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RESUMEN.

El envenenamiento mds importante relacionado con los dinoflagelados en regiones
tropicales y subtropicales, incluyendo el area del Mar Caribe, es sin duda la ciguatera. En
Cuba el primer registro de intoxicacion data del 1787, donde el sabio naturalista Don
Antonio Parra, narra los estragos que caus6 en ¢l y su familia el consumo de un pescado de
la familia Lutjanidae (Lutjanus cyanopterus). Sin embargo no es hasta finales de la década
de los 80s, en que se realizan las primeras investigaciones para conocer los peces de la
plataforma cubana que pudieran estar involucrados en este tipo de intoxicacion, y en los
afios 90 sobre los dinoflagelados potencialmente toxicos transmisores de estas toxinas a los
peces. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se decide entre 1999 y el 2002, realizar un
estudio de la abundancia y distribucion temporal y espacial de los dinoflagelados
potencialmente toxicos sobre los sustratos de macroalgas y el sedimento, asi como su
relacion con las variables fisico-quimica y ambientales durante dos ciclos anuales, en un
area de la region NW de Ciudad de la Habana, en la costa norte de Cuba, donde la
incidencia de ciguatera es alta. Conjuntamente con estos estudios, se realizaron
aislamientoy cultivo en ambiente controlado de las especies Prorocentrum lima
(Ehrenberd)Dodge y Gambierdiscus toxicus Adachi y Fukuyo, con la finalidad de
identificar y cuantificar toxinas diarreicas en P. [ima por HPLC y por bioensayo en raton la
presencia de ciguatoxinas (CTXs) en G. toxicus. Los resultados cualitativos obtenidos,
permitieron identificar cinco nuevas especies de dinoflagelados potencialmente tdxicos
para la microflora bentonica marina de la plataforma cubana: Prorocentrum belizeanum
Faust, P. mexicanum Osorio-Tafall, P. concavum Fukuyo, Coolia monotis Meunier y
Ostreopsis lenticularis Fukuyo. Durante todo el afio y en todas las estaciones, se observo
presencia de dinoflagelagelados potencialmente toxicos sobre el sustrato de macroalgas y
en el sedimento, con su mayor abundancia en el periodo comprendido entre mayo y
octubre, excepto en el mes de septiembre de 1999, donde no se observo ninguna de estas
especies, siendo la causa principal las fuertes lluvias ocurridas en la zona que afectaron al
sustrato de macroalgas. La abundancia fue nueve veces mayor sobre el sustrato de
macroalgas que en el sedimento, siendo P. /ima la especie dominante en los dos sustratos.
La relacion de la abundancia de P. lima y G. toxicus con los nutrientes por el método de
Componentes Principales mostr6 para ambos periodos, una relacion directa al componente
I de las variables hidrograficas (nutrientes y temperatura) y negativa con la salinidad lo que
sugiere el aporte de agua de baja salinidad. En el Componente II ambas especies tienen la
misma importancia en su asociacion con las variables medio ambientales. Esto sugiere que
las condiciones en el area de estudio facilitan el desarrollo de ambas especies. El andlisis
cuantitativo por HPLC de las toxinas de P. /ima, confirmé la presencia de toxinas diarreicas
(CTX-1) por primera vez en las aguas de la plataforma cubana, siendo 7.15 pg.cél'la
concentracién en las células cultivadas y 4.2 pg.cél”’ (g peso himedo de macroalga) en las
del medio natural. Se observdé un efecto positivo de la concentracion de NOj; en el
crecimiento de P /ima en ambiente controlado, comenzando el crecimiento exponencial
partir del primer dia de iniciado el bioensayo, hasta el dia 40 aproximadamente. En relacion
con los parametros poblacionales, se pudo observar, que el tratamiento que contenia la
relacion N:P  (20:1) fue el que produjo mayor velocidad de crecimiento (K) en la fase
exponencial, siendo mas marcada a partir del dia 32 del cultivo, a su vez mostr6 menor
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tiempo de duplicacion para esta fase del cultivo. En cuanto al contenido de pigmentos en
las células de P. /ima los de mayor concentracion en orden descendente fueron la chl a,
perididina, chl ¢2 y diadidino, y el B-caroteno, este ultimo pigmento fue el que presentd la
mayor variacion a través del tiempo. Los ratones inyectados con los extractos de G. foxicus
extraidos tanto de las células del medio natural como las cultivadas, mostraron, a los 50
min los primeros signos caracteristicos de la intoxicaciéon en los organismos cultivados y a
los 87 min los inoculados con el extracto del medio natural. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la zona de estudio puede ser considerada como una zona de riesgo de eventos de
DSP y de ciguatera teniendo en cuenta la abundancia de P. lima y G. toxicus y que se
comprobd en condiciones de ambiente controlado y en el medio natural la presencia de
DTX-1 en P. lima y de ciguatoxinas en G. toxicus en el bioensayo en raton, ambas especies
estan asociadas a eventos de ciguatera en diferentes zonas del Caribe y en Australia.
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ABSTRACT

The most important poisoning related to dinoflagellates in tropical and subtropical regions,
including of the Caribbean Sea area, is without a doubt the ciguatera. In Cuba, the first
registry of poisoning dates from the 1787, where the naturalistic wise person Don Antonio
Parra, narrated the damage that caused in him and his family the consumption of a fish of
the Lutjanidae family (Lutjanus cyanopterus). Nevertheless, it is not until end of the decade
of 80s, in which the first investigations were made to know Cuban’s fishes, which could be
involved in this type of poisoning and in 90’s the potentially toxic dinoflagellates
transmitters of these toxins to the fish. Considering these antecedents between 1999 and
2002 was decided to make a study of the abundance and temporary and space distribution
of potentially toxic dinoflagellates on the substrates of seaweed and sediment. Also was
analyzed their relation with the physical-chemistry environmental variables during two
annual cycles, in a NW area of City of Havana (North coast of Cuba), where the ciguatera
incidence is high. Jointly with these studies, isolation and culture in controlled environment
of Prorocentrum lima (Ehrenberd) Dodge and Gambierdiscus toxicus Adachi and Fukuyo,
were made, with the purpose to identify and quantify diarrheic toxins in P. lima by HPLC
and the presence of ciguatoxin (CTXs) in G. foxicus by mouse bioassay. The obtained
qualitative results, allowed us to identify five new potentially toxic dinoflagellates species
for marine benthic microflora of the Cuban platform: Prorocentrum belizeanum Faust, P.
mexicanum Osorio-Tafall, P. concavum Fukuyo, Coolia monotis Meunier and Ostreopsis
lenticularis Fukuyo. Throughout the year and in all the stations, the presences of potentially
toxic dinoflagellates were observed on the substrate of seaweed and in the sediment, with
higher abundance between May and October. Only in September 1999, were not observed
the species, being the main cause the heavy rains happened in the area, which affected the
substrate of seaweed. The abundance was nine times major on the substrate of seaweed
than in the sediment, being P. /ima the dominant species in both substrates. The relation of
the abundance of P. /ima and G. foxicus with the nutrients by the Principal Components
method showed for both periods, a direct relation to component I of the hydrographic
variables (nutrients and temperature) and inverse with the salinity, suggesting a low salinity
water contribution. In Component II, both species have the same importance in their
association with environmental variables. This suggests that conditions in the study area,
facilitated the development of both species. The quantitative analysis by HPLC of P. lima
toxins, confirmed the diarrheic toxin presence (CTX-1) for the first time in waters of the
Cuban platform, being 7,15 pg.cél” the concentration in cultivated cells and 4.2 pg.cél” (g
humid weight of seaweed) in those of nature. Positive effect of the concentration of NO; in
the growth of P. lima was observed in controlled environment, occurring an exponential
growth since the first day of initiate bioassay, until day approximately 40. In relation to
parameters population, could to observe, which the treatment that contained the relation
N:P (20:1) was the one which produced higher growth speed (K) in the exponential phase,
being marked at day 32 of the culture, also showed minor time of duplication in this phase
of the culture. As far as the pigment content in the cells of P. /ima of higher concentration
in descendent order went chl a, perididine, chl c2 and B-carotene, this last pigment was the
one that displayed the higher variation through time. The mice injected with the extracts of
G. toxicus in cells from natural as well as the cultivated ones, showed  the first
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characteristic signs of poisoning, at 50 min in the cultivated organisms and at 87 min the
inoculated ones with the extract of natural. According to the obtained results, the area of
study should be considered as risk zone of ciguatera and DSP events, considering the
abundance of P. /lima and G. toxicus. The presence of DTX-1 in P. /ima and ciguatoxins in
G. toxicus in bioassay in mouse verified in controlled environment and in nature,
demonstrated that both species are associate to events of ciguatera in different zones from
the Caribbean and Australia.



INTRODUCCION

Las microalgas juegan un papel importante como productores primarios en
ambientes acuaticos. Sin embargo algunas especies pueden crecer masivamente y formar
los llamados “blooms” o florecimientos nocivos, que pueden llegar a provocar la muerte de
organismos marinos por disminucién del oxigeno, dafos fisicos o por sustancias toxicas
expulsadas. Otras, que aunque no sean formadoras de “blooms”, pueden causar grandes
dafios a actividades economicas, como la acuacultura y el turismo, o dafos a la salud
publica por contaminacion alimentaria con ficotoxinas; muchas de estas pertenecen al

grupo de los dinoflagelados.

Los dinoflagelados estdn entre los organismos unicelulares mas antiguos y
complejos en organizacién y estilos de vida y son, basicamente, productores primarios
(Margalef 1998). Alrededor de 300 especies fitoplanctonicas son capaces de desarrollar
mareas rojas, “fendmeno natural caracterizado por un aumento de la concentraciéon de
ciertos organismos componentes del plancton, que bajo ciertas condiciones ambientales se
produce un aumento exagerado de organismos fitoplanctonicos especialmente
dinoflagelados. Esto también se conoce como florecimiento, floraciones algales o "bloom",
causando grandes cambios de coloracion del agua debido a que poseen pigmentos con los
que captan la luz del sol. Estos pigmentos pueden ser de color rojo, amarillo, verde, café¢ o
combinaciones, siendo la mas frecuente la coloracion rojiza de ahi que se haya generalizado
mundialmente el término "Marea Roja". De esas especies solo unas 80 fitoplanctonicas
tienen la capacidad de producir potentes toxinas (Sournia ef al. 1991), la mayoria de las

cuales son dinoflagelados.



La accion nociva de estos organismos sobre el hombre se ejerce a través de dos vias:

(1) Por el consumo de moluscos filtradores expuestos a eventos esporadicos de mareas
rojas que producen las toxinas paraliticas (PSP), diarreicas (DSP), amnésicas (ASP) y
neurotoxinas (NSP).

