportados por SANIPES entre el 2008 al 2012
(anexo del 2 al 6), registran ausencia de &cido domoico para los limites de deteccion de los

equipos que fueron empleados para sus analisis.
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Figura 16. Registro P.delicatissima de los muestreos realizados por el IMARPE entre los afios 2003 a 2012 (Fuente: pagina
web del IMARPE del monitoreo de fitoplancton potencialmente t6xico).
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Figura 17: Registro P. pungens de los muestreos realizados por el IMARPE entre los afios 2003 a 2012
(Fuente: pagina web del IMARPE del monitoreo de fitoplancton potencialmente tdxico



a. Estimacion del riesgo: La tabla 4 se elabor6 con datos de planes de monitoreos de otros

paises y por parte de la reglamentacion de SANIPES.

Tabla 4: Estimacion de Riesgo en areas de cultivo y extraccion de moluscos.

CONDICIONES

Nivel del riesgo

Microalga Superior al 65% de dominancia de otras especies , Alto :
P. Australis Pseudo-nitzschia spp: concentracion celular maxima monitoreo Intenso y cierre
(Hasle, 1965); permitida 5x10° cel/L del area de extraccion del
P. pungens, molusco
P. seriata, P P. seriata: concentracion celular de 2x10° cel/L Medi
Pseudodelicatisima | P. delicatissima: concentracion celular de 2x10° cel/L Ve f'O
(IMARPE); P.pungens: concentracion celular >103 © monitoreo frecuente
P. subpacifica(este
trabajo 2014) Ausencia de la microalgas del genero Pseudo-nitzschia Bajo
Alto

Frecuencia de
muestreo de areas de
cultivo y analisis

Muestreos Irregulares

probabilidad de que el
molusco extraido este
contaminado con AD

para acido domoico | Quincenal Medio
Semanal en Caso de ser necesario. Bajo
Alto

Frecuencia de
muestreo para
fitoplancton:
Areas de cultivo y

Irregular

probabilidad de presencia
de microalgas toxicas y
presencia de AD

extraccién de Quincenal ®; Muestreo cualitativo @) Medio
TDUEEDE Semanal ), Muestreo cualitativo @ Bajo
Alto
i Cierre cautelar del area
Superior a 15 mg/kg (ppm) de carne del molusco - 1Y
suspension de extraccion
Molusco de los moluscos (9@

contaminado con AD

Menor o igual 0.9-2 mg/kg carne del molusco © ) Medio
Libre de la toxina Bajo
Hemorragia digestiva, Convulsiones, Depresion del . Al_to
sistema nervioso cent’ral ® | Unidad de cuidados
Sintomatologia: intensivos ©
en caso de ingestion . . . . .
g Problemas gastrointestinales Nauseas, vomitos, Perdida Medio

de moluscos
contaminados

de memoria

Hospitalizacion

Ausencia de sintomatologia

Bajo

(1): SMB/NT3/Julio 2012; (2): COFEPRIS 2005; (3): NSW 2011; (4) SANIPES 2004; (5): Anderson et
al., 2001. (6) Lefebre and Roberston, 2010; (7): Kumar et al., 2009; (8): Alvarez,, 2009.
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4.2. DISCUSIONES

Las especies del género Pseudo-nitzschia son de naturaleza cosmopolita, habitan en aguas
tropicales y polares, asi como costeras y oceanicas (Hasle 1965; Skov et al. 1999; Hasle 2002).
Los cultivos de Pseudo-nitzschia spp pueden crecer a salinidades bajas como a 6 psu y altas
como 48 psu, y a temperaturas bajas como a 4°C y altas como 30°C, con una amplia gama de
crecimientos optimos (Miller y Kamykowski, 1986; Jackson et al., 1992; Lundholm et al., 1997,
Thessen et al., 2005; Hansen et al., 2011). Las dos especies detectadas en el presente estudio P.
pungens y P. subpacifica, se encontraron en aguas con salinidades alrededor de los 35 psu y a
temperaturas que fluctuaron entre los 14-18°C, valores que estan dentro de los rangos
registrados por Trainer et al (2012).

P. pungens fue colectada en los meses de invierno en la Isla San Lorenzo y en septiembre en la
bahia Paracas. Esta especie fue reportada en aguas peruanas por Hasle (1965) junto a P.
australis, y por Strickland et al. (1969) con las especies P. americana, P. delicatissima, P.
pacifica y P. seriata, para la zona sur del litoral peruano. Guillen et al. (1969) registran a P.
pungens durante el fenémeno EI Nifio del 1965 en los meses de otofio a lo largo de la costa
Peruana (Latitud 4° al 12°S), a una temperatura superficial del mar que fluctud entre los 15° a
24°C, mientras que Rojas de Mendiola (1978) al estudiar el contenido estomacal de la anchoveta

identificd a P. pungens como alimento de este recurso pelagico.

Las caracteristicas taxondmicas que se encontraron para P. pungens son similares a la longitud
de las células reportadas en Australia por Hallegraeff (1994), en cambio las dimensiones del
ancho (eje transapical), estan més cercanas a las observadas en el Golfo San Matias- Argentina
por Sar et al. (2004), cabe sefialar que ambas dimensiones estan sujetas al ciclo reproductivo de
la poblacién en su medio ambiente. Sin embargo, una caracteristica taxonémica importante de
la especie es la cantidad de hileras de poroides (2) y el nimero de poroides en un micron (3 'y
4), igual al nimero descrito por Ferrario et al. (1999); Takano y Kuroky (1977); Rivera (1985);
Hallegaeff (1994); Larsen y Nguyen (2004); Fryxelli y Hasle (2004).

