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Resumen de la tesis que presenta Blanca Azucena Durán Flores como requisito parcial para la obtención 
del grado de Maestro en Ciencias en Ecología Marina. 
  

Evaluación de ácido domoico en mamíferos marinos en Baja California, México 
 

Resumen aprobado por: 

 

_________________________________  _________________________________ 
Dra. María Concepción García Aguilar  Dr. Ernesto García Mendoza 

Codirector de tesis  Codirector de tesis 

 

 

Se evaluó la exposición ácido domoico (AD) de mamíferos marinos del noroeste de México de mayo de 
2016 a mayo de 2017 y se analizó la posible relación de los eventos de varamientos en la Bahía de Todos 
Santos, con la abundancia Pseudo-nitzschia sp. Se confirmó por primera vez en México la presencia de AD 

en mamíferos marinos por análisis en cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en 
tándem (LC-MS/MS), en hígado y riñón de dos delfines varados en la Bahía de Todos Santos en primavera 
de 2017, pero no se identificó una relación entre varamientos y la abundancia de la diatomea. Los 
florecimientos algales nocivos (FAN) son proliferaciones de especies de fitoplancton que afectan al 
ambiente y a la salud pública y animal. Durante los FAN de algunas especies de diatomeas del género 
Pseudo-nitzschia se puede presentar AD, una neurotoxina potente que se puede acumular en organismos 
filtradores y causar la intoxicación amnésica por consumo de mariscos (ASP) en humanos. Esta intoxicación 
es uno de los principales síndromes de intoxicación por ficotoxinas que también ha causado vedas 
sanitarias en la costa oeste de Norteamérica. El AD también afecta a la vida silvestre y en particular a los 
mamíferos marinos. En años recientes, muchos eventos de varamientos y de mortandad de mamíferos 
marinos ocurridos en las costas de California se han asociado con intoxicación por AD. En el Océano 
Pacífico mexicano y golfo de California se ha detectado la presencia de especies de Pseudo-nitzschia 
potencialmente tóxicas, sin embargo, no se había evaluado la presencia de AD en mamíferos marinos de 
la región. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave: florecimientos algales nocivos (FAN), Pseudo-nitzschia, ficotoxinas, varamiento, 
mortandad.  
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Abstract of the thesis presented by Blanca Azucena Durán Flores as a partial requirement to obtain the 
Master of Science degree in Marine Ecology.  
 

Domoic acid evaluation in marine mammals in Baja California, Mexico 
 

 

Abstract approved by: 

 

_________________________________  _________________________________ 
Dra. María Concepción García Aguilar  Dr. Ernesto García Mendoza 

Thesis codirector  Thesis codirector 
 
 

The exposure of marine mammals to domoic acid (DA) in the northwest of Mexico from May 2016 to May 
2017 was evaluated. Also, we evaluated the possible relationship within stranding events in Todos Santos 
Bay with the abundance of Pseudo-nitzschia sp in the region. For the first time in Mexico, the presence of 
DA was confirmed in marine mammals. DA was detected by Liquid Chromatographic LC-MS/MS analysis 
in liver and kidney tissue from dolphins stranded at Todos Santos Bay in the spring of 2017. A relation 
between marine mammal standings and Pseudo-nitzschia abundance was not observed. Harmful algal 
blooms (HABs) are proliferations of phytoplankton species that can affect public and animal health and 
can also affect the environment. During some HABs of diatoms of the genus Pseudo-nitzschia, domoic acid 
(DA) can appear. DA is a potent neurotoxin that accumulates in filter feeding organisms at levels that can 
cause amnesic shellfish poisoning (ASP) to humans. Intoxication by DA is considered one of the major 
syndromes produced by phycotoxins in the North America west coast. Associated to the presence of this 
toxin in seashell several sanitary bans have been implemented in the region. . DA also affects wildlife and 
especially marine mammals. In recent years, on the California coasts several stranding events and die-offs 
of marine mammals have been associated to domoic acid intoxication. In the Mexican Pacific Ocean and 
Gulf of California, the presence of toxigenic species of Pseudo-nitzschia have been detected, however, the 
presence of DA in marine mammals has not been evaluated.  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Harmful algal bloom (HAB), Pseudo-nitzschia, phycotoxins, strandings, mortality.  
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1. Introducción  

Los florecimientos algales nocivos (FAN) son proliferaciones de especies de fitoplancton que 

afectan al ambiente y a la salud pública y animal. Estos fenómenos se producen de forma natural cuando 

se presentan las condiciones que favorecen el desarrollo de algunas especies de microalgas. El conjunto 

de factores físicos, químicos y biológicos, como corrientes, surgencias, salinidad, nutrientes, luz, 

temperatura e interacción con otras especies de la comunidad fitoplanctónica y otros niveles tróficos dan 

lugar a los FAN (Sellner et al., 2003; Kudela et al., 2015; Wells et al., 2015). Los factores que pueden 

favorecer a los FAN son la concentración y tipo de nutrientes, y su relación estequiométrica. Esta es 

alterada constantemente por factores naturales como el aporte de nutrientes por escorrentía de aguas 

pluviales, pero también por actividades humanas debido al incremento del uso de aguas costeras para 

acuicultura, la descarga de efluentes y escorrentías agrícolas (Anderson, 2009; Glibert, 2015). La expansión 

de los FAN también se ve favorecida por modificaciones en el ambiente resultantes de las actividades 

antropogénicas como el transporte de quistes en agua de lastre o por el traslado de moluscos entre 

diferentes áreas (Hallegraeff, 1993; Glibert, 2015). 

Desde la década de 1970, se ha registrado un aumento en la ocurrencia y extensión de los FAN en 

diversas partes del mundo (Anderson et al., 2002; Glibert et al., 2006). La costa noroeste del océano 

Pacífico, desde Alaska hasta México, ha experimentado estos eventos con mayor frecuencia desde el año 

2000, con graves daños ambientales, económicos y a la salud (Anderson et al., 2008; Lewitus et al., 2012). 

Específicamente, los florecimientos de dinoflagelados de los géneros Alexandrium, Gymnodinium y 

Pyrodinium, y de diatomeas del género Pseudo-nitzschia son los que mayores daños han provocado en 

esta región (Van Dolah, 2000; Anderson et al., 2008; Lewitus et al., 2012). Una de las causas de los efectos 

nocivos de los FAN es que algunas especies de microalgas producen toxinas (ficotoxinas) bajo condiciones 

ambientales específicas. Estas toxinas son responsables de más de 60,000 incidentes anuales de 

intoxicación en humanos a nivel mundial, con una tasa de mortalidad del 1.5% (Van Dolah, 2000; Shumway 

et al., 2003; Gulland y Hall, 2007). 

Las toxinas producidas durante los FAN son acumuladas en organismos filtradores, principalmente 

en moluscos bivalvos, a niveles que pueden ser letales para los seres humanos u otros consumidores. El 

consumo de moluscos causa síndromes de intoxicación paralítica, diarreica, neurotóxica, amnésica y por 

azaspiracidos (PSP, DSP, NSP, ASP y AZP, respectivamente). Asimismo, existe otra intoxicación (ciguatera) 

producida por ficotoxinas asociada al consumo de pescados (CFP) (Hallegraeff, 1993; Anderson, 2009). 
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Todos son causados por biotoxinas sintetizadas por dinoflagelados, excepto la toxina causante de ASP: 

ácido domoico (AD). Esta neurotoxina es producida por diatomeas del género Pseudo-nitzschia 

(Hallegraeff 1993; FAO, 2005; Anderson, 2009). 

La intoxicación con AD afecta a varias especies animales, incluyendo peces, aves, roedores, 

primates y mamíferos marinos (Costa et al., 2010), debido a que es acumulado por el zooplancton, 

moluscos, crustáceos, equinodermos y gusanos, que son responsables de su transferencia hacia niveles 

tróficos superiores (Landsberg, 2002; Doucette et al., 2006; Zabaglo et al., 2016). Es considerada uno de 

los síndromes principales en el Sistema de la Corriente de California (Gulland, 2000; Bargu et al., 2010). En 

años recientes, muchos eventos de varamientos y de mortandad de mamíferos marinos, ocurridos en las 

costas de California se han asociado con ASP causada por el AD producido durante FAN de Pseudo-nitzschia 

(Gulland, 2000; Bargu et al., 2010). En las costas de Baja California los eventos de varamientos de 

mamíferos marinos también son comunes; sin embargo, no se ha comprobado que éstos estén 

relacionados con una intoxicación por AD. Se sospecha que al menos dos eventos de mortandad masiva, 

uno en el golfo de California en 1997 y otro en las playas de Tijuana a Ensenada en 2002, pudieran estar 

relacionados con intoxicación por esta ficotoxina (Hernández-Becerril et al., 2007; García-Mendoza et al., 

2009; Lewitus et al., 2012) Sin embargo, no se evaluó la presencia de AD en los organismos afectados en 

estas epizootias y ni en organismos varados en otras fechas en la región.  

La falta de análisis de ficotoxinas durante varamientos o epizootias no implica que no exista la 

posibilidad de intoxicación por AD en Baja California. En las aguas del noroeste de México, Océano Pacífico 

y golfo de California, se ha detectado la presencia de especies de Pseudo-nitzschia potencialmente tóxicas 

(Hernández-Becerril et al., 2007; García-Mendoza et al., 2009; Lewitus et al., 2012). Asimismo, se ha 

detectado AD en material particulado (García-Mendoza et al., 2009), en moluscos bivalvos (García-

Mendoza et al., 2016) y en vísceras de sardina y anchoveta colectadas en la región de la Bahía de Todos 

Santos (Cabrales-Talavera 2010; García-Mendoza et al., 2016). Por lo tanto, como es probable la exposición 

de mamíferos marinos del noroeste de México al AD, en este estudio se realizó la primera evaluación de 

esta toxina en diferentes tejidos de especímenes muertos y muestras biológicas de organismos vivos. 
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1.1 Antecedentes 

1.1.1 Especies de Pseudo-nitzschia productoras de ácido domoico 

Existen 48 especies reconocidas del género Pseudo-nitzschia, de las cuales se han identificado a 

23 como especies toxígenas (Teng et al., 2016). Los rasgos morfométricos de la diatomea se han utilizado 

para clasificarlas en dos grupos: el grupo P. seriata y el grupo P. delicatissima (Skov et al., 1999; Teng et 

al., 2016). Algunas de las especies reconocidas como productoras de AD clasificadas en el primer grupo 

son P. seriata, P. australis, P. pungens, P. multiseries, y P. fraudulenta, mientras que P. delicatissima y P. 

cuspidata pertenecen al segundo (Skov et al., 1999). 

Las especies de Pseudo-nitzschia se distribuyen en todo el mundo, tanto en aguas costeras como 

oceánicas, ya sea en regiones frías, templadas o subtropicales (Lelong et al., 2012; Teng et al., 2016). Este 

género de diatomeas se encuentra en todos los continentes; las especies productoras de AD se distribuyen 

globalmente, sólo en la Antártida no se han reportado. Especies como P. australis, P. delicatissima, P. 

fraudulenta, P. multiseries, P. pseudodelicatissima y P. pungens, todas ellas productoras de AD, se les 

considera cosmopolitas (Hasle 2002; Lelong et al., 2012; Teng et al., 2016). En Washington, P. 

pseudodelicatissima y P. cuspidata son las principales especies responsables de FAN. En la costa de Alaska 

y California las especies más problemáticas son P. australis y P. multiseries (Trainer et al., 2012). En las 

costas mexicanas del Pacífico se han reportado seis especies de Pseudo-nitzschia productoras de AD: P. 

australis, P. brasiliana, P. fraudolenta, P. pungensis, P. subfraudolenta y P. delicatissima; cuatro especies 

se han registrado en el golfo de California: P. brasiliana, P. pungensis, P. pseudodelicatissima y P. 

subfraudolenta (Lundholm et al., 2002; Gómez-Aguirre et al., 2004; Gárate-Lizárraga et al., 2007; García-

Mendoza et al. 2009; Quijano-Scheggia et al., 2011). 

