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PR:S  ACION

La VI Reunion Ibérica sobre Fitoplancton Téxico y Biotoxinas se celebrd en la sede de
la Consejeria de Agricultura y Pesca en Sevilla entre el 5y el 7 de mayo de 1.999, corriendo a
cargo de la Direccidon General de Pesca su organizacion vy financiacion, de acuerdo con el
compromiso adquirido dos anos antes en la V Reunion que se desarrolld en Vigo.

La Reunién conté con la asistencia de 55 panticipantes, presentandose un total de 38
comunicaciones orales, encuadradas fundamentalmente en tres areas de trabajo: programas
de seguimiento y control, toxinas y dindmica de poblaciones, ecologia y oceanografia.
Asimismo, se desarrollaron dos grupos de trabajo, uno sobre seguimiento del fitoplancton y
actualizacién de la lista de especies toxicas del litoral ibérico y otro sobre estandarizacién de
métodos e intercalibraciones para el analisis de biotoxinas.

A pesar del incremento en el numero de participantes, se ha intentado mantener el
ambiente distendido que presidia las primeras Reuniones Ibéricas, lo que sin duda facilita el
intercambio de informacion entre los profesionales que trabajan en este campo.

En estas Actas se recogen los resumenes de las comunicaciones presentadas, las
conclusiones de los grupos de trabajo desarrollados, que incluyen la actualizacion del listado
de especies toxicas del litoral ibérico y por ultimo el listado de participantes.

Por ello, me complace presentar estas Actas que suponen el reflejo de una actitud de
estrecha colaboracion entre todos los investigadores y técnicos de la administracion, que
debe conducir a obtener un mayor conocimiento sobre el crigen y desarrollo de los episodios
toxicos y un control mas efectivo sobre sus consecuencias, que sin duda se vera
incrementado en la préxima Reunidn prevista para el ano 2.001 en Alicante.

Maria Dolores Atienza Mantero
Directora General de Pesca y Acuicultura







ORDEN DE LAS SESIONES

08,30 - 09,30
05,30 - 10,00

10,00 - 11,00

11,00 - 11,30

11,30 - 14,00

14,00 - 16,00

16,00 - 17,45

Inscripcion.
Inauguracion.

I. Programas de sequimiento y control.

"Programa de control de fitoptancton téxico y biotoxinas en Andalucia". 1.
Marquez, M. Aguilar, J.J. Marco, L. Maman, L. Fernandez y A. Ocana.

"Sistema de control del CCCMM: aplicacién a un caso real de un episodio de
Dinophysis acuminata". J. Maneiro, Y. Pazos, A. Morono, C. Salgado, M.
Bermudez de la Puente y F. Arévalo.

"Seguimiento de fitoplancton toxico en la costa de Andalucia. Incidencias
durante fos anos 1997 y 1998". L Maman, L. Fernandez, A. Ocana, J.J. Marco,
J. Morales, M. Caballos, |. Marquez y M. Aguilar.

Pausa para café

“Seguimiento del! fitoplancton téxico en las bahias del delta del Ebro en los
anos 1997 y 1998". M. Delgado, M. Santmarti, M. Vila, E. Garcés y J. Camp.

"Evolucion de fitoplancton toxico y condiciones oceanograficas asociadas, en
los anos 97-98, en las Rias Gallegas". A. Morofio, Y. Pazos y J. Maneiro.

"Distribucién temporal de las poblaciones fitoplanctonicas en la zona de
produccion mejillonera del puerto de Valencia desde el ano 1993 hasta 1998".
C. Gomis y M. Gonzalez.

"Episodios téxicos detectados en las Rias Gallegas durante los afos 1997
y1998: resultados y evolucién". M. Bermuldez de la Puente, C. Salgado y F
Arévalo.

"DSP no Algarve 1998". P. Vale, M.A.M. Sampayo, S. Rodrigues, A.P. Pinto,
M.J. Botelho y S. Gomes.

Comida

“ASP em Portugal 1998". P. Vale, M.A.M. Sampayo, A.P. Pinto, M.J. Botelho y
S. Gomes.

"El muestreo de puertos en la costa catalana: resultados de seguimiento de
fitoplancton nocivos (95-98) y el caso concreto de Alexandrium catenella”. M.
Vila, M. Delgado, E. Garcés, J. Camp y D. Furones.

"Seguimiento y control de biotoxinas marinas en moluscos procedentes de




14,00

J. Blanco y M. Zapata.

"Nuevas problematicas asociadas a proliferaciones fitoplanctonicas en la
costa mediterrdnea". J. Camp, M. De Torres, M, Maso y E. Garcés.

Nt

IV. Organizacion internacional

"El proyecto HAEDAT (Harmful Algal Events Database)". A. Aguilera.

Clausura.
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PROGRAMA DE CONTROL DE FITOPLACTON TOXICO Y BIOXINAS EN ANDALUCIA

I. Marquez M. Aguilar 2 J.J. Marco 2, L. Mamén 2, L. Fernandez 2 y A. Ocana 2

1 Direccion General de Pesca. Consejeria de Agricultura y Pesca. Junta de Andalucia.
2 Empresa Publica para el Desarrollo Agrario y Pesquero de Andalucia (D.a.p).

INTRODUCCION

La Junta de Andalucia cuenta con competencias exclusivas en materia de marisqueo, y
dentro de la misma corresponde a la Consejeria de Agricultura y Pesca efectuar el control y
seguimiento de las condiciones sanitarias en las zonas de produccién de moluscos bivalvos,
que se establece en la Directiva 91/492, por la que se fijan las normas sanitarias aplicables a la
produccion y puesta en el mercado de moluscos bivalvos vivos, mientras que la Consejeria de
Salud desarrolla un "Programa de vigilancia y control higiénico-sanitario" en las lonjas y centros
de depuracion, expediciéon y transformacion. En este sentido, mediante la Orden de la
Consejeria de Agricultura y Pesca, de 15 de julio de 1993, se declararon las zonas de
produccioén y proteccidn o mejora de moluscos bivalvos, moluscos gasteropodos, tunicados y
equinodermos marinos de la Comunidad Autonoma de Andalucia, la cual ha sido modificada
en varias ocasiones, la Gltima de ellas en diciembre de 1998, en lo relativo a la relacidon de zonas
de produccién. Esta Ultima modificacion va en la direccidn de aumentar el numero de zonas de
produccion, disminuyendo su tamano, sin gue suponga un incremento excesivo en el coste de
control, habiendo pasado de 30 zonas en el ano 1993 a las 44 actuales, de las cuales 33 estan
clasificadas como “Tipo A" y las 11 restantes como “Tipo B”. (Mapas 1 a 5).

En Andalucia la practica totalidad de la produccién marisquera proviene de los bancos
naturales que se distribuyen por todo el litoral, de donde es extraida por la flota de rastro
remolcado, cuyo censo lo componen en la actualidad 446 embarcaciones, teniendo una
importancia més reducida el marisqueo a pie y la acuicultura. La especie principal en valor de
la produccién es la chirla (Chamelea gallina), seguida del corruco (Acanthocardia tuberculata),
la coquina (Donax trunculus) la almeja chocha (Venerupis rhomboides), la concha fina (Callista
chione) y la vieira (Pecten maximus).

PROGRAMA DE CONTROL

Tras la declaracion de las zonas de produccion en el ano 1994, se inicid el programa de
control y seguimiento de las condiciones sanitarias en las mismas, aunque es a partir del 1
noviembre de 1996 cuando se habilita un laboratorio propio en el Centro de Investigacion y
Cultivo de Especies Marinas (CICEM) "*Agua del Pino" en Huelva, encomendandole la ejecucion
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PROGRAMA DE CONTROL DE FITOPLACTON TOXICO Y BIOXINAS EN ANDALUCIA

i _ _ _
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Paralelamente al muestreo de la especie indicadora se efectia un seguimiento especifico
sobre otros moluscos especialmente sensibles a la contaminacién por biotoxinas, tal y como
sucede con el corruco que se captura quincenalmente en 10 zonas de produccion para
controlar los niveles de PSP, la vieira en 9 zoras donde se vigilan mensualmente PSP Y ASP y
el mejilldn en una zona donde también mensualmente se analizan PSP y DSP.

En los muestreos que implican recogida de moluscos se Ltilizan embarcaciones
marisqueras de la zona, incluidas en el censo de rastro y provistas de los artes habituales en la
misme. Existen cuatro equipos de muestreo, que se distribuyen a lo largo de las 44 zonas de
proc Iccion. El transporte de la muestra hasta el laboratorio se lleva a cabo en cajas especiales,
provistas de acL  adores de frio, lo que garantiza . a adecuada conservacion.

t ~ 2sumen, entre las medidas in situ y los . roles analiticos de :aboratorio se otliene
informacion sobre los siguientes parametros:

- Muestras de agua:
- Turbidez.




mperatura.
-Sa i ad.
w iantes: Amenio, - 0s. mitratos, fosfatos y silicatos.
-+ oplanctc * woxico.
plancte~ compa ~ e.

- Muestras de 3C0S:
- PSP
- DSP
- ASP

lestreo intensivo

- s 'e0 ' tensivo se lleva a cabo en los puntos de musstreo de cua’cuier zona de
noducc 1e ac¢ :sedetecte ,e -  uestrzo de control, valores de algl |, .r&. o por
. w la de 2s ~aximos g~ s 35, En este westreo se increme '35 especies de

scos ¢ L adas, asi como la frecuenciay ¢ - imero de purtos de estreo.

WSMISIC  DEDATOS' » OPCIONDE :DIDAS PRE  IVAS

Cabe destacar, que desde el ano 1998 se ha informatizado todo el proceso, habiéndose
creado un progre 2 especifico de gestion e abarca todos los aspectos de! trabajo:
planificacién de los  estreos, registro de entrada en el laboratorio, boletines analiticos vy
transmision de datos para su consulta.

Los resultados de los analisis se introducen en el programa informatico y se transmiten
via Mddem a la Direccién Generz de Pesca y a 'as Delegaciones Provinciales de la Cors: ‘e ‘a
de Agricuitura y Pesca, que po- 5 tanto disponen en tiempo real de toda la informac 'on
nacesaria para ¢ 1ocer la situacion sanitaria de las zonas de produccién, asi como las
previsiones de r =streo existentes o las muestras que se encueniran en €! laboratorio
penc entes de araiizar. En el caso de que los resultados obtenidos tras los controles analiticos
e\ =nciaran niveles s eriores a los legalmente establecidos en alguno de los parametros
cc wsolados, las Delegaciones Pro  iciales implicadas proceden al cierre temporal de la zona
¢ . produccion afectada sila contz acion es generalizada en todos los moluscos, o bien se
| Thibe la captura de una dete  'nda especie cuando la contaminacion es selectiva y solo
ncide sobre especies concretas. was zonas cerradas vuelven a abrirse cuando se ha
comprobado que la contaminacion ha desaparecido, para lo cual deben obtenerse resultados
dentro de los limites legales en al menos dos muestreos consecutivos.