(2) Por el consumo de peces de mares tropicales y subtropicales con presencia de
dinoflagelados planctonicos y bentonicos que le transmiten la ciguatera (Margalef
1998)

En el crecimiento de las microalgas bentonicas intervienen factores naturales y
antropogénicos, que permiten el crecimiento de las macroalgas hospederas. Dentro de los
factores naturales se encuentran la temperatura, turbulencia y concentracién de sales
minerales. A su vez puede ser controladas por otros organismos bentonicos, tipos de
sustratos, fuertes corrientes, oleaje, acarreamiento del material arcilloso sobre los corales
muertos o sobre de hierbas marinas y alteraciones climaticas como entradas de frentes frios
y huracanes (Taylor 1985, Diogéne et al. 1992, Grzebyk et al. 1994). La actividad
antropogénica que modifica el sustrato (dragados, destruccion de arrecifes, etc.) provoca
mortandad de corales en los arrecifes que permiten la proliferacion de las macroalgas donde
se desarrollan los dinoflagelados toxicos (Koike et al. 1991)

La principal intoxicacion alimentaria provocada por la ingestion de ciertos peces
tropicales y subtropicales, es denominada como ciguatera y se manifiesta con diferentes
sintomas: gastrointestinales, circulatorios y neuroldgicos (Yasumoto 2001). Esta es
causada, principalmente, por dinoflagelados benténicos pertenecientes a cuatro géneros:
Gambierdiscus (Adachi y Fukuyo 1979), Ostreopsis, Prorocentrum (Fukuyo 1981) y

Coolia (Besada et al. 1982), en asociacion epifita con algas verdes, rojas y pardas (Carlson



1984). Se han encontrado, ademas, libres en la columna de agua y en el sedimento, (Faust
1990a; 1990b; 1991; 1996) y sobre los arrecifes coralinos (Yasumoto et al. 1980, Fukuyo

1981).

Gambierdiscus

La ciguatera representa un serio problema de salud publica y un impedimento
economico para el desarrollo de la industria pesquera y del turismo. Su relevancia puede
variar en dependencia de las regiones, debido a diferencias sociales y culturales entre las
mismas tales como: la actividad pesquera, los habitos alimentarios, la asistencia médica, el
control epidemioldgico y aspectos legales. Se estima que alrededor de 400 millones de
personas viven en areas donde la intoxicacion por ciguatera esta presente (Halegraff 1995).
El riesgo de contraerla también existe en regiones no endémicas como consecuencia de la
importacion de pescado y el turismo (Glaziou y Legrand 1994). Anualmente mas de 50,000
personas a nivel mundial son registradas por esta intoxicacioén (Legrand 1998).

Aun conociendo que el aumento de los florecimientos de algas nocivas es un
problema en las aguas de las zonas costeras templadas y tropicales donde las formas
fitoplanctdnicas se han estudiado de forma intensiva, sin embargo se han conducido pocas

investigaciones a los organismos bénticos (Purdie y Morris 2005). Entre los paises



tropicales se encuentra Cuba, donde desde 1993 hasta el primer semestre del 2002, se
registraron 1266 brotes de ciguatera con 3843 casos de intoxicacion, de ellos 8 muertes
hasta 1996, no obstante, se desconoce el ciclo estacional de los dinoflagelados
potencialmente toxicos, involucrados en esta enfermedad, ni cuales son los factores del
medio que influyen en su desarrollo, es por ello que en el presente estudio se analizara la
distribucion espacial y temporal de estos organismos en los sustratos de macroalgas y en el

sedimento, su relacion con las variables ambientales

2. ANTECEDENTES

Muchos son los trabajos relacionados con los aspectos clinicos de la intoxicacion y
la accion de las toxinas sobre el organismo humano. Sin embargo, solo existe alrededor de
un 4% de la literatura relacionada con los organismos causantes o sintetizadores de las
toxinas y de los factores que rigen su desarrollo en el medio natural (Berland et al. 1992)

Prego (1993) reconoce que aun cuando se han estudiado las condiciones
oceanograficas de las regiones donde se producen los fendémenos que causan ciguatera, no
se ha podido determinar cuales son los factores que favorecen estos procesos en el medio
natural. Berland ef al. (1992) plantean que el deterioro de arrecifes y el enriquecimiento del
medio marino, conjuntamente con el desarrollo de macroalgas como sustratos y la actividad
antropogénica, pueden ser factores importantes en el desarrollo de los organismos causantes
de esta intoxicacion.

Muestreos sistematicos de dinoflagelados toxicos en diferentes sustratos naturales:
macroalgas, arrecifes coralinos y sedimentos, y la respuesta de estos a determinadas

variables fisico-quimicas del agua, fendmenos atmosféricos y antropogénicos, han



permitido conocer la abundancia y la distribucion temporal y espacial de estos organismos
bentonicos asociados a la ciguatera en diferentes mares y océanos: En las costas de Estados
Unidos, Florida y Hawai (Lawrence et al. 1980, Mc Caffrey et al. 1990), Australia
(Gillespie et al. 1985), en las islas del Pacifico Sur (Lewis 1984), en el Océano Indico
(Bagnis et al. 1988, Thomassin et al. 1993, Grzebyk et al. 1994) y en Puerto Rico
(Ballantine 1985, Tosteson 1998) entre otros.

En el Océano Indico, en monitoreos realizados desde 1993 hasta 1996 en la isla
Reunién, Francia, (Turquet et al. 1998), encontraron bajas concentraciones de G. toxicus en
mayo y junio, cuando las condiciones eran desfavorables para esta especie, por la presencia
en el area de fuertes vientos, oleaje y alta salinidad, y un incremento en septiembre y
octubre cuando la temperatura aumento y la salinidad retorn6 a niveles normales (35 ups).

Bernard et al. (1992) en estudios realizados durante el periodo 1985-1991 sobre la
evolucién de G. toxicus en los arrecifes coralinos de la isla francesa Mayotte, en el Océano
fndico encontraron un incremento en la densidad en septiembre de 1988. Este incremento lo
asociaron con la insolacion, la incidencia de precipitaciones, el desarrollo estacional de las
macroalgas, y fundamentalmente con los aportes terrigenos ocasionados por la construccion
de una carretera alrededor de la isla, lo que contribuy6 a perturbacion del ecosistema. En
estas mismas islas Grzebyk et al. (1994) realizaron investigaciones sobre la ecologia de los
dinoflagelados toxicos, donde concluyen que abundan sobre las macroalgas,
fundamentalmente las rojas, sugiriendo que este sustrato estimula el desarrollo de estos
organismos. Thomassin et al. (1993) observaron un incremento significativo de estos

organismos en los corales muertos sobre los cuales existia una cubierta de algas.



En O’ahu, Hawaii, McCaffrey et al. (1990) observaron, un marcado aumento de G.
toxicus desde marzo hasta diciembre, con la maxima abundancia en noviembre. En esta
misma region, Hokama et al. (1996), en un estudio realizado durante 15 meses observaron
altas concentraciones de G. toxicus en mayo y julio de 1993.

Existen criterios diferentes sobre la influencia de los factores ambientales en el
desarrollo de los dinoflagelados toxicos. Yasumoto et al. (1980), en estudios ambientales
realizados sobre los dinoflagelados téxicos responsable de la ciguatera, encontraron que el
nitrégeno inorganico y el fosforo no son factores que influyen en la variabilidad de la
distribucion de estos organismos.

Carlson y Tindall (1985) concluyeron que la intensidad de luz y el movimiento de
las aguas, afectan la distribucion espacial de estos organismos. Bernard ef al. (1992)
consideran que el incremento de silicatos y de 6xido de hierro provenientes de tierras
lateriticas, la materia organica particulada proveniente del detrito de algas, asi como el
desarrollo de mantos de macroalgas provocado por los aportes de nutrientes, conjuntamente
con bajas temperatura, salinidad, e intensidad luminosa durante la época de lluvia o en
aquellas zonas con influencia continua de descargas de rios, parecen estar relacionados con
el desarrollo de G. toxicus. Holmes et al. (1997) observaron que la baja salinidad de las
aguas de Singapur puede reducir el crecimiento de G. foxicus.

En la region del Caribe, donde el fendmeno de intoxicacion es recurrente, los
estudios oceanograficos asociados a la ciguatera son también escasos (Polonia et al. 1995).
En Cayo Caracoles, Puerto Rico, Ballantine (1985) encontr6 la mayor abundancia de G.
toxicus en el mes de octubre, y Tosteson et al. (1998), en esta misma area reportan

predominio de Ostreopsis lenticulares en octubre de 1985 - 1986, y noviembre y diciembre



de (1987,1989 y 1994), la que relacionan con la frecuencia de ciguatoxinas en la barracuda
(Sphyraena barracuda) y con periodos de Indice de Calor en el Caribe bajos, pero
precedidos de meses de elevadas temperaturas (29.5 °C). Para los Cayos de la Florida
Bomber (1985) y Bomber et al. (1988a) encontraron un maximo de G. toxicus también para
el mes de octubre.

Taylor y Gustavson (1986) en muestreos realizados en 86 localidades de 15 islas del
Caribe oriental concluyeron que G. toxicus vive preferentemente sobre especies de algas
marinas ramificadas y raramente sobre el detrito y la arena. Aun cuando estuvo presente en
todos los grupos de macroalgas, fue mas abundante sobre las algas rojas.

Investigaciones realizadas sobre la abundancia de los dinoflagelados toxicos en
diferentes sustratos, han demostrado que son mas abundantes en el sustrato de macroalgas,
y la preferencia por los grupos de macroalgas varia de acuerdo a la regién por ejemplo en
los cayos de La Florida (Bomber et al. 1985), en las Islas Virgenes (Carlson y Tindall
1985) y en Océano Indico (Saint-Martin ef al. 1988) encontraron que eran mas abundantes
sobre las algas rojas; mientras que la region NW de Cuba Delgado et al. 2000 y Popowski
et al. 2002, encontraron preferencia por las algas pardas.

Existe poca informacion acerca del desarrollo de estos organismos sobre el
sedimento. Carlson y Tindall (1985) después de un afio de estudio sobre la asociacion de
estos organismos con los sustratos de macroalgas, corales muertos y sedimento arenoso en
las Islas Virgenes, concluyeron que eran mas abundantes sobre las macroalgas colectadas
entre 0.5-3.0 m de profundidad.

Faust (1993) realiz6 estudios sobre la ecologia de diferentes especies de

dinoflagelados téxicos y encontré que la abundancia de estos organismos sobre el detrito



puede tener magnitudes hasta dos veces superiores a las encontradas en la columna de agua.
Ademas concluyo, que los dinoflagelados toxicos suspendidos sobre el detrito, pueden
jugar un papel significativo en el desarrollo de poblaciones ciguatdxicas. Morton y Norris
(1989) encontraron en Cayo Knight en La Florida, que el desarrollo de P. lima era inhibido
en ambientes someros y de fondo arenoso.

En ambiente controlado, se han realizado estudios sobre el efecto de la temperatura,
salinidad, intensidad de luz, concentracién de nutrientes y exudados algales sobre el
crecimiento y toxicidad de G. toxicus y P. lima aislados del medio natural.

Morton y Norris (1990), en experimentos realizados con P. /ima en los cayos de La
Florida, determinaron que el pico de crecimiento ocurrié a 26 °C y a una salinidad de 30
ups. En Nueva Escocia, esta misma especie fue aislada y cultivada a 16 °C con ciclo de
14:10 de luz y oscuridad, determinandose la presencia de DSP (Lawrence et al. 1998). En
la misma regién, Jackson et al. (1993), determinaron el efecto de la temperatura en en el
crecimiento y la produccion de DSP en cultivos de P. /ima incubados a temperaturas de 5,
10, 15, 20 y 25 °C, observando en todos los cultivos, produccion de toxinas y el de mayor
crecimiento celular fue el que se encontraba a 25 °C.