La formación de FAN de Pseudo-nitzschia está vinculada a numerosos factores bióticos, algunos 

de los cuales son específicos de cada especie (Lelong et al., 2012), pero son influenciados por fenómenos 

meteorológicos locales, como vientos y lluvias, y pueden ser estimulados por el enriquecimiento de 

nutrientes provenientes de varias fuentes (Anderson et al., 2008; Trainer et al., 2012). Los FAN se forman 

frecuentemente en zonas de surgencias, donde las corrientes les permiten permanecer en la parte 

superior de la columna de agua para aprovechar la luz solar y los nutrientes procedentes del fondo, por 

ello la mayoría de los impactos por Pseudo-nitzschia han ocurrido en los sistemas de surgencias en la costa 

oeste de los continentes (Lelong et al., 2012; Trainer et al., 2012). En cultivo, Pseudo-nitzschia puede crecer 
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en salinidades bajas (6) hasta muy altas (48), y a temperaturas de 5 a 30°C, con un rango amplio de 

crecimiento óptimo (Trainer et al., 2012). La abundancia de Pseudo-nitzschia y las concentraciones de AD 

en la costa oeste de Estados Unidos se ha asociado con condiciones de baja temperatura, alta salinidad y 

alta concentración de nutrientes (Anderson et al., 2006; Trainer et al., 2012). 

En la costa suroeste de Canadá y la noroeste de Estados Unidos, los FAN de Pseudo-nitzschia 

tienden a comenzar en primavera o verano (Lewitus et al., 2012), pero en California se han registrado FAN 

de P. australis en primavera, verano y otoño (Scholin et al., 2000; Anderson et al., 2006). En 1987 se 

detectó en la costa este de Canadá el primer FAN en Norteamérica que provocó problemas de salud. P. 

multiseries fue la especie responsable de la contaminación de mejillones que causaron intoxicación en 

humanos (Perl et al., 1990; Howard et al., 2007). Desde entonces han registrado FAN tanto en el sureste 

de Canadá como en el noroeste de Estados Unidos que han afectado el comercio de varias especies de 

almejas, mejillones y cangrejos (Lewitus et al., 2012; Trainer et al., 2012). 

En 1991 en la Bahía de Monterey, California, se comprobó la presencia de AD en anchoveta, la 

fuente de alimento de pelícanos y cormoranes. En este periodo algunos especímenes presentaron signos 

neurológicos inusuales y se registró una mortandad de más de 100 individuos (Work et al., 1993; Shumway 

et al., 2003; Lewitus et al., 2012). Después de este evento, se ha documentado la presencia de FAN de 

especies productoras de AD en el sur de la costa oeste de Norteamérica. En 1998 se presentaron intensos 

FAN de P. australis y P. multiseries desde la bahía de Monterey hasta Santa Bárbara que causaron graves 

daños a animales marinos (Scholin et al., 2000; Anderson et al., 2006). En el Canal de Santa Bárbara se han 

registrado florecimientos de especies de Pseudo-nitzschia productoras de AD cada año desde 2002 y en 

Los Ángeles desde 2003 (Anderson et al., 2006; Anderson et al., 2008). En el 2006 y 2007 los FAN de P. 

australis en el sur de California se caracterizaron por presentar altas concentraciones de AD, de hasta 

14.39 µg/L en 2006 y 26.97 µg/L en 2007 (Lewitus et al., 2012). En México se han documentado dos FAN 

de Pseudo-nitzschia, uno de ellos fue un florecimiento de P. fraudulenta en La Paz, en el golfo de California 

en verano de 2006 (Gárate-Lizárraga et al., 2007) y el otro ocurrió en Bahía de Todos Santos, Ensenada, en 

2007, donde se detectó una abundancia de 3.02x105 células/L de P. australis (García-Mendoza et al., 2009). 

Finalmente, en Alaska, Pseudo-nitzschia se ha detectado desde el golfo de Alaska al Mar de Bering, y en 

junio de 2010 alcanzó grandes abundancias en la isla St. Lawrence, pero se desconoce el impacto sobre el 

ecosistema (Lewitus et al., 2012).  
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1.1.2 Ácido domoico 

El ácido domoico (AD) es un aminoácido cíclico con un peso molecular de 311 Da que posee tres 

grupos carboxilo y un grupo amino secundario (Wright et al., 1990). Es producido de forma natural por 

especies de algas y actúa como neurotoxina. Fue aislado por primera vez en Japón en 1958 de la macroalga 

Chondria armata (Mos, 2001; Jeffery et al., 2004) y posteriormente fue detectado en otras especies de 

algas rojas, todas de la familia Rhodomelaceae. En el evento de intoxicación de 1987 se atribuyó la 

presencia de AD a la diatomea Pseudo-nitzschia (Bates et al., 1998). Se han identificado varios isómeros 

de AD, ácidos isodomoicos A-H, en muestras marinas. Estos pueden ser productos de degradación del AD 

formados por exposición a radiación UV o calor pero son constituyentes menores en relación con el ácido 

domoico y no siempre están presentes (Wright et al., 1990; Jeffery et al., 2004). 

El AD actúa como un análogo del glutamato, el neurotransmisor excitatorio más importante del 

sistema nervioso central. La similitud estructural del AD con el glutamato y el kainato (Figura 1) permite 

una alta afinidad por los receptores de ácido propanoico (AMPA) y de kainato, e interviene en la activación 

de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), los cuales son receptores de glutamato presentes en el 

sistema nervioso central y el miocardio (Pulido, 2008; Costa et al., 2010). Los enlaces formados entre el 

AD y los receptores de glutamato son tres veces más potentes que el ácido kaínico y hasta 100 veces más 

poderosos que el propio glutamato. La unión a estos receptores induce una activación prolongada de las 

neuronas y permite un flujo constante de calcio en estas células, lo que provoca su despolarización, 

además de la producción de especies reactivas de oxígeno, disfunción neurológica, daño al ADN, 

peroxidación de lípidos, agotamiento energético, daño mitocondrial y finalmente la muerte celular (Perl 

et al., 1990; Jeffery et al., 2004; Bejarano et al., 2008b; Zabaglo et al., 2016). 

 

Figura 1. Estructura del ácido domoica (a), glutamato (b) y kainato (c). Adaptada de Bates et al., 1998. 
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El AD se une a los receptores de glutamato, los cuales no sólo se encuentran en el sistema nervioso 

central, sino también en el corazón, riñones, hígado, pulmón, bazo, testículos y ovarios. Aunque la función 

de los receptores fuera del sistema nervioso central no es clara, sugiere la posibilidad de efectos tóxicos 

directos del AD en los órganos en los que se encuentran (Gill y Pulido, 2001; Silvagni et al., 2005; Ramsdell 

y Gulland, 2014). 

El AD no es fácilmente absorbido en el tracto gastrointestinal, pero durante la digestión puede ser 

transportado a través del torrente sanguíneo a otros tejidos y fluidos (Bargu et al. 2012). De la sangre es 

eliminado relativamente rápido por el aclaramiento renal. La velocidad de depuración es variable entre 

especies: en ratas es de 10 ml/min·kg, mientras que en monos la tasa de depuración es aproximadamente 

diez veces menor (Suzuki y Hierlihy 1993; Truelove e Iverson 1994). Aunque la eliminación del AD suele 

ser rápida, en mamíferos marinos el flujo de sangre a los riñones es restringido debido a adaptaciones 

fisiológicas como la vasoconstricción periférica. Esto produce una disminución en la tasa de filtración 

glomerular, es decir, se reduce la detoxificación de la sangre, la cual es desviada desde el hígado hacia el 

corazón y el cerebro (Silvagni et al., 2005; Bejarano et al., 2008b; Fire et al., 2010). 

En ratas y primates no humanos la vida media del AD en sangre es de 20 y 110 min, 

respectivamente. En ratas, el 2% de la dosis administrada es eliminada en la orina y el resto en las heces, 

mientras que en primates no humanos el porcentaje es entre el 4 al 7%. Por lo tanto, la detección de AD 

en fluidos gástricos confirma la exposición inmediata a la biotoxina, mientras que en orina y heces revela 

el aclaramiento mediante el metabolismo de detoxificación (Suzuki y Hierlihy, 1993; Truelove e Iverson, 

1994; Costa et al., 2010; Fire et al., 2010). La orina y las heces representan una fuente importante de 

muestras para el análisis de AD, ya que su disponibilidad es relativamente común en situaciones de 

exposición natural y por su uso potencial en el diagnóstico de intoxicación por AD en animales vivos (Tor 

et al., 2003). 

 

1.1.3 Transferencia de ácido domoico en la trama trófica 

Durante los FAN de Pseudo-nitzschia el AD es acumulado por el zooplancton, moluscos, crustáceos, 

equinodermos y gusanos, que son responsables de su transferencia hacia niveles tróficos superiores 
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(Landsberg 2002; Doucette et al. 2006; Zabaglo et al. 2016). La presencia de AD extracelular en el agua no 

representa un gran riesgo ya que sufre foto o biodegradación y no se acumula en la columna de agua 

(Bejarano et al., 2008b; Zabaglo et al., 2016). Sin embargo, la adsorción de AD en el sedimento puede tener 

un impacto a largo plazo en la trama trófica debido a su transferencia a través de los organismos 

bentónicos (Burns y Ferry, 2007; Zabaglo et al., 2016).  

Los vectores de AD más importantes para aves y mamíferos marinos adultos son los eufáusidos y 

peces como la sardina y anchoveta, en los que se acumula esta ficotoxina (Gulland, 2000; Scholin et al., 

2000; Bargu et al., 2002; Shumway et al., 2003). Por otro lado, las crías de mamíferos pueden adquirir el 

AD desde el útero, ya que es capaz de atravesar la placenta y acumularse en el líquido amniótico, a través 

de la leche materna o directamente desde sus presas en la etapa de transición del destete (Lefebvre et al., 

2010). La transferencia materna de AD ha sido documentada en lobos marinos en condiciones naturales y 

en roedores en diversos estudios de laboratorio (Doucette et al. 2004; Maucher y Ramsdell 2005; Maucher 

y Ramsdell 2007; Pulido, 2008; Rust et al., 2014; Lefebvre et al., 2016). 

 

1.1.4 Intoxicación por ácido domoico 

El cerebro es uno de los órganos con mayor daño por intoxicación con AD. Está protegido por la 

barrera hematoencefálica que impide el paso de ciertas sustancias o moléculas hacia el cerebro, pero hay 

regiones, como el área postrema encargada de la respuesta emética (vómito) que carecen de ella (Pulido, 

2008; Costa et al., 2010). La ausencia de dicha barrera permite fácilmente la permeabilidad del AD, lo cual 

explica que el vómito sea la respuesta neurológica más sensible al AD en los primates (Tryphonas et al., 

1990). Sin embargo, cuando las dosis de AD son altas es posible que llegue a zonas protegidas por la barrera 

hematoencefálica por el incremento de la permeabilidad a través de convulsiones (Ramsdell, 2007). El 

daño más significativo en el cerebro ocurre en el hipocampo debido a la alta densidad de receptores en 

las regiones CA3 y CA1, lo cual las hace más propensas a la neurodegeneración inducida por DA y conlleva 

al daño celular y estructural de vías comprometidas con aprendizaje y memoria espacial, entre otros 

(Ramsdell, 2007; Bejarano et al., 2008b) 
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La exposición continua al AD durante la gestación y el periodo de lactancia conduce a la 

acumulación de esta toxina que causa daños en el hipocampo, afecta el desarrollo e incrementa el riesgo 

de otros efectos a largo plazo (Doucette et al., 2004; Brodie et al., 2006; Levin et al., 2006; Pulido, 2008; 

Marriott et al., 2012; McHuron et al., 2013; Rust et al., 2014). En ratas de laboratorio se ha demostrado 

que el AD contribuye al fracaso reproductivo y que la exposición a bajas dosis en etapas tempranas de 

desarrollo provoca cambios conductuales y cognitivos que persisten hasta la edad adulta (Doucette et al., 

2004; Pulido, 2008). El AD llega al feto a través de la sangre y posteriormente es excretado por la orina en 

el líquido amniótico, el cual llega al estómago del feto y regresa al torrente sanguíneo (Brodie et al., 2006; 

Ramsdell y Gulland 2014). La respuesta a la exposición a AD en mamíferos marinos es análoga a aquella 

observada en animales de laboratorio. Sin embargo, existen diferencias entre especies en el umbral de la 

dosis, el tiempo de respuesta posterior a la ingesta y los efectos sobre diferentes tipos de células 

(Ramsdell, 2007). 