RECURSOS HUMANOS Y PRESUPUESTO

Los recursos huma ose eadose - de~ ollodel progra idecontrc’ ccig’
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PROGRAMA DE CONTROL DE FITOPLACTON TOXICO Y BIOXINAS EN ANDALUCIA
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PROGRAMA DE CONTROL DE FITOPLACTON TOXICO Y BIOXINAS EN ANDALUCIA

VIHdIWITVY 3d VIONIANOYHd

| .
) /‘L

SONIYVW SOWH3IQONINDI A SOAVIINNL ‘SOA0dOHIALSYD SOISNTON ‘SOATVAIE SOISNTOW
NOIOONAQOdd 30 SYNOZ
SVAdV N

27







EL SISTEMA DE CONTROL DE EPISODIOS TOXICOS EN GALICIA

Maneiro, J.; Arévalo, F.; Bermddez, M.; Salgado, C.; Mororio, A. y Pazos, Y.
Centro de Control da Calidade do Medio Marifio. Peirao de Vilaxoan, s/n. 36611 - Vilagarcia de Arousa. Pontevedra.

INTRODUCCION

El sector marisquero y acuicultor de Galicia tiene una enorme importancia
socioecondmica para la Comunidad Autonoma, no sélo por el importante volumen de su
produccidn sino también por la gran cantidad de poblaciéon a la que permite desarrollar una
actividad econdmica. '

El mejillén de batea constituye el principal cultivo con una produccion de mas de 200.000
Tm/ano, aunque también tiene gran importancia la explotacion en semicuitivo de otros
moluscos como almejas, berberechos, vieiras y otras especies que dan trabajo directo a mas
de 10.000 personas.

Los episodios toxicos de origen fitoplanctdnico constituyen un fendomeno relativamente
frecuente en las aguas de Galicia interfiriendo y alterando notablemente distintas fases de la
estrategia de explotacion desarrollada por el sector marisquero y acuicultor, fundamentalmente
debido a las prohibiciones de extraccién que es preciso establecer cuando los niveles de
toxinas de origen fitoplanctonico acumuladas en los moluscos sobrepasan los limites
legalmente establecidos.

El sistema de control y vigilancia de la presencia de floraciones fitoplanctdnicas téxicas,
establecido en las zonas de produccion de Galicia (Marifio et al., 1998), tiene como finalidad
fundamental la de salvaguardar la salud publica impidiendo que entren en el circuito comercial
productos procedentes del marisqueo y la acuicultura cuyos niveles de toxicidad superen los
legalmente establecidos; sin embargo, dada la enorme importancia socioeconomica que este
sector representa para Galicia, el sistema de control se ha disenado de tal manera que permita
minimizar los efectos negativos que las prohibiciones de extraccidn provocan.

Para ello es fundamental abordar, cuando menos, el problema desde dos aspectos
distintos:

a)} Prediccion de la aparicion de los episcdios toxicos. La prediccion de un episodio

29
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EL SISTEMA DE CONTROL DE EPISODIOS TOXICOS EN GALICIA

MATERIAL Y METODOS

En el sistema de control se han establecido un R
total de 38 estaciones oceanograficas y 14 costeras >
que son muestreadas con una periodicidad semanal ” ‘
por el Departamento de Condiciones Oceanograficas , ‘

y Fitoplancton; el Departamento de Biotoxinas ejerce o~ o

un estricto control sobre un total de 47 puntos , P

primarios, considerados como los mas S

representativos de cada zona de produccion y - R -

caracterizados por ser los primeros en ser afectados - L

por un episodio toxico estando la periodicidad de . o

muestreo condicionada por los Planes de Actuacion _ * o

establecidos para cada zona; complementariamente R PR

se definen 128 puntos secundarios utilizados para - o e e |

lograr una mejor efectividad del sistema de controly . |

cuya periodicidad de muestreo es muy variable y

dependiente de la situacion (Figura 1). Figura 1. Estaciones oceanograficas y puntos
de control de Biotoxinas en la costa de Galicia

%)

Para una descripcidn detallada de las técnicas utilizadas por el Departamento de
Condiciones Oceanogréficas y Fitoplancton véase Morono et a/., en este mismo volumen. Las
técnicas empleadas por el Departamento de Biotoxinas se describen en Bermudez et al., en
este mismo volumen,

PLANES DE ACTUACION

Las pautas de actuacién del sistema de control establecido en Galicia tienen su sintesis
en los "Planes de Actuacion"; actualizados dos veces al dia, recopilan la informacién aportada
por los Departamentos de Condiciones Oceanograficas y Fitoplancton y Biotoxinas; tienen por
misién determinar la situacion de cada zona de produccién respecto a los fenémenos de
toxicidad fitoplanctonica y permiten determinar la evolucidén de dicha situacién de forma
continuada de tal manera que pueda ser utilizada por el sector marisquero y acuicultor como
un indice predictivo a corto plazo.

Recogidos en la legislacién de la Comunidad Autdnoma (Orden del 14 de noviembre de
1995 de la Conselleria de Pesca, Marisqueo e Acuicultura), se pueden establecer cuatro planes
diferentes de actuacion (Figura 2);

31
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Plan A:

Plan B:

B1-

B2-

B3-

Plan C:

C1-

C3-

Plan D:

No se detecta toxicidad en los organismos, ni existen condiciones
oceanograficas favorables para el desarrollo de especies fitoplanctdnicas
toxicas.

Plan de alerta.

condiciones oceanogréficas favorables para el desarrollo de especies
fitoplancténicas téxicas, no existe presencia de especies fitoplanctdhicas
toxicas en las aguas y no se detecta toxicidad en los organismos.

condiciones oceanograficas favorables, presencia relativamente escasa de
especies fitoplanctonicas potencialmente toxicas en las aguas, no se detecta
toxicidad en los organismos.

condiciones oceanogréficas favorables, incremento significativo de las
poblaciones téxicas, se detecta toxicidad en los organismos por debajo de los
limites legalmente establecidos.

Se detectan niveles de toxicidad en los organismos superiores a los legalmente
establecidos y, por tanto, se prohibe la extraccién,

condiciones oceanograficas favorables; incremento significativo de la
poblacion fitoplancténica téxica y de los niveles de toxicidad en los organismaos.

condiciones oceanograficas desfavorables para el desarrollo de especies
toxicas, estabilizacion o descenso de poblacién toxica y estabilizacion o
descenso poco acusado de la toxicidad detectada en los organismos.

condiciones oceanograficas desfavorables, descenso significativo 0
desaparicién de la poblacion toxica y toxicidad detectada en los organismos
proxima al limite legal establecido.

Condiciones oceanograficas desfavorables, ausencia o concentraciones nc
significativas de especies fitoplanctonicas toxicas y presencia de toxicidad
residual en los organismos, inferior al limite legalmente establecido, como
consecuencia de un episodio toxico inmediatamente anterior.

Como complemento a los Planes de Actuacion, la legisiacion recoge la figura del "Cierre
Cautelar" mediante el cual es posible prohibir la extraccion en una zona concreta cuando se
detectan poblaciones de fitoplancton potencialmente téxico en concentraciones relativamente
elevadas, se prevé un rapido desarrollo de las mismas vy, 0 bien no es posible realizar analisis
en los moluscos o bien el tiempo transcurrido entre {a recogida de las muestras y la emision de
resultados hace previsible un incremento en los niveles de toxinas acumulados por encima de

limite legal.

RESULTADOS

Dinophysis acuminata, productora de episodios toxicos de tipo DSP (Diarrhetic Shellfish
Poisoning), es la especie fitoplancténica que causa mayores pérdidas economicas en las zonas




de produccion de Galicia. Esta especic - Acticamente siemne presente en las agua™ =~ Jajas

concentracionas (inferiores a 200 cé 1s; , prese ta ‘loracio~es recurrertss ce haja
intensidad reiativa * orma =~ ¢ res a 2000 cé a¢ tro*  ero suficientes pare -
" eles de toxicidaci acurrt adr er s SCOS [~ ¢ = des € ~1al y p woca a

e desuexracc -~ 'c O -~ e e 20conC "~ or  err adas e ocas e

"0, se suceder estas floraciones  ede provocar cier :s muy rolongados asta 8 mesas: en
algunas de las zonas de producc’ - mas propicias al desarrci!o de esta especie.

E'  canismo de formacién ¢ - estas proliferaciones (Blanco ef a. . 1998) se ha asociadc
tradicionali "te aun czcimiento - sitt '2r ' criorde las rlas ge gasersi e -"3sde
estabilidad en la columna de agua; :0s datos disponibles en el sistema - e zor‘rc (2 -
Comunidad Auténoma de Galicia ref:gjaban esta situacidon no 1 1biéndose cons atad~ - sot 0s
toxicos provocados por D. acuminata cuyo origen fuera la plataforma adyacente.

Sin embargo, a principios de septiembre de 998 se produjo  episodio toxico de o
DSP provocado por D. acuminata, asociado a una siuacion oceano¢ a sa de ¢~ g,y
cuyo origen mas probable se situd en la plataforma adyacente a las Rias gaiiegas« e tal  odo
que las poblaciones toxicas fueron masiv e te introducidas en las zonas de produccién como
consecuencia de fuertes vientos de componente Sur.

1.- Situacion previa.

El 25 de agosto de 1998 se detectaron bajas concentraciones celulares de D. acuminata
(maximo de 120 células/litro) en las estaciones més externas de las Rias de Vigo, Pontevedra y
Muros que se asociaror. con crecimiento "in situ". Las condiciones oceanograficas *  ejaban
una situacion de estabilidad en la columna de agua con una termoclina estatizcic1 con
posterioridad a un pulso de afloramiento (entre 13 y 18 2C en la Ria de Vigo) (Figura 3' No se
detectaban indicios de toxicidad en los moluscos aun cuando algunas zonas de produccion se
mantenian cerradas debido a un episodio anterior de esta especie ocurrido a principios de ‘unio.

Con anterioridad, desde finales de junio, se habia producido un pulso de afloramiento
muy intenso con valores del Indice de Afloramiento (IA) persistentemente elevados (Figura 3),
con penetracion de agua de elevada salinidad (>37.5 UPS) hasta practicamente la superficie en
todo el periodo (Figura 3) y entrada de agua relativamente fria (<13 2C) distribudida desde el
fondo hasta unos 5 m. de profundidad (Figura 3).

2.- Prediccion de la adveccién de D. acuminata y adopcion de medidas cautelares.

Los datos disponibles hasta el 4 de septiembre (muestreo no cuantitativo por meadio de
Jna embarcacién oceanografica el dia 3) mostraban indicios de la formacién de una poblacion
de D. acuminata en las aguas de la plataforma costera adyacente a las Rias gaiegas. Como
consecuencia de! tipo de muestreo (mediante red de fitoplancton) no se disponia de una
cuantificacién de la concentracion celular.

El d'1 4 de septier-re 'a €™ 'aci¢~ con previsi~nes ~etec-oldgicas de fuertes viertos de
Iolotante Il sur para cias o ze sivos.  arecia 1gicar  1a ¢ uaci¢ - ocea og~ .c de
dc ' g, noimposiblees 1€ o~ srmogramas d- o re s perficie ~ ~ costa
adyacente, obtenidos mediante sat* e, d “nalaelevadar )osieaa.

T S onvy e o de coincidir los d.as sig.iar es con gi fin de ~ ~~ a, e
"di14d4desep - e realize - muestreo en la plat: . advazente a las Rias ¢ @
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Vigo, Pontevedra y Arousa utilizando un helicoptero de los Servicios de Salvamento y Rescate
de la Xunta de Galicia; en todas las muestras, recogidas mediante una maga de plancton, se
constatd cualitativamente la presencia de D. acuminata en concentraciones elevadas.