Tomas y Baden (1993), determinaron la influencia del fésforo en el crecimiento y
toxicidad de P. lima aislada del medio natural en la Florida y cultivada en medio
enriquecido con fosfato y glicerol fosfato. Ellos observaron un rapido crecimiento con
densidades celulares moderadas en el que contenia fosfato (0.75 div/dia), mientras que, con
glicerol fosfato la velocidad de crecimiento fue menor (0.16 y 0.45 div/dia) con densidades
celulares altas. Los niveles de toxicidad fueron mayores en las células que crecieron en

medio enriquecidos con fosfato organico, que las crecidas en medio con fosfato inorgénico.



P. lima fue aislado desde el sustrato rocoso en las costas del Golfo de California y
cultivado en medio ES-Si a temperatura de 22 = 1 °C (Heredia ef al. 2002) y su toxicidad
fue probada en bioensayos con Artemia franciscana y raton. Donde observaron en el primer
caso que A. franciscana moria al cabo de las 2h, y los ratones mostraron sintomas tipicos
de las toxinas diarreicas.

Burns et al. (2000) estudiaron el efecto de fuentes de nitrogeno en el crecimiento y
toxicidad de especies de dinoflagelados potencialmente nocivas del género Prorocentrum
en el medio de cultivo L1 con nitrato, amonio, urea, acido L-Glutamico y nitrogeno
organico disuelto. El crecimiento fue medido usando diferentes técnicas y los resultados
preliminares indicaron que algunas formas del nitrégeno orgénico e inorganico apoyan el
crecimiento, como la urea, que es la forma de nitrégeno inorganico que mas ayudé al
crecimiento.

En experimentos realizados por Morton y Tindall (1995), sobre la morfologia y
variabilidad bioquimica de 17 cepas de P. /ima aislado de tres localidades situadas al sur,
norte y sureste de la isla Heron, en Australia, encontraron que la chl a era el pigmento
predominante. Al comparar el contenido de pigmento en las cepas del sitio sur y las del
sureste, no observaron una variacion notable y si encontraron diferencias entre una cepa de
la zona norte respecto a las restantes de esa misma area. Un patron similar fue observado
para la perididina y otras xantofilas (dinoxantina y diadinoxantina). La concentracion de la
chl ¢, tuvo variaciones en las cepas de la zona sur, no ocurriendo lo mismo en las de la zona
norte y noreste.

Nascimento et al. (2005) realizaron estudios sobre el crecimiento, composicion de

toxinas y contenido de pigmentos en cultivos de P. /ima aislados en una laguna del sur del
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Reino Unido, donde concluyen que el crecimiento de P. lima fue (0.11 div dias ), el
contenido de toxinas vari6 entre 2.0 a 12.2 pg de AO cél' y 1.8 a 12.5 pg de DTX-1 cél™.
La concentracioén de toxinas por células decrecio del primer dia al octavo. Los pigmentos
chl a, peridinina y diadinoxantina, fueron los de mayor concentracion, mientras que chl-
cl+chl-c2, chl-c3, diatoxanthina y B-caroteno fueron los menos detectados.

Holmes et al. (1991) investigaron 13 extractos de G. foxicus provenientes de
Queensland (Australia), Hawai, Polinesia Francesa y las Islas Virgenes, donde analizaron la
ciguatoxina como precursora de gambiertoxina. Ellos proponen que los brotes de ciguatera
ocurren cuando las floraciones de G. foxicus son capaces genéticamente de producir los
precursores de ciguatoxinas que entran en la cadena alimentaria marina.

Berland ef al. (1992) en experimentos con cinco clones de G. toxicus, concluyeron
que la especie es estenohalina (32 y 42 ups) y estenotérmica (18 y 30 °C) alcanzando el
maximo crecimiento a los 26 °C.

Grzebyk et al. (1994) en bioensayos realizados con agua de mar enriquecida con
exudados de dos especies de macroalgas, observaron que la concentracion de los nutrientes:
nitrégeno total, amonio, nitrito, nitrato, fosfato y silicatos, aumentaban. A su vez
observaron un crecimiento mayor de G. toxicus en medios conteniendo exudados que al
obtenido en el que solo tenia agua de mar sin tratar, donde no se observé crecimiento.

En Cuba, el primer reporte que trata sobre la ciguatera fue realizado por el
naturalista portugués Don Antonio Parra (1787) quien narro los estragos que provoco en €l
y su familia, el consumo de un pescado (Lutjanus cyanopterus) fresco y sin sefales de

enfermedad.
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El término “ciguatera” fue definido en 1866 para designar una intoxicacion
neurodigestiva frecuente en Cuba, después de ingerir un pequefio gasterépodo (Livona
pica), conocido como “cigua” Diogéne et al. (1992). Ese mismo afo el sabio naturalista
cubano Felipe Poey publicod algunos trabajos donde se propuso si no esclarecer, por lo
menos interpretar cientificamente diferentes aspectos sobre la ciguatera.

El primer registro de G. foxicus para aguas cubanas fue para el Oeste de Ciudad de
La Habana (Bagnis 1979, citado por Popowski 2001). Valdés (1980) realizé una serie de
investigaciones sobre la distribucion de los peces ciguatoxicos. Blanco (1981) estudio la
transmision de la toxina, asi como las caracteristicas clinicas de la intoxicacion y el
tratamiento para disminuir los efectos toxicos en el hombre. Rodriguez y Hernandez (1990)
realizaron estudios epidemiologicos.

Sin embargo, no es hasta finales de la década de los 80 que comienzan las
investigaciones ecoldgicas de los dinoflagelados toxicos causantes de la ciguatera. Valdés
et al. (1992) realizaron un analisis de la distribucion y composicion de los dinoflagelados
toxicos sobre el sustrato de macroalgas, en los meses de marzo y octubre de 1989, en la
costa norte de la provincia de Pinar del Rio, en la region noroccidental de Cuba. Dichos
investigadores encontraron que la densidad de Prorocentrum sp fue mayor que la de G.
toxicus con el valor mas alto sobre el complejo macroalgal Halimeda-Lobophora y el mas
bajo en Dictyota menstrualis, no encontrando presencia de dinoflagelados téxicos sobre
Turbinaria tricostata en el mes de marzo. En octubre, Prorocentrum sp sigue dominando
sobre G. toxicus en menor densidad que en el mes de marzo y G. foxicus no estuvo presente

sobre D. menstrualis ni en Sargassum hystrix.
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Delgado et al. (2000) colectaron a P. lima sobre D. menstrualis, Bryothamnium
triquetrum 'y Stypopodium zonale en mayo de 1998, en una bahia artificial en la costa norte
de Ciudad de la Habana. Las densidades encontradas estuvieron por debajo de 100 cel.g”,
no encontrando en ninguna de las macroalgas G. foxicus.

Popowski et al. (2001), destacaron que el cambio observado en la composicion y
abundancia de estos organismos es mayor durante el verano, coincidiendo con la mayor
incidencia de casos de intoxicacion por ciguatera. Se determindé que P. lima es mas
abundante que G. foxicus y en cuanto a la distribucidn espacial, estos organismos son mas
abundantes en la laguna interior que en la zona arrecifal debido fundamentalmente a que es
una zona protegida de las corrientes, el oleaje y con un buen lecho de macroalgas.

De acuerdo con los antecedentes anteriores, los dinoflagelados asociados a la
ciguatera, tienen preferencia por el sustrato de macroalgas, principalmente a las
pertenecientes al grupo de las Rhodophyta y de ambientes con predominio de nutrientes

organicos, baja velocidad del viento, alta insolacion y transparencia en la columna de agua.

2.1. JUSTIFICACION.

La ciguatera es la principal causa de intoxicacion alimenticia registrada en Cuba,
principalmente en la época de verano, siendo el drea noroccidental la mas afectada.
Teniendo en cuenta que el vector transmisor de las toxinas son los dinoflagelados
benténicos y que en el pais se desconoce la variacion estacional y la influencia de los
factores bioticos y abidticos en el desarrollo de estos organismos, se considerd necesario

profundizar sobre los factores que influyen o pudieran regir su abundancia, variabilidad y
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toxicidad en un area del litoral norte afectada por actividad antropogénica, por la influencia

directa de descarga de un rio y por la accion de la variabilidad climatica anual.

2.2. HIPOTESIS.

La abundancia y composicion de dinoflagelados bentdnicos potencialmente toxicos
que se desarrollan en la zona aledafia al rio Jaimanitas, presentan variaciones en espacio y
tiempo, debido a la influencia de variables fisico-quimicas y ambientales de la zona. La
toxicidad de las especies se manifiesta tanto en el medio natural como bajo condiciones

controladas.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.

Identificar las variables fisico-quimicas, climaticas y el tipo de sustrato que influyen
sobre la variacién espacio-temporal y la abundancia de los dinoflagelados bentonicos
potencialmente toxicos en el medio natural, asi como, su crecimiento y toxicidad bajo

condiciones controladas y en el medio.
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3.2. Objetivos especificos.
1. Clasificar los dinoflagelados bentonicos tdxicos presentes tanto en el sustrato de
macroalgas y en sedimento.
2. Evaluar y determinar la variacidon espacio-temporal de la concentracion de cada especie
potencialmente toxica en los sustratos de macroalgas y sedimento.
3. Evaluar su incidencia de acuerdo a la variabilidad de los nutrientes en el area de estudio.
4. Determinar cuales son las variables ambientales que influyen sobre la variacidon espacio
temporal de los dinoflagelados potencialmente toxicos
5. Aislamiento y cultivo de P. lima y G. toxicus
6. Determinar el tipo y nivel de concentracion de las toxinas presentes en las especies

cultivadas y en el medio natural.

4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Descripcion del darea de estudio

El 4area de estudio es una ensenada formada por la desembocadura del rio
Jaimanitas, situada en los (22° 54' N y 83° 21' W) al Noroeste de la Ciudad de la Habana
(Fig. 1). Sus tres cuartas partes estan protegidas del embate directo de las olas por dos
cayos rocosos pequeios, la profundidad maxima es de 4m, el sedimento es fangoso en las
proximidades de la desembocadura del rio, areno- fangoso y arenoso en el resto. Durante la
época de seca la cual coincide con la entrada de frentes frios (noviembre-abril) las
variaciones del clima se hacen mas notables, con cambios bruscos diarios, asociados al

paso de sistemas frontales, a la influencia anticiclonica de origen continental y de centros
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de bajas presiones extratropicales, donde la velocidad del viento varia desde <1 km/h (mar
en calma) hasta > de 30 km/h y la temperatura del agua llega a alcanzar valores alrededor
de los 26 °C. Por el contrario de mayo a octubre (verano y periodo 1luvioso), se presentan
pocas variaciones en el tiempo, con la influencia mas o menos marcada del Anticiclon del
Atlantico Norte (Gonzalez 2002).