Los signos de intoxicación por AD en ratas son comportamiento exploratorio y rascado seguido de 

convulsiones, masticación, salivación, y finalmente ataxia y rigidez extrema (Truelove e Iverson, 1994). En 

monos la intoxicación se manifiesta inicialmente con náuseas y vómitos, posteriormente masticación, 

rascado, ataxia, pérdida de equilibrio, temblores y rigidez de los movimientos (Tryphonas et al., 1990). La 

gravedad de los signos presentados en humanos se relacionó con la dosis estimada de AD consumido (Perl 

et al. 1990; Todd 1993), los primeros signos se percibieron a las 5.5 horas después de ingerir los alimentos 

contaminados (Todd, 1993). La intoxicación se caracterizó por hiperexcitación neuronal, lo cual produce 

convulsiones, mioclonos (contracciones musculares repentinas), inestabilidad cardiovascular, 

anormalidad en la pupila y piloerección, seguida de la pérdida crónica de la función en sistemas neurales 

y susceptibilidad a degeneración excitotóxica. Los signos clínicos identificados en los casos más graves de 

ASP en humanos incluyen la confusión, muecas, hipo, falta de respuesta a estímulos dolorosos y presión 

sanguínea inestable o arritmias cardiacas y estado de coma. La autopsia realizada a los pacientes fallecidos 

reveló necrosis y pérdidas neuronales, principalmente en el hipocampo y amígdalas (Teitelbaum et al. 

1990; Todd 1993). 

La intoxicación amnésica por consumo de mariscos (ASP), denominada así debido a que los efectos 

clínicos observados incluyeron pérdida de memoria, es causada por la ingesta de AD (Jeffery et al., 2004). 

El primer caso registrado de ASP ocurrió en la provincia Prince Edward Island en Canadá en 1987, cuando 

más de 100 personas se intoxicaron y algunas de ellas murieron después de consumir mejillones 

contaminados con AD proveniente de la diatomea Pseudo-nitzschia (Bates et al., 1989; Bates et al., 1998; 
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Lefebvre y Robertson, 2010). Posterior a este evento, los esfuerzos de monitoreo del AD para evitar 

incidentes en humanos tomaron importancia y no se han registrado más intoxicaciones. Sin embargo, han 

ocurrido numerosos casos de intoxicación por AD en organismos marinos (Fritz et al., 1992; Work et al., 

1993; Wekell et al., 1994; Lefebvre et al., 1999). 

 

1.1.5 Ácido domoico en mamíferos marinos 

Los florecimientos de Pseudo-nitzschia se han asociado a eventos de mortandad del lobo marino 

de California, Zalophus californianus (Lefebvre et al., 1999; Goldstein et al., 2008; Bargu et al., 2012), lobo 

fino del norte, Callorhinus ursinus (Lefebvre et al., 2010; Lefebvre et al., 2016), marsopa común, Phocoena 

phocoena (Lefebvre et al., 2016), delfín común, Delphinus delphis (Torres de la Riva et al., 2009), nutria 

marina, Enhydra lutris (Kreuder et al., 2003), ballena gris, Eschrichtius robustus (Torres de la Riva et al., 

2009), y ballena de minke, Balaenoptera acutorostrata (Fire et al. 2010), entre otros. 

Los eventos de varamientos y mortandades de lobos marinos de California son cada vez más 

frecuentes y con mayor número de individuos a lo largo de la costa central de California. Muchos de estos 

eventos se han asociado con FAN de Pseudo-nitzschia (Gulland, 2000; Goldstein et al., 2008; Bargu et al., 

2010), pero el AD no fue reconocido como la causa principal de estos sucesos hasta 1998, posterior a un 

varamiento y mortandad masiva de aproximadamente 400 individuos que sucedió en la Bahía de 

Monterey, California. Estos animales presentaron los signos típicos de intoxicación por AD como 

desorientación, convulsiones, ataxia, comportamiento de rascado intenso y falta de respuesta en la fase 

posterior a las convulsiones (Gulland, 2000; Silvagni et al., 2005; Bejarano et al., 2008b). Sin embargo, las 

intoxicaciones no siempre se manifiestan como eventos masivos, también se han observado varamientos 

individuales o de pocos individuos afectados por el AD (Lewitus et al., 2012). 

Aunque se ha detectado AD en la costa occidental de Baja California y el golfo de California, donde 

habitan respectivamente 35 y 32 especies de mamíferos marinos, la evidencia del impacto sobre ellos es 

anecdótica. Existen sólo dos casos reportados de mortandad masiva de mamíferos marinos en México que 

se sospecha fueron causados por el AD. El primero ocurrió en 1997 en el golfo de California e involucró el 

varamiento de 168 delfines, nueve lobos marinos de California y cuatro ballenas de aleta, pero se describió 
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sólo en un informe técnico oficial emitido por la SEMARNAP (1997). El segundo caso ocurrió en 2002, y se 

propuso que la causa del varamiento de 87 lobos marinos en las playas de Tijuana a Ensenada fue causado 

por la intoxicación con AD, sin embargo, no se comprobó la presencia de esta toxina en los organismos 

afectados (Hernández-Becerril et al., 2007; García-Mendoza et al., 2009; Lewitus et al., 2012). Se han 

identificado otros eventos probablemente asociados con la intoxicación por AD, ocurridos en 1995 (Sierra-

Beltrán et al., 1997) y 2004 (Gallo-Reynoso et al., 2005) en el golfo de California, y en 2006, en Ensenada, 

Baja California. En este último se encontraron lobos marinos de California: nueve cadáveres y tres animales 

vivos con signos de toxicidad por AD (Lewitus et al., 2012). 

 

1.1.6 Métodos de detección y cuantificación de ácido domoico 

La presencia de AD en tejidos y fluidos de diversas especies de mamíferos marinos se ha analizado 

mediante las técnicas de ensayo de unión al receptor (RBA), ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas 

(ELISA), por cromatografía de líquidos de alto rendimiento (HPLC) y por cromatografía líquida acoplada a 

espectometría de masas en tándem (LC-MS/MS) (Brodie et al., 2006; Fire et al., 2010; Hall y Frame, 2010). 

Los tejidos y fluidos que se han analizado para evaluar la presencia de AD son heces, orina, suero 

sanguíneo, fluidos gástricos, contenido estomacal, líquido amniótico, hígado, riñón y cerebro (Tabla 1). En 

el estudio realizado por Fire et al. (2009), además de heces y orina, se analizaron muestras gástricas, 

hígado, riñón, cerebro y otros fluidos de diversas especies en los que no se detectó AD mediante LC-

MS/MS. 
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Tabla 1. Ejemplos de tejidos y fluidos analizados para evaluar la presencia de ácido domoico en mamíferos marinos. 

Especie Muestra 
Concentración 

(ng/g o ml) 
Método Referencia 

Balaenoptera 

acutorostrata 

Fluido gástrico 2350 

LC-MS/MS 
Fire et al., 

2010 
Orina 2930 

Heces 258x106 

Balaena 

mysticetus 
Heces 359 ELISA 

Lefebvre et al., 

2016 

Kogia sp 
Orina 0.4-1.8 

LC-MS/MS 
Fire et al., 

2009 Heces 12-13,566 

Phoca vitulina Heces 25 ELISA Hall y Frame, 

2010 Heces 6 

Zalophus 

californianus 

Orina materna 10-261 RBA, LC-MS 

Brodie et al., 

2006 

Orina feto <0.5-38 

Líquido amniótico 4-34 

Fluido gástrico fetal 0.5-15 

Heces 1400-96800 HPLC Bargu et al., 

2010 Heces 9100 ± 25500 

Heces 500 ± 800 HPLC Bargu et al., 

2012 Heces 6100 ± 8200 

Heces 2.5x106-152x106 
HPLC Lefebvre et al., 

1999 

Heces 1x106-82x106 HPLC 

Goldstein et 

al., 2008 

Heces 1.6x106-4.15x106 

Orina 10000-3.72x104 ELISA, 

LC-MS/MS 

 

Orina 2000-1.1x103  

Suero 4000-20x104 

Suero 3000 

1.2 Hipótesis  

Dado que se han detectado florecimientos de especies de Pseudo-nitzschia productoras de ácido 

domoico tanto en aguas de la costa occidental de Baja California como del golfo de California, los 

mamíferos marinos que habitan en estas aguas están expuestos a la toxina. Por lo tanto, el ácido domoico 

se encuentra en estos organismos y existe una relación entre la temporalidad de los florecimientos y el 

número de organismos varados. 
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1.3 Objetivos  

1.3.1 General 

Evaluar la presencia de ácido domoico en mamíferos marinos de la costa occidental de Baja 

California y del golfo de California y la posible relación entre la frecuencia de los varamientos y la 

abundancia de Pseudo-nitzschia en la Bahía de Todos Santos. 

1.3.2 Específicos 

Detectar la presencia y calcular la concentración de ácido domoico en diferentes tejidos y fluidos 

de mamíferos marinos varados en la región norte de la costa occidental de Baja California y del golfo de 

California entre mayo de 2016 y mayo de 2017 para vincular con el varamiento de los organismos. 

Detectar la presencia de ácido domoico en heces de especímenes vivos del lobo fino de Guadalupe 

(Arctocephalus towsendi) y suero de lobo marino de California (Zalophus californianus) colectadas en 

verano y otoño de 2016 para identificar la exposición a la toxina.  

Analizar la relación entre la abundancia de Pseudo-nitzschia y la frecuencia de los varamientos de 

mamíferos marinos en la Bahía de Todos Santos, Baja California. 
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2. Metodología 

2.1 Colecta de muestras 

2.1.1 Colecta de muestras de animales varados 

La colecta de muestras de tejidos y fluidos de animales varados se realizó oportunisticamente 

entre mayo de 2016 y mayo de 2017. Se colectaron muestras de seis animales varados de cuatro especies 

en San Felipe, golfo de California, y de cinco animales de cuatro especies en playas de Tijuana y de la Bahía 

de Todos Santos, costa occidental de Baja California (Tabla 2, Figura 2). Las muestras se obtuvieron de 

cadáveres relativamente frescos y con poco rigor mortis (cadáveres Código 2, Geraci y Lounsbury 1993), 

se almacenaron individualmente en bolsas con cierre hermético y se congelaron hasta su análisis en el 

laboratorio de FICOTOX del CICESE. 

 

Figura 2. Sitios de muestreo y especies de animales varados. Pd= Phocoenoides dalli, Zc= Zalophus californianus, Dc= 
Delphinus capensis, Dd= Delphinus delphis, Gm= Globicephala macrochrorynchus, Be= Balaenoptera edeni, Ps= 
Phocoena sinus. 
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Tabla 2. Colecta de muestras de mamíferos marinos varados, mayo 2016-mayo 2017. ID = código del individuo; 
Región: GC = golfo de California, COBC = costa occidental de Baja California; Localidad: SF= San Felipe, PT= Playas de 
Tijuana, BTS= Bahía de Todos Santos; Tipo de muestra: H = hígado, R = riñón, C = cerebro, O = ojo, CE = contenido 
estomacal, F = heces. 