Con independencia de no haberse detectado un incremento en los niveles de toxicidad
tipo DSP acumulada en los moluscos en las muestras recogidas el mismo dia 4 de septiembre,
la informacién disponible indicaba una alta probabilidad de adveccién de una poblacion téxica
desde la plataforma costera y, aln cuando no era posible cuantificar la importancia de dicha
poblacién, puesto que el mejillén puede alcanzar los limites de toxicidad legalmente
establecidos incluso en menos de 24 horas (Bricelj et al, 1990), se establecié un Cierre Cautelar
de todas las zonas de produccion de mejillon cultivado en batea de Galicia.
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3.- Deteccion y confirmacion.

El dia 7 de septiembre se confirmd la presencia de una poblacién de D. acuminata muy
desarroliada (maximo de 11.400 células/litro en la parte media de la Ria de Pontevedra) en todas
las estaciones muestreadas, con méaximos celulares progresivamente decrecientes desde las
partes externas y medias de las Rias a las internas (Figura 3).

Los datos oceanogréficos reflejaban claramente una situacion de downwelling (IA<1500
m3sTKm 1), se produjo una ruptura de la estabilidad de la columna de agua con una entrada
de agua de la plataforma (temperatura >17°C y salinidad 35.0 UPS) que se distribuyd
uniformemente en profundidad (hasta 20 m. en la Ria de Vigo) (Figura 3).

Los termogramas de satélite disponibles (5 de septiembre) mostraban la misma situacion
en toda la plataforma costera adyacente a Galicia, cuando menos a nivel superficial.

Las muestras de moluscos recogidas el dia 7 de septiembre reflejaban un incremento
significativo en las concentraciones de toxina acumulada, la cual superé el limite legal en un
89% de las areas cerradas cautelarmente. Se detectaron maximos de 26.4 mg de é&cido
okadaico por gramo de glandula digestiva en la parte media de la Ria de Pontevedra.
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Figura 4. Perfiles verticales de temperatura y salinidad medidos mediante sonda CTD, y concentracién celular de D.
acuminata en una estacion de la parte externa de la Ria de Vigo ¢ indice de afloramiento.




4.- Evolucion final del episodio toxico.

El 14 de septiembre, aun cuando se detectaron concentraciones celulares de D.
acurninata todavia relativamente elevadas en las Rias de Pontevedra y Muros (maximo de 1.300
céiuias/litro en la zona media de la Ria de Pontevedra), se observé ya un descenso generalizado
e las concentraciones celulares de D. acuminata, especialmente en las Rias de Vigo y Arousa
(maximos de 400 células/litro en Vigo y 120 células/litro en Arousa) (Figura 4).

Las condiciones oceanograficas se correspondian con una estratificacion termohalina posterior
al downwelling con gradientes de temperatura (> 18 °C y < 15 °C) y salinidad (35.0 - 35.7 UPS)
(Figura 3).

Con la paulatina desaparicion de la poblacién de D. acuminata, los niveles de toxicidad
acumulada en los moluscos fueron también disminuyendo progresivamente como
consecuencia del proceso de autodepuracion natural; las primeras zonas en las que se permitio
la extraccidn fueron aquellas donde las concentraciones de células toxicas fueron menos
importantes como fue el caso de la parte interna de la Ria de Arousa el dia 16 de septiembre.
Sin embargo, la prohibicion de extraccién se prolongd mucho mas en el tiempo en algunas de
las zonas de produccion, gue permanecieron cerradas hasta mediados del mes de diciembre.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El establecimiento de sistemas de control de episodios toxicos de origen fitoplancténico,
para una adecuada gestién de las zonas de produccion de moluscos bivalvos y otros
organismos procedentes del marisqueo vy la acuicultura, es hoy en dia no sélo una necesidad
desde el punto de vista sanitario sino también imprescindible para poner a disposicién del
censumidor productos de optima calidad y garantizar al sector productor un desarrollo
sostenible de su actividad.

El andlisis conjunto de ias variables que inciden en la evolucidén de las poblaciones
fitoplanctonicas en general, y de las potencialmente toxicas de una manera particular,
{condiciones oceanogréficas, previsiones meteorolégicas, etc.) y un control continuado de los
niveles de toxicidad acumulada en los organismos (alta frecuencia de muestreo, tanto espacial
como temporalmente), permiten el desarrcllo de sistemas predictivos a corto plazo, como el
descrito en el presente trabajo, que posibilitan:

a) Una plena garantia sanitaria de los productos procedentes del marisqueo y la
acuicultura para su puesta en el mercado, pudiendo decretarse la prohibicién de
extraccion (Cierre Cautelar) aun cuando la toxicidad acumulada en los moluscos no
sea apreciable 0 no supere los Iimites legalmente establecidos pero la probabilidad
de un incremento inmediato de toxicidad sea elevada.

b) Una mejor gestion de la actividad extractiva evitando alteraciones del ciclo productivo
o comercializador como consecuencia del incremento de los niveles de toxicidad
acumulada en el periodo que transcurre entre la toma de muestra para el control
oficial y la emision de resultados y toma de decisiones administrativas.

¢) Una adecuacidn de las estrategias de explotacion por parte del sector productor que
minimice las inevitables pérdidas econémicas derivadas de las prohibiciones de
extraccion.

Sistemas de control de las caracteristicas del descrito deben basar su plan de trabajo en
una recopilacion intensiva y continuada de datos medioambientales. Sin embargo, también es
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fundamental disponer de un conocimiento detallado de la dinamica de los fendmenos
oceanograficos mas importantes que acontecen en la zona a controlar y de la dinamica de las
poblaciones de especies fitoplancténicas tdxicas. La combinacion del conocimiento previo y de
datos en tiempo real permite un cierto grado de anticipacion respecto a los cambios que se
puedan producir.

Sin embargo, también resulta de gran importancia que el sistema sea capaz de
anticiparse a situaciones no previstas, andmalas o nuevas; podria ser el caso de la presencia
de nuevos tipos de toxicidad o el desarrollo de una poblacién de fitoplancton toxico siguiendo
pautas diferentes a las conocidas hasta el momento, tat y como ocurrié en el episodio de D.
acuminata en septiembre de 1998 en as Rias gallegas el cual fue debido a una adveccion desde
la plataforma costera adyacente de una poblacidn bien desarrollada asociada a una situacién
oceanografica de downwelling y que ocasiond un replanteamiento del sistema de control,
basado exclusivamente en una dinamica de crecimiento "in situ" para esta especie.
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RESUMEN

En este trabajo se presenta la metodologia de muestreo y estudio de fitoplancton toxico
que se lleva a cabo dentro del Programa de Control Sanitario de las Zonas de Produccién de
Moluscos Bivalvos en Andalucia. Se exponen también los resultados referentes a las
proliferaciones tdxicas mas importantes ocurridas en los afos 1997 y 1998 y su incidencia en
los bancos de moluscos bivalvos. En la regién suratlantica, proliferaciones de la especie
Dinophysis acuminata se han visto relacionadas con fenémenos de toxicidad DSP Las
proliferaciones mas importantes en la regiéon mediterranea han correspondido a especies del
género Pseudo-nitzschia, siendo detectados ciertos niveles de acido domoico en bivalvos
control. Toxicidad DSP (bioensayo) ha sido determinada durante largos periodos en mejillén
(Mytilus galloprovincialis) procedente de Motsil (Granada) y en bivalvos del litoral de Almeria, sin
detectar en el agua concentraciones significativas de organismos productores de estas toxinas.

INTRODUCCION

Actuaimente existen en la Comunidad de Andalucia un total de 42 zonas de produccién
de moluscos bivalvos. Dos mas, catalogadas recientemente, corresponden a zonas de
distribucién de erizo de mar (Paracentrotus lividus).

Un total de 32 zonas de produccidn se sitan en mar abierto, mientras que 12
corresponden a zonas interiores (desembocaduras de rios, esteros o bahias).

La profundidad de muestreo en mar abierto presenta un amplio rango de variacion,
desde la zona intermareal en la region suratlantica (zonas de produccién de Donax spp.) hasta
25-30 metros en la region mediterranea (zonas de producciéon de Pecten spp. y Venerupis
rhomboides).




Las muestras son tomadas en la columna de agua en los puntos de captura de bivalvos.
En las zonas de produccidn de erizo se recogen muestras de macrealgas para estudio de
fitoplancton bentonico.

La periodicidad de los muestreos de fitoplancton ha ido incrementandose en estos anos
a medida que iban detectandose nuevos casos de toxicidad. Actualmente, en 27 zonas de
produccion esta establecida una periodicidad de muestreo semanal, en 8 quincenal y en 9
mensual.

Respecto a la toma de datos ambientales y analisis de parametros fisico-quimicos, desde
1998 se toman medidas de temperatura (superficie y fondo), salinidad y nutrientes en la
columna de agua {muestras integradas) y se consultan imagenes de color oceanico
(concentracion de pigmentos) de los sensores MOS y SEAWIFS.

En cuanio al nivel de estudio de la comunidad de fitoplancton. desde el inicio del
Programa de Seguimiento y Control en el ano 1994 se identifican y cuantifican las especies
potencialmente tdxicas en la columna de agua. A partir de marzo de 1997 comenzé a realizarse
un estudio taxonémico de especies acompanantes y una cuantificacion referida a los grandes
grupos de esta comunidad (diatomeas, dinoflagelados, silicoflagelados y cocolitoféridos).

Las muestras para andlisis cualitativo proceden de arrastres verticales con manga de 10
6 20 micras (segun las zonas) y para analisis cuantitative de muestras tomadas mediante un
sistema de mangueras de tramos de S metros. La sedimentacion de las muestras se realiza en
camaras combinadas {Utermahl).

Del total de especies potencialmente toxicas determinadas destacan por su mayor
frecuencia de aparicion y/o su abundancia en las muestras: Pseudo-nitzschia spp, Dinophysis
acuminata, Dinophysis caudata, Prorocentrum lima y Gymnodinium catenatum. En 1998 empezd
a detectarse la presencia del dinoflagelado bentdnico Ostreopsis cf siamensis, distribuido
especialmente en el litoral de Almeria y Granada, asi como en la Bahia de Algeciras (Cadiz).
Recientemente se determind en muestras procedentes de Almeria, Mélaga y Granada la
presencia de los dinoflagelados Protoceratium cf reticulatum y Lingulodinium polyedrum, ambos
refacionados con produécion de yessotoxinas.

RESULTADOS

REGION SURATLANTICA

La especie Dinophysis acuminata ha alcanzado concentraciones elevadas en toda esta
region y sus proliferaciones se han visto asociadas a fendmenos de toxicidad DSP en moluscos
bivalvos del litoral de Huelva y Cadiz. Otras proliferaciones significativas han presentado un
ambito mas reducido, tal es el caso de Prorocentum minimum en el Estuario del rio San Pedro
(Bahia de Cadiz) y Gymnodinium catenaturn en Matalascanas-Donana (Huelva).

En estos dos anos de seguimienio no se han detectado niveles de toxicidad PSP
superiores a 40 «g/100 g de carne. En 1998, afo en que comenzaren los andlisis rutinarios de
ASP (CLAE), no se detectaron niveles significativos de acido domoico en bivalvos de este litoral.



SEGUIMIENTO DEL FITOPLANCTON TOXICO EN LA COSTA DE ANDALUCIA

Dinophysis acuminata

La especie tdxica Dinophysis acuminata tiene una amplia distribucion y su presencia ha
sido practicamente continua en la franja costera comprendida entre las desembocaduras de 10s

rios Guadiana y Guadalquivir (framo litoral de aproximadamente 120 Km). La evolucién de esta
especie en tres zonas de produccion se presenta en la Figura 1.