Los cambios mas importantes en la zona se vinculan con la presencia de disturbios
en la circulacion tropical (ondas del este y ciclones tropicales) y la temperatura es mas alta
entre 29 y 35 °C, pudiendo alcanzar valores mayores en las zonas mas bajas (Gonzalez
2002). La mayor parte del afio la salinidad esta entre los 32 y 38 ups valores menores se han
observado durante la época de lluvias por la influencia que ejerce el rio en el area de
estudio. Montalvo et al. (2002) consideran la zona como altamente eutrofizada por la carga
contaminante que recibe diariamente a través del rio.

La microflora, sobre la cual se colectaron los dinoflagelados potencialmente tdxicos
estuvo representada por: Galaxaura obtusata (Ellio y Solander) Lamouroux, Tricleocarpa
fragilis (Linnaeus) Huisman & Townsend Bryothamniom triguetrum (Gmelin) Howe,
Hypnea cervicornis (C. Agardh) Kiitzing, Acanthophora spicifera (Vahl) Borgesen,
Gracilaria blodgetti Harvey, Gelidium sp., Dictyota menstrualis (Hoyt) Schnetter, Hornig
& Weber-Peukert, Padina sp., Stypopodium zonale (Lamouroux) Papenfuss, Ulva lactuca

Linnaeus, Ulva sp. Halimeda sp, Codium sp. y Chaetomorpha sp.
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Figura 1. Macrolocalizacion del area de estudio.
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4.2. Métodos de muestreo.

Esta investigacion enmarca dos ciclos anuales de muestreo desde marzo de 1999
hasta marzo del 2000 y desde enero del 2001 hasta enero del 2002 en un banco natural de
macroalgas de la plataforma cubana al Noroeste de la Ciudad de la Habana, (Fig. 1). Los
muestreos se realizaron en dos transectos perpendiculares a la costa en la zona submareal a
profundidades entre 0.5 y 3 m de profundidad, en cada uno se ubicaron 5 estaciones a una
distancia aproximada de 50m cada una (Fig. 2). En cada estacién se colectaron las
macroalgas presentes en 1 m” considerandose cada especie de macroalga como una unidad
muestreal. En el muestreo del 2001 se incluyen ademés muestras de sedimento en seis de

los puntos de muestreo, sefialados en la figura con nimeros romanos
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Figura 2. Localizacion de estaciones de muestreo en el area de estudio. Los nimeros

arabigos indican los puntos de muestreos de macroalgas y los romanos los de sedimentos.

La frecuencia del muestreo fue mensual, colectandose las muestras mediante buceo
auténomo a una profundidad entre 0.5 y 3 m y se sigui6 el método propuesto por Quod et
al. (1995) de la siguiente forma:

e Se tomaron no menos de 20g de cada macroalgas colocandose en bolsas de nylon
independientes. En el laboratorio se agitaron vigorosamente durante 5 min, para
desprender los dinoflagelados epifitos presentes en ellas, filtrandose por una
columna de tamices de diferente luz de malla de 150 um, 100 um, 75um y 20pm, y
se colectd lo que quedo en la malla de 20 um, agregandole solucion de lugol acido

para su preservacion. Las macroalgas fueron secadas a la sombra durante 72 horas y
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se pesaron en una balanza monoplato marca Sauter D-7470 Ebingen, 0.01 g de

precision.

Las muestras de sedimentos se tomaron en seis estaciones en los que se colectaron
tres submuestras, segun la metodologia propuesta por Fleeger (1988), utilizando una
jeringuilla de 2.5 cm de diametro interno, de la cual se tomd el primer centimetro que
corresponde al sedimento superficial y se guard6 en un frasco de cristal con agua de mar
filtrada, hasta su traslado al laboratorio. En el laboratorio se agitaron con un agitador
magnético para desprender los dinoflagelados benténicos, y la suspension se pasd por una
columna de tamices de 150 pm, 100 pm, 75um y 20um. Se colectd la ultima fraccion
agregandole 25 mL de agua de mar filtrada y 2 mL de solucion de lugol. Ademas se
hicieron in situ mediciones de temperatura y la salinidad del agua de mar, utilizando un
termémetro de copa y un refractdmetro manual marca Atago respectivamente y la

transparencia se estimd con un disco de Secchi.

4.3. Analisis quimicos.

Simultdneamente a la toma de muestras de macroalgas y sedimento, se tomaron
muestras de agua de fondo para cuantificar amonio (NHy), nitrato (NOs), nitrito (NO,)
segun las metodologias de IOC (1993), nitrogeno total (NT) determinado por la suma de
NHy4 + NO3 + NO,, fosforo reactivo (PO4) y fosforo total (PT) de acuerdo a IOC/UNESCO

(1983).
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4.4. Clasificacion y cuantificacion de los dinoflagelados potencialmente toxicos

El analisis cualitativo y cuantitativo de los dinoflagelados bentdnicos, tanto del
sustrato de microalgas como el sedimento, se realizé tomando de las muestras preservadas
alicuotas de un 1 ml y en una camara Sedgwick-Rafter se revisaron bajo un microscopio
bioldgico Karl Zeiss, con 120 y 180X de magnificacion.

La clasificacion de los organismos se realizd segun los criterios taxondmicos y
morfoldégicos dados por: Adachi y Fukuyo (1979), Fukuyo (1981), Balech (1988), Larsen y
Moestrup (1989), Faust (1990, 1991, 1993 y 1996), Licea et al. (1995) y Steindinger y
Jangen (1997).

Para todas las muestras epifitas (1340 en total) se calculd la concentracion celular,
expresandose en numero de células por gramos de peso himedo del macroalga y para las de

sedimento (78 en total) en cél/cm’.

4.5. Aislamiento y cultivo de P. lima.

Las células de P. lima para determinar su toxicidad en el medio natural y en
ambiente controlado se colectaron sobre la macroalga Padina sp. El aislamiento se realizé
por el método de micropipeta bajo un microscopio invertido y sometidas a un proceso de
lavado transfiriéndolas a diferentes gotas de agua de mar estéril, para posteriormente ser
inoculadas en 10 mL de medio K (Keller y Guillard, 1985) y ser mantenidas en condiciones
controladas a una temperatura de 22 + 2 °C con luz fluorescente y un ciclo de luz y
oscuridad de 12: 12 h. El cultivo final se establecié en 75 mL de medio inoculandose los 10
mL del inoculo inicial, manteniéndose bajo las mismas condiciones de control. El nimero

de células se conto al inicio y al final del experimento. Las células del medio natural se
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centrifugaron y el concentrado se conservo a temperatura de -20 °C hasta el momento de la

extraccion de las toxinas.

4.6. Anadlisis de toxinas diarreicas.

Los extractos de las células de P. /ima, para la cuantificacion e identificacion de las
toxinas se realizo segun el método descrito por Garcia et al. (2003). El cultivo se centrifugd
a 3000 rpm, durante 5 min, al precipitado se le agreg6 1 mL de metanol al 80% y se sonicod
a 42 + 6 % KHZ (kilohertz) durante 1 min a temperatura ambiente, centrifugandose
nuevamente siendo el precipitado tratado nuevamente con Iml de metanol acuoso al 80%.
Los dos sobrenadantes se unieron y se pusieron a secar en un equipo de secado al vacio
(Speed Vac. SC 210A), con una trampa de vapor refrigerada RVT400 (SAVANT). El
residuo fue disuelto en 2 mL de metanol al 80% y extraido con 2 mL de hexano. La capa
metanolica fue secada y guardada en refrigeracion para preparacion de la derivatizacion de

ADAM.

Derivatization de ficotoxinas de DSP con el cromdforo ADAM .

Las mediciones de los estandares de ADAM vy las toxinas de las muestras se analizaron
por HPLC seguin el método descrito por Uribe ef al. (2001). Los residuos de los extractos de
las muestras se trataron brevemente con una solucion de 0.1% ADAM en 100 pL de acetona y
400 pL de metanol (Lee et al. 1987). Después de una hora a 25 °C en la oscuridad, la muestra
se evapor6 a la sequedad y el residuo se diluy6 en 200 puL diclorometano/hexano, 1:1 (v/v)
transfiriéndose a un cartucho de silica gel (SEP PAK) de 500 mg. El sistema se lavo

consecutivamente con 5 mL de diclorometano /hexano, 1:1 (v/v) y 5 mL diclorometano.
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Finalmente, se disolvié con 5 mL de diclorometano /methanol, 1:1 (v/v). El Gltimo fragmento
se evapor6 a sequedad, disolviéndose posteriormente en 1 mL de metanol, del que se tomaron

10 pL para ser inyectados en el HPLC en linea por fluorescente.

Condiciones cromatograficas para el analisis de toxinas diarreicas.
El andlisis quimico se realiz6 en un Cromatografo de Liquidos (Shimadzu Liquid
Chromatograph System), equipado con una bomba (Shimadzu LC-6A), un inyector
rheodyne (77251 Rheodyne. Cotati, Ca. EE.UU) y un detector de fluorescencia (Shimadzu
RF-535). Se inyectaron diez microlitros de derivados de la toxina en una columna de fase
invertida Supelcosil LC-18 (5 um; 25 cm x 4 mm) (Supelco, Bellefonte, PA. USA). Una
fase isocralica mévil de acetonitrilo/metanol/H20 8:1:1 (v/v) con una proporcion de flujo
de 1 mL/min y se corrid a la temperatura ambiente. La excitacion y longitudes de onda de
la emision estaban fijas en 365 y 415 nm respectivamente. El pico de toxina detectada fue
identificado por la comparacion con el pico de retencion del estandar de ficotoxinas de
toxinas diarreicas por envenenamiento de moluscos. Este método separa cromato
graficamente y detecta a las toxinas por fluorescencia luego de la derivatizacién pre-

columna.

4.7. Crecimiento celular y contenido de pigmentos en P. lima.
Las células aisladas fueron mantenidas en ambiente controlado con ciclos de luz y
oscuridad de 12 h, con iluminacion entre 279 pE/cm” /min y temperatura de 25 + 3 °C. Una

vez que se logrd la multiplicacion celular (> 50 céls.) en algunos de los pocillos de la
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placa, el ino6culo se mantuvo en tubos de vidrio de 10 mL, reinoculdndose a volimenes
mayores hasta alcanzar 2 L para ser utilizado en el experimento.

Una vez obtenido el cultivo, se prepararon cuatro tratamientos con tres réplicas
cada uno con diferentes relaciones de Nitrogeno: Fosforo (N:P) de 7:1, 16:1, 20:1 y 40:1.
Las modificaciones del medio f/2 (Guillard 1983) con las relaciones N:P se muestran en la

tabla I.

Tabla I. Relacion nitrogeno fosforo (N:P) en cada tratamiento

\ RELACION N:P mL de NO; por L de medio
7:1 0.29 mL/L
16:1 0.666 mL/L
20:1 0.833 mL/L
40:1 1.666 mL/L

Se utilizaron 100 mL del cultivo y se adicionaron 500 mL del medio /2 modificado
en cada réplica y para cada tratamiento. Una vez iniciado el experimento se muestred al
tiempo inicial y posteriormente cada cuatro dias. El volumen para los conteos celular fue
de 2 mL y se preservaron con solucion de Lugol, y 20 mL para la determinacion de
pigmentos y nutrientes. Los pigmentos incluyeron clorofila c, (chl c»), clorofila a (chl a),
perididina, diadino y B-caroteno y fueron medidos por HPLC, usando el método descrito
por Vidussi et al. (1996). Para la determinacion de nitratos disueltos en agua el método de
Morris y Riley (1963) y para los ortofosfatos disueltos en agua el de Murphy y Riley
(1962), ambos con limites de deteccion de 0.1 pmol.