Pseudo-nitzschia subpacifica no habia sido reportada anteriormente para las aguas del Perd, fue

colectada en el presente estudio en Isla San Lorenzo-Callao en febrero de 2013 con una
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temperatura superficial del mar de 17°C. Esta especie ha sido reportada en: Australia, Bahia
Fundy, California, Bahia de Chesapeake, China, Francia(Atlantico), Golfo de México, Golfo de
Panamé, Irlanda, Corea, Bahia de Monterrey, Noroeste de Africa, Portugal, Espafia(Atlantico),
Washington (Lelong et al, 2012); en Chile, desde 18° 20°S(Arica) hasta 41° 46~ S (Chiloe) (
Rivera, 1985).

Las caracteristicas taxonomicas de P. subpacifica, asi como el rango de longitud, que se
encuentra dentro del rango registrado por diversos autores (Hasle, 1965, Hasle y Syvertsen,
1997, Fernédndes et al., 2014) y las dimensiones del ancho (eje transapical), son similares a las
reportadas por Fernandes et al., (2014); ambas dimensiones estan sujetas al ciclo reproductivo
de la poblacion en su medio ambiente. Una caracteristica taxonomica importante de la especie
es la presencia del nédulo central (Hasle, 1965: Rivera, 1985; Hallegareff, Kacsmarska et al.,
2005), y el nimero de poroides en un micrén (8-9) es similar a lo descrito por Fernandes et al.,
(2014)

Las cuatro cepas aisladas de P. pungens y una de P. subpacifica fueron cultivadas bajo
condiciones ambientales de acuerdo a la metodologia empleada por Alvarez et al.( 2009):
Trainer et al., (2000); Anderson et al. (2006); Garcia y Mendoza et al. (2009), parametros que
fueron conseguidos en una camara bioclimética (14°C) con fotoperiodo (12L: 120). P. pungens
se adaptd rapidamente a estas condiciones ambientales, alcanzando una tasa de crecimiento de
1.02 y una alta densidad (> 900000 cél/mL) al 6° dia de cultivo, concentracion muy superior a
las 90000 cél/mL obtenidas por Calu et al. (2009), en un cultivo realizado en fotobiorreactor de

2,3 L a 14°C, cuya mayor tasa de crecimiento fue de 0.89.

P. subpacifica no presentd la misma adaptacion al cultivo que P. pungens, sus células se pegaban
y formaban un pequefia mucosidad, sin embargo, en un momento se logré una alta tasa de
crecimiento (u= 0,91), esta marcada diferencia en la tasa de crecimiento y méxima densidad
alcanzada por ambas especies de Pseudo-nitzschia, refleja el caracter de cosmopolita de P.

pungens, que se puede adaptar a cualquier condicion de cultivo (Hasle, 2002).

El analisis toxicoldgico con el espectrometro de masas (LC/MS) de dos cepas aisladas y
cultivadas de P. pungens (IMP-BG-042 y IMP-BG-048) y de la cepa P. subpacifica (IMP-BG-
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035), dio como resultado la ausencia de acido domoico. Sin embargo, esto no indica que estas
especies siempre sean atoxicas, ya que pueden haber condiciones ambientales o de caracteres
fisioldgicos de estas dos especies que puedan dar eventos toxicos, (Bates et al., 1991, 1993;
Lewis et al., 1993; Lundholm et al., 2004; Anderson et al., 2006). Trainer et al., (2012) sefialan
que la especie cosmopolita P. pungens generalmente no presenta toxina amneésica en la mayoria
de los océanos, sin embargo, se ha registrado como tdxica en cultivo para Marlborough Sounds,
New Zealand (Rhodes et al., 1996); Offshore Washington State, EUA (Trainer et al., 1998);
Coastal Washington State, EUA (Baugh et al., 2006); mientras que Fernandes et al., (2014)
realizaron pruebas de cultivo en laboratorio con esta especie y obtuvo una concentracion muy

baja de AD (0.06 -1.1ng mL™) siendo el primer reporte de toxicidad de esta especie.

Un plan de monitoreo bien realizado ayudara a la deteccion temprana de la presencia de especies
potencialmente toxicas y de las toxinas en los productos marinos que permita proteger la salud
publica e implementar estrategias de manejo (Reguera, 2011).

Los monitoreos quincenales para acido domoico realizado por SANIPES del 2008 a la fecha no
reportaron AD a niveles precautorios; sin embargo estos resultados encierran gran incertidumbre
ya que se ha citado para las aguas del Per( y con mucha frecuencia P. seriata (IMARPE),
especie que ha presentado muchos eventos toxicos en gran parte de los océanos (Trainer et al.,
2012). Asi como también queda la duda de los muestreos no realizados quincenalmente como

manda el programa, implicando un riesgo alto al no cumplirse los monitoreos programados.

P. seriata, no fue registrada en el presente estudio, ni Trainer et al. (2012) la reportan en su
revision mundial del género para el Peru. Esta especie es encontrada generalmente para aguas
muy frias —0,5 °C a +10 °C como aguas articas, subarticas y subantarticas (Hasle, 1965, 2002;
Almandoz et al., 2009 y Trainer et al., 2012). Hansen et al. (2011) la cultivaron exitosamente a
4°C. Por las condiciones térmicas de esta especie y por la distribucion biogeografica de P.
seriata sefialada por estos autores, no corresponderia encontrarla en aguas peruanas. Es posible
gue esta especie esté siendo confundida con P. australis, como ha ocurrido en California (Hasle
y Lundholm, 2005), ya que ambas presentan una gran similitud morfoldgica. Cabe sefialar, que
Hansen et al. (2011) cultivaron P. seriata a 15°C en laboratorio y notaron cambios morfoldgicos

casi imposibles de diferenciarla con P. australis, ambas especies presentan una estrecha cercania
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filogenética (Hansen et al., 2011). Ademas, P. seriata también pudo ser confundida con P.
fraudulenta la cual tiene gran similitud morfoldgica, con subpacifica un anélisis detallado por
microscopia electronica de barrido podria discriminar entre ambas especies, al observar
estructuras como el pseudonodulus, forma de la valva y el nimero de estrias en 10 micrones
(Hasle 1965; Hasle et al. 1996).