Especie ID Región Localidad Fecha 
Tipo de 

muestra 

Calderón tropical  

(Globicephala macrorhynchus) 

Gm1 GC SF 14/05/2016 H, R 

Gm2 GC SF 14/05/2016 H, R 

      

Rorcual tropical  

(Balaenoptera edeni) 

Be1 GC SF 21/01/2017 F 

Be2 GC SF 04/02/2017 F 

      

Vaquita  

(Phocoena sinus) 

Ps1 GC SF 12/03/2017 F 

Delfín común de rostro corto Dd1 GC SF 13/02/2017 H, R, C, CE  

(Delphinus delphis delphis) Dd2 COBC BTS 03/05/2017 H, R, CE 

      

Marsopa de Dall  

(Phocoenoides dalli) 

Pd1 COBC PT 17/08/2016 H, R, O, CE 

      

Lobo marino de California 

(Zalophus californianus 

Zc1 COBC BTS 03/11/2016 H, R, C, O 

Zc2 COBC BTS 20/03/2017 H, R 

      

Delfín común de rostro largo  

(Delphinus capensis) 

Dc1 COBC BTS 20/04/2017 H, R 

      

 

2.1.2 Colecta de muestras de animales vivos 

Entre el 14 y 26 de octubre de 2016 se colectaron 37 heces frescas de lobo fino de Guadalupe 

(Arctocephalus townsendi) en la Isla Guadalupe (Figura 3). Las heces fueron recogidas con ayuda de una 

cuchara y se colocaron en bolsas plásticas con cierre hermético. Durante la colecta se mantuvieron con 

bolsas de gel refrigerante hasta su almacenamiento a 4°C a bordo del velero Martin Sheen de la Sea 

Sheperd Conservation Society, y a -20 °C en el Laboratorio de Biología Algal en el CICESE desde el 

desembarque hasta su análisis.  
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Se obtuvieron 33 muestras de suero de hembras adultas de lobo marino de California (Zalophus 

californianus) colectadas en 12 colonias del golfo de California en julio de 2016 (Tabla 3, Figura 3). Estas 

muestras fueron proporcionadas por la Dra. Karina Acevedo Whitehouse (Universidad Autónoma de 

Querétaro) y se mantuvieron congeladas hasta su análisis. 

 

Tabla 3. Relación de muestras de suero de hembras adultas de lobo marino de California colectadas en las colonias 
del golfo de California (Figura 3) en julio de 2016. 

Región Colonia Numero de muestras 

Golfo norte Rocas Consag 4 

San Jorge 3 

El Coloradito 3 

Ángel de la Guarda Granito 3 

Los Cantiles 3 

Los Machos 3 

El Partido 3 

Golfo centro San Esteban 3 

San Pedro Nolasco 1 

San Pedro Mártir 1 

El Rasito 3 

Golfo sur Los Islotes 3 

TOTAL  33 
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Figura 3. Localización de Isla Guadalupe (IG) y las colonias muestreadas de lobo marino de California en el golfo de 
California. 1. Rocas Consag, 2. Isla San Jorge, 3. El Coloradito, 4. Isla Granito, 5. Los Cantiles, 6. Los Machos, 7. El 
Partido, 8. El Rasito, 9. San Esteban, 10. San Pedro Mártir, 11. San Pedro Nolasco, 12. Los Islotes. 
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2.2 Análisis en laboratorio 

2.2.1 Extracción de ácido domoico de tejidos, heces y contenido estomacal 

Una vez descongelados los tejidos, heces y contenido estomacal a temperatura ambiente, se pesó 

1 g de heces (o lo que se tenía disponible si era menos) o 4 g de tejido o contenido estomacal en tubos 

para centrífuga de 50 ml. Se añadió a la muestra metanol al 50% en agua en una proporción 1:5 y se 

homogeneizó durante 3 minutos con vórtex (heces) o con un homogeneizador (tejidos y contenido 

estomacal). Posteriormente se centrifugó a 3000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se filtró 

mediante jeringas de vidrio con un filtro de membrana PFTE con un tamaño de poro de 0.2 µm (Frame y 

Lefebvre, 2013). Se colectaron al menos 500 µl del extracto filtrado en un vial ámbar para 

automuestreador previamente etiquetado y el resto se almacenó a 4 °C en microtubos.  

 

2.2.2 Extracción de ácido domoico de suero 

Para el análisis mediante ELISA se tomaron 60 µl de suero previamente descongelado a 

temperatura ambiente y se añadieron 240 µl de solución de extracción (proporción 1:5). Se mezclaron con 

vórtex y se sonicaron con un sonicador Qsonica 125 (Qsonica sonicators, Newtown, CT) a una amplitud del 

50%, durante 45 s en 5 pulsos. Posteriormente se centrifugaron a 10 000 x g durante 20 minutos a 4 °C. Se 

filtró el sobrenadante a través de un filtro con un tamaño de poro de 0.45 µm y se almacenó a 4 °C hasta 

su análisis (Frame y Lefebvre, 2013). 

En el caso del análisis mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en 

tándem (LC-MS/MS) se tomaron directamente 500 µl de suero y se añadió una parte de agua y 10 µl de 

ácido fosfórico. El extracto se homogeneizó con vórtex y se pasó por la columna de extracción de fase 

sólida Supelclean™ LC-18 previamente hidratada. El cartucho se lavó con 3 ml de metanol y 3 ml de agua, 

se pasó la muestra a través de la columna y se lavó con 2 ml de metanol al 5% en agua para eliminar 

interferencias. El ácido domoico se eluyó de la columna con 4 ml de metanol al 50% en agua en un vial de 

vidrio. El eluyente se filtró a través de un filtro de membrana PFTE con un tamaño de poro de 0.2 µm (Tor 

et al., 2003). 
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2.2.3 Cuantificación de ácido domoico 

Se emplearon tres métodos para la detección y cuantificación del ácido domoico: cromatografía 

líquida de alta eficiencia (HPLC), ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) y cromatografía 

líquida con detección por espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). Las muestras de tejidos y 

heces detectadas como positivas por HPLC se analizaron por ELISA, y las muestras positivas en este 

segundo análisis se evaluaron por LC-MS/MS. Las muestras de suero se analizaron por ELISA y las 

detectadas como positivas por LC-MS/MS. 

 

2.2.3.1 Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) 

El extracto de tejidos, heces y contenido estomacal se analizó mediante HPLC con un detector de 

arreglo de diodos (DAD). El AD se detectó a 242 nm con un ancho de banda (slit) de 4 nm. Con las 

condiciones empleadas el AD tiene un tiempo de retención cercano a los 12 min. Para el análisis se utilizó 

una columna ZORBAX Eclipse Plus C18 Analytical (4.6 x 250 mm, 5 µm de tamaño de poro; Santa Clara, 

CA). La temperatura de la columna fue de 40° C y el flujo (isocrático) de la fase móvil (10% acetonitrilo en 

agua) de 1.5 ml/min por 17 min. La temperatura del automuestreador se mantuvo en 5°C. El volumen de 

inyección de la muestra fue de 20 µl. Algunas de las muestras se analizaron nuevamente con las mismas 

condiciones, pero la lectura se realizó a 242 y adicionalmente a 280 nm para descartar la concentración 

de un compuesto interferente con mayor absorbancia a esta longitud de onda (Lefebvre et al., 1999). Se 

hizo una corrección restando el área de los compuestos en el tiempo de retención del AD: al área detectada 

a 280 nm se le restó el área calculada a 242 nm. Con esta corrección se calculó la concentración de AD del 

extracto y finalmente la concentración de AD por gramo de muestra. Se obtuvo la relación entre el área 

de ambas longitudes de onda (280/242) y se consideraron como probables positivas a aquellas muestras 

en las cuales la relación fue  al promedio de todas las muestras analizadas por HPLC (2.08), debido a que 

el AD no absorbe a 280 nm y aumenta el área a 242 nm, por lo tanto la relación es menor. 

Para el cálculo de la concentración de AD en las muestras, se realizó una curva de calibración con 

un estándar comercial (Sigma-Aldrich, Co.) con una concentración de 832 µg/ml AD. Se preparó una 

dilución de 100 µg/ml a partir del cual se prepararon diluciones para obtener 5 concentraciones que se 

muestran en la Figura 4. Se obtuvo la curva con una R2= 0.9999. 
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Figura 4. Curva de calibración de AD para el análisis en HPLC. 

 

2.2.3.2 Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

Todas las muestras de suero y algunas de tejidos y fluidos se analizaron mediante un kit de ELISA 

para la determinación cuantitativa de ácido domoico (Biosense® Laboratories, Bergen, NO). La placa se 

empapó con 300 µl de buffer de lavado (PBS-T; Buffer fosfato salino-tween 20) en cada pocillo. Una vez 

transcurridos 10 min se desechó el buffer y se secó con papel absorbente. Se añadieron 50 µl de buffer de 

estándar a los pocillos Amax y Blanco y 50 µl de buffer de anticuerpo-HRP de ovoalbúmina (1% de 

ovoalbúmina en PBS-T) al Blanco.  

La curva de calibración se realizó desde una concentración de 10 000 pg de ácido domoico/ml 

hasta 0.16 pg de ácido domoico/ml. Se cargaron en la placa 50 µl de las diluciones estándar por duplicado. 

Posteriormente se colocaron en el resto de los pocillos 50 µl de muestra de los extractos diluidos en buffer 

de muestra (metanol al 10% en PBS-T) de acuerdo a lo sugerido por Lefebvre et al. (2010) y Frame y 

Lefebvre (2013): suero 1:10, contenido estomacal 1:50, heces y tejidos 1:100. Por último se añadieron 50 

µl del conjugado anti-AD-HRP a todos los pocillos excepto al blanco y se incubó 1 hora a temperatura 

ambiente protegido de la luz. Para la lectura de la placa se desechó el contenido y se lavó cuatro veces con 

buffer de lavado. Se añadieron 100 µl de sustrato de peroxidasa TMB y se incubó 15 min a temperatura 

ambiente. La reacción se detuvo con 100 µl de ácido sulfúrico 0.3 M. Después de 3 min la placa se leyó a 

450 nm en un espectofotómetro Multiscan™ Go (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Se utilizó el 

modelo de ajuste de curva logística no lineal de cuatro parámetros para obtener la cuantificación de AD 
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en las muestras a partir de la absorbancia siguiendo las instrucciones de la hoja de cálculo proporcionada 

por el fabricante.  

 

2.2.3.3 Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS) 

Las muestras de suero y tejidos con contenido probable de AD se analizaron mediante LC-MS/MS. 

Estas muestras pasaron por una limpieza adicional a través de cartuchos de extracción de fase sólida 

Supelclean™ LC-18 (500 mg, 3 ml, Supelco, Bellefonte, PA), como se menciona en la sección 2.2.2, con la 

diferencia de que para el análisis de muestras de tejido se empleó 1 ml del extracto previamente realizado, 

adicionado con 10 µl de ácido fosfórico. Se realizó un ensayo de recuperación de AD al utilizar este paso 

de limpieza. Se utilizó albúmina de suero bovino (BSA) como matriz adicionada con 20 ng de AD/ml y se 

obtuvo una recuperación del 76% ± 3.6 (desviación estándar, n=4).Se llevó a cabo el mismo procedimiento 

de limpieza para el análisis de las muestras y se realizó una corrección de la concentración de acuerdo al 

ensayo de recuperación. 

El análisis por LC-MS/MS se realizó utilizando un espectrómetro de masas Agilent 6470 con triple 

cuadropulo con fuente de ionización electrospray que utiliza nitrógeno como gas de nebulización. Las 

condiciones del equipo necesarias para la separación se describen en la Tabla 4 (Mafra et al., 2009; Braña 

et al., 2014).  

La detección del AD se realizó mediante un monitoreo de reacciones múltiples o MRM (Multi 

Reaction Monitoring) con fuente de ionización en modo positivo. La transición del ion precursor 312.1 m/z 

al ion producto 266.1 m/z se utilizó como cuantificación y la transición de 312.1 m/z a 161.1 m/z se empleó 

como referencia. El AD se detectó en el minuto 3.7 y la concentración se calculó con la suma de las áreas 

de ambos iones. 

La curva de calibración se realizó utilizando un estándar comercial (Sigma-Aldrich, Co.) con una 

concentración de 832 µg/ml AD, a partir del cual se prepararon diluciones para obtener 8 concentraciones 

que se muestran en la Figura 5. Se obtuvo una curva con una R2=0.997 
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Tabla 4. Condiciones del LC-MS/MS para la detección de ácido domoico. 