Para el analisis de pigmentos se filtré 20 mL de cultivo a través de una membrana

de fibra de vidrio GF/F de 0.7 um de tamafio de poro. Los filtros se colocaron en tubos
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eppendorf y se almacenaron a -80 °C para su posterior extraccion. La extraccion de los
pigmentos se llevé a cabo con acetona grado HPLC al 100 %, se dejaron extraer por 24 hrs
a -20 °C en la oscuridad. Posteriormente se centrifugd a 4000 rpm 15 min a 5 °C. El
extracto se recuperé con ayuda de pipetas Pasteur de vidrio, se transfirid a viales
criogénicos y se almacenaron a -20 °C; posteriormente se extrajeron 20 uL y se inyectd en
el Cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC, modelo 1100, Hewlett Packard).

La separacion de los pigmentos se hizo, utilizando una fase movil, conjugando dos
soluciones. La solucion A fue una mezcla de metanol y acetato de amonio 1N, en una
proporcion 70:30 v/v y la solucion B metanol grado HPLC al 100 %. La fase estacionaria
utilizada fue una columna MOS Hypersil C8, de 10 cm de longitud, de 0.45 cm de didmetro
y rellena de particulas de silice de 5 um. El detector utilizado fue un arreglo de diodos con
un rango de longitud de onda de 190-900 nm y capacidad para determinar cinco longitudes
de ondas fijas.

La identificacion se realiz6 tomando en cuenta dos criterios:

a) Tiempo de retencion de los estandares
b) Espectro de absorcion luminosa (350-750 nm), obtenidos con el
detector de arreglo de diodos.

La cuantificacion se realizd construyendo una curva de calibracion para cada
pigmento, inyectando varias concentraciones conocidas de los estandares entre (3 y 10
ng/ul). También utilizando el factor respuesta de cada pigmento.

El conteo celular de cada réplica y tratamiento se realiz6 en una camara Sedgwick-

Rafter de ImL de capacidad, bajo un microscopio biolégico de luz de transmision (Leica
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DMLS) con 120x de magnificacion, expresando la concentracion en células por mililitros
(cél/mL).

En la fase exponencial de cada tratamiento se determinaron los pardmetros
poblacionales: velocidad de crecimiento (K), Tiempo de duplicacion TD (dias), segin Leal
et al. (2004). Estos parametros se determinaron segun las formulas:

K=(nCf -InCi)/(tf —ti)

Donde:

Ci=densidad celular inicial

Cf = densidad celular final

ti = tiempo al inicio de la fase exponencial

tf = tiempo al final de la fase exponencial

y

D =In2/K

4.8. Aislamiento y cultivo de G. toxicus.

G. toxicus fue aislado sobres las macroalgas de los cayos que protegen la zona de
estudio, siguiendo la metodologia descrita para P. lima.

El cultivo se mantuvo durante tres meses en medio K (Keller y Guillard, 1985) en
frascos de cristal de 250 mL de capacidad. La concentracion celular se cont6 al inicio y al
final del cultivo. La cosecha de las células se realiz6 por centrifugacion a 3500 rpm durante

5 min.
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Para detectar la toxicidad en las células cultivadas y en las del medio natural, se
utilizd el método bioldgico de bioensayo en ratdén descrito por Yasumoto et al. (1984),
utilizando primeramente acetona como solvente y después una solucion salina de Tween
60/0.9%. Del extracto diluido se tomaron 0.5ml y se inyectaron intraperitoneal con cada
extracto 4 ratones de 20 £+ 2 gr de peso y uno con solucion salina de Tween 60% (patrdn).
Se tom¢ el tiempo en que aparecid en cada raton el primer sintoma de la intoxicacion, hasta
su muerte. El bioensayo se realizo durante 24 horas. La mortalidad se expresa en unidades
de raton (UR que es igual a 5 ng CTX-1).

La relacion entre la dosis y el tiempo de muerte de raton se determind seguin la
ecuacion de Lewis (1995):

logUR = 2.3*log(1+T™")

Donde:

UR = numero de unidades de raton con extractos de ciguatoxinas inyectados

T= Tiempo de muerte expresado en horas.

4.9. Métodos estadisticos.

Para la interpretacion de los resultados de la abundancia sobre el sustrato de
macroalgas se utiliz6 un analisis de ANOVA/MANOVA para relacionar la abundancia total
en espacio y tiempo de dinoflagelados épifitos potencialmente tdxicos con las variables
fisico-quimicas y ambientales en los dos ciclos anuales. Cuando se encontraron diferencias
significativas (p< 0.05) se utiliz6 el método a posteriori (LSD), para determinar cuales de

las variables independientes diferian del resto. La relacion entre la abundancia de G. toxicus
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y P. lima con las variables fisico-quimicas se realizO a través de un Andlisis de
Componentes Principales. Todo el andlisis se realizé utilizando Statistic v. 4.5 (StatSoft
INC, 1993).

Para los datos de sedimento se utilizd el Software Primer 5 para Windows v. 5. 2. 9,
para determinar la afinidad entre las especies mediante un analisis de ordenacion NMDS
con la abundancia de los dinoflagelados potencialmente toxicos utilizando la opcioén de
agrupamiento promedio, partiendo de la matriz de similaridad de Bray-Curtis. Para
establecer diferencias significativas entre las muestras a nivel espacial y temporal se

efectud un analisis de similaridad ANOSIM (Clarke y Warwick 1994).

5. RESULTADOS.

5.1 Caracteristicas fisico-quimicas de la zona.

Los valores de temperatura se corresponden con la época del afio. La temperatura
comienza a aumentar a partir del mes de abril hasta alcanzar su valor promedio maximo
durante el mes de agosto en los dos periodos (31.44 °C y 31.68 °C). Los minimos se
corresponden con la entrada de frentes frios durante el periodo de seca, registrandose el
minimo en el mes de febrero 26.42 °C en el afio 2000 y 25.26 °C en el 2002, (Fig 3). Los
valores de la salinidad fueron desde un medio salobres (11.61 ups) en septiembre de 1999,
hasta los caracteristicos del agua marina (37.97 ups) en el mes de octubre del mismo afio,
mientras que en el periodo 2001-2002, estuvieron por encima de 30.8 ups (Fig 4). La
velocidad del viento oscil6 entre 0.5 y 10.5 m/s, con la velocidad media mas baja entre los

meses de mayo y octubre en 1999 y entre mayo y noviembre en el 2001 (Fig 5).



28

33 1
——1999-2000
32 A1 —e—2001-2002
31 A
30 -
29

28

Temperatura ( °C)

27 A

26

25 T T T T T T T T T T T T d

Fig. 3 Valores medios mensuales de la temperatura del agua durante los dos ciclos anuales.
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Fig. 4. Valores medios mensuales de la salinidad en los dos ciclos anuales

Nutrientes.
Al analizar la variabilidad mensual de los nutrientes, se observé de forma general la

misma tendencia en los dos ciclos anuales. En el caso de los compuestos del ciclo del
nitréogeno, nitrato y amonio (NO; y NHy), tanto en el periodo 1999-2000, como en el del

2001-2002, la mayor concentracion media se encontr6 en el mes de septiembre, siendo
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mayor en el primer periodo y el NHy, fue el mas abundante, representando mas del 65 %

del NT en cada estacion, llegando a alcanzar concentraciones hasta dos veces superiores en

el periodo 1999-2000 a las registradas en el 2001-2002 (Fig 5 A y B).
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Fig. 5. Concentracion media de nitratos (NOs), amonio (NH,) y el nitrégeno inorganico total

(NT), durante el periodo 1999-2000 (A) y el 2001-2002 (B).



30

La variacion de la concentracion del fosforo (PO4) para ambos periodos, se muestra en
la Fig. 6, en el periodo 1999-2000, se observd la mayor concentracion en septiembre (7,07
umol/L), encontrandose valores minimos muy similares en abril de 1999 y enero y febrero del

2000 (0,22 y 0,21 umol/L), (Fig. 6A
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Fig.6. Concentracion media de fosfatos (PO4) y fésforo total (PT) durante el periodo 1999-

2000 (A) y el 2001-2002 (B).
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Por su parte, el periodo 2001-2002, aun cuando la concentracion fue menor que en el
anterior, se observd una mayor variacion entre los meses, correspondiéndole al mes de
septiembre del 2001 el valor mayor (1,55 umol/L) y el minimo (0,20 umol/L) en marzo del
mismo ano (Fig 6B).

La relacion N:P, en los dos ciclos de estudio muestran un comportamiento similar
desde el mes de marzo hasta mayo, con el maximo de la relacion para ambos en el mes de
abril (16:1 y 21:1), la primera correspondiente al periodo 1999-2000 y la segunda al 2001-
2002. En los meses siguientes se observa de manera general un comportamiento diferente
entre los dos ciclos, variando la relacion entre 7 y 13, siendo en este caso el valor de la

relacion mayor en el periodo 2001-2002 (Fig 7).
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Fig. 7. Variacion de la relacion nitrogeno-fosforo (N:P) durante los dos ciclos anuales.
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La velocidad media del viento en la zona, se mantiene la mayor parte del afio por debajo de
los 3 m/seg durante las primeras horas del dia, principalmente en el periodo comprendido
entre mayo y octubre, pudiendo solo verse afectada durante esta época del afio por algunas
tormentas, huracanes y a partir del mes de noviembre hasta en mes de abril por la entradas

de frentes frios (Fig 8).
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Fig.8. Variacion de la velocidad media del viento durante los dos ciclos de estudio.

5.2. Composicion de dinoflagelados épifitos nocivos.

El analisis cualitativo de los dinoflagelados epifitos permiti6 identificar cuatro
género y siete especies de dinoflagelados nocivos; cinco de ellos son nuevos registros para
las aguas cubanas. El género Prorocentrum fue el mas abundante con cuatro especies.

(Tabla III).



Tabla II. Dinoflagelados bentonicos nocivos identificados sobre el sustrato de

macroalgas en el area de estudio y la abundancia (cél.g™) en los dos ciclos anuales.

Periodos
Especies 1999-2000 2001-2002
Gambierdiscus toxicus Adachi & Fukuyo 6716 £1124.6448 15358 £1176.2302
Prorocentrum lima (Ehrenberg) Dodge 26 009 £2526.3194 37 778 £2399.4809
P. belizeanum Faust* 647 £94.2683 398 £167.0422
P. mexicanum Osorio-Tafall * 52 £14.4222 110 +£50.2486
P. concavum Fukuyo* 651 £ 180.5549 118 £164.5266
Coolia monotis Meunier* 457 +43.1724
Ostreopsis lenticularis Fukuyo* 471 +42.9318

*Nuevos registros para Cuba.