Pseudo-nitzschia australis que fue reportada para aguas peruanas por Hasle (1965), no fue
detectada en el presente trabajo, tampoco ha sido reportada por IMARPE pero si P. seriata en
su programa de monitoreo de algas nocivas en las zonas de extraccion de Argopecten
purpuratus. Sin embargo, P. australis ha sido registrada a lo largo de la costa chilena por Rivera
(1985). En esta ultima década Alvarez et al. (2009) y Lopez-Rivera et al. (2009), la han
detectado frecuentemente en la costa norte de ese pais con niveles subtoxicos de veneno
amnésico y con cierres cautelares de extraccion de A. purpuratus, informacién que nos llevaria

a suponer que también la podriamos tener en ciertas épocas en aguas peruanas.

La anchoveta almacena acido domoico en sus intestinos al alimentarse de Pseudo-nitzschia spp,
toxina que afecta su comportamiento y supervivencia (Lefebvre et al., 1999). Los efectos
también son registrados en mamiferos marinos (Schollin et al., 2000), y en los seres humanos
gue consumen mariscos contaminados, afectando principalmente a los ancianos o enfermos
(Todd, 1993). El litoral peruano parece estar libre de episodios nocivos de acido domoico, sin
embargo, se ha reportado muertes de aves y mamiferos en estos Gltimos afios en la costa norte
del Pert (ElI Comercio 2009, 2010, 2012), sin tener la certeza de la causa de estos sucesos. Es
posible que ciertas especies del género Pseudo-nitzschia pudieran haber causado estas muertes,
incertidumbre que nos indica la necesidad de seguir investigando la complejidad taxonémica
del género Pseudo-nitzschia, su fisiologia, desarrollo de sus poblaciones bajo un sistema de
surgencia y su produccién de toxina. Estos estudios son casi nulos para el litoral peruano, como
se refleja en la revision mundial de este género por Trainer et al. (2012).

La intensa investigacion a nivel mundial del 4&cido domoico, por sus efectos negativos sobre el
ecosistema marino, nos indica que esta toxina puede ser metabolizada por bacterias (géneros

Alteromonas y Pseudomonas), presente en Mytilus edulis (Stewart et al., 1998).
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Al analizar los resultados del presente trabajo, surgen nuevas interrogantes, como: ¢Por quée P.
pungens, P. subpacifica u otras especies de Pseudo-nitzschia detectadas por IMARPE no han
presentado toxina amnésica en el litoral peruano?, ¢ Qué factores biol6gicos y ambientales estan
determinado esta atoxicidad? Seria muy favorable que todas las especies de Pseudo-nitzschia
presentes en las aguas del Peru sean de caracter genético atoxico y no tengan el potencial de
sintetizar acido domoico en las aguas del Peru, ya que estas mismas especies son toxicas en
otros lugares (Bates, 1998 y Mos, 2001).

Por otra parte, es posible que P. pungens y P. subpacifica no estén asociadas a clases de bacterias
que inducen la sintesis de acido domoico, ya que hay experiencias que al introducir bacterias a
cultivos axénicos de Pseudo-nitzschia spp, aumenta la produccion de acido domoico
dependiendo de la cepa bacteriana utilizada (Bates, 1998; Bates et al., 1995; Stewart et al., 1998;
Kotaki et al., 2000) lamentablemente en el presente estudio no se realizé analisis bacterianos

asociados con el desarrollo de los cultivos en laboratorio, ni tampoco en el mar.

Es posible que P. pungens y P. subpacifica no sean toxicas, por las condiciones ambientales en
bahia Paracas e Isla San Lorenzo, ya que las especies de Pseudo-nitzschia, como las demas
especies del fitoplancton crecen muy bien en zonas de surgencia por sus altos contenidos de
nutrientes, como los rangos promedio superficiales de nutrientes publicados para la costa de
Pert que son: 0,2-4,0 uM PO4% ; 0,0-35,0 uM NOs7; 0, 0-30,0 uM SiO2** (Zuta & Guillén,
1970; Guillén e lzaguirre, 1969; Calienes et al., 1985; Graco et al., 2007). Sin embargo, la
produccion de acido domoico en la poblacién de Pseudo-nitzschia aumenta en su fase
estacionaria de crecimiento y cuando se presenta un estrés limitante de SiO2**y PO4 > (Bates et
al., 1991; Bates y Léger, 1992; Terseleer et al., 2013). El déficit de nutrientes no se daria durante
un proceso de surgencia en el Peru, en especial en las épocas de invierno y primavera donde
estos eventos oceanograficos son mas intensos (Graco et al.,, 2007). Sin embargo, la
regeneracion del SiOz*'en las capas superficiales es minima, siendo el primer nutriente en
agotarse, pudiendo ser limitantes para el fitoplancton en la costa del Pert (Nelson et al., 1981),

y muy positivo para la sintesis de acido domoico por las poblaciones de Pseudo-nitzschia spp.
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El régimen de luz también puede incrementar la sintesis de &cido domoico en especies del
género Pseudo-nitzschia, en especial en la época de primavera y verano cuando hay una mayor
intensidad de luz y mayor cantidad de luz dia (Bates, 1998; Cusack et al., 2002; Terseleer et al.,
2013). Sin embargo, la temperatura en estas estaciones del afio es superior a los 18°C (Graco et
al., 2007) y no es apropiada para crecimiento de P. pungens y P. subpacifica, por esta razén,
siempre existira la incertidumbre de si las poblaciones de Pseudo-nitzschia que se presenten en
el litoral peruano puedan o no sintetizar acido domoico, lo que se traduce en un riesgo latente

para la extraccion de concha de abanico y la salud humana.