Evolucién espacio-termporal de Dinophysis acuminata en la region suratlantica de Andalucia. 1997-1998
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Figura 1. Evolucion espacio-temporal de Dinophysis acuminata en la regién suratlantica de Andalucia. 1997-1998.

Ano 1997

En el mes de marzo comenzaron a detectarse concentraciones significativas de esta
especie, con picos de hasta 900 células/litro. Desde entonces y hasta el mes de julio, Dinophysis
acuminata continud siendo abundante en este tramo litoral, especialmente en las zonas de mar
abierto donde llegaron a registrarse hasta 5.900 células/litro. Los picos detectados de esta
especie en los meses de marzo, abril y julio estuvieron asociados a floraciones de
dinoflagelados (Prorocentrum micans, Scrippsielfa spp y peguenos dinoflagelados).

A principios del mes de abril se determind la presencia de enterotoxinas (tests de
bioensayo positivos) en coquina (Donax spp) y en chirla (Venus gallina). La toxicidad en estos
bivalvos se mantuvo hasta finales del mes de julio, siendo fa coquina la Ultima en eliminar las

toxinas. No se detectd toxicidad en moluscos de aguas interiores (desembocaduras y viveros)
en este periodo.
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Aro 1998

A mediados de febrerc a poblacién de Dinophysis acuminata experir entd un

espectacular au to en esta frar a toral. detectandose picos de hasta 17.500 células  ro. E~
esta ocasid:. le  oli  acion de D. acuminaia estuvo asociada a una floracion de gran mi _
e ed4y "2 ores de ceélulas o, de !as diatomeas Asterionella, Skeletoneme o
1 e" ssiosira, excepto en la zona mas oriente “Oxima z la desembocadura del Guadalquivir}
¢~ eelpico a 2 de estaespscie oxicase c. 6 unos dias antes de la floracion de
¢ ~tc eas. Arwms dersi zeso! 20 un perioco de " scc ~ adoy, durante el mismo, e’ mar
per 1anacio en c: me {vientos maximos de fuerza 2 y i3 irradiacion aumento notablemente.

u ~~e da groliferacion de Dinophysis acuminata, no tan generalizada, tuvo :.:gar en
. a cost~ er v 3 meses de mayo v lunio, regisird dose picos de hasta 5.300 célulasftitro.

“ambi€é -~ ~sta ocasié w0 un veriodo previo de  vias y un incremento de la temperatura
\ax  a ¢ biental de 3 a 7 °C durante el sucesc. Los picos de D. acuminata estuvieron
x ~dos 1 omcicres sigr sz as (0,5 a . . de células/litro) de !os dinoflagelados
Proroc~ *1 icans, Proroceni .1scute. .. , Cere iu . ‘cay Protoperidinium spp.

sept - ore y noviembre se detectaror € . Igunas zonas picos de mas de 800
cé 1=, ¢ guros de ellos, en la zona mas occid  t¢ coincidieron con proliferaciones de
Dinophysis caudaia (880 células/ii.0).

Toxicidad DSP (biocensayo) se detectd en coquina de toda la costa durante febrero y
1arzo / as la primera proliferacién de D. acuminata) y e ¢ 'gunas zonas de agosto hasta final
le ano. Resultados positivos de DSP se dieror. pun 1aimente en bivalvos como berberecho
Cerastoderma edule) y almeja fina (Venerupis decussata).

Prorocentrum minimum

En febren de 1997 y enero de 1998 tuvo lugar una imrnortante proliferacion de esta
especie (2,5 >nes de células/litro) en la deserricocadura del "> San Pedro (Bahia de Cadiz).
Er ~mbas ocasi~~ 3s hubo un periodo de iuvias intensas gL precedi6 al suceso y la salinidad
axpe entd L1 descenso considerable (hasta 10 %.). En el ano 1998 se realizaron tests de
‘oxicidad DSP "+ >ensayo) en moluscos de esta zona, resultando negativos.

Gymnodinium catenatum

£ v ate ascanas-Donana (Hueiva), una zona proxima a la desembocadura dei -io
Guadalg - .e detectada a finales de octubre de 1997 ura proliferacién de esta especie,
registréndose una concentracién 1axima de 4.600 células/litro. Esta floracion tuvo un caracter
nurtuaiy no - greso hacia otras 2 .as. No se detect6 toxicidad PSP en bivalvos de los bancos
adys € 35 as el suceso. Como antecedentes de esta especie en esta misma zona, cabe citar

[Bate ar~~ )n de similares caracteristicas en el mes de noviemizre de 1894,
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En estos dos ancs no se registraron proliferaciones importantes de especies productoras
de toxinas paralizantes. Si bien el dinoflagelado Gymnodinium catenatum estuvo presente en
este litoral durante largos periodos, especialmente durante 1997, no se determinaron
concentraciones superiores a 1.200 células/litro. La toxicidad PSP que presenta de forma
persistente la especie Acanthocardia tuberculata (corruco) fue en general mas elevada durante
1997, ano de mayor frecuencia de aparicion de este dinoflagelado. En vieira (Pecten spp), fue
detectada toxicidad PSP en algunos periodos, pero sélo por encima del limite permitido en una
ocasion, coincidiendo con proliferaciones discretas de Gymnodinium catenatum.

Toxicidad DSP (bicensayo) fue determinada durante largos periodos en mejillon (Mytilus
galloprovincialis) procedente de Motril (Granada) y en bivalvos de Almeria, sin detectar en el
agua concentraciones significativas de organismos productores de estas toxinas.

Pseudo-nitzschia spp grupo "seriata"

Estas especies mantuvieron poblaciones estables en el litoral mediterraneo (no tan
estudiado en la costa de Almeria). En estos dos anos han tenido lugar proliferaciones
importantes de estas especies, asociadas o0 no a floraciones de otras diatomeas. En la Figura 2
se ha representado su concentracion maxima mensual durante 1997 y 1998.

CONCENTRACION MAXIMA MENSUAL (muestras integradas) DE
Pseudo-nitzschia grupo "seriata” EN LA COSTA MEDITERRANEA ANDALUZA.,
Tramo de costa: La Atunara (Cadiz) a Motril (Granada), 1997-1998
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Figura 2. Concentracién maxima mensual de Pseudo-nitzschia spp grupo "seriata” en la costa Mediterranea de
Andalucia.
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generalizado en la costa mediterranea de Andalucia, registrado en informes internos de la
Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia. La concentracion maxima, de
52.000 células/litro, se determino en una zona proxima a la localidad de Fuengirola (Méalaga).

En estos dos anos de seguimiento esta especie ha aparecido en toda la costa
mediterranea, desde Algeciras (Cadiz) hasta Garrucha (Almeria oriental). Las proliferaciones
observadas han sido discretas, no superandose concentraciones de 1.200 células/litro. La
evolucion espacio-temporal de esta especie en estos dos Ultimos anos esta mejor estudiada en
la franja costera comprendida entre Algeciras (Cadiz) y Motril (Granada), donde los muestreos
de agua tuvieron siempre una periodicidad semanal. Su evolucidn espacio-temporal durante
1997 y 1998 se refleja en la Figura 3. En 1997 estuvo presente durante todo el ano excepto en
los meses de agosto, septiembre y octubre y la mayor proliferacion tuvo lugar en el mes de
febrero. En 1998 se detectd en algunas zonas de Malaga en enero, febrero y marzo y no volvié
a encontrarse en ninguna zona hasta finales de agosto y principios de septiembre. En l10s meses
de noviembre y diciembre tuvo lugar la segunda proliferacién mas destacada de este ano.

Gymnodinium catenatum 199 7

ZONAS ENE | FEB | MAR| ABR | MAY| JUN [ JUL | AGO| SEP [ OCT| NOV| DIC
Getares (CA)
S. Felipe (CA)
La Atunara (CA)
Sabinillas (MA)
Guadalmaza (MA) ﬂ:
Marbella (MA)
Cala Moral (MA)
Fuengirola (MA)
Torremolinos (MA)
R. Victoria (MA) I
Caleta-Vélez (MA)

Moirl (GR) . 2
Gymnodinium catenatum 199 8
ZONAS ENE | FEB | MAR ABR| MAY| JUN | JUL | AGO[ SEP [ OCT| NOV| DIC

Getares (CA)

S. Felipe (CA)
La Atunara (CA)
Sabinitlas (MA)

Guadalmaza (MA)

Marbella (MIA) |_
Cala Moral (MA)

Fuengirola (MA) ]

Torremolinos (MA)

R. Victoria (MA)
Caleta-Vélez (MA)

Motnil (GR)

LEYENDA

) Presencia = 500-1000 cés/L
(CA) CADIZ
(MA) MALAGA 100-500 céls/L > 1000 céls/L

(GR) GRANADA

Figura 3. Evolucién espacio-temporal de Gymnodinium catenatum en la region mediterranea de Andalucia. Tramo
Algeciras-Motril. 1997-1898.
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En estos dos anos no ha sido detectada toxicidad PSP en moluscos control del #~ral
medite ‘dneo. Respecto a . toxicidad de especies sensibles a estas toxinas se - (visto - 1e ~~
corruct  carhocardic erculata) los i seles de PSP se 1 antuvieron sigr < s/amente © 4s
o ados . 1997, anoc en que G. catenw. 1 estuvo preser ¢ & periodos ™« argos. " vieira

>ecten s . tar b.. 1se aetectd en una ocasior naconcenvacié 1desa x - 2 a80
; ..JC, co it « docon lareaparicié r.c Gymnoa lum calenatu  en seniie bre ¢z 098.

DSP ani Almeria y Granadz “batea de .. 1ion)

I itoral de Almeriz ¢ .. ;@ con zonas de produccid dec ¢ ‘e us galina) v coquina
(Donax spp). Estos bive /0s resen iron oxicidad DSP ~oensayo) ¢ ‘ante varios = 2ses sn
estos dos  0s.). 4 2 hasta . r 210 no se han detectado en e agua conce .aciones
gizvadas d. orga is nos relacionados cor aroduccion de estas toxinas, es posible © = hayan
ocurrido, ya gue .a 3cuencia de mues co de fitoplancton en esta regior es 1wy escasg,
debido a largos periodos de cierres a los que estan sometidos los bancos de b 1a = por no
alcanzar tallas comerciales.

Al n asi, lo quo = sido posible averigUar a cerca de las especies toxicas de este ~z s
rea . te .nieresante. . género Dinophysis se encuem a muy diversificado, siendo as
esp 3¢ 28 mas frect 3nies D. caudata, D. sacculus, D. acu 1, D. fortii y D. acuminata. Es tambi
una zona de amplia distribucion de las especies bentdnicas Prorocentrur lima Ostreopis cf
siamensis y Prorocentrum cf mexicanum. También han sido enccrtrados en estas aguas los
dinoflagelados Lingulodinium polyedrum y Protoceratium cf reticulatum, ambos relacionados
con produccién de yessotaxinas.

Actua erie, con el fin de intentar conocer cual puede ser ~ de toxicidad gue
afecta a los . dluscos de esta zona, se ha incremeniado la periodicidad 10S muestreos de
fitoplancton y se ha decidido prorrogarlos inciuso en épocas de veda de mo IScos.