5.3. Abundancia y distribucion de dinoflagelados epifitos nocivos.
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En todas las estaciones se encontraron dinoflagelados nocivos durante ambos ciclos

anuales. No se encontrd diferencia significativa entre el nimero de célula entre transectos

(ANOVA/MANOVA p < 0.05). La mayor abundancia se encontr6 en las estaciones mas

profundas (estaciones 5 y 6) con valores medios de 1 150 y 1 120 cél. g”' para el primer

ciclo anual y 1437 y 1 409 cél g”' para el segundo. En los dos ciclos anuales la abundancia

mas baja se encontr6 en la estacion 1 (cerca de la desembocadura del rio), con

concentraciones promedio de 175 y 348 cél. g (Fig. 9).
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Fig. 9. Distribucion y abundancia media de los dinoflagelados nocivos encontrados en las
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staciones de muestreos (marzo 1999-2000 y marzo 2001-2002).

P. lima fue la especie dominante (> 50%) en todas las estaciones seguida de G.

toxicus (8 a 33%), las especies restantes estuvieron por debajo del 8% (Fig. 10A y 10B).
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Fig. 10 Porcentaje de dinoflagelados nocivos por especies y estacion desde marzo 1999 a

marzo 2000 (A) y desde marzo del 2001-2002 (B).

La abundancia media en los dos ciclos, mostré una conducta similar en el periodo
marzo-julio donde alcanza el valor promedio mas alto en junio (1,012 y 1,089 cél. g™)
respectivamente.

El modelo de distribuciéon temporal (Fig. 11) cambia entre agosto y noviembre
durante los dos ciclos y a partir de este mes, se ve como comienzan a disminuir hasta
alcanzar la concentracion mas baja (21 cél. g™) en febrero. En el periodo 1999-2000, se
observo una disminucion muy abrupta en la concentracion celular en agosto y septiembre.
Durante el tltimo mes no hubo registro de especies de dinoflagelados nocivos en el area, el

segundo pico de abundancia (609 cél.g™) fue registrado en octubre.



36

1200

ey 1000
3

T 800 -
T

£ 600 -
8
)

g 400 -
=
=

2 200 -
<

0

——-—1999-2000 —e—2001-2002

Fig. 11. Abundancia media mensual de dinoflagelados nocivos desde marzo 1999-2000 a

marzo 2001-2002

P. lima fue la especie mas abundante en su distribucion temporal durante los dos
ciclos anuales, excepto en el mes de mayo, donde G. toxicus representd el 66.75 y 51 % de
la concentracion total; las demas especies aun cuando estuvieron presentes durante gran
parte de los meses, se encontraban en concentraciones por debajo del 8 %. (Figs. 12A 'y

12B).
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La abundancia total de dinoflagelados nocivos fue mayor sobre las macroalgas de
los grupos Phacophyta y Chlorophyta durante los periodos 1999-2000 y 2001-2002 (39 a
57%, y 36 a 62%). La de P. lima fue mayor sobre Padina sp. y Dictyota menstrualis

(Phaeophyta, 82%), y de Ulva lactuca y de Chaetomorpha sp (Chlorophyta, 17%) (Fig.

12).

1%

17%

m Phaeophyta O Chlorophyta m Rhodophyta

Fig 13. Porcentaje de P /ima en cada grupo de macroalgas (Phaeophyta, Chloropyta, y

Rhodophyta).

G. toxicus principalmente se encontrd sobre D. menstrualis 'y Padina sp
(Phaeophyta, 78%), en Hypnea -cervicornis (Rhodophyta, 17%), asi como en
Chaetomorpha sp y Ulva lactuca (Chlorophyta, 5%). (Fig. 14). En Padina. sp fue la tnica

macroalga donde se encontraron las siete especies de dinoflagelados nocivos.
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Fig 14. Porcentaje de G toxicus en cada grupo de macroalgas (Phaeophyta, Chloropyta, y

Rhodophyta).

El resultado del analisis de ANOVA/MANOVA aplicado a la abundancia de P. lima
y G. toxicus entre los transectos, estaciones y meses, no mostrd diferencias significativas
(p>0.05) entre los transectos para las dos especies durante el estudio. Para P. lima hubo
diferencias significantes (p>0.05) entre las estaciones y meses. El andlisis a posteriori
(LSD) mostr6 que la estacion No. 5 difiere de las demas en los meses mayo y octubre de
1999 y en junio del 2001.

G. toxicus mostrd diferencias significativas (p>0.05) de la abundancia entre los
meses, siendo los meses que diferian mayo y junio (periodo 1999-2000) y mayo (para el
periodo 2001-2002).

En el periodo 1999-2000 se observa correlacion significativa y positiva de la
abundancia de G. toxicus y P. lima al componente I de las variables hidrograficas

(nutrientes y temperatura) y negativa con la salinidad lo que sugiere el aporte de agua de
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baja salinidad. En el Componente II ambas especies tienen la misma importancia en su
asociacion con las variables medio ambientales. Esto sugiere que las condiciones en el area

de estudio facilitan el desarrollo de ambas especies. (Fig.15).

ACC 99-00
82 F T T T

Component I1

Component I

Fig. 15. Relacion entre la abundancia de P. lima y G. toxicus y las variables fisico-

quimicas obtenidas por Analisis de Componentes Principales durante 1999-2000.

En el analisis del periodo 2001-2002, se observa que el comportamiento fue similar
al afo anterior. Se ven los nutrientes asociados positiva y significativamente al componente
I (con excepcion del nitrito) y en forma negativa a la salinidad ratificando la tendencia de
aportes de agua de baja salinidad. Igual ocurre para el Componente II donde las dos

especies de dinoflagelados se hayan asociadas significativamente. (Fig.15).
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Fig.16. Relacién entre la abundancia de P. lima y G. toxicus y las variables fisico-

quimicas obtenidas por Analisis de Componentes Principales durante 2001.2002.

5.4. Composicion de dinoflagelados nocivos sobre el sedimento.

El analisis cualitativo mostro la presencia de siete especies pertenecientes a cuatro
géneros (Gambierdiscus, Prorocentrum, Coolia y Ostreopsis). El género Prorocentrum fue
el mas representativo, con cuatro especies (P. lima, P. belizeanum, P. concavum y P.
mexicanum).

En cuanto a la composicion espacial de las especies sobre el sedimento (Fig. 17), se
pudo observar que las estaciones I y VI son las menos representadas (cuatro especies),
mientras que el resto tuvo al menos seis especies, de las cuales P. /lima fue dominante,

principalmente en la I y VI, con valores superiores al 75 %.
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Fig 17. Porcentaje de la abundancia de las principales especies de dinoflagelados nocivos

en sedimento en el periodo comprendido entre marzo del 2001 y marzo del 2002

La variacion espacial de la densidad celular oscilo entre 740 y 2 360 cél.cm’. El
menor valor se encontrd en la estacion I, que es la mas proxima a la desembocadura del rio,

mientras que el maximo se encontrd en la estacion II1. (Fig. 18).

3000 A

2500 -

2000 -

1500 -
1000 -
500 -
0 T T T |
v v VI

1 I m

3

Abundancia (cél.cm)

Estaciones

Fig 18. Variacion de la abundancia espacial (cél.cm’) y el error estandar (n=78) de
dinoflagelados nocivos sobre el sedimento en el periodo entre marzo del 2000 y marzo del

2001.
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La variacion temporal de la densidad celular de los dinoflagelados bentonicos (Fig.
19) fluctu6 entre 120 y 2 090 cél.cm’, registrandose la menor abundancia en los meses de

enero y febrero, mientras que el maximo se encontrd en el mes agosto.
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Fig. 19. Variacion de la densidad y el error estandar (n=18) de los dinoflagelados nocivos

sobre el sustrato de sedimento durante el periodo marzo del 2001-marzo 2002.

Al analizar los resultados por el método del Escalado Multidimensional (MDS), se
pudieron diferenciar de acuerdo a la concentracion celular tres grupos de estaciones: uno
formado por las tres submuestras de la estacion I, el otro por las submuestras de la VI y el
otro con las de las restantes estaciones. A su vez dentro del ultimo grupo se diferencian tres
subgrupos, uno conformado por las submuestras de la estacion II, otro por las de la V y el

tercero por la combinacion de las submuestras de las estaciones Il y IV. (Fig 20).
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Fig.20. Agrupamiento de las estaciones y submuestras de acuerdo a la abundancia de

dinoflagelados potencialmente toxicos sobre el sedimento.

Los resultados del ANOSIM se expresan en la tablalll, donde el indice R oscila
entre 0 y 1, los valores mas proximos al cero, demuestran mayor semejanza entre estaciones
y viceversa. De acuerdo a estos resultados las estaciones III y IV son las que mas se

asemejan, seguidas de la Il y V.

Tabla III. Semejanza entre las estaciones de acuerdo a los resultados del ANOSIM.

ESTACIONES R ESTACIONES R
I-1I 1 II-VI 1
I-111 1 II-1vV 0
-1V 1 II-v 0.519
I-v 1 V-VI 1
I-VI 1 V-V 0.778
II-111 1 IV-VI 1
[I-1vV 1 II-1v 1
II-V 0.963
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5.5. Caracterizacion taxonémica y toxinas de P. lima cultivado en medio K.

El crecimiento celular al inicio del cultivo fue de 400 cél .mL"' y a los 27 dias
cuando se concluy6 fue de 65000 cél. mL™ de P. limas. En las caracteristicas taxonomicas
de las células, se observo una depresion en forma de V en la parte anterior de las células, y

la distribucién de poros en la superficie valvar y marginal, excepto en la parte central.

(Fig.21).

Fig 21. Caracteristicas morfoldgicas de P. lima.
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5.6. Analisis de DSP de P. lima en ambiente controlado cultivo y en medio
natural.

El andlisis cuantitativo por HPLC de las toxinas de P. lima (Fig. 22), confirm¢ la
presencia de toxinas diarreicas (CTX-1) por primera vez en las aguas de la plataforma

cubana, el que fue determinado con el cromatograma estandar de DTX-1 (Fig. 22A).
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Los correspondientes a la concentracion de las células cultivadas y las del medio natural se
muestran (Fig. 22B y 22C). El contenido de toxinas de las células cultivadas fue de 7.15

pg.cél’! y para las del medio natural fue de 4.2 pg.cél”’ (g peso hiimedo de macroalga).
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Fig 22. Cromatograma del estandar de DTX-1 (A), en células del medio (B) y en células de

P. lima cultivadas (C).

5.7. Crecimiento celular y concentracion de pigmentos en P. /ima con diferentes
concentraciones de NO;.

En todos los tratamientos se observd un efecto positivo de la concentracion de NOs
en el crecimiento de P. /ima. La concentracion media celular al inicio y al final del

experimento fue diferente para cada tratamiento. En el tratamiento donde la relaciéon N:P



48

era 7:1 (900 - 86 291 cél/mL), 16:1 (1392-90 932¢&l/mL), 20:1 (966 - 99 884cél/mL) y

40:1 (1 325- 116 779 cél/mL). Fig.23.
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Fig. 23. Curva de crecimiento de P. /ima en los tratamientos con diferentes concentraciones

de NOs (7:1, 16:1, 20:1 y 40:1).