Los monitoreos del fitoplancton y &cido domoico realizados por SANIPES e IMARPE, en las
areas de cultivo y extraccion de A. purpuratus sola han reportado la existencia de especies del
género Pseudo-nitzschia y la estimacion del riesgo de esta actividad sera “Alto”, “Medio” y
“Bajo”, la cual dependera de las especies de Pseudo-nitzschia que estan presente, su densidad,
su dominancia. Ademas en funcién a la frecuencia del muestreo de acido domoico y de
fitoplancton en el area de trabajo. Finalmente al grado de contaminacién de la carne del molusco
por acido domoico, que permitira decretar los cierres cautelares del area de extraccion por las
autoridades competentes, y si no se cumplen estas normativas, podrian aparecer los casos
clinicos de gente intoxicada con sintomatologia propia del veneno amnésico por intoxicacion
de &cido domoico SMB/NT3/Julio 2012; COFEPRIS 2005; NSW 2011; SANIPES, 2004;
Anderson et al., 2001; Lefebvre and Roberston, 2010; Kumar et al., 2009; Alvarez et al, 2009.

Por esta razon, se hace necesario realizar monitoreos para obtener mayor informacion sobre la
biologia de las algas nocivas, abundancia, distribucion, dinamica poblacional y fisiologia de las
especies mas toxicas. Es esencial el seguimiento rutinario y de largo plazo al fitoplancton vy al
medio ambiente para obtener los datos necesarios que permitan determinar la ecologia mas
elemental de las especies nocivas, para evitar riesgos de intoxicacién amnésica en las aguas

peruanas.

47



V. CONCLUSIONES

Se identificaron un total de dos especies de Pseudo nitzschia, P. pungens y P. subpacifica.
La especie P. subpacifica es reportada por primera vez para el litoral Peruano.

P. pungens presenta mayor adaptacion en cultivo en condiciones de laboratorio y presento
mayores concentraciones celulares.

Las especies de P. subpacifica y P. pungens analizadas con Espectrometria de Masa/Masa
(LC-MS/MS) para acido domoico nos dieron resultados no detectables para un limite de

deteccidn del equipo de 0,005 ug/mL.
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VI. RECOMENDACIONES

estudios de cultivo de Pseudo-nitzschia con bacterias del género Alteromonas y
Pseudomonas para determinar si esto influye en la produccién de dcido domoico.
Realizar un estudio genético de las cepas de Pseudo-nitzschia clasificadas.

Replicar este estudio para zonas de cultivo de Argopecten purpuratus en el norte y sur

del pais.
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VIII  ANEXOS
Anexo 1: Especies de Pseudo-nitzschia tdxicas (Fuente: Trainer 2012)
ESPECIE ORIGEN REFERENCIA

Pseudo-nitzschia australis

Monterey Bay, CA, EUA
Bream Bay, New Zealand

Ria de Vigo, Espafia
Australia

Colonsay, Escosia

Waterford Harbour, Ireland
Bay of Plenty, New Zealand
Lynn of Lorne, Scotland
Monterey Bay, CA, EUA
Offshore Washington State, EUA
Bahia La Herradura, Chile
Point Reyes, California, EUA.
Monterey Wharf, CA,EUA

Todos Santos Bay, México

Garrison et al. 1992
Rhodes et al. 1996
Fraga et al.1998
Lapworth et al. 2001
Campbell et al.2001
Cusack et al.2002
Rhodes et al.2004
Fehling et al. 2004
Wells et al. 2005
Baugh et al. 2006
Alvarez et al.2009
Bill 2011

Guannel et al. 2011
Santiago-Morales y
Garcia-Mendoza 2011

Offshore Washington State, EUA
Offshore Washington State, EUA

P. brasiliana Bizerte Lagoon, Tunisia Saharaoui et al, 2011
P. calliantha Bay of Fundy, Canada Martin et al.1990
Limfjord, Denmark I(_lugnngr;olm etal
Bahia Tongoy, Chile Alvarez et al. (2009)
Bizerte Lagoon, Tunisia Sahraoui et al. (2009)
Chesapeake Bay, Maryland, EUA | Thessen et al. (2009)
P. cuspidata Offshore Washington State, EUA | Auro, 2007

Trainer et al. 2009
Lundholm et al. 2012

P. fraudulenta

Bay of Plenty, New Zealand
Monterey Bay, California, EUA
Chesapeake Bay, Maryland, EUA

Rhodes et al. 1998
Wells et al. 2005
Thessen et al. 2009

P. galaxiae

Gulf of Naples

Cerino et al. 2005
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Continuacién del Anexo 1:

(Fuente: Trainer 2012).

Especies de Pseudo-nitzschia toxicas

ESPECIE ORIGEN REFERENCIA

P. granii Ocean Station Papa, North Pacific | Trick et al. 2010
Prince Edward Island, Canada Bates et al. 1989
Prince Edward Island, Canada Bates et al.1991
Prince Edward Island, Canada Bates et al. 1993
Prince Edward Island, Canada Bates et al. 1996
Wadden Sea, Holland Vrieling et al. 1996
Jinhae Bay, South Korea Lee and |Lee and Baik,1997
Prince Edward Island, Canada Bates et al. 1999
Prince Edward Island, Canada Bates et al. 2001
Les Glenan, Brittany, France Amzil et al. 2001
Chinhae Bay, South Korea Cho et al. 2001
Monterey Bay, California, EUA Maldonado et al. 2002

.. | Okkiray Bay, Japan Lundholm et al. 2004

P. multiseries
Bay of Fundy, Canada Lundholm et al. 2004
Offshore Washington State , EUA | Wells et al. 2005
Offshore Washington State, EUA. | Baugh et al. 2006
Paranagua State, Brazil Mafra et al. 2006
Sequim Bay, WA Radan, 2008
Okkiray Bay, Japan Trimborn et al. 2008
Peter the Great Bay, Russia Orlova et al. 2008
Monterey Bay, California, EUA. | Doucette et al. 2008
Northland, New Zealand Rhodes et al. 1998
Thames Estuary, UK Calu et al. 2009
Chesapeake Bay, Maryland, EUA. | Thessen et al. 2009
Lisbon Bay, Portugal Amorim et al. 2009
Coastal Brazil Hagstrom et al. 2011

P. multiseries | Eastern Canada Sun et al. 2011
Eastern Canada Guannel et al. 2011
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Continuacién del Anexo 1.