Parámetro Condición 

Volumen de inyección 20 µl 

Flujo 0.25 ml/min 

Columna analítica 
ZORBAX Eclipse Plus C18 
Resolución rápida HD (2.1x 100 mm 1.8µm) 

Temperatura de la columna 45°C 

Tiempo de corrida 8 minutos 

Gradiente 

Tiempo         %B 
0 min              10 
4 min              35 
7.3 min           35 
8 min              10 

Fase móvil 
Fase móvil A: Agua +Ac. Fórmico (0.2%) 
Fase móvil B: Acetonitrilo + Ac. Fórmico (0.2%) 

Temperatura del gas 300°C 

Flujo del gas  5 l/min 

Nebulizador 45 psi 

Temperatura del gas en 
cortina 

250 °C 

Flujo del gas en cortina 11 l/min 

Capilaridad (+/-) 3500/3500 

Voltaje de inyector (+/-) 500/500 

 

 

Figura 5. Curva de calibración de AD para el análisis en LC-MS/MS. 
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2.3 Asociación de abundancia de Pseudo-nitzschia y varamientos de mamíferos 

marinos 

Se usaron las bases de datos del monitoreo en la Bahía de Todos Santos, Baja California, de P. 

australis (periodo 2010-2015) y de varamientos (periodo 1998-2016), y del monitoreo de Pseudo-nitzschia 

en San Diego, California (periodo 2010-2015). La primera base de datos fue proporcionada por el 

laboratorio de FICOTOX de CICESE, la segunda por el grupo de Investigación y Conservación de Mamíferos 

Marinos de Ensenada, A.C. (ICMME), y la tercera se obtuvo de SCCOOS (2017).  

En otros estudios, los datos de series de tiempo de Pseudo-nitzschia y varamientos de mamíferos 

marinos se han promediado quincenal o mensualmente (Torres de la Riva et al., 2009; Bargu et al., 2012). 

Por el tipo de información con la que se cuenta para la región, con una alta variación de las concentraciones 

de Pseudo-nitzschia entre un registro y otro, se decidió utilizar la información semanalmente (i. e., la 

menor frecuencia de muestreo) para evitar una subestimación de la presencia de la diatomea.  

La base de datos de ICMME se depuró descartando aquellos varamientos en los que, de acuerdo 

a la descripción de las condiciones reportadas, se supuso una causa no natural de muerte (e. g., animales 

con heridas por arma de fuego o enmallados). Para el análisis también se excluyeron los registros por aviso 

del público y se utilizaron únicamente los registros obtenidos durante los recorridos realizados por los 

miembros de ICMME en las playas del área de estudio; es decir, los registros de animales varados por 

unidad de esfuerzo medido en días de recorrido por semana. El esfuerzo entre estaciones y entre años se 

comparó utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Esta base también se ordenó 

semanalmente para la evaluación de la asociación con la abundancia de Pseudo-nitzschia. 
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3. Resultados 

3.1 Análisis de ácido domoico en muestras de mamíferos marinos 

3.1.1 Detección y cuantificación de AD en muestras de animales varados 

Se analizaron mediante HPLC 19 de las 26 muestras de tejidos y fluidos de mamíferos marinos 

varados (Tabla 5). El cromatograma, a una longitud de detección de 242 nm de 13 muestras, presentó un 

pico en el tiempo de retención correspondiente a AD. En la Figura 6a se muestra la separación de la señal 

de triptófano y del estándar de AD, y en la Figura 6b el cromatograma del blanco de extracción para el 

análisis por HPLC. En la Figura 7a se presenta el cromatograma de una muestra de cerebro de D. delphis 

que no presenta señal en el tiempo de retención del AD, y en Figura 7b una muestra positiva de hígado 

del mismo organismo, que presenta un pico en el tiempo de retención de 12.2 min, el cual coincide con el 

tiempo de retención del AD. Nueve muestras con señal en el tiempo de retención de AD se analizaron a 

280 nm (Anexo 1). De éstas, tres se consideraron como probables positivas por no mantener la relación 

entre la absorbancia a 280 y 242 nm (Tabla 5).  

 

 

Figura 6. Separación de la señal de triptófano y del estándar de AD (a) y cromatograma del blanco de extracción (b) 
para el análisis por HPLC. 
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Figura 7. Cromatograma de muestras de (a) Cerebro: negativo a AD, (b) hígado: positivo de Delphinus delphis 
analizadas mediante HPLC. 
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Tabla 5. Concentración de ácido domoico (ng/g o ml de muestra) en animales varados detectado por cromatografía 
líquida de alta eficiencia (HPLC), ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), y cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). ID = individuo, nd = no detectado, na = no analizado. 
Globicephala macrorhynchus, Balaenoptera edeni, Phocoena sinus, Delphinus delphis, Phocoenoides dalli, Zalophus 
californianus, Delphinus capensis. 

Especie ID Muestra 
HPLC  

Sin corregir 

HPLC 

Corregido 
ELISA LC-MS/MS 

G. macrorhynchus Gm1 Hígado 2 791 na na na 

  Riñón 1 329 na na na 

G. macrorhynchus Gm2 Hígado 775 na na na 

  Riñón 1 721 na na na 

B. edeni Be1 Heces 510 nd na na 

B. edeni Be2 Heces nd na na na 

P. sinus Ps1 Heces 2 530 nd nd nd 

D. delphis Dd1 Hígado 3 593 2 034 nd nd 

  Riñón Nd na na nd 

  Cerebro Nd na na na 

  C. estomacal 4 133 3 968 na nd 

P. dalli Pd1 Hígado 3 460 1 324 na nd 

  Riñón 2 032 1 709 na nd 

  Ojo 710 nd na na 

  C. estomacal 14 225 na nd nd 

Z. californianus Zc1 Hígado 1 776 1 564 nd nd 

  Riñón 1 001 947 nd nd 

  Cerebro nd na na na 

  Ojo nd na na na 

Z. californianus Zc2 Hígado na na nd nd 

  Riñón na na nd nd 

D. capensis Dc1 Hígado na na 19.7 10.3 

  Riñón na na 77.2 43.8 

D. delphis Dd2 Hígado na na 2.5 1.5 

  Riñón na na 10.5 2.3 

  Cerebro na na na na 

  C. estomacal na na nd nd 
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Doce muestras se analizaron por ELISA, de las cuales cuatro fueron positivas (Tabla 5). Por último, 

15 muestras fueron analizadas mediante LC-MS/MS, y se confirmó la presencia de AD únicamente en las 

muestras de hígado y riñón de D. capensis (Dc1), e hígado y riñón de D. delphis (Dd2; Tabla 5). En la Figura 

8 se muestra el cromatograma en LC-MS/MS del riñón de Dc1, donde se aprecia la señal en el tiempo de 

retención de AD. La relación de abundancia de los iones de cuantificación y de identificación en un mismo 

tiempo de retención (3.7 min) fue de 14.4 en el estándar y se mantuvo en las muestras que se consideraron 

positivas, lo que confirma la presencia del AD. 

 

 

Figura 8. Cromatograma de muestra de riñón de Delphinus capensis con ácido domoico analizada por LC-MS/MS. 

 

3.1.2 Detección y cuantificación de AD en heces de lobo fino de Guadalupe 

En los cromatogramas del análisis en HPLC de las 37 muestras analizadas a 242 nm se observó un 

pico en el tiempo de retención que corresponde al AD, lo cual indicó que probablemente contenían la 

ficotoxina en concentraciones altas (Figura 9). Las concentraciones variaron entre 1 887-60 000 ng de AD/g 

de muestra (Tabla 6). 
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Figura 9. Cromatograma de muestra de heces de lobo fino de Guadalupe con señal en el tiempo de retención de 
ácido domoico. 

 

Se realizó una prueba rápida con tiras cualitativas ASP test strip (Scotia Rapid Testing, Chester 

Basin, NS, CA) en tres muestras presuntamente positivas con concentraciones de AD por debajo (muestra 

14), cerca (muestra 12) y superior (muestra 13) al límite de detección de la prueba (10 000 ng de AD/g). El 

resultado fue negativo para la presencia de AD en estas muestras (Figura 10).  

En 10 muestras se realizaron lecturas a 280 nm (Tabla 6, Figura 11), que incluyeron las 

concentraciones mínimas y máximas obtenidas en HPLC a 242 nm. Cuatro muestras se consideraron como 

probables positivas por no mantener la relación entre la absorbancia a 280 y 242 nm, y se reservaron para 

la posterior confirmación de contenido de AD por ELISA. No se detectó la toxina por este método. 

Finalmente, dos muestras se analizaron por LC-MS/MS y de igual manera no se detectó AD en este análisis 

(Tabla 6, Anexo 2). 
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Figura 10. Resultados negativos de la prueba rápida de ASP de tres muestras de heces de lobo fino de Guadalupe. 
C=control, T= prueba (test), S= ubicación de la muestra. 

 

 

 

Figura 11. Cromatograma de una muestra de heces de lobo fino de Guadalupe con señal en el tiempo de retención 
de AD, con mayor absorbancia a 280 nm (línea roja) y menor a 242 nm (línea azul) analizada mediante HPLC. 
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Tabla 6. Concentración de ácido domoico (ng/g de muestra) en heces de lobo fino de Guadalupe por cromatografía 
líquida de alta eficiencia (HPLC) y ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). na = no analizado, nd = no 
detectado. 

No. de muestra 
HPLC  

Sin corregir 

HPLC  

Corregido 
ELISA LC-MS/MS 

1 41 202 na na na 

2 1 887 nd na na 

3 31 680 8 914 nd nd 

4 21 655 320 nd nd 

5 37 758 nd na na 

6 20 294 na na na 

7 28 813 nd na na 

8 4 209 1 776 na na 

9 33 071 nd na na 

10 24 349 na na na 

11 4 543 nd nd na 

12 13 985 6 758 nd na 

13 60 000 nd na na 

14 6 340 na na na 

15 6 995 na na na 

16 21 637 na na na 

17 6 432 na na na 

18 6 514 na na na 

19 10 574 na na na 

20 14 719 na na na 

21 4 220 na na na 

22 8 442 na na na 

23 5 012 na na na 

24 12 957 na na na 

25 9 342 na na na 

26 15 226 na na na 

27 18 303 na na na 

28 6 812 na na na 

29 7 058 na na na 

30 11 908 na na na 

31 8 703 na na na 

32 8 883 na na na 



30 

Tabla 6. Continuación 

No. de muestra 
HPLC  

Sin corregir 

HPLC  

Corregido 
ELISA LC-MS/MS 

33 10 000 na na na 

34 13 175 na na na 

35 7 701 na na na 

36 4 038 na na na 

37 6 412 na na na 

 

3.1.3 Detección y cuantificación de AD en suero de lobo marino de California 

Ocho de las 33 muestras analizadas con la prueba de ELISA fueron positivas y una se consideró 

como sospechosa (Tabla 7). Cuatro muestras (tres positivas y una sospechosa) fueron de la región del golfo 

norte, tres de la región de Ángel de la Guarda y dos del golfo sur. Cinco muestras fueron analizadas 

mediante LC-MS/MS. En ninguna se confirmó la presencia de AD (Tabla 7). 
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Tabla 7. Concentración de ácido domoico (ng/ml de muestra) en suero de hembras adultas de lobo marino de 
California por ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) y cromatografía líquida-espectrometría de 
masas en tándem (LC-MS/MS). nd = no detectado, na = no analizado, ++++ = muestra sospechosa. 