En relacion con los pardmetros poblacionales, se pudo observar, que la especie tiene
un crecimiento muy lento en todos los tratamientos (0.058 +0.031 y 0.066 £0.0355), con
una fase exponencial prolongada comenzando a partir del primer dia de iniciado el
experimento, hasta el dia 40 aproximadamente. El tratamiento que contenia la relacién N:P
(20:1) fue el que produjo una mayor velocidad de crecimiento en la fase exponencial (0.066
+0.0355 div.d™), siendo mas marcada a partir del dia 32 del cultivo, a su vez mostrd menor

tiempo de duplicacion para esta fase del cultivo. Tabla IV.
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Tabla IV. Parametros poblacionales medidos para la fase exponencial del crecimiento de

P. lima en los diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS K TD
1: (N:P=7:1) 0.065 +0.0369 9.700 £ 2.778
2: (N:P=16:1) 0.061 +0.0368 9.933 + 2.397
3: (N:P=20:1) 0.066 +0.0355 9.637 £ 2.410
4: (N:P=40:1) 0.058 +0.031 9.905 + 1.474

La concentracion de fosfatos (Fig.24) tuvo en todos los tratamientos una drastica
disminucion a partir del inicio del experimento, hasta llegar a agotarse al octavo dia de

iniciado.

—e— N:P 7:1

5 —a— N:P 16:1
—a&— N:P 20:1
—l— N:P 40:1

Conc media (micromol/l PO4)
S

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Dias

Fig. 24. Cambios en la concentracion de fosfatos durante el crecimiento de P. lima en los

diferentes tratamientos.

El comportamiento del NOs (Fig.25) fue diferente entre tratamientos, observandose

en cada uno un decrecimiento gradual. En el caso del tratamiento con la relacion N:P (7:1),
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se agotd al mismo tiempo que el fosfato (dia 8), y en los de 16:1 y 20:1, ocurri6 a los 20 y
28 dias respectivamente, ambos antes de que terminara la fase exponencial del crecimiento,

mientras que en el de 40:1, se agot6 al inicio de la fase estacionaria del cultivo.
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Fig. 25. Cambios en la concentracion del nitrato durante el crecimiento de P. lima en los

diferentes tratamientos.

De los pigmentos analizados en las células de P. /ima (Fig. 26) se vio que, en
todos los tratamientos el pigmento predominante fue la chl a (Fig. 26A), seguido de la
perididina (Fig. 26B), chl c, (Fig. 26C) y en menor cantidad el -caroteno (Fig. 26D).
Este tltimo presentd la mayor variacion a través del tiempo. Al analizar la correlacion
entre la concentracion celular y la de los pigmentos se pudo observar que las mejores
correlaciones se encontraron en el tratamiento donde la relacion N:P es 40:1, atin con el

B-caroteno que fue el pigmento menos abundante. En ninguno de los tratamientos se



encontro diferencias significativas entre la concentracion de los pigmentos (p>0.05) y la

concentracion celular.
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Fig. 26. Relacion entre la concentracion celular y el contenido de pigmentos en P. lima

en los cuatro tratamientos: chl a (A), perididina (B), chl ¢, (C) y B-caroteno (D).
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5.8. Deteccion de ciguatoxinas (CTX) en células de G. toxicus en ambiente
controlado y en el medio por bioensayo en raton.

Los ratones inyectados con los extractos de G. toxicus extraidos tanto de las
células medio como las de cultivo, mostraron signos caracteristicos de la intoxicacion, a
los 50 min, en los organismos cultivados y a los 87 min los inoculados con el extractote
las células del medio. Los signos observados fueron salivacion, diarrea, lagrimeo, disnea
y descoordinacién en sus movimientos y muerte por asfixia (Tabla VII). La primera
muerte ocurrido a los 95 min en los ratones inyectados con el extracto de las células
cultivadas, mientras que en las del medio fue a los 108 min.

Tabla V. Bioensayo de raton de toxicidad (CTX) en G. toxicus del medio natural y

cultivado en ambiente controlado.

Extractos Sintomas Tiempo de Toxicidad
sobrevivencia CTX
(ng/kg)
Diarrea, salivacion, vomitos,
. : .,

Cultivo temb ores, descoordinacion 7 hrs 154053
de movimientos,
convulsiones y asfixia.
Diarrea, salivacion, vomitos,

Medi temblores, descoordinacion

edio es, 10 hrs 1734 0.60
natural de movimientos,

convulsiones y asfixia..

53
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6. DISCUSION

Los resultados de la concentracién de nutrientes encontrados durante este estudio,
demuestran una eutrofizacion en las aguas de esta zona, donde se ve la influencia que ejerce
sobre la misma el aporte del rio Jaimanitas, el que descarga diariamente altas cantidades de
nitrogeno y fosforo provenientes de los residuales domésticos e industriales de
asentamientos de la poblacion e industrias cercanas a sus margenes. Montalvo et al. (2001)
en un estudio realizado en esta misma zona, encontraron al igual que en el presente trabajo,
altas concentraciones de compuestos nitrogenados, fundamentalmente amonio,
coincidiendo de que la zona est4 eutrofizada. Lo anterior esta avalado por los resultados de
Boynton et al. (1995) en la Bahia de Chesapeake en Estados Unidos, D'Avanzo (1994) en
la Bahia Waquiot en Massachussets y Ortiz ef al. (1993) en la Bahia de Guaymas, Sonora,
Meéxico, donde todos coinciden, en que elevadas cantidades de nitrogeno y fosforo en el
medio, inducen un efecto de deterioro y eutrofizacion en las zonas costeras.
Particularizando para la region del Caribe, Schaffalke (1999) nos dice que la actividad
antropogénica ha provocado un incremento en la entrada de nutrientes a las zonas costeras,
facilitando el desarrollo de las macroalgas en diferentes ecosistemas, pudiendo ser esta una
de las causas de que en la zona seleccionada para este estudio, la mayor parte del afio haya
presencia de diferentes especies de macroalgas pertenecientes a los grupos de las
Phaecophyta, Chlorophyta y Rhodophyta, las que a su vez sirven de hospederas a los
dinoflagelados epifitos.

Todas las especies de dinoflagelados registradas sobre las macroalgas y el sedimento
en la zona de estudio, han sido consignadas como potencialmente toxicas y muchas de ellas

asociada a brotes de ciguatera, en diferentes regiones. G. foxicus, especie principal involucrada
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en este tipo de intoxicacion en humanos por consumo de peces, se reporta conjuntamente con
P. lima y O. lenticulares para las aguas de las islas de la Polinesia Francesa (Bagnis, et al
(1988), en las costas de Belice, Morton y Faust (1997), reportan ademas de las especies
anteriores a P. belizeanum y P. mexicanum, y plantean que las bajas densidades de estas
especies sobre la macroalga parda Thalassia testudinum en el extremo sur de la barrera de
coral, puede ser responsable de la baja incidencia de ciguatera en Belice. A su vez plantean
que en estudios ecoldgicos en areas endémicas de ciguatera muchos dinoflagelados ademas de
G. toxicus son capaces de producir toxinas asociadas a esta intoxicacion, donde incluyen a P.
mexicanum'y C. monotis.

La abundancia de las especies registradas, estan dentro del rango reportado para el
Océano Pacifico (Gillespie et al. 1985; Bagnis et al. 1988; McCaffrey et al. 1990), y para el
Caribe y los Cayos de la Florida (Taylor y Gustavson, 1986; Carlson y Tindall 1985 y
Morton y Faust, 1997), y por debajo de los encontrados en las islas Gambierd (5.5x 10°
cél.g™) por Yasumoto et al. 1980, asi como el reportado por Turquet ef al. (2000) en las
Islas Mayotte para la especie G. toxicus, la cual lleg6 a alcanzar densidades del orden de las
60 400 cél.g™' de macroalga.

El incremento en la concentraciéon de dinoflagelados potencialmente tdxicos
encontrado en el periodo de mayo a octubre, estd inducido por las condiciones fisico-
quimicas imperantes en el area, donde se ve una mayor estabilidad en la temperatura, la
velocidad del viento, mayor transparencia en la columna de agua, lo que conjuntamente con
la concentracion de nutrientes presentes en sus aguas, facilita el desarrollo del sustrato de
macroalgas y a su vez el desarrollo de los dinoflagelados epifitos. La baja abundancia en

agosto y septiembre de 1999, fue debido a las lluvias que tuvieron lugar (338 mm), en solo
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tres dias, que provocaron disminucion de la salinidad y la transparencia del agua, lo que
afectd la permanencia del sustrato de macroalga, quedando solamente algas filamentosas
del género Chaetomorpha, cerca de la desembocadura del rio y en las estaciones mas
alejadas se encontraron algunos parches de Padina sp. Estas macroalgas mostraron una
deposicion de sedimento, que limitd el crecimiento de los dinoflagelados epifitos sobre ellas,
pudiendo haber ocurrir lo planteado por Vila, et al. (2001) de que la superficie de las
macroalgas en ambientes con turbulencia, se ve limitada para ser colonizadas por las
microalgas epifitas, las que tienen que migrar a la columna de agua, o hacia zonas de mayor
estabilidad. Por otra parte, Ballesteros, (1999) hace referencia, sobre el efecto negativo que
ejercen los fendomenos meteoroldgicos como, tormentas y abundantes lluvias sobre las
macroalgas, reduciendo su biomasa y la de los organismos epifitos.

Esta misma situacion de turbulencia, se pone de manifiesto durante la entrada de los
frentes frios, en la costa norte de Cuba, pudiendo ser una de las causas que esté incidiendo en
la abundancia de los dinoflagelados epifitos y benténicos en la zona, en el periodo
comprendido entre los meses de noviembre y abril, donde se observa una disminucion en la
concentracion de dinoflagelados potencialmente toéxicos en ambos periodos, y que coincide
con la entrada de los frentes frios, donde el efecto de la velocidad del viento en el medio
ademas de provocar turbulencia en la columna de agua, facilita el desprendimiento de estos
organismos de la superficie del sustrato de macroalgas y del sedimento, si se tiene en cuenta
que los nutrientes no estan deficitarios en el medio con relaciones de N:P superiores a (7 ), y
en el caso especifico del mes de abril llegaron a ser de 16:1 en el periodo de 1999-2000 y de
21:1 en el 2001-2002, con concentraciones promedios de dinoflagelados de 36 y 99 cél.g™ de

microalga. Todo lo anterior corrobora lo planteado por Carlson y Tindall (1985) sobre los
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resultados de la abundancia de estos organismos en las Islas Virgenes, de que la
distribucion y abundancia de estos organismos no estan limitadas a un solo factor sino a un

conjunto de factores del medio en que se desarrollan.

Los escasos estudios con que se cuenta en Cuba, sobre los dinoflagelados epifitos
potencialmente toxicos, concuerdan con nuestros resultados, de que la mayor abundancia es
durante el periodo mayo-octubre, coincidiendo con la época de verano (Valdés et al. 1992,
Popowski et al. 2001) De acuerdo con las estadisticas del Ministerio de Salud Publica,
también se reportan el mayor numero de intoxicaciones por ciguatera en Cuba,
fundamentalmente en la region NW. Carrera y Castro (2002) concluyen que, aunque la
enfermedad estd presente durante todo el ano la mayor incidencia ocurre en el periodo de

mayo a octubre.