2012)

Especies de Pseudo-nitzschia toxicas (Fuente: Trainer

ESPECIE

ORIGEN

REFERENCIA

P.multistriata

Gulf of Naples

Gulf of Naples
Gulf of Naples
New Zealand

Sarno and Dahlmann,
2000

Orsini et al. 2002
Amato et al. 2010
L. Rhodes

P. pseudodelicatissima

Northern Gulf of Mexico
Thermaikos Gulf, Greece

Parsons et al. 1999
Moschandreou et al. 2010

Marlborough Sounds
Offshore Washington State, EUA

NZ Rhodes et al. 1996
Trainer et al. 1998

P. pungens Coastal Washington State, EUA | Baugh et al. 2006
Bay of Crozon, France Calu et al. 2009
Niva Bugt, Denmark Lundholm et al. 1994
St. Lawrence Estuary, Canada Couture et al. 2001

P. seriata Gulf of St. Lawrence, Canada Bates et al. 2002
Lynn of Lorne, Scotland Fehling et al. 2004b
Nuuk(Godthbsfjord)Greenland Hansen et al. 2011
Tauranga Harbour, New Zealand | Rhodes et al. 1996

P. turgidula Ocean Station PAPA(NE Pacific) | Trick et al. 2010
Ocean Station PAPA(NE Pacific) | Bill 2011

P. sp233 Sequim Bay, WA, EUA. Guannel et al 2011
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Anexo 2:

Resultados de los muestreos realizados por el SANIPES (2008),

bahia Paracas, Atenas, 21C-PAR (13°49°01°'S; 76°17°34°"0).

NUMERO DE INFORME(2008) FECHA ASP ug AD/g
N CMAA-M-002-08-ICA-SANIPES | 24y 25 Enero 2008 SIM
N CMAA-M-003-08-ICA-SANIPES | 04, 07, 08, 10 Febrero 2008 <1,06 *
N CMAA-M-004-08-ICA-SANIPES | 21, 22, 26 Febrero 2008 <1,06 *
N CMAA-M-005-08-ICA-SANIPES | 04, 05y 12 Marzo 2008 N/M
N CMAA-M-006-08-ICA-SANIPES | 25, 26 Y 27 Marzo 2008 <1,06 *
N CMAA-M-007-08-ICA-SANIPES | 10y 11 Abril 2008 N/M
N CMAA-M-008-08-ICA-SANIPES | 23, 24 y 25 Abril 2008 <1,06 *
N CMAA-M-009-08-ICA-SANIPES | 08, 13 Y 14 Mayo 2008 N/M
N CMAA-M-010-08-ICA-SANIPES | 21, 22, 23 y 28 Mayo 2008 <1,06 *
N CMAA-M-012-08-ICA-SANIPES | 26 y 27 Junio 2008 <1,06 *
N CMAA-M-013-08-ICA-SANIPES | 10y 11 Julio 2008 N/M
N CMAA-M-014-08-ICA-SANIPES | 21, 24 y 25 Julio 2008 <1,06 *
N CMAA-M-015-08-ICA-SANIPES | 06, 07 y 08 Agosto 2008 <1,06 *
N CMAA-M-016-08-ICA-SANIPES | 21, 22y 28 Agosto 2008 <1,06 *
N CMAA-M-017-08-ICA-SANIPES | 4,5, 9'y 13 Agosto 2008 <1,06 *
N CMAA-M-018-08-ICA-SANIPES | 18, 19 y 23 Setiembre 2008 <1,06 *
N CMAA-M-019-08-ICA-SANIPES | 02'y 03 Octubre 2008 N/M
N CMAA-M-020-08-ICA-SANIPES | 16 y 17 Octubre 2008 N/M
N CMAA-M-021-08-ICA-SANIPES | 21, 30 y 31 Octubre 2008 <1,06 *
N CMAA-M-022-08-ICA-SANIPES | 6, 13 y 14 Noviembre 2008 N/M
N CMAA-M-024-08-ICA-SANIPES | 11, 12 y 16 Diciembre 2008 N/M
N CMAA-M-025-08-ICA-SANIPES | 22, 23y 30 Diciembre 2008 N/M

N/My NC; areas no muestreadas.

(*): Valores numéricos de AD inferiores al limite de deteccion del equipo.
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Anexo 3. Resultados de los muestreos realizados por el SANIPES (2009),
Bahia Paracas, Atenas, 21C-PAR (13°49°01°°S; 76°17°34""0).