La situacicn de cierre por toxicidad en la Unica batea de mejillon de Andalucia, situada en
Granada, es similar a la descrita en Almeria. De un total de 27 andlisis de DSP realizados en
1998, 2% ‘Leron positivos. Aunque aqui la periodicidad de los muestreos de agua es regular
(seman: no han sido determinadas concentraciones de organismos toxicos que puedan
explicar ssta toxicidad casi permanente. Las especies toxicas mas frecuentes en esta zona
fueron Dinophysis caudata, Dinophysis acuminata, Dinophysis acuta, Dinophysis fortii,
Dinophysis sacculus, Prorocentrum lima y.Ostreopsis cf siamensis. Aungue estas dos Ultimas se
gncontraron en varias ocasiones de fcrma abundante en las muestras de 1acroalgas que
cclonizan la batea, no ha sido demostrado aun que sean la fuente de toxicidac g e afecta a este
molusco.

CONCLUSIONES
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permanencia, su amplia distribucion geografica y por sus antecedentes toxicos en esta costa
(Junio, 1995).

Se desconoce actualmente la fuente de toxicidad que afecta durante largos periodos a
los bivalvos del litoral de Almeria y de Granada (batea de meijillon). Por el momento no han sido
detectadas altas concentraciones de especies relacionadas con produccion de enterotoxinas.
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RESUMEN

Respecto a los microorganismaos productores de PSP, Alexandrium minutum sigue siendo
la especie que entrana un mayor riesgo por su presencia registrada en Alfacs durante la primera
mitad del aro, aunque sin haberse llegado a detectar toxicidad en el producto durante el
periodo que se trata. En este periodo de tiempo se ha detectado por primera vez en las bahias
de Alfacs y Fangar (y también por primera vez en Catalufa) la presencia de A. pseudogoniaulax
en muy bajas concentraciones, y que ademas esta considerado como no téxico.

Respecto a los productores de DSPE, Dinophysis sacculus continia dominando en este
grupo de toxicidad, tanto por n® de presencias como por las concentraciones celulares
alcanzadas. Esta especie alcanzé concentraciones muy altas en Enero de 1998 en la bahia de
Alfacs, acompanado de deteccion de toxicidad DSP por bioensayo y del cierre de la extraccion
de moluscos. Esta ha sido la Unica incidencia de toxicidad en bivalvos durante el periodo de
estudio y es la primera deteccion de toxicidad DSP en Catalufa.

Respecto a los microorganismos causantes de mortalidad de fauna, hubo proliferaciones
importantes de Gyrodinjum corsicum en el periodo de estudio, restringida a la bahia de Aifacs.
Ello ocurrid de manera similar a los anos anteriores, con desarrollos en los inviernos
consecutivos desde la primera deteccion asociada a mortandad de fauna marina (finales de
1994), pero al final del periodo que se presenta (noviembre-diciembre de 1998) sus
concentraciones fueron muy bajas y no hubo mortalidad de fauna ni en la bahia ni en los
estanques de piscicultura localizados en la llanura deltaica. Este freno en su desarrollo coincidid
con la accién de fuertes viento de levante que renovaron el agua de la bahia y homogeneizaron
la columna de agua. Es de destacar la primera identificacién en las bahias de Gymnodinium
pulchellum (descrito como especie nueva por J. Larsen en 1994) aunque en bajas
concentraciones.

La marea roja de Alexandrium catenella en las costas de Tarragona en el verano de 1998
no afectd a las bahias (el limite geografico por el Sur fue L'Ametlla). Por otro lado en las bahias
del delta del Ebro, en el periodo tratado, no ha habido ni agregados mucilaginosos ni
discoloraciones del agua (registradas en anos precedentes).




INTRODLCCION

Ei ftoplanctc ~ ocivo se controla en las bahias de. delta del Ebro en relacion con las
explotaciones de mo ~cos bivalvos desde 1989. En i0s dos anos que se exponen en esta
com ~icacion se tratan los productores de intoxicacién paralizante (PSP), diarréica (DSP) y los
causa tes de mortalidad de la fauna. En cuanto a los organismos explotados en la zona del
delta del Ebro se presentan alguros datos, correspondientes a las producciones anuales en
1996 (Fernandez et al., 1997): en las instalaciones verticales en las bahias destaca el mejillon
3.433.000 Kg.) y el ostron (477.000 Kg.); la almeja fina y ta almeja japonesa han representado
wla captura conjunta de 63.000 Kg, sumando la explotacion de los bancos naturales y los de
cultivo; en cuanto a la explotacién de los bancos naturales de la costa exterior del delta
destacan la coy.  a (266.000 Kg) y la chirla {(34.000 Kg.).

METODOS

El 1 ._streo de las bahias del delta del Ebro se realiza rutinariamente con intervalo
semanal en 5 estaciones (Figura 1): puerto, exterior, central, central-interior e interior. En estas
estaciones se miden parametros ambientales (salinidad, temperatura y oxigeno disuelto) y se
toman muestras en la superficie del agua. En la estacidn central, ademas, se realizan perfiles
verticales de los pardmetros y se obtiene una muestra de agua del nivel profundo y otra
integrada de toda la columna de agua, asi como muestras para el andlisis de nutrientes
inorganicos y clorofila.

Las muestras de fitoplancton usuales consisten en 150 mL de agua marina que es fijada
con formaldehido (1%) en botellas de polietileno. La muestra integrada consiste en 1000 mL de
agua que es obtenida con una manguera en toda la columna de agua, filtrada por malia de 10
um, resuspendida en 150 mL de agua y fijada con formaldehido (1%). Para el anéiisis de
fitoplancton se colocan 50 mL de las muestras en cubetas de sedimentacion de base mévil y 5
cm2 de area, que son rebanadas mediante el emplec de una hoja de acero inoxidable
(procedimiento original de M. Delgado) después de 24 horas.

Los recuentos celulares se realizan con la ayuda de ordenador, empleando un
microscopio Leica-Leitz (DM IL), dotado de contraste de fases, epifluorescencia y fotografia, y
usando diferentes aumentos y diferentes areas barridas de la base de la cubeta (en relacién con
el tamano y ta abundancia de los organismos). En todas las muestras se identifican -a nivel de
especie normalmente- y cuantifican los organismos susceptibles de producir efectos nocivos.
En las muestras discretas de la estacién central (superficie y fondo), ademas, se cuantifica la
composicion general del fitoplancton. En las muestras integradas de la estacion central se
cuantifican especialmente las dinoflageladas y también se cuantifican los organismos de
zooplancton (como ciliados, rotiferos, copépodos y larvas de bivalvos).

RESULTADOS Y DISCUSION

Productores de PSP- A. minutum se ha presentado los dos anos en la bahia dels Alfacs,

" .cipalmente durante el primer semestre de forma bastante continuada (Figura 2) pero en
1997 se detectd también en pleno verano y en 1998 en los meses de noviembre y diciembre.
En el Fangar hubo pocas presencias y cercanas al limite de deteccion. Aunque las
concentraciones que ha alcanzado siguen considerandose bajas {maximo de 10.000
células/litro). y no se ha registrade toxicidad PSP por encima del nivel permisivo en este
periodo, la tendencia a o largo de los anos es de aumento. La presencia en invierno-primavera
en Alfacs es considerada como una pauta fija, puesto que desde e' iricio del seguimiento
regular en las bahias del Delta del Ebro en 1989 no ha fallado su registro ningun afo. En la
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Dinophysis sacculus 1998
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EVOLUCION DEL FITOPLANCTON TOXICO EN LAS RIAS GALI ZGAS

A. Morono, Y. Pazos y J. Maneiro

INTRODUCCION

Las Rias gallegas se ven afectadas por episodios téxicos de origen fitoplanctonico
fundamentalmente de tipo DSP y PSP vy, en los dltimos afos, también de tipo ASP. La necesidad
de proteger, tanto al consumidor ofreciéndole un producto sanitariamente seguro, como al
productor minimizando en o posible las pérdidas econdmicas, hace que el control de estas
zonas se convierta en un tema prioritario. Ademas del control de la toxicidad en los moluscos
bivalvos, es importante la prediccion que pueda hacerse de estos fendmenos mediante el
seguimiento las condiciones hidrograficas asociadas a la aparicion, desarrollo y desaparicion
de las poblaciones de las especies tdxicas.

Con esta finalidad comienza a funcionar en Febrero de 1992, el Departamento de
Condiciéns Oceanogréficas e Fitoptancton del Centro de Control da Calidade do Medio Marino.
En este estudio, se presenta un resumen de los episodios toxicos detectados por este
departamento en el periodo 97-98 y de las condiciones hidrograficas en las que se
desarrollaron.

[
MATERIAL Y METODOS | . |

Se lleva a cabo un muestreo semanal en o -
38 estaciones (Fig. 1). En estas estaciones se | N ’
recogen datos en continuo, en la columna de
agua, empleando una sonda CTD SBE 25
SEALOGER con sensores para medir
temperatura, salinidad, transmitancia,
flucrescencia, pH y oxigeno disuelto. Al mismo
tiempo, se recoge una muestra de la columna
de agua con una manguera segun la técnica de
Lindahl (1986); 25 ml de esta muestra se
sedimentan en una cubeta Uthermo! y se
realizan los contajes en microscopio invertido.

Se ha escpgido ) una esrador_" Para  Fig. 1. Distribucién de los puntos en los que se lleva a
representar las Rias Baixas, la estacion V1 capg ef muestreo semanal del CCCMM para el control

situada en la parte norte y externa de la Ria de e 155 condiciones oceanograficas y ef fitoplancton.
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EVOLUCICN DEL FITOPLANCTON TOXICO N LAS RIAS (
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Fig. 2. Distribucién geografica de Dinophysis acuminata en las Rias Baixas en las fechas correspondientes a los
maximos de células detectados para las floraciones mas importantes de esta especie en los afios 1997 y 1998.
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¢ ~ concreto para especies del género Dinophysis (Fraga et al. 1988; De nas et al., 1992, 1993;
Re Jera et al., 1993, 1995, 1996). La ventaja de los dinoflagelados frer  a las diatomeas, en
es.a situacién, se ha asociado a la posisilidad de migracion vertical y provechz .onto de los
Jut entes disponibles en las capas inferiores, como se ha descrito pa. numerosos
« ~flagelados enire e 3s Dinophysis spp. (Durand-Clement et al.,, 1988: y también para D.
acuminata aLnqua con L 1 capacidad de migracion menor (Lassus et al., 1990).

-a segunda situacion observada de coincidencia con vientos de co \ponente sur y
de e gya ha sido descrita para varias especies i6xicas de dinoflagelados .or Fraga et al.
988 ype D. acuta por Pazos et al. (1995). En el caso concreto de D. acuminata Reguera et
al.  10796) observaron un maximo de 3.040 cels. I coincidiendo con vientos de sur vy
cownweling.

Las situaciones de estratificacion o estabilidad y downwelling se asocian por tanto

o' tualmente con ei desarrollo de especies de este género, perc no el mantenimiento e incluso

crec iento de D. acuninata con fuertes vientos de componente norte, como se observé en las

Rias Baixas en julio de 1998, sin embargo Bravo et al, 1995 también observaron una

nroliferacion de esta especie coincidiendo con afloramiento y Lassus et al. (1993) observaron
incrementos en D. acuminata incluso con homogeneizacion de toda la columna de agua.

En algunos casos, aun detectandose elevados niveles de D. acuminata no se detectd
toxicidad en los bivalvos. Estas discrepancias, en el nimero de células necesario para que se
detecte toxicidad en los moluscos bivalvos, pueden ser debidas a las variaciones en la toxicidad
por célula que en esta especie pueden ser bastante importantes como han constatado
Andersen et al., 1996.