Región Colonia No. de muestra ELISA LC-MS/MS 

Golfo norte Roca Consag Zc3 nd  

 Roca Consag Zc4 nd  

 Roca Consag Zc5 nd  

 Roca Consag Zc6 nd  

 San Jorge Zc7 nd nd 

 San Jorge Zc8 ++++ nd 

 San Jorge Zc9 nd  

 Coloradito Zc10 0.86  

 Coloradito Zc11 0.95  

 Coloradito Zc12 0.52  

Ángel de la Guarda Granito Zc13 0.01  

 Granito Zc14 nd  

 Granito Zc15 nd  

 Cantiles Zc16 nd  

 Cantiles Zc17 nd  

 Cantiles Zc18 nd  

 Machos Zc19 nd  

 Machos Zc20 nd  

 Machos Zc21 nd  

 Partido Zc22 1.20 nd 

 Partido Zc23 2.39 nd 

 Partido Zc24 nd  

Golfo centro San Esteban Zc25 nd  

 San Esteban Zc26 nd  

 San Esteban Zc27 nd  

 San Pedro Nolasco Zc28 nd  

 San Pedro Mártir Zc29 nd  

 Rasito Zc30 nd  

 Rasito Zc31 nd  

 Rasito Zc32 nd  

Golfo sur Islotes Zc33 nd  

 Islotes Zc34 4.42 nd 

 Islotes Zc35 0.06  



32 

3.2 Abundancia de Pseudo-nitzschia y varamientos de mamíferos marinos   

La base de datos de varamientos de ICMME incluye el registro de 384 mamíferos marinos varados 

muertos por causas aparentemente naturales para el periodo 1998 a 2016: 144 obtenidos a partir de 

avisos del público y 239 provenientes de 203 días de esfuerzo realizado en el mismo periodo. Se registraron 

varamientos de 15 especies o géneros, e individuos no identificados, agrupados como misticetos, 

odontocetos y pinnípedos (Tabla 8). Z. californianus es la especie con más registros de varamientos (69%), 

seguida de P. vitulina (9%). En 1998 no se realizó esfuerzo de búsqueda, por lo que este año se eliminó en 

los análisis posteriores. El esfuerzo promedio anual para el periodo 1999-2016 fue de 11.28±7.48 días, 

pero no fue constante entre años: H (17, n = 72) = 29.16, p = 0.03 (Figura 12a). Al comprar entre estaciones, 

aunque el esfuerzo en invierno fue menor, no se encontraron diferencias significativas: H (3, n = 72) = 3.78, 

p = 0.29 (Figura 12).  

Tabla 8. Registro de especies de mamíferos marinos varados en la Bahía de Todos Santos de 1998-2016. 

Familia Especie # individuos 

Balaenopteridae Balaenoptera musculus 4 

 Balaenoptera sp. 2 

 Megaptera novaeangliae 1 

Eschrichtiidae Eschrichtius robustus 7 

 Misticeto no identificado 1 

Physeteridae Kogia sp. 1 

Ziphiidae Mesoplodon carlhubbsi 1 

Phocoenidae Phocenoides dalli 1 

Delphinidae Globicephala macrorhynchus 1 

 Grampus griseus 1 

 Delphinus capensis 2 

 Delphinus delphis 8 

 Delphinus sp. 19 

 Lagenorhynchus obliquidens 1 

 Steno bredanensis 1 

 Tursiops truncatus 11 

 Odontoceto no identificado 12 

Phocidae Phoca vitulina 34 

 Mirounga angustirostris 8 

Otariidae Zalophus californianus  263 

 Pinnípedo no identificado 4 

TOTAL  383 
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Figura 12. Esfuerzo promedio de búsqueda en días (± desviación estándar) anual (a) y estacional (b) de mamíferos 
marinos varados en la Bahía de Todos de Santos, Baja California, 1999-2016. 

 

Debido a la diferencia en el esfuerzo, se estandarizaron los datos calculando el registro por unidad 

de esfuerzo (RPUE) como el número de animales varados registrados entre el esfuerzo de búsqueda, 

medido en días. Dada la poca información disponible para 2002 y de 2006 a 2009, estos años se eliminaron 

para los análisis posteriores. Al estandarizar los datos no se encontraron diferencias en el registro de 

animales varados entre años: H (12, n = 46) = 16.72, p = 0.16 (Figura 13a) ni entre estaciones: H (3, n = 46) 

= 6.40, p = 0.09 (Figura 13b). 
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Figura 13. Registros por unidad de esfuerzo (RPUE) ± desviación estándar anual (a) y estacional (b) de mamíferos 
marinos varados en la Bahía de Todos Santos, Baja California, 1999-2016. 

 

En el análisis para evaluar la posible relación entre la concentración de células de Pseudo-nitzschia 

y los varamientos en la Bahía de Todos Santos se utilizaron los datos disponibles de las tres bases de datos 

para el periodo 2010-2015. No se observó un patrón entre el incremento o disminución de la abundancia 

de la diatomea y de los animales varados (Figura 14). 
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Figura 14. Comparación entre los registros por unidad de esfuerzo (RPUE) de varamientos y abundancia de Pseudo-
nitzschia en Bahía de Todos Santos (BTS) y San Diego (SD).  
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4. Discusión 

4.1 Métodos de cuantificación de AD  

Existen varios métodos para la cuantificación del AD, todos con ventajas y desventajas para la 

detección de la toxina. Aun con los métodos disponibles, la determinación en fluidos biológicos ha 

resultado complicada ya que no todos cuentan con la sensibilidad o especificidad necesaria para detectar 

concentraciones bajas de AD. La detección precisa y confiable es esencial para relacionar la muerte de un 

mamífero marino con la biotoxina (Tor et al., 2003; Lefrebvre et al., 2010). Encontrar esta relación ha 

resultado complicado debido a que las muestras biológicas representan matrices complejas que juegan un 

papel importante en la eficiencia de los métodos analíticos. Las matrices orgánicas donde se encuentra el 

AD frecuentemente contienen compuestos interferentes que comprometen la fiabilidad de los resultados 

y por ello generalmente es necesario utilizar pre-tratamientos de extracción y limpieza como la SPE, para 

eliminar las interferencias (Gago-Martínez, 2007). 

La cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) se ha utilizado ampliamente en el análisis de AD 

en muestras de fluidos de mamíferos marinos, pero es adecuada sólo cuando las concentraciones en la 

muestra son relativamente altas debido a que el límite de detección reportado de 10 ng AD/ml (Gulland, 

2000; Lefebvre y Robertson, 2010). Otra desventaja de esta metodología es que el AD coeluya con otro 

compuesto que absorba (si se usa detección por absorción en el UV) en las mismas longitudes de onda 

que la toxina. Uno de los compuestos con estas características es el triptófano, un aminoácido esencial 

implicado en varios procesos metabólicos y encontrado en tejidos animales, por lo que los protocolos 

deben de adecuarse para tener una resolución a nivel de línea base entre el AD y este aminoácido. El 

protocolo usado en este estudio cumple con este requisito. El análisis de una mezcla de estándares de 

triptófano y AD demostró que se llevó a cabo una buena separación y la señal del primero aparece 

alrededor de los 10.5 min y el AD a los 12.2 min. Este protocolo se implementó principalmente para 

medición de AD en moluscos bivalvos y es adecuado para evitar la interferencia del triptófano en la 

detección del AD en matrices asociadas. Sin embargo, en diferentes tejidos y especialmente en muestras 

de heces, se presentaron otros compuestos que interfirieron en la medición del AD. El análisis de AD en 

las muestras se realizó sin una limpieza previa a la inyección en el sistema de cromatografía. El no realizar 

limpieza alguna probablemente causó que las muestras analizadas por HPLC presentaran señal alta en el 

tiempo de retención del AD no asociada a esta toxina. 
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El compuesto que interfirió presentó un tiempo de retención igual al del AD, por lo que tiene una 

afinidad similar a esta toxina por la fase sólida usada para la separación. Esto indica que tiene un momento 

dipolar similar, lo que hace difícil su separación previa por medio de extracción de fase sólida (SPE). La 

identificación de un compuesto coeluyendo con el AD se realizó mediante la medición espectral de la 

absorción al tiempo de retención del AD. El monitoreo a una longitud de onda de 280 y 242 nm durante el 

análisis de HPLC hizo posible determinar que la señal pertenece a otro compuesto y no a AD, debido a que 

la absorción máxima para AD es a una longitud de onda de 242 nm y no es detectable a 280 nm.  

Un compuesto desconocido con las mismas características fue reportado por Lefebvre et al. (1999) 

en heces de lobo marino de California. De acuerdo a Lefebvre et al. (1999), para evitar la falsa detección y 

sobreestimación de AD, se debe restar el área a 280 nm del área a 242 nm antes de calcular la 

concentración. A diferencia de la señal reportada por estos autores, las detectadas en heces de lobo fino 

de Guadalupe y en tejidos y fluidos de los animales varados fueron bastante altas. Al hacer la corrección 

propuesta por Lefebvre et al. (1999) en las muestras de heces de lobo fino de Guadalupe, los resultados 

mostraron concentraciones altas, pero no pudieron ser confirmados ni por ELISA ni por LC-MS/MS. Estos 

resultados nos dejan concluir que aún con la corrección el método no es confiable para determinar la 

presencia del AD. Lefebvre et al. (1999) analizaron muestras de anchoveta completa, tejido corporal y 

vísceras en las que no encontraron interferencias con las mismas condiciones de análisis. En este estudio, 

el compuesto se encontró en todos los tipos de muestras de animales varados excepto en cerebro y en 

muestras de todas las especies analizadas, excepto en heces de B. edeni. También estuvo ausente en una 

de las dos muestras de ojo y en la otra en una concentración muy baja, pero en la réplica del análisis no se 

detectó.  

El ELISA tiene la ventaja de ser rápido, permitir el procesamiento de muestras múltiples en corto 

tiempo y de ser selectivo para AD con poca interferencia. Este método ha sido utilizado para detectar AD 

en matrices de mamíferos marinos incluyendo suero sanguíneo, contenido estomacal y heces. Sin 

embargo, el kit utilizado fue validado por el fabricante para el análisis de muestras de mariscos, por lo que 

el límite de detección de 2 pg/g está por debajo del límite de cuantificación práctico de detección de AD 

en matrices de mamíferos marinos, reportado en 10 pg/g (Hall y Frame, 2010; Lefrebvre et al., 2010). Este 

no es un método confirmatorio y el intervalo de trabajo es pequeño (0.00001-0.01 µg de AD/ ml). Se 

requiere un nuevo análisis si las muestras tienen niveles altos de AD (Lefebvre y Robertson, 2010). Un 

problema con el uso de anticuerpos para la detección de un metabolito es la reactivad cruzada con otros 

compuestos o interferencia de los mismos para la conjugación entre el anticuerpo y antígeno. Para evitar 
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el efecto matriz en el ELISA se realizaron las diluciones específicas para cada tipo de muestra 

recomendadas por Frame y Lefrebvre (2013). Estos autores determinaron que las diluciones mínimas 

requeridas de los extractos metanólicos adecuadas para evitar falsos positivos son de 1:100 en heces, 1:10 

en suero y 1:50 en contenido estomacal. Con estas diluciones el límite de detección es de 0.4 ng de AD/ml 

de suero, 2 ng de AD/ml de contenido estomacal y 4 ng/g de heces. La dilución empleada en este estudio 

para extractos de hígado y riñón fue la misma que para heces, pero Lefebvre et al. (2007) determinaron 

que la dilución necesaria para eliminar el efecto matriz de hígado y riñón de salmón es de 1:500, por lo 

que era posible que el resultado obtenido en este tipo de matrices se sobreestimara o fuera un falso 

positivo al no utilizar una dilución tan alta. Sin embargo, aunque en el resto de fluidos se emplearon las 

diluciones sugeridas, se obtuvieron falsos positivos, ya que no se comprobó la presencia del AD por LC-

MS/MS, a pesar de que el ELISA indicaba concentraciones similares a las muestras que se confirmaron 

como positivas, lo que sugiere una reacción cruzada con algún compuesto presente en las muestras. 