NUMERO DE INFORME( 2009) FECHA ASP ug AD/g
N CMAA-M-001-09-ICA-SANIPES 08, 09 Y 13 Enero 2009 <335 *
N CMAA-M-003-09-ICA-SANIPES 5,6 Y 10 Febrero 2009 <3.35 *
CSMAA-M-004-09-ICA-SANIPES 19, 20 y 25 Febrero 2009 <3.35 *
CSMAA-M-05-09-ICA-SANIPES 05y 6 Marzo 2009 <3.35 *
CSMAA-M-06-09-ICA-SANIPES 19 y 20 Marzo 2009 <3.35 *
CSMAA-M-07-09-ICA-SANIPES 02y 03 Abril 2009 NC
CSMAA-M-08-09-ICA-SANIPES 16y 17 Abril 2009 NC
CSMAA-M-09-11-ICA-SANIPES 29y 30 Abril 2009 NC
CSMAA-M-10-09-ICA-SANIPES 13, 14y 15 Mayo 2009 <3.35 *
CSMAA-M-11-09-ICA-SANIPES 28, 29 Mayo 2009 <3.35 *
CSMAA-M-13- 09-ICA-SANIPES 25y 26 Junio 2009 <3.35 *
CSMAA-M-14-09-ICA-SANIPES 09, 10, 13 Julio 2009 <3.35 *
CSMAA-M-15-09-ICA-SANIPES 22y 23 Julio 2009 <3.35 *
CSMAA-M-16-09-ICA-SANIPES 04, 05, 06 Agosto 2009 <3.35 *
CSMAA-M-17-09-ICA-SANIPES 20, 21, 22'y 25 Agosto 2009 <3.35*
CSMAA-M-18-09-ICA-SANIPES 03, 04 y 13 Setiembre 2009 <3.35 *
CSMAA-M-19-09-ICA-SANIPES 16, 17, 18 y 25 Setiembre 2009 <335 *
CSMAA-M-20-09-ICA-SANIPES 01, 02 y 10 Setiembre 2009 <335 *
CSMAA-M-21-09-ICA-SANIPES 14, 15 y 16 Octubre 2009 <3.35 *
CSMAA-M-23-09-ICA-SANIPES 12, 13 y 14 Noviembre 2009 <335 *
CSMAA-M-24-09-ICA-SANIPES 25 Noviembre 2009 <335 *
CSMAA-M-025-09-ICA-SANIPES 05 Diciembre 2009 <3.35 *
CSMAA-M-26-09-ICA-SANIPES 11 Diciembre 2009 <3.35 *
CSMAA-M-028-09-ICA-SANIPES 31 Diciembre 2009 NC

N/My NC; areas no muestreadas.

(*): Valores numéricos de AD inferiores al limite de deteccidn del equipo.
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Anexo 4. Resultados de los muestreos realizados por el SANIPES (2010),
bahia Paracas, Atenas, 21C-PAR (13°49°01"" S; 76°17°34"" O).

Numero de informe (2010) Fecha ASP ug AD/g
CSMAA-M-01-10-ICA- SANIPES 22 Enero 2010 NC
CSMAA-M-02-10-ICA-SANIPES 20,22 Enero 2010 NC
CSMAA-M-03-10-ICA-SANIPES 28 y 30 Enero 2010 NC
CSMAA-M-04-10-ICA-SANIPES 04 Febrero 2010 NC
CSMAA-M-05-10-ICA-SANIPES 11y 12 Febrero 2010 NC
CSMAA-M-06-10-ICA-SANIPES 18 Febrero 2010 NC
CSMAA-M-07-10-ICA-SANIPES 24, 25y 26 Febrero 2010 NC
CSMAA-M-08-10-ICA-SANIPES 05-Marzo 2010 NC
CSMAA-M-09-11-ICA-SANIPES 11 Marzo 2010 NC
CSMAA-M-10-10-ICA-SANIPES 17 y 18 Marzo 2010 NC
CSMAA-M-11-10-ICA-SANIPES 25 al 26 Marzo 2010 NC
CSMAA-M-12-10-ICA-SANIPES 30 Marzo 2010 NC
CSMAA-M-13-10-ICA-SANIPES 06, 07 y 09 Abril 2011 NC
CSMAA-M-14-10-ICA-SANIPES 16 Abril 10 NC
CSMAA-M-15-10-ICA-SANIPES 22y 25 Abril 2010 NC
CSMAA-M-16-11-ICA-SANIPES 26 Abril 2010 NC
CSMAA-M-17-10-ICA-SANIPES 05, 06 y 07 Mayo 2010 N/M
CSMAA-M-18-10-ICA-SANIPES 14 Mayo 2010 NC
CSMAA-M-19-10-ICA-SANIPES 20y 21 Mayo 2010 N/M
CSMAA-M-20-10-ICA-SANIPES 28 Mayo 2010 NC
CSMAA-M-21-10-ICA-SANIPES 03, 04 Y 07 Junio 2010 NC
CSMAA-M-22-10-ICA-SANIPES 11 Junio 2010 N/M
CSMAA-M-23-10-ICA-SANIPES 18 de Junio 2010 N/M
CSMAA-M-24-10-ICA-SANIPES 25 Junio 2010 N/M
CSMAA-M-25-10-ICA-SANIPES 02 Julio 2010 N/M
CSMAA-M-26-10-ICA-SANIPES 09 Julio 2010 N/M

N/My NC; areas no muestreadas.

(*): Valores numéricos de AD inferiores al limite de deteccién del equipo.