En cuanto a las poblaciones de Pseudo-nitzschia spp., se ha observado que la situacion
hidrogréfica en la que se desarrollan varia segun la especie pero también para una misma
especie segun la localizacion (Bates et al., 1998). Por ejemplo, la especie asociada a la
deteccion de acido domoico en Galicia (Miguez et al., 1996) R australis, en la zona norte de
California esta asociada con periodos de estratificacién térmica y baja concentracion de
nutrientes, en tanto que, en la zona sur esta especie estd asociada con la intrusién de aguas
frias ricas en nutrientes probablemente relacionada con procesos de afloramiento (Bates et al.,
1998). Aunque es muy probable que la especie que ha causado los episodios de acido domoico
en los anos 97-98 sea P australis, no podemos asegurarlo debido a que la identificacion de las
especies de este género es muy laboriosa {Snov ef al., 1999) y dificil de integrar en un sistema
dindmico de control. En Galicia las proliferaciones de Pseudo-nitzschia spp. aparecen
asociadas fundamentaimente a los pulsos de afloramiento (Maneiro et al., 1997). A pesar de que
se han detectado varias proliferaciones de especies de este género con concentraciones
incluso superiores al millon de células por litro, durante estos dos anos, especialmente en 1a

oca de afloramiento; sélo se ha detectado acido domoico con concentraciones celulares

sdlative .+ te bajas / 1aximo 400.000 céls desarrolladas en época invernal con

homogeneidad de te ¢ atura en toda la co imna de agua o ya con situacion de inversicn
ca.
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SEG. DEL FITOPLANCTON TOXICO EN LA ZONA DE BATEAS DEL PUERTO DE VALENCIA

SEGUIMIENTO DEL FITOPLANCTON TOXICO EN LA
ZONA DE BATEAS DEL PUERTO DE VALENCIA.
Periodo 1993-1998.

C. Gomis'; M. Gonzalez2; J. Alcobers-

1 Institut D'ecologia Litoral.

2 Dpto. Biotecnologia. Universidad De Alicante.

3 Dpto. Biologia Vegetal. Universidad de Valencia.

INTRODUCCION

La aparicién en julio de 1991 de un bloom de Gyrodinium impudicum en la zona de
produccion mejillonera del Puerto de Valencia unido a la creciente problematica asociada a
fendmenos de toxicidad figadas a zonas de produccidn pesquera, puso de manifiesto la
necesidad de controlar las poblaciones fitoplanctdnicas de esa zona con el fin de dstectar la
posible aparicion de especies nocivas y/6 productoras de toxinas que pudieran suponer algun
riesgo para los consumideres. Por medio de un Convenio, en 1992 la Conselleria de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, a través de los Servicios de Pesca contratd con el Departamento de
Biologia Vegetal de la Universidad de Valencia el desarrollo de un plan de muestreo, gue si bien
durante ese primer ano sélo se realizd durante los meses de verano, a partir de 1993 hasta la
fecha fue ampliado a todo el ano.

El disefio del muestreo se vio ligeramente modificado por la construccién del emisario
submarino de Pinedo, de forma gue actualmente se tienen dos estaciones, estacion bateas en
la parte sur y estacion espigén en la parte norte, en cada una de las cuales se toman dos
muestras a distintos niveles de profundidad, subsuperficial y a 2.5 m. En cuanto a parametros
fisico-quimicos, se recoge también la temperatura del agua superficial y el pH.

METODOLOGIA

La periodicidad del muestreo es mensual durante los meses de enero a abril, y también
desde septiembre hasta diciembre, es decir en los meses gue estan fuera del periodo de
produccion. En mayo, (a frecuencia es quincenal y, desde junio hasta mediados de agosto
(fecha en que se cierran las bateas), se toman muestras semanalmente.

Dichas muestras son fijadas "in situ" con formol al 4% (concentracion final en muestra)
saturado de hexametiléntetramina (THRONDSEN, 1978) en el momento de ser recogidas v,
posteriormente, sedimentadas en camaras de sedimentacion y observadas al microscopio
invertido segun el método Uterméhl (HASLE, 1978), ya en el laboratorio.

En el presente resumen se presentan los resultados correspondientes al periodo Enero
de 1996 Diciembre de 1998.
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RESULTADOS
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Se trata de una zona confinada y por tanto poco batida, con escasa renovacion de agua
y con un aporte de nutrientes méas o menos constante durante todo el ano, dada la proximidad
del emisario submarino de Pinedo, y las numerosas empresas ubicadas en su interior. Esto
hace pensar en una poblacidon bastante estabilizada, desde el punto de vista de las
abundancias celulares a lo largo del ano (biomasa). Si observamos la evolucion por grupos,
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SEG. DEL FITOPLANCTON TOXICO EN LA ZONA DE BATEAS DEL PUERTO DE VALENCIA

La comunidad fitoplancténica esta claramente dominada por las diatomeas, seguidas
por los dinoflagelados, que Gnicamente en momentos muy determinados del ano llegan a
presentarse en concentraciones similares a éstas. Los cocolitoféridos se presentan en mayor
cantidad en verano, siendo sus concentraciones maximas de menos de 500 células/ml. El resto
de grupos fitoplancténicos tiene presencias ocasionales. Los silicoflagelados normalmente en
invierno, y las cloroficeas y euglenales presentan una distribucion irregular y poco abundante.
El grupo denominado flagelados recoge diversas especies de criptomonadales y flageladas
desnudas de muy dificil posicidn taxonomica.

Distribucion por Grupos

Estacion B, O m. 1991-1998
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Fig 2.: Distribucién de los principales grupos fitoplanctonicos desde 1991.
Obsérvese la tendencia al descenso de la biomasa.

No existen diferencias entre los distintos puntos de muestreo, ni siquiera entre las dos
profundidades, todas siguen el mismo patrén, como se puede ver en las graficas de tendencias.
Este hecho queda también de manifiesto mediante los anélisis multivariantes de tipo cluster y
factorial de correspondencias.
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Entre las especies fitoplanctonicas que pueden representar problemas en ¢ a to a la
produccion de toxinas exisia un pequeno contingente en el puerto, y esta presencia, a « .2 NO
alarmante justifica la realizacion de este seguimiento.

Especies de toxicidad demostrada en aguas ibéricas, hemos detectado Alexandrium
catenella, A. minutumn, Dinophysis caudata, D. sacculus y Prorocentrum lima. De ellas Dinophysis
acuminata y D. acuta han sido detectadas en Pinedo, un punto situado en el exterior de la
déarsena y proximo a la desembocadura del emisaric de aguas residuales.

Entre las especies cuya toxicidad esta por demostrare 2~ s b zas se ha detectado
Lingulodinium polyedrum (yessotoxinas), Procrocentrum minimur , Pseudo: tzschiz sg ‘ASP).




SEG. DEL FITOPLANCTON TOXICO EN LA ZONA DE BATEAS DEL PUERTO DE VALENCIA

GYMNODINIALES Y PROROCENTRALES
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Concluyendo, se puede indicar gue nasta la fecha no ha habido problemas de toxicidad
en el interior de la zona de produccion mejillonera, si bien debido a la existencia de diversas
especies toxicas, que se registran de forma babitual durante todo el ciclo anual, resulta
extremadamente conveniente el mantenimiento de mito 'ng, y se hace necesario un

replanteo de éste, especialmente en el sentido de poder realizar los controles de existencia o
no de toxicidad.
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EPISODIOS TOXICOS DETECTADOS EN LAS RIAS GALLEGAS DURANTE LOS ANOS 7997 Y 1998

)

M. Bermidez de 1a Puente, C. Salgado y F. Arévalo
Centro de Control da Calidade do Medio Marino. Conselleria de Pesca, Marisqueo e Acuicultura. Xunta de Galicia.
Peirao de Vilaxoan s/n, 36611 Vilagarcia de Arousa, Pontevedra

INTRODUCCION

£l Departamento de Biotoxinas del Centro de Control da Calidade do Medio Marino,
CCCMM, realiza el seguimiento y control de las biotoxinas de origen fitoplanctonico en los
organismos marinos a lo largo de toda la costa de Galicia, con dos objetivos principales; por un
lado salvaguardar al maximo la satud publica y ofrecer un producto de alta calidad y por otro
minimizar las pérdidas econdmicas ocasionadas al sector acuicultor como consecuencia de
cierres prolongados.

A través de los Decretos 116/1995, de 31 de marzo y 98/1997, de 14 de marzo se
encuentra regulado el control de biotoxinas PSP -Paralytic Shelifish Poison-, DSP -Diarrhetic
Shellfish Poison- y ASP -Amnesic Shellfish Poison- en moluscos bivalvos y otros organismos
procedentes de la Pesca, el marisqueo y la acuicultura en la Comunidad Auténoma de Galicia.
Se establece como método oficial de andlisis el bioensayo en raton para e! control de biotoxinas
PSP y DSP segun los protocolos de la AOAC (1990) y Yasumoto 1978 respectivamente, y la
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia, CLAE, para el control de biotoxinas ASP

En el laboratorio de cromatografia de este Departamento se realizan sistematicamente
analisis de biotoxinas PSP y DSP utilizando la cromatografia liquida de alta eficacia, como
complemento analitico al bioensayo, con el propésito de conocer el perfil téxico y como técnica
de apoyo a la hora de verificar los resultados dudosos aportados por el bioensayo.

SEGUIMIENTO Y CONTROL

Por medio de la Orden de 14 de noviembre de 1995 se delimitan las areas de produccion
y cultivo, segln se trate de viveros flotantes de meijillén, moluscos bentdnicos infaunales o
moluscos benténicos epifaunales (pectinidos). Se establecen en las Rias Bajas 50 subzonas de
produccién para las especies cuitivadas en viveros flotantes, Marino et al. (1998).

En el caso de mejillén cultivado en batea, para la toma de muestras, se establece uno o
varios puntos fijos primarios en cada zona, considerados como los de més rapida afectacién en
caso de producirse un episodio toxico. Para establecer el sistema de control de las zonas de
produccién y bancos marisqueros en aquellas dreas donde no existe cultivo de mejillén se
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EPISODIOS TOXICOS DETECTADOS EN LAS RIAS GALLEGAS DURANTE LOS ANOS 1997 Y 1998

diferentes Rias. El gréfico 14 indica el total de dias cerrados a lo largo del ano 1997, por
bictoxinas ASP en cada subzona.

En cuanto a los moluscos bentdnicos epifaunales (pectinidos), durante el ano 1997 se
mantuvo la prohibicidn de extraccidn de vieira en toda la costa de la Comunidad Autdénoma de
Galicia decretada en el ano 1995; Unicamente se levanta la prohibicién, a partir del mes de
noviembre, en la zona media de la Ria de Arosa. Los valores de toxicidad alcanzados en la
mayor parte de las Rias son cercanos a 200 g acido domoico/g de vianda, excepto en la Ria
de Arosa donde el valor mas alto alcanzado fue 95 1g acido domoico/g de vianda en la zona
mas externa de la Ria.

Elano 1998 fue un ano mucho mas complicado que el anterior en cuanto a toxicidad DSP
se refiere; diferentes proliferaciones fitoplancténicas del genero Dinophysis causaron toxicidad
tipo DSP. A partir del mes de mayo comenzaron a producirse cierres en todas las Rias: en
algunas zonas de las Rias de Pontevedra, Vigo y Muros-Noia se mantuvo prohibida la extraccion
de manera constante hasta los Ultimos meses del ano.