Prorocentrum, es uno de los géneros mdas importante entre los dinoflagelados,
debido al nimero de especies potencialmente toxicas que presenta, asi como, a su gran
abundancia y distribucion. Particularizando para el area de Jaimanitas, se registraron cuatro
especies de Prorocentum, siendo P. lima la especie que predomina tanto espacial como
temporalmente durante todo el afo como epifita sobre todos los sustratos de macroalgas,
excepto en el mes de mayo, donde predomina G. foxicus. El predominio de P. lima en la
zona de estudio, obedece entre otras causas a lo planteado por (Carlson y Tindall, 1985 y
Pan, et al. 1999), de que esta especie estd asociada a habitats con altas concentraciones de
fuentes de nitrégeno, principalmente al amonio, compuesto que en la zona, representd mas
del 65% de la concentracion del nitrégeno total en todas las estaciones durante todo el afo.

Bomber ef al. (1985) también la reportan como perenne durante todo el afio en los Cayos de
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la Florida, con mayor abundancia en el periodo de noviembre a mayo, cuando la
temperatura era menor de 26 °C. Para las aguas australianas, Heil e al. (1998) la dan como
la mas abundante y asociada a la ciguatera, mientras que, Tindall y Morton, (1998) la
asocian como un frecuente componente de la comunidad epifita en areas endémicas de

ciguatera.

Debido al predominio de P. lima, tanto espacial como temporal, no podemos
afirmar de que existe un patréon de distribucion de esta especie en la zona, cosa que si
ocurre para G. toxicus, donde solo abunda en los meses de verano (mayo-octubre), con el
maximo en el mes de mayo en ambos periodos, coincidiendo con el inicio del verano en
Cuba, donde las condiciones imperantes en el medio, como alta temperatura, mayor
estabilidad en la columna de agua, debido a la disminucién en la velocidad del viento,
facilita su desarrollo. Estos resultados concuerdan en parte con los reportados por Chinain,
et al. (1999), quienes encontraron en Tahiti (Polinesia Francesa), que G. spp alcanza su
maxima densidad al inicio y final de la época de calor, en nuestro caso, nunca fue
abundante en el mes de octubre, cuando finaliza la época de calor. Para otra area de la costa
norte de La Habana fue abundante en mayo y agosto en ausencia de fuertes lluvias, mar en
calma, buena transparencia del agua y vientos débiles (Popowski et al. 2001) y en el Caribe
Oriental fue encontrado en todos los puntos de muestreos excepto en aquellos que recibian
directamente la influencia de agua dulce como también ocurre en este estudio donde fue

mas abundante en las estaciones mas alejadas de la costa.

En cuanto a los resultados obtenidos sobre la abundancia de G. foxicus y P. lima en

los diferentes grupos de macroalgas, en el area de Jaimanitas, aun cuando se reportaron
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sobre todas las macroalgas, esta fue siempre mayor sobre las macroalgas del grupo de las
algas pardas (Phaeophya), no coincidiendo con los resultados encontrados para G. foxicus
por Yasumoto et al. (1980) en las Islas Gambier y Grzebyk et al. (1994) para las Islas
Mayotte, donde sostienen el criterio de que se desarrolla mejor sobre las algas rojas
(Rhodophyta). Nuestros resultados, los atribuimos, a que sobre ellos estén incidiendo las
caracteristicas morfoldgicas de las macroalgas, que aun predominando en géneros las algas
rojas, prevalecen de forma general, las especies del tipo filamentosas y tubiculas, por lo que
la superficie para fijarse los dinoflagelados epifitos es menor, no ocurriendo lo mismo con
las del grupo de las pardas, que tienen mayor superficie por predominar las del morfotipo
foliaceas, coincidiendo con lo planteado por Bomber et al. (1985), donde plantean que el
area de superficie macroalgal parece ser un factor controlador de la densidad de los
dinoflagelados epifitos. A su vez coinciden con los resultados obtenidos por Delgado et al.
(2000) y Popowski et al. (2001), en una bahia artificial al NW de Ciudad de la Habana,
Cuba. Heil et al. (1998) en aguas australianas, sugieren que P. /ima no solamente es la
especie mas abundante de los dinoflagelados asociados a la ciguatera, sino también sobre
las algas pardas. Sin embargo Saint-Martin et al. (1988) sugirieron que la preferencia de G
toxicus es independiente del grupo de macroalga.

En el sedimento fangoso, el fuerte olor a sulfuro de hidréogeno detectado en las
estaciones | y VI evidencia la presencia de material organico en descomposicion, que llegan
a la zona por el arrastre del rio. Pérez (com pers), en un estudio previo realizado en los
sedimentos de la misma zona, encontrd presencia de metales pesados, como Co, Cd, Cr,
Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn , alcanzando su méxima concentracion (excepto el Co y el Cd) en

la estacion situada frente a la desembocadura del rio. Todos estos elementos, aunque en la
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literatura consultada, no se hace referencia de como son utilizados si se conoce que forman
parte de los micronutrientes, en los medios de cultivo de las microalgas planctonicas y
bentonicas.

La concentracion de dinoflagelados potencialmente toxicos sobre el sedimento, fue
nueve veces menor, que la reportada por Delgado et al. (en prensa), sobre el sustrato de
macroalgas para el mismo periodo y la misma zona, aun asi, estos organismos pueden
jugar un papel significativo en el desarrollo de poblaciones ciguatdxicas, como se ha visto

en algunas zonas de Belice (Faust 1993).

Las diferencias encontradas entre la abundancia en las estaciones pueden estar
condicionadas fundamentalmente por el tipo de sedimento, la ubicacion respecto a la
desembocadura del rio (diferencias en cuanto a carga de contaminantes) y la profundidad
de las mismas, donde el oleaje provocado el viento, actia sobre la remocion del sedimento
y de la concentracion de estos organismos, lo que se pone de manifiesto durante el periodo
diciembre-febrero, donde ocurre la mayor entrada de frentes frios a la zona, aumentando la
velocidad del viento y la turbulencia, factores que limitan el desarrollo de dinoflagelados

bentonicos (Bordeaux y Durant-Clement 1991).

Las caracteristicas morfoldgicas de P. lima observadas en las células cultivadas
tanto en medio K como en el {/2, este ultimo modificado con diferentes concentraciones de
NOs, coinciden a las descritas por otros autores en organismos de la misma especie aislados
en otras regiones (Fukuyo 1981, Faust 1991, Heredia et al. 2002).

Las concentraciones de la toxina diarreica del tipo DTX-1 (7.15 pg.cél” 4.2 pg.cél’

g peso humedo de macroalga) encontradas en las células de P. lima en cultivo y en las
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medio caen dentro del rango dado para esta especie aislada en otras regiones del océano.
Lee et al. (1989) observaron las variaciones en la concentracion de DTX-1 entre 6 y 14.3
peg. cél’! obtenidos en cinco cepas de P. lima aislados de las costas de Galicia. Bravo et al.
(2001) en estudios también realizados en cultivos esta especie de las costas de Galicia,
informan valores medios de 1.01 pg.cél” en el extracto de (PL6V) y de 12.45 pg. cél’,
para la cepa (PL9V). Nascimento et al. (2005) obtuvieron un rango entre 0.4 a 11.3 pg cél™.
En las costas del Pacifico mexicano Heredia et al., (2002) informan valores superior a los
nuestros (19.5 pg.cél™). Si bien la concentracion de DTX-1 de la cepa cubana, no es tan
baja comparada con algunas de las anteriores, si pudo haber influido corto periodo en que
se realiz6 el experimento (27 dias), donde todavia no habia concluido su fase de
crecimiento exponencial.

Morton y Norris (1990) y Jackson et al. (1993), concuerdan en que las condiciones
del medio, como alta temperatura, salinidad e intensidad de luz, pueden determinar un
aumento de la toxicidad en P. lima, condiciones del medio que prevalecen la mayor parte
del afio en las aguas de la plataforma cubana, de ahi que exista un alto riesgo de eventos de
DSP y de ciguatera relacionado con la presencia de esta especie en el area, aln si se tiene
en cuenta su permanencia y concentraciones altas en que se encuentra durante todo el afno
en la zona.

La cepa de P. lima cubana, presenta un crecimiento por dias muy bajo comparado
con las cepas aisladas por Tomas y Baden (1993) en los Cayos de la Florida, que presenta
un alto crecimiento (0.75 div.d™), donde el cultivo estaba enriquecido con fosfato y de
(0.16 y 0.45 div.d") donde el medio contenia glicerofosfato, las de Morton y Tindall (1995)

en tres localidades de la Isla Heron, Australia (0.35-0.20 div.d”), Pan, ef al. (1999) en una
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estacion de acuacultura en Nueva Escocia (0.1-0.15 div.d™), Heredia e al. (2002) en el
Golfo de California (0.107+0.003 div.d™). El comportamiento de la concentraciéon de
pigmentos en cada tratamiento, confirman los resultados obtenidos por Morton y Tindall
(1995) y Nascimento et al. (2005), de que la chl a es el pigmento que presenta la mayor
concentracion

La disminucion drastica del fosfato en el experimento casi al inicio de la fase de
crecimiento exponencial (dias 1-8) y los cambios paulatinos en la concentracion del
nitrato, hasta que el fosfato se fue agotado, da evidencia de que este compuesto es la fuente
preferida de fosforo y el compuesto limitante para el crecimiento de esta especie.

Los signos clinicos que manifestaron los ratones en el bioensayo, cuando fueron
inyectados con los extractos de G. foxicus del medio y los del cultivo, son tipicos a los
descrito para la ciguatera por (Anderson et al. 1983, Hokama 1988, Gascon et al. 2003). El
tiempo de muerte en los ratones, estd dentro del rango (37 min- 24 h) dado por Lewis

(1995), para que ocurra la primera muerte una vez que son inyectados.



63

7. CONCLUSIONES.

Se realizaron cinco nuevos registros para el microfitobentos de la plataforma cubana
P. belizeanum, P. concavum, P. mexicanum, C. monotis y O. lenticulares

El andlisis de la variacion espacio temporal de los dinoflagelados nocivos tanto las
epifitas como las bentonicas sobre sedimento, mostraron su mayor abundancia en el
periodo comprendido entre mayo y octubre, coincidiendo con la época de calor en Cuba y
cuando se registra la mayor cantidad de intoxicacion ciguatérica en el pais, principalmente
en la region noroccidental.

La especie dominante durante los dos ciclos anuales fue P. lima seguido de G.
toxicus y fueron nueve veces mas abundantes sobre macroalgas que en sedimento.

La abundancia de P. lima y G. toxicus esta relacionada directamente con la
concentracion de nutrientes, la temperatura del agua y la velocidad del viento.

La zona de estudio puede ser considerada como una zona de riesgo de eventos de
DSP y de ciguatera teniendo en cuenta la abundancia de P. lima y G. toxicus y que se
comprobd en condiciones controlada y en el medio la presencia de DTX-1 en P. lima por

HPLC y de ciguatoxinas en G. toxicus en bioensayo de raton
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