72



continuacion del Anexo 4:

Resultados de los muestreos realizados por el SANIPES

(2010) . bahia Paracas, Atenas, PAR (13°49°01"" S; 76°17°34"" O)
Numero de informe (2010) Fecha ASP ug AD/g
CSMAA-M-27-10-ICA-SANIPES | 16y 17 Julio 2010 N/M
CSMAA-M-28-10-ICA-SANIPES | 23y 24 Julio 2010 NC
CSMAA-M-29-10-ICA-SANIPES | 27y 28 Julio 2010 N/M
CSMAA-M-30-10-ICA-SANIPES | 02y 07 Agosto 2010 N/M
CSMAA-M-31-12-ICA-SANIPES | 10y 12 Agosto 2010 N/M
CSMAA-M-32-10-ICA-SANIPES | 16y 17 Agosto 2010 N/M
CSMAA-M-33-10-1ICA-SANIPES | 23 Agosto 2010 N/M
CSMAA-M-34-12-ICA-SANIPES | 01 Setiembre 2010 N/M
CSMAA-M-35-10-ICA-SANIPES | 06, 07 y 11 Setiembre 2010 N/M
CSMAA-M-36-10-ICA-SANIPES | 16 Setiembre 2010 N/M
CSMAA-M-37-12-ICA-SANIPES | 24 setiembre 2010 N/M
CSMAA-M-38-10-ICA-SANIPES | 01 Octubre 2010 N/M
CSMAA-M-39-10-ICA-SANIPES | 07 Octubre 2010 N/M
CSMAA-M-40-10-ICA-SANIPES | 15y 16 Octubre 2010 N/M
CSMAA-M-41-10-ICA-SANIPES | 19,20y 21 Octubre 2010 N/M
CSMAA-M-42-10-ICA-SANIPES | 26 y 29 Octubre 2010 N/M
CSMAA-M-43-10-ICA-SANIPES | 05 Noviembre 2010 N/M
CSMAA-M-44-12-ICA-SANIPES | 11y 12 Noviembre 2010 N/M
CSMAA-M-45-10-ICA-SANIPES | 18 y 19 Noviembre 2010 N/M
CSMAA-M-46-12-ICA-SANIPES | 22, 23y 26 Noviembre 2010 N/M
CSMAA-M-47-10-ICA-SANIPES | 03y 04 Diciembre 2010 N/M
CSMAA-M-48-10-ICA-SANIPES | 7,8y 11 Diciembre 2010 N/M
CSMAA-M-49-10-ICA-SANIPES | 15,17 y 18 Diciembre 2010 N/M
CSMAA-M-50-10-ICA-SANIPES | 23 Diciembre 2010 N/M
CSMAA-M-51-10-ICA-SANIPES | 29 Diciembre 2010 N/M

N/My NC; areas no muestreadas.

(*): Valores numericos de AD inferiores al limite de deteccion del equipo.
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Anexo 5:

Resultados de los muestreos realizados por el SANIPES (2011),

bahia Paracas, Atenas, 21C-PAR (13°49°01"" S; 76°17°34"" O).

NUMERO DE INFORME(2011)

FECHA

ASP ug AD/g

CSMAA-M-01-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-02-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-03-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-04-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-05-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-06-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-07-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-08-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-09-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-10-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-11-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-12-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-13-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-14-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-15-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-16-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-17-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-18-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-19-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-20-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-21-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-22-11ICA-SANIPES

CSMAA-M-23-11-ICA-SANIPES
CSMAA-M-24-11-1CA-SANIPES

10, 13, 14 Enero 2011

20, 22 Enero 2011

27, 28 Enero 2011

30 Enero y 5 Febrero 2011
06 al 12 Febrero 2011

13 al 19 Febrero 2011

20 al26 Febrero 2011

27 Febrero al 05 Marzo 2011
11 Marzo 2011

15 al 19 Marzo 2011

22 al 26 Marzo 2011

31 Marzo al 01 de Abril 2011
05 al 07 Abril 2011

13,14 y 15 Abril 2011

19 al 20 Abril 2011

28 al 29 Abril 2011

05 al 06 Mayo 2011

17y 18 Mayo 2011

24y 27 Mayo 2011

30 Mayo, 03 y 04 Junio 2011
10 Junio 2011

17 y 18 Junio 2011

23y 24 de Junio 2011

26 Junio 2011

NM
NM
NM
NM
NM
NC
NM
NM
NM
<1.13*
NM
NC
<1.13 *
NM
NM
NC
NM
NM
NC
NM
<1.13*
<1.13*
<1.13*
NC

N/M 'y NC; areas no muestreadas.

(*): Valores numéricos de AD inferiores al limite de deteccién del equipo.
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Continuacion del Anexo 5: Resultados de los muestreos realizados por el SANIPES

(2011), bahia Paracas, Atenas, 21C-PAR (13°49°01"" S; 76°17°34"" O).

NUMERO DE INFORME(2011) FECHA ASP ug AD/g
CSMAA-M-25-11-ICA-SANIPES | 05 al 09 Julio 2011 NC
CSMAA-M-26-11-ICA-SANIPES | 14y 15 Julio 2011 NC
CSMAA-M-27-11-ICA-SANIPES | 22 Julio 2011 NC
CSMAA-M-28-11-ICA-SANIPES | 26 Julio 2011 NM
CSMAA-M-29-11-ICA-SANIPES | 02 Agosto 2011 NC
CSMAA-M-30-11-ICA-SANIPES | 10y 12 Agosto 2011 NC
CSMAA-M-31-11-ICA-SANIPES | 15y 19 Agosto 2011 <113 *
CSMAA-M-32-11-ICA-SANIPES | 25y 26 Agosto 2011 NC
CSMAA-M-33-11-ICA-SANIPES | 2 Setiembre 2011 NC
CSMAA-M-34-11-ICA-SANIPES | 09 Setiembre 2011 NM
CSMAA-M-35-11-ICA-SANIPES | 14y 16 setiembre 2011 NC
CSMAA-M-36-11-ICA-SANIPES | 23 Setiembre 2011 NC
CSMAA-M-37-11-ICA-SANIPES | 26, 29 y 30 setiembre 2011 | NC
CSMAA-M-38-11-ICA-SANIPES | 06y 07 Octubre 2011 NC
CSMAA-M-39-11-ICA-SANIPES | 14 Octubre 2011 NC
CSMAA-M-40-11-ICA-SANIPES | 21 Octubre 2011 NC
CSMAA-M-41-11-ICA-SANIPES | 04 Noviembre 2011 NC
CSMAA-M-42-11-ICA-SANIPES | 09y 11 Noviembre 2011 NC
CSMAA-M-43-11-ICA-SANIPES | 13 Noviembre 2011 NC
CSMAA-M-44-11-ICA-SANIPES | 23y 25 Noviembre 2011 NC
CSMAA-M-45-11-ICA-SANIPES | 28 Nov y 01 Dic. 2011 NC
CSMAA-M-46-11-ICA-SANIPES | 05y 06 Diciembre 2011 NC
CSMAA-M-47-11-ICA-SANIPES | 15 Diciembre 2011 NC
CSMAA-M-48-11-ICA-SANIPES | 19y 21 Diciembre 2011 NC
CSMAA-M-49-11-ICA-SANIPES | 26 y 28 Diciembre 2011 NC

N/My NC; areas no muestreadas.