En los primeros dias del mes de septiembre tuvo lugar una fuerte proliferacion de
Dinophysis acuminata, provocando el cierre de todas las zonas de las Rias de Muros-Noia,
Arosa, Pontevedra y Vigo. A lo largo de este episodio se alcanzaron niveles de toxicidad muy
elevados, llegando a detectarse 26.4 xg de acido okadaico/g de hepatopancreas en ta zona lll. 1
de la Ria de Pontevedra.

Los graficos del 15 al 24 muestran los periodos de cierre causados por toxicidad DSP en
las diferentes Rias. El grafico 25 indica los dias de cierre totales en cada subzona durante el ano
1998.

La evolucion de la toxicidad detectada por CLAE a lo largo del ano 1998 en la zona |.1 de
la Ria de Vigo queda reflejada en el grafico 29. Esta zona permanece cerrada desde el 4 de
junio, con 3.2 ug de acido okadaico/g de hepatopancreas, hasta et 3 de diciembre. La toxicidad
masxima alcanzada en esta zona fue de 7.7 g de acido okadaico/g de hepatopancreas el 31 de
agosto.

Al igual que en anos anteriores los periodos de cierre asociados a toxicidad ASP fueron
de corta duracion y afectaron dnicamente a las Rias de Ares y Pontevedra. Los graficos 26 y 27
muestran los periodos de cierre en estas Rias. El gréfico 28 indica los dias de cierre en cada
zona durante el afo 1998 provocados por este tipo de toxicidad.

Los niveles maximos de toxicidad en mejillon alcanzados en este ano fueron de 57 ug
acido domoico/g de vianda en la Ria de Ares y 28.7 g acido domoico/g de vianda en la Ria de
Pontevedra.

En cuanto a los molusco bentdnicos epifaunales (vieira), los niveles de toxicidad siguen
encontrandose por encima del limite legal, por tanto la prohibicion de extraccion establecida en
el Ultimo trimestre del ano 1995 sigue manteniéndose en vigor, excepto en !a Ria de Arosa. Los
niveles maximos de toxicidad alcanzados a lo largo de este anc fueron de 160 pg é&cido
domoico/g de vianda en la Ria de Ares. Los valores detectados en el resto de las Rias se
encuentran cercanocs al limite legal establecido, con valores de 35.3 g acido domoico/g de
vianda en la Ria de Muros-Noia, 23.5 xg acido domoico/g de vianda en la Ria de Pontevedra y
25.7 ug acido domoico/g de vianda en la Ria de Vigo para posteriormente volver a
incrementarse a finales de afo.
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EPISODIOS TOXICOS DETECTADOS EN LAS RIAS GALLEGAS DURANTE LOS ANOS 1997 Y 1998
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Paulo VALE, Maria Anténia de M. SAMPAYO, Susana RODRIGUES, M2 Jozo BOTELHO, Ana Paula PINTO, Susana GOMES
IPIMAR - Instituto de Investigagao das Pescas e do Mar, Av.~ ~  100-Lisboa, Portugal

RESUMO

Um surto de intoxicagdes diarreicas ocorreu no inicio de Fevereiro de 1998 entre
consumidores de conquitha (Donax spp.) da Provincia do Algarve. No plédncton ocorria
Dinophysis acuminata e por bioensaio e cromatografia liquida foi confirmada a presenca de
toxinas diarreicas (DSP) nos moluscos. A contaminagao dos moluscos algarvios com toxinas
diarreicas prolongou-se desde ¢ Inverno, pela Primavera até ac Verao.

MATERIAL E METODOS

As andlises de HPLC foram realizadas segundo Lee et al.,1987 modificado. Devido as
reduzidas dimensoes dos bivalves as extracgdes foram realizadas a partir da carne total em vez
de hepatopancreas. As hidrélises alcalinas foram descritas em Vale and Sampayo, 1999. Os
bioensaios foram realizados de acordc com a adpatacgao do método de Lee et al. (1987) ao
bioensaio descrito por Yasumoto et al. (1978).

RESULTADOS

No inicio de Fevereiro de 1998 cerca de 18 pessoas, entre funcionarios do Centro de
Salde de Loulé e seus familiares, apresentaram diversas complicagdes apés ingestao de
conquilhas.

Os sintomas incluiram, diarreia, vomitos, dores epigastricas e abdominais, fraqueza
muscular e cefaleias. Estes sintomas desenvolveram-se ao longo de quatro dias (12 a 16 de
Fevereiro). Apenas um acorreu ao Servigo de Urgéncia e os sintomas foram atenuando com
medidas de suporte.

™~ possivel recolher resto de conc ' uscruas € wiar para an: . ..o IPIMAR.

A pesquisa de Salmonella spp. det. nzgativa.

A cromatografia ‘cuida: 7 1ou a presega de acido ocadaiconac. .« o« ‘as
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MONITORIZACAQ DE TOXINAS DIARREICAS NO ALGARVE EM 1998
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Fig. 1. a) Anélise de conquilha colhida na Fuzeta/Olhao em 12 de Fevereiro de 1998 (9.5 ug OA/ 100g parte edivel).
Extracgao metandlica de acordo com Lee et al.,1987. b) Fracgdo hexano do extracto metandlico analisado em 1a,

hidrolisada com hidréxido de soédio, e derivatizada com ADAM de acordo com Lee 1387. (33 ug OA equivalentes/ 100g
parie edivel).
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MONITORIZACAQ DE TOXINAS DIARREICAS NO ALGARVE EM 1998
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Fig. 3. Variagao anual da concentragdo dos dinoflagelados responsaveis por DSP: Dinophysis acuminata e D. acuta.
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MONITORIZAGAO DE TOXINAS AMNESICAS NA COSTA PORTUGUESA EM 1998

A.P T Pinto, M. A. de M. Sampayo, M. J. Botelho, P. Vale, S. Rodrigues, S. Gomes
IPIMAR - Instituto de Investigagao das Pescas e do Mar, Av. Brasilia, 1400-Lisboa, Portugal

RESUMO

As toxinas amnésicas foram confirmadas pela primeira vez na costa portuguesa em 1995.
Desde entdo tém sido encontradas regularmente nos moluscos bivalves mas durante curtos
periodos, comparativamente com as toxicidades produzidas por dinoflagelados (DSP e PSP),
que apresentam uma permanéncia nos moluscos bivalves mais prolongada. Em 1998 foram
encontrados valores acima do limite de 20 ug &cido domédico / g parte edivel no berbigao
colhido na Ria de Aveirc € noc mexilh&ao colhido em Caminha.

MATERIAL E METODOS

As anélises de ASP de monitorizacao foram realizadas segundo AOAC (1991)1, partindo
do extracto aquoso preparado para o bioensaic em PSP

A agua do mar (1-2 litros) foi passada por uma rede de 90 um e o fitoplancton colhido
num filtro de fibra de vidro Whatman GF/C. Seguiu-se extraccao em agua com sonda de ultra-
sons a 100W. O extracto foi analisado por HPLC ap0s filtragao por filtro de nylon 0.22 um.

A confirmacdo da presenca de &cido domodico nas amostras foi realizada por
comparagao espectral (DAD) com o padréo.

RESULTADOS

AMOSTRAGEM

Durante o ano de 1998, a amostragem foi realizada em 15 capitanias, cada uma com
varios locais de recolha de aguas e/ou bivalves para analise. A frequéncia da amostragem varia
de semanal (Aveiro, Figueira da Foz), semanal menos regular (Lagos, Douro), quinzenal
(Caminha, Faro), mensal (Olhdo, Setubal, Lisboa, Cascais, Peniche) e muito irregular (Viana do
Castelo, Sines, Tavira e Vila Real de Santo Anténio).

ANALISES =1 OPL" _ _..

A contagem de espécies do género Pseudo-nitzschia na Ria de Aveiro nas zonas Norte
e Sul (figura 1) apresentou diversos picos ao longo do ano de 1998, so tendo, no entanto,
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ocorrido espécies produtoras de ASP durante o Verdo e Outono. As analises de ASP realizadas
em fitoptancton proveniente da Ria de Aveiro confirmaram a presenca de acido domadico no
Verdo e no Outono (figuras 2 e 3). As toxinas amnésicas detectadas no Verdo nao
corresponderam no entanto a toxicidade detectavel nos bivalves.

As toxinas amnésicas foram detectadas em bivalves colhidos nos vérios locais de
amostragem da costa portuguesa, especialmente durante o Outono. Apresentam-se na figura 4
0s valores de acido domodico obtidos para o berbigao, Cerastoderma edule, proveniente da Ria
de Aveiro. Em 26 de Outubro, o teor foi de 21.5 ng DA/g parte edivel, o maior verificado nesta
zona e ligeiramente superior ao limite de seguranga regulamentado para a presenca de acido
domdico em moluscos bivalves comercializaveis, 20 g acido domoico/g parte edivel de
molusco. Pela observacao da tabela 1, verifica-se a ocorréncia de concentragoes vestigiarias
em varias das capitanias amostradas, com valores de concentracdo em acido domoico entre
0.3 e 10 1g &cido domoico/g parte edivel de molusco e distribuicdo temporal no final do Verao
e todo o Outono.

Foram ainda encontrados valores superiores a 20 ug/g no mexilhao colhido em Caminha
no inicio de Novembro, com 22,6 ;g acido domdico/g parte edivel de molusco.

CONCLUSOES

No Verdo de 1998 a presenca de toxicidade no fitoplancton ndo correspondeu a
presenca de toxicidade detectavel nos bivalves.

Em 1998 as toxinas amnésicas foram detectadas em bivaives colhidos em diversos locais
da costa portuguesa, especialmente durante o Outono.

Pseudo-nitzshia - Ria de Aveiro -
Julho a Dezembro 1998

40000 ' V i Z0na 1
30000 ¢ \ / I ——Zona 2

N° Células /L

~..-C - . o Pseudo-nitze - .. ‘0 nas zonas Nor._ L. 12).




MONITORIZAGAO DE TOXINAS AMNESICAS NA COSTA PORTUGUESA EM 1998
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Figura 2 - Concentragdo de acido domdéico em amostras de fitoplancton colhido na Ria de Aveiro em 1998,

Foram detectados valores de ASP acima de 20 ug acido domdico/g parte edivel de
molusco em ocasides pontuais em bivalves da Ria de Aveiro e de Caminha.
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Figura 3 - Analise de fitoplancton colhido na Ria de Aveiro em 17 de Agosto de 1998 (718 ng DA/ L agua do mar). A direi-
ta: comparagéo entre o espectro colhido no apice do pico com o do padrao de &cido domdico.
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T UESTREO DE ' TOS EN LA COSiA G/ ALANA

Vila, M1., M. Delgadoft, E. Garces1, J. Camp1 y D. Furones2
1Institut de Ciéncies del Mar, Pg. Joan de Borbo, s/n, 08033 Barcelona, SPAIN
2Centre d'Aquicultura de I1RTA, St. Carles de la Rapita, Tarragona, SPAIN

RESUMEN

A partir del diseno de muestreo de puertos presentado en la anterior Reunién Ibérica se
ha elaborado una base de datos que contempla la distribucion espacial y temporal de especies
de fitoplancton productoras de toxinas PSP y DSP en la costa catalana desde julio del 95 y hasta
el momento actual y ASP desde el 98. Ademas de las miltiples detecciones de blooms en las
aguas confinadas de los puertos, con éste plan de muestreo también se ha detectado la
prolifercién de Alexandrium catenella del verano del 98 (finales de mayo-medianos de julio) que
afecté una tercera parte del litoral catalan, y estuvo asociado a elevadas concentraciones de
toxicidad PSP tanto en aguas libres (hasta 784 ;g PSP/100 g came) como confinadas (hasta
983 1«g PSP/100 g carne).