Otro de los métodos de análisis en este estudio fue LC-MS/MS que se ha utilizado para analizar 

muestras de suero y orina de mamíferos marinos, en las que se detectó la señal de AD y se distinguió de 

la del ruido generado por la matriz, se propuso utilizar otras matrices como el riñón (Tor et al., 2003). La 

detección por espectrometría de masas en tándem tiene la ventaja de ser un método confirmatorio 

estructuralmente y de alta resolución. La desventaja de este método es la supresión de ionización por la 

matriz. El límite de detección reportado es de ~2 ng AD/ml de extracto (Lefebvre y Robertson, 2010); en 

el presente trabajo se alcanzó un límite de 0.025 ng AD/ml, considerando éste como la última dilución de 

las curvas de calibración. Así mismo, este método proporciona una determinación rápida del AD y una 

confirmación analítica más rigurosa en fluidos biológicos por la alta especificidad y sensibilidad, necesarias 

para la identificación inequívoca de la biotoxina (Gulland, 2000; Tor et al., 2003; Wang et al., 2012). De las 

muestras analizadas son consideradas como positivas sólo aquellas en las que se detectó la ficotoxina 

mediante LC-MS/MS de acuerdo al patrón de fragmentación esperado. Frame y Levebvre (2013) 

determinaron que el límite de cuantificación de heces de lobo marino de California es de 

aproximadamente 20 ng de AD/g de la muestra original, esto hace más evidente la poca probabilidad de 

que las muestras de lobo fino de Guadalupe contengan AD, puesto que la concentración indicada por HPLC 

fue bastante más alta y habría sido detectada por LC-MS/MS. 

La diferencia entre el límite de cuantificación y principalmente la especificidad determina los 

resultados positivos por un método y negativos por otro (Frame y Levebvre et al., 2013). Se han realizado 

otros trabajos en los que se utiliza más de un método para la cuantificación de AD. En muestras de heces, 
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orina, suero, contenido estomacal, leche y humor acuoso de lobo fino del norte (Callorhinus ursinus) se 

obtuvieron resultados positivos en HPLC y LC-MS/MS cuando los valores de AD por ELISA fueron >46 ng/g 

(Lefrebvre et al., 2010). A diferencia de las muestras que se analizaron en este trabajo, la única que 

sobrepasó el valor reportado por Lefrebvre et al. (2010) en ELISA, fue el riñón de Delphinus capensis, con 

una concentración de 77 ng/g. La concentración medida por LC-MS/MS fue menor (43.8 ng/g); sin 

embargo, las otras tres muestras positivas por LC-MS/MS presentan concentraciones <46 ng/g por ELISA, 

aunque en todos los casos fue menor el valor obtenido en LC-MS/MS. La detección de AD por debajo de 

lo reportado (46 ng/g) en muestra de mamíferos marinos está asociado al nivel de detección que se logró 

en el protocolo usado en este trabajo y la diferencia probablemente está asociada con la variabilidad en 

la calibración de cada método, la cual fue mayor con el ELISA. 

La presencia de AD en las muestras de heces de lobo marino de California fue confirmada por LC-

MS/MS sólo en aquellas con una concentración mayor a 80 ng/g detectado por ELISA, con algunas 

excepciones (Frame y Levebvre et al., 2013). Esto refleja una variabilidad de los resultados debido a los 

efectos de matriz. En el caso de heces, depende del tipo de presa y la condición del animal. Esto puede ser 

similar en otro tipo de muestras, en el mismo estudio sólo el 8% de las muestras de suero fueron 

confirmadas por LC-MS/MS y fueron las que presentaron concentraciones mayores a 7 ng/g en ELISA. Esto 

podría explicar por qué las muestras de suero analizadas por LC-MS/MS no resultaron positivas, ya que 

aunque se eligieron las de mayor concentración de AD en ELISA, ninguna tuvo una concentración por arriba 

de los 7 ng/g. Aun considerando las diluciones, el límite de detección del ELISA sigue siendo dos órdenes 

de magnitud más bajo que el límite de cuantificación en HPLC y más de un orden inferior a los de LC-

MS/MS (Frame y Levebvre et al., 2013). 

 

4.2 Detección de ácido domoico en mamíferos marinos   

Las heces representan la mejor matriz para monitorear la exposición aguda a AD, ya que aunque 

la orina, el suero, el contenido estomacal y otros fluidos también son útiles, el AD se elimina relativamente 

más rápido en estas matrices (Lefebvre et al., 2010; Frame y Levebvre et al., 2013). La presencia de AD no 

se confirmó en las muestras de suero de lobos marinos de California ni en las de heces de lobos finos de 

Guadalupe, de rorcual tropical (B. edeni) y vaquita (P. sinus). Debido a la rápida depuración del AD, los 
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niveles hallados en este tipo de muestras o la ausencia de la toxina no son indicativos de los niveles o 

historia de exposición (Truelove e Iverson, 1994; Lefebvre et al., 2012); la alta velocidad de depuración 

disminuye la probabilidad de detectar la biotoxina. Sin embargo, en los animales vivos muestreados, lobos 

marinos de California y lobos finos de Guadalupe, no se reportó ningún signo típico de intoxicación por 

AD. 

La dosis de ingesta de AD asociada a signos clínicos en mamíferos marinos es desconocida (Bargu 

et al., 2012), pero pueden ser más susceptibles a dosis más bajas que los mamíferos terrestres debido a 

que durante el buceo, la sangre, y con ella el AD, se dirige mayoritariamente al corazón y cerebro, por lo 

que tarda más en llegar al hígado y riñones, los órganos involucrados en la eliminación de toxinas (Geraci 

et al., 1989; Bargu et al., 2002). Además, en los mamíferos marinos la exposición natural suele ser crónica 

con dosis variables (Zabaglo et al., 2016; Lefebvre et al., 2017). Por esto y aunado a las diferencias 

individuales, e.g., predisposición genética y el estado de salud, es complicado establecer niveles de 

exposición que causan intoxicación. Hall y Frame (2010) reportaron niveles de hasta 63 ng en heces y 13 

ng/ml en orina de foca común (Phoca vitulina) que no presentaron signos de intoxicación, mientras que 

Goldstein et al. (2008) reportaron intoxicación aguda en lobo marino de California con niveles de 10 ng/ml 

en orina. 

Se analizaron 21 muestras de órganos colectadas de ocho individuos de diferentes especies. El AD 

detectado en las muestras de hígado y riñón de dos individuos de Delphinus spp. (25% del total de animales 

muestreados) confirma que los mamíferos marinos de la región están expuestos a intoxicación. Ambos 

delfines eran machos y se encontraron varados en playas de la Bahía de Todos Santos el 20 de abril y el 3 

de mayo en la primavera de 2017. El espécimen con mayor concentración de AD fue el que se encontró 

en abril. Un mes antes se detectó la presencia P. australis en muestras de agua de la bahía desde finales 

de febrero de 2017, con mayor abundancia en la primera semana de marzo hasta cerca de 50 000 células/L. 

La diatomea también se detectó dentro de bahía en la última semana de abril y la primera de mayo. Debido 

a los hábitos de estas especies de delfines, también es posible que hayan sufrido exposición a AD fuera de 

la bahía, antes de que se detectara la presencia de Pseudo-nitzschia. Asimismo, se detectaron 

concentraciones de hasta 7.4 µg de AD/g de tejido de mejillones colectados la primera semana de marzo 

(García-Mendoza, comunicación personal), lo que muestra que estas células de P. australis producían AD 

como se ha reconocido anteriormente (García-Mendoza et al., 2009). Sin embargo, la ausencia de AD en 

la muestra de contenido estomacal de uno de los delfines y de comportamientos asociados a intoxicación 

con AD en uno de los animales que varó vivo, sugieren que la exposición pudo no haber sido reciente o 
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aguda. No se puede establecer que los organismos murieron por intoxicación a AD, pero sí estuvieron 

expuestos a esta toxina.  

La acumulación en hígado se ha comprobado en anchovetas expuestas por vía oral (Lefebvre et 

al., 2001) y en roedores (Funk et al., 2014); la acumulación en riñón también se ha observado en roedores 

(Funk et al., 2014) y en salmón coho (Oncorhynchus kisutch) (Lefebvre et al., 2007). La presencia de AD en 

hígado y riñón puede explicarse por la presencia de las subunidades de receptores de glutamato en ambos 

órganos (Gill y Pulido, 2001) y la función de aclaramiento del riñón (Costa et al., 2004). En ratas el consumo 

de pequeñas dosis de AD, 5-20 μg/kg de peso corporal, causa daño renal severo debido a que la ficotoxina 

se mantiene a niveles bajos en la sangre (Suzuki y Hierlihy, 1993), lo cual favorece la acumulación en otros 

tejidos como resultado de la disminución en la eficiencia de aclaramiento (Petroff, 2016). Este efecto 

puede provocar un síndrome crónico en mamíferos marinos incluso en ausencia de FAN (Goldstein et al., 

2008). En el individuo de D. capensis se encontraron niveles en hígado y riñón de 10.3 ng/g de tejido y 43.8 

ng/g de tejido, respectivamente; en el de D. delphis fueron de 1.5 ng/g de tejido de hígado y 2.3 ng/g de 

tejido de riñón. Desafortunadamente no existen referencias del contenido de AD en órganos de mamíferos 

marinos para contrastar estos resultados. Los reportes de análisis de AD en hígado y riñón de lobos 

marinos de California varados con signos clínicos de intoxicación fueron negativos (Gulland, 2000), así 

como en otras especies (Fire et al., 2009). Aunque para el lobo marino de California se ha reportado un 

efecto crónico a niveles de 2 ng/ml en orina y de 3 ng/ml en suero (Goldstein et al., 2008). Sin embargo, 

los resultados coinciden con lo reportado para el salmón y roedores (Lefebvre et al., 2007; Funk et al., 

2014), el AD se acumuló más en los riñones que en el hígado. 

Los resultados obtenidos demuestran la acumulación de AD en órganos de D. delphis y D. capensis, 

pero no proporcionan información sobre las posibles áreas geográficas donde ocurrió la exposición; 

debido a los hábitos alimentarios de estas especies, es posible que sucediera lejos de la costa (Torres de 

la Riva et al., 2009). Ambas especies se alimentan de gran variedad de peces y cefalópodos pelágicos 

(Osnes-Erie, 1999) y se han observado a distancias de hasta 30 km de la costa de Baja California (Valles-

Jiménez, 1998), pero tienen la capacidad de migrar a grandes distancias en busca de presas (Cockcroft y 

Peddemors, 1990). Evans (1982) reportó el movimiento hacia el sur en invierno-primavera, de 

aproximadamente 5000 km de distancia recorrida por un delfín desde California hasta Baja California en 

menos de 10 días. Estas observaciones sugieren que posiblemente los delfines muestreados se hayan 

alimentado en áreas lejanas al sitio de varamiento. Aparentemente la incidencia de intoxicación de machos 

de Delphinus sp. es mayor que la de las hembras (Bejarano et al., 2008b). Se desconoce si los machos 
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tienen una mayor susceptibilidad, pero esta tendencia parece no estar asociada a diferencias en los 

hábitos alimentarios entre sexos, ya que se alimentan de las mismas presas y no hay segregación de 

machos y hembras para la alimentación (Osnes-Erie, 1999; Niño-Torres et al., 2006). 

 

4.3 Relación entre la presencia de Pseudo-nitzschia y varamientos de mamíferos 

marinos en la Bahía de Todos Santos 

4.3.1 Varamientos de mamíferos marinos 

La baja frecuencia de varamientos en la Bahía de Todos Santos, un promedio de 20 animales/año, 

podría estar influenciada por varias razones. Primero, el tamaño reducido de las poblaciones de mamíferos 

marinos en la región. La principal especie de mamíferos marinos varados en la bahía es el lobo marino de 

California, ca. 70% de los varamientos registrados (Bravo et al., 2005; presente estudio). Su zona de 

agregación principal se localiza al sur de la bahía, en las rocas de Punta Banda (Arias del Razo et al., 2017). 

El número de animales que se congrega se desconoce, pero se sabe que es una colonia no reproductiva 

pequeña (Bravo et al., 2005). La segunda especie con más registros de varamientos fue la foca común (9%), 

que se localiza en dos sitios de la bahía: el estero de Punta Banda y la Isla Todos Santos (Alamán de Régules, 

2014). El mayor número de focas se encuentra en la isla (ca. 500 individuos) (Lubinsky-Jinich et al., 2017), 

y se distribuyen en la costa este y suroeste (Arias del Razo et al., 2017). No existen grupos residentes en la 

bahía de otras especies de mamíferos marinos.  