(*): Valores numéricos de AD inferiores al limite de deteccién del equipo.
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Anexo 6:

.Resultados de los muestreos realizados por el SANIPES (2012)

Bahia Paracas, Atenas, 21C-PAR (13°49°01°°S; 76°17°34°°0).

Numero de informe(2012) Fecha ASP ug AD/g
CSMAA-M-02-12-1CA-SANIPES | 06 Enero 2012 NC
CSMAA-M-03-12-1ICA-SANIPES | 17 y 20 Enero 2012 NC
CSMAA-M-04-12-1CA-SANIPES | 27 Febrero 2012 NC
CSMAA-M-05-12-ICA-SANIPES | 01y 02 Febrero 2012 NC
CSMAA-M-06-12-ICA-SANIPES | 06, 09y 10 Febrero 2012 NC
CSMAA-M-07-12-ICA-SANIPES | 16y 17 Febrero 2012 NC
CSMAA-M-08-12-ICA-SANIPES | 23y 24 de Febrero 2012 NC
CSMAA-M-09-12-ICA-SANIPES | 27 Febrero y 02 Marzo 2012 NC
CSMAA-M-10-12-1CA-SANIPES | 06, 08 y 09 Marzo 2012 NC
CSMAA-M-11-12-1CA-SANIPES | 16 Marzo 2012 NC
CSMAA-M-12-12-1CA-SANIPES | 23 Marzo 2012 NC
CSMAA-M-13-12-1CA-SANIPES | 27 y 30 Marzo 2012 NC
CSMAA-M-14-12-ICA-SANIPES | 03 Abril 2012 NC
CSMAA-M-15-12-ICA-SANIPES | 13 Abril 2012 NC
CSMAA-M-16-12-ICA-SANIPES | 18 y 20 de Abril 2012 NC
CSMAA-M-17-12-ICA-SANIPES | 22y 26 Abril 2012 NC
CSMAA-M-18-12-ICA-SANIPES | 03 Mayo 2012 NC
CSMAA-M-19-12-ICA-SANIPES | 11 Mayo 2012 NC
CSMAA-M-20-12-ICA-SANIPES | 18 Mayo 2012 NC
CSMAA-M-21-12-ICA-SANIPES | 22y 25 de May02012 NC
CSMAA-M-22-12-ICA-SANIPES | 29 y 31 Mayo, 01 Junio 2012 NC
CSMAA-M-23-12-ICA-SANIPES | 8 Junio 2012 NC

N/My NC; areas no muestreadas.

(*): Valores numéricos de AD inferiores al limite de deteccién del equipo.
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Continuacién del Anexo 6: Resultados de los muestreos realizados por el SANIPES

(2012), bahia Paracas, Atenas, 21C-PAR (13°49°01"" S; 76°17°34"" O).

NUMERO DE INFORME(2012) FECHA ASP ug
AD/g
CSMAA-M-24-12-ICA-SANIPES 15 Junio 2012 NM
CSMAA-M-25-12-ICA-SANIPES 19y 22 Junio 2012 NM
CSMAA-M-26-12-ICA-SANIPES 28 Junio 2012 NM
CSMAA-M-27-12-ICA-SANIPES 12 Julio 2012 NM
CSMAA-M-28-12-ICA-SANIPES 30y 31 de Julio 2012 NM
CSMAA-M-29-12-ICA-SANIPES 8y 9 Agosto 2012 NM
CSMAA-M-30-12-ICA-SANIPES 22 Agosto 2012 N/S
CSMAA-M-31-12-ICA-SANIPES 28 Agosto 2012 N/S
CSMAA-M-32-12-ICA-SANIPES 5y 6 Setiembre 2012 N/S
CSMAA-M-33-12-ICA-SANIPES 14 Setiembre 2012 NM
CSMAA-M-34-12-ICA-SANIPES 18 y 21 de Setiembre NM
CSMAA-M-35-12-ICA-SANIPES 27 Setiembre 2012 NM
CSMAA-M-36-12-ICA-SANIPES 5 Octubre 2012 NM
CSMAA-M-37-12-ICA-SANIPES 12 Octubre 2012 NM
CSMAA-M-38-12-ICA-SANIPES 16 y 19 Octubre 2012 NM
CSMAA-M-39-12-ICA-SANIPES 25y 26 Octubre 2012 NM
CSMAA-M-40-12-ICA-SANIPES 31 Octubre 2012 NM
CSMAA-M-41-12-ICA-SANIPES 21 Noviembre 2012 NM
CSMAA-M-42-12-ICA-SANIPES 13y 16 Noviembre 2012 NM
CSMAA-M-44-12-ICA-SANIPES 30 Noviembre 2012 NM
CSMAA-M-45-12-ICA-SANIPES 06 Diciembre 2012 NM
CSMAA-M-46-12-1CA-SANIPES 27 Diciembre 2012 NM

N/M Y NC; &reas no muestreadas.

(*): Valores numéricos de AD inferiores al limite de deteccién del equipo.
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