INTRODUCCION

Clasicamente se han definido a los dinoflagelados productores de mareas rojas como
organismos del plancton que proliferan en ambientes con elevadas concentraciones de
nutrientes y en condiciones de estabilidad de la columna de agua (Margalef 1978, Margalef et
al. 1979), a diferencia de las diatomeas que lo hacen en condiciones de elevada turbulencia.
Actualmente y debido a la humanizacién del litoral, se da un mayor grado de eutrofizacion de
las aguas costeras. El incremento en las descargas de nutrientes inorganicos y ef confinamiento
de las aguas costeras en numeroscs puertos (gue lleva implicito un mayor tiempo de residencia
de las aguas junto con un aumento de la estabilidad del sistema) incrementa la probabilidad de
desarrolio de proliferaciones de dinoflagelados en la costa. Con estas premisas, se decidio
hacer un Plan de seguimiento de organismos formadores de HAB basandose en el muestreo
de puertos (Vila et al. 1998), sustituyendo al anterior que consistia en la toma de muestras, con
baja frecuencia, en las areas de produccién de marisco (aguas abiertas) y que daba pocos o
escasos resultados.

El objetivo de éste plan es, por una parte, conocer las especies potenciaimente toxicas o
nocivas, su distribucion a lo largo de la costa catalana y su estacionalidad, al mismo tiempo que
detectar con la mayor rapidez posible los desarrollos de dinoflagelados productores de toxinas
que por la via trofica pueden tener efectos nocivos en el hombre.
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proliferaciones, ya sean confinadas en puertos (A. minutum, A. tamarense, A. taylor, G.
corsicum, Ostreopsis sp. y R mexicanum) o extensas (A. catenella, G. impudicum, Noctiluca
scintilfans, Pseudo-nitzschia spp.).

A grandes rasgos podemos establecer la distribucion estacional de las especies toxicas
o nocivas del litoral catalan, La mayor parte de ellas son especies tipicamente de verano (A.
catenella, A. tamarense, A. taylori, D. tripos, D. caudata, D. rotundata, P lima, G. impudicum y
Leptodiscus medusoides); en otofio se observan especies bentonicas como P mexicanum,
Ostreopsis sp. y Coolia sp., G. corsicum realiza sus proliferaciones en el Delta del Ebro durante
el invierno; y en primavera ocurren los blooms de Noctiluca scintillans y A. minutum (a pesar que
esta ultima ha estado presente en el plancton a lo largo de todo el ano, considerando todas las
localidades). Finalmente, D. sacculus, D. acuta, D. ovum y \as diatomeas Pseudo-nitzschia spp.
estan presentes en el plancton a lo largo de todo el aho, pero siendo mas abundantes durante
los meses calidos.

Uno de los objetivos del estudio es llegar a definir un zonacién del litoral catalan por lo
que se refiere a las especies toxicas o nocivas del plancton. Aqui se presenta una primera
aproximacién, agrupando las especies segun se hayan detectado a lo largo de toda la costa (A.
minutum, A. tamarense, D. acuta, D. caudata, D. ovum, D. tripos, D. sacculus, P lima, L.
medusoides, N. scintillans y Pseudo-nitzschia spp.), en la zona de la Costa Brava (D. rotundata,
P mexicanum, A. taylori, Coolia sp., Ostreopsis sp.- ésta Ultima presenta una distribucion mas
dispersa, con elevadas concentraciones en el puerto del Garraf-), en la costa central (G.
impudicum) y en la bahia de Alfacs (G. corsicum). A. catenella es presente en todo el litoral
excepto en la Costa Brava y el Delta del Ebro.

EL CASO DEL Alexandrium catenella

Primeras detecciones

Esta especie se detectd por primera vez en nuestras costas durante el verano (agosto-
setiembre) del 1996 en el puerto de Barcelona, presentando un maximo de concentracién en
agosto (4x10% cels/L). Se observd alguna presencia aislada (<150 cels/L) en los puertos de
Vilanova, Olimpico y Arenys.

En verano de 1997, A. catenella estuvo presente en el puerto de Barcelona desde
principios de julio hasta mediados de setiembre, presentando 2 méaximos de entre 1- 9 x105
cels/L en julio y setiembre. Durante éste verano se detectaron concentraciones de entre 5 x 103
-2 x 104 cels/L en diversos muestreos en los puertos de Vilanova y Olimpic.

En verano de 1998 se detectaron dos importantes blooms de A. catenella confinados en
los puertos de Tarragona y Barcelona. El primero se detectd a finales de mayo y presenté
concentraciones maximas de entre 30 y 80 millones de células/L (3 de junio) en darsenas
interiores del puerto. Ademas, se observaron unas bandas rojizas a la altura de la bocana del
puerto y en el exterior, con concentraciones de 6 - 7 millones de cels/L en las muestras mas
interiores y 2 x 104 cels/L en las exteriores. A los 10 dias las concentraciones en el puerto habian
decaido de forma importante pasando a ser inferiores a 2 x 103 cels/L. Cabe destacar que en el
muestreo de ese dia (12 de junio) y en todos los puntos se observaron elevadas
concentraciones de guistes de A. catenella (1,5 x 104- 1,1 x 10° cistes/L), teca$ vacias (2 x 104
- 1,5 x 105 tecas/L) y quistes vacios (1 x 103 - 6 x 104 cistes/L) debido a la infeccidon de un
parasito que infecta las células de A. catenella (Delgado 1999). En consecuencia, el dia 17 de
Junio no se observaron células de éste dinoflagelado. Posteriormente hubo un rebrote del
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CONCLUSIONES

El sistema de muestreo de puertos parece ser adecuado para la deteccion de
proliferaciones -especialmente de dinoflagelados- en la costa Mediterranea en donde hay una
fuerte humanizacion y en donde la cantidad de agua confinada es elevada debido a la existencia
de muchos puertos.

Se ha detectado un gran nimero de proliferaciones localizadas en las aguas confinadas
de los puertos, y al menos en el caso del “bloom” de Alexandrium catenella del sur de
Catalunya, también ha demostrado ser efectivo para la deteccién de proliferaciones extensas de
costa libre. El elevado nimero de registros de dinoflagelados potencialmente tdxicos o nocivos
detectado en el muestrec de los puertos ha permitido conocer la distribucién y estacionalidad
de distintas especies relacionadas con “HAB's” en nuestra area de costa y ha ampliado la lista
de especies nocivas en la misma (Alexandrium catenella, Ostreopsis sp., Coolia sp.).
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Tabla 2. Toxicidad PSP en moluscos en las distinats estaciones durante el"bloom™ de A. catenella en la mitad sur de
Catalunya (Mayo-Junio 98).

Fecha Estacién (g PSP/100 g.
18/5 al 24/5 no analizado
25/5 al 31/5 Coma-ruga >80

1/6 al 7/6 Torre de 1a Mora 784
Altafulla 527

Port de Tarragona 983

8/6al 14/6  Plagya Vandcllos 449
Pta. Salou 536

Platja Ametila 89

15/6 al 21/6 Port Tarragona 235
Platja Vandellos 127

Pta. Salou 126

22/6 al 28/6 <80
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Castroman Romero

Unidad de Control de Moluscos
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Universidad de Santiago de Compostela.

INTRODUCCION

La depuracion es un proceso cuya necesidad surge como consecuencia del paulatino
incremento de la contaminacion en las aguas en las que se realizan los cultivos marinos de
moluscos, teniendo como objetivo principal disminuir de forma considerable el contenido de
gérmenes o microbios con potencialidad de causar enfermedades en el ser humano,
esencialmente las de tipo gastrointestinal.

Una depuradora de moluscos es en esencia una instalacion para esterilizar agua de mar
que se va a suministrar a los moluscos bivalvos, manteniendo en lo posible las instalaciones
bajo unas condiciones similares a las del medio natural. El proceso de depuracion dura un
tiempo aproximado de 48 horas y consiste en el lavado de la flora bacteriana que se halla en el
interior del molusco, reduciéndola a los limites permitidos por la normativa legal vigente.

La Directiva del Consejo 91 /492 / CEE, del 15 de Julio de 1.991, por la que se fijan en
el ambito comunitario, las normas sanitarias aplicables a la produccion y puesta en el mercado
de moluscos bivalvos vivos, asi como los requisitos técnicos - sanitarios que deberan cumplir
los moluscos destinados al consumo humano inmediato; contemplan las caracteristicas
visuales, microbiolégicas y de contenido en biotoxinas, toxina paralizante (PSP), y toxina
diarreica de los moluscos (DSP). De la transposicion de esta directiva surge el Real Decreto 571/
1999 del 9de Abril con el mismo tema y en él, se adapta a nuestras particularidades la forma y
contenido de dicha directiva. Se hace referencia al Decreto 116/1.995 publicado en el DOG
no.87 de 8-5-95 por la Conselleria de la Presidencia y Administracion Publica * por el que se
regula el control de biotoxinas en moluscos bivalvos y otros organismos procedentes de la
pesca, marisqueo y acuicultura “

En la actualidad, de un total de 80 depuradoras de moluscos en toda Espana 65 se
encuentran en Galicia y de estas, 40 se han asociado y constituido la Asociacién Gallega de
Empresarios Depuradores de Moluscos (AGADE). Ante esto, en respuesta a las demandas de
la administracion se firmé un contrato entre dicha Asociacién y la Universidad de Santiago de
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Tapes japonica

(Berberecho) 9
Cerastoderma edule

(Mejillén) 554
Mytilus galloprovincialis

(Ostra) 21

Ostrea edulis

CONCLUSIONES

Todos los moluscos bivalvos deben ser sometidos a un control o higienizacion que
garantice su salubridad antes de ser destinados al consumo humano; para ello se investiga la
puesta en marcha de nuevas técnicas que posibiliten resultados 6ptimos en cuanto a calidad
sanitaria, mejorar los sistemas de identificacion de las distintas bictoxinas marinas y estudiar la
posibilidad de recuperar {desintoxicar), en cortos espacios de tiempo, los moluscos bivalvos
intoxicados.
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RESUMO

A ocorréncia e o desenvolvimento de florescéncias de Cianobactérias em aguas
doces superficiais envolve consequéncias nefastas para o ecossistema e esta frequentemen-
te associada a producdo de hepatotoxinas nocivas para a saude humana e animal. Em
Portugal, a contaminagao por cianobactérias de dguas superficiais destinadas a producao de
dgua para consumo humano e utilizadas para actividades recreativas, € um fenémeno fre-
quente (Vasconcelos, 1993, 1996) e tem sido acompanhado no ambito do Programa Nacional
de Monitorizacdo de Cianobactérias em Aguas Superficiais Contaminadas.

Este trabalho apresenta dados obtidos desde 1996 na vigilancia de diversas albufei-
ras do centro e sul de Portugal. Os resultados revelam situagdes problematicas em termos de
ocorréncias de cianobactérias. De facto, na maioria dos casos, a dominancia destas microal-
gas nas comunidades fitoplancténicas nao se limita as épocas mais quentes do ano e apesar
das oscilagdes temporais observadas, os niveis de microcistinas podem permanecer elevados
durante extensos periodos de tempo. Por outro lado, as variagdes bruscas na densidade fito-
plancténica e na toxicidade, em fun¢ao da profundidade e localizagao espacial dos pontos de
colheita, dificultam a definicdo de uma estratégia de amostragem representativa das con-
digdes verificadas na massa de dgua.