La segunda razón se relaciona con la dispersión de los cadáveres. Bravo et al. (2005) sugieren que 

aunque los mamíferos marinos podrían morir dentro de la bahía, es posible que los cadáveres no encallen 

en las playas debido a que pueden ser transportados por las corrientes oceánicas a alta mar, ser presa de 

otros animales o hundirse antes de que se varen. Finalmente, a diferencia de otros lugares, p.ej California, 

donde el monitoreo para la localización de animales varados se realiza a través de una red de varamientos 

a cargo de varios centros de investigación y otras organizaciones (NOAA, 2017). En la Bahía de Todos 

Santos está únicamente a cargo de ICMME, por lo que el esfuerzo es relativamente bajo y muy variable a 

lo largo del año.  
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No se observaron diferencias significativas en el número de varamientos entre temporadas, en 

contraste con el patrón de varamientos de 1998-2001 reportado por Bravo et al. (2005). Durante verano 

y otoño la frecuencia de varamientos es aparentemente menor que el resto del año. Esto podría deberse 

a la menor abundancia de los lobos marinos debido a la migración a zonas de reproducción. En invierno se 

presenta un incremento de varamientos probablemente relacionado con las tormentas de la temporada 

y al mayor número de animales que se distribuyen en la región durante esta época (Bravo et al., 2005). En 

primavera el número de varamientos es ligeramente menor que en invierno a diferencia de lo reportado 

por Bravo et al. (2005) y en California (Greig et al., 2005; Torres de la Riva et al., 2009), en donde la 

temporada y la región con mayor cantidad de varamientos también corresponden al momento del destete 

y primeros intentos de forrajeo de los lobos marinos jóvenes provenientes de las Islas Channel, donde se 

encuentran en altas abundancias (Greig et al., 2005; Bejarano et al., 2008a; Goldstein et al., 2008).  

 

4.3.2 Abundancia de Pseudo-nitzschia y varamientos de mamíferos marinos 

Es probable que las condiciones ambientales de los últimos años no hayan favorecido el desarrollo 

de FAN de Pseudo-nitzschia en la Bahía de Todos Santos, ya que la abundancia de la diatomea fue baja en 

la mayoría de las muestras (< 103 cel/L; Bargu et al., 2012); hubo periodos en los que no se detectó, 

particularmente después del 2012 (García-Mendoza et al., 2016). Los FAN de Pseudo-nitzschia en la región 

se han relacionado con las condiciones de surgencia en la región norte, con temperaturas de alrededor de 

14°C y salinidad más alta que en las zonas aledañas (García-Mendoza et al., 2009). En 2007 y 2008 se 

identificaron FAN en primavera con abundancias de Pseudo-nitzschia de hasta 40x103 cél/L (Cabrales-

Talavera, 2010; García-Mendoza et al., 2016); en 2008 se detectó AD en vísceras de sardinas y anchovetas 

durante primavera y verano (Cabrales-Talavera, 2010). Durante la última semana de agosto y hasta 

septiembre de 2010, se detectaron concentraciones de AD de hasta 800 ppm en vísceras de sardinas, y de 

hasta 6.7 µg/g de mejillón colectadas cerca de la bahía (Lewitus et al., 2012; García-Mendoza et al., 2016). 

En septiembre del 2011 se detectaron concentraciones superiores a 20 µg de AD/g muestra de moluscos, 

lo cual llevó a la implementación de la primera veda sanitaria por AD en la región (García-Mendoza et al., 

2016).  

El no haber encontrado una relación entre la abundancia de Pseudo-nitzschia y el número de 

varamientos puede deberse a que, aunque Pseudo-nitzschia forma parte de la comunidad de fitoplancton, 
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no siempre se presenta en concentraciones nocivas, por lo tanto es probable que los mamíferos marinos 

estén expuestos a niveles de AD subletales (Bargu et al., 2012). Por otra parte, la presencia de Pseudo-

nitzschia se utiliza como indicador del potencial de exposición a la toxina a través de la transferencia 

trófica; la intoxicación puede depender de la magnitud y toxicidad del FAN (Bargu et al., 2012), ya que la 

abundancia no siempre es proporcional a la producción de AD (Scholin et al., 2000; Anderson, 2009). La 

abundancia de células de Pseudo-nitzschia en la Bahía de Todos Santos en 2007 fue mayor que en 

California, sin embargo, las concentraciones máximas de AD particulado fueron menores (García-Mendoza 

et al., 2016). Asimismo, la producción de AD varía entre cepas de células productoras, las etapas de 

crecimiento y las características ambientales particulares en las que se desarrollan (Bates, 1998; Lelong et 

al., 2012; Trainer et al., 2012; Teng et al., 2016). Incluso es posible que los florecimientos no se vuelvan 

nocivos si no existe limitación de silicato y fosfato (Kudela et al., 2003; Du et al., 2016).  

Es posible que no se detectara un patrón debido a que existe un retraso entre la aparición de 

células productoras de AD en la columna de agua y la exposición de los mamíferos marinos. El ambiente 

bentónico es un reservorio de células de Pseudo-nitzschia y AD, siendo una fuente de exposición, aunque 

la diatomea no sea abundante en la columna de agua (Lefebvre et al., 2010). La probabilidad de que ocurra 

un evento de intoxicación también depende del flujo y acumulación en diferentes niveles tróficos. La 

acumulación retardada y la permanencia de AD en organismos de nivel trófico bajo pueden indicar una 

transferencia lenta que resulta en impactos retardados a niveles tróficos superiores (Bejarano et al., 

2008b). Esto influye en la ausencia de una relación inmediata entre varamientos de mamíferos marinos y 

FAN. En las costas de California se han observado lobos marinos varados con signos de intoxicación aguda 

cuando la cantidad de Pseudo-nitzschia era baja (Bargu et al., 2012); también se han presentado 

varamientos de mamíferos marinos con síndrome de intoxicación crónica entre dos semanas y cuatro 

meses después de un FAN (Goldstein et al., 2008; Torres de la Riva et al., 2009).  

La falta de relación podría deberse a que es probable que los sitios de muestreo de Pseudo-

nitzschia no coincidan con las áreas de forrajeo o con la distribución espacial de las presas de los mamíferos 

marinos en la región. No se conocen estudios sobre los hábitos alimentarios ni áreas de forrajeo de los 

lobos marinos de California de la Bahía de Todos Santos. En el caso de las focas, suelen alimentarse a 30-

50 km de distancia de su colonia (Härkönen, 1987), aunque se desconocen las áreas de alimentación, los 

animales de las dos colonias de la Bahía de Todos Santos se alimentan en sitios distintos (Alamán de 

Régules, 2014). Respecto a las presas, la migración de la anchoveta (Engraulis mordax), uno de los 

principales vectores de AD, coincide con la aparición de florecimientos de Pseudo-nitzschia; por lo tanto, 
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pueden conducir a la intoxicación de animales en sitios donde no se presentaron florecimientos (Bejarano 

et al., 2008a). La acumulación entre especies es diferente y en algunas presas de mamíferos marinos se ha 

observado un retardo en la acumulación de AD. En el calamar Sepia officinalis se detectó una alta 

concentración de AD dos semanas después de un FAN de Pseudo-nitzschia y mantuvo niveles altos hasta 

casi un año después (Costa et al., 2005). Estos casos son evidencia de la variabilidad temporal de 

acumulación entre especies de niveles tróficos inferiores, lo que sugiere que la asociación más certera 

podría ser la comparación directa entre los varamientos y los niveles de la ficotoxina en las presas de 

mamíferos marinos. 
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5. Conclusiones 

Se detectó un compuesto que interfiere en el análisis de tejidos y fluidos de mamíferos marinos 

mediante HPLC, por lo que es necesario el monitoreo de ácido domoico a dos longitudes de onda: 242 y 

280 nm.  

Las muestras de fluidos y tejidos de mamíferos marinos requieren una limpieza adicional al 

proceso de extracción para evitar interferencias en HPLC y LC-MS/MS. La determinación estructural del 

ácido domoico mediante LC-MS/MS lo hace el método más confiable para la identificación de la ficotoxina. 

Se confirmó la presencia de ácido domoico en mamíferos marinos de la costa occidental de Baja 

California. La presencia de AD en delfines encontrados varados en primavera del 2017 evidencia el riesgo 

potencial para los mamíferos marinos de intoxicación por esta ficotoxina en las costas de la península de 

Baja California. 

El AD no fue detectado en suero de Zalophus californianus de las colonias del golfo de California, 

ni en muestras de heces de Artocephalus townsendii, por lo que suponemos que no hubo exposición a la 

toxina durante el periodo de muestreo y localidad de toma de muestras. 

No se detectó ácido domoico en fluidos de mamíferos marinos varados, pero se demostró que es 

posible detectar el ácido domoico en muestras de hígado y riñón, lo que indica exposición a la toxina, pero 

probablemente no cercana al tiempo de toma de muestras. 

No fue posible identificar un patrón entre la abundancia de Pseudo-nitzschia y los varamientos en 

Bahía de Todos Santos. El vínculo entre la presencia de la diatomea y los varamientos es complejo debido 

a los factores múltiples que intervienen en un evento de intoxicación, entre ellos la variabilidad espacial y 

temporal en el monitoreo de los mamíferos marinos y el fitoplancton. 
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Anexos 

Anexo 1. Concentración de ácido domoico (ng/g o ml de muestra) en animales varados por cromatografía 
líquida de alta eficiencia (HPLC), y las áreas utilizadas para la corrección de la concentración debido al 
compuesto interferente. nd = no detectado, na = no analizado. Las muestras con proporción 280/242 menor 
a 2.08 fueron analizadas por otros métodos. 

ID 
Tipo de 
muestra 

Área2242 nm 
(mAu) 

Área 280 nm 
(mAu) 

Resta  

280-242 

Concentración de AD  

(ng/g de muestra) 
280/242 

Sin corrección Con corrección  

Pd1 H 53.78 89.4 35.6 3.46 1 324 1.66 

R 34.15 45.0 10.8 2.03 1 708 1.31 

O 16.15 37.8 37.8 0.71 nd 2.33 

        

Zc1 H 30.68 40.0 9.3 1.77 1 564 1.30 

R 20.13 27.3 7.1 1.00 946 1.35 

        

Be1 H 90.22 264.7 174.4 0.51 nd 2.93 

        

Dc1 H 55.66 83.4 27.7 3.59 2 034 1.49 

CE 62.83 71.5 8.6 4.13 3 968 1.13 

        

Ps1 H 59.44 123.3 63.8 2 539 nd 2.07 
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Anexo 2. Concentración de ácido domoico (ng/g o ml de muestra) en heces de lobo fino de Guadalupe por 
cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), y las áreas utilizadas para la corrección de la concentración 
debido al compuesto interferente. nd = no detectado, na = no analizado. Las muestras con proporción 
280/242 menor a 2.08 fueron analizadas por otros métodos. 

No. de 
muestra 

Área2242 nm 
(mAu) 

Área 280 nm 
(mAu) 

Resta  

280-242 

Concentración de AD  

(ng/g de muestra) 
280/242 

Sin corrección Con corrección  

2 33.17 70.71 37.5 1 887 nd 2.13 

3 407.82 707.83 300 31 680 8 914 1.74 

4 276.12 557.57 281.4 21 655 320 2.02 

5 495.69 1 076.22 580.5 37 758 nd 2.17 

7 375.31 909.64 534.3 28 813 nd 2.42 

8 32.27 68.56 36.3 4 209 1 776 2.12 

9 433.67 954.23 520.5 33 071 nd 2.20 

11 72.21 148.11 75.9 4 543 nd 2.05 

12 174.94 273.42 98.4 13 985 6 757 1.56 

13 790.38 1 892.08 1 201.7 60 000 nd 2.39 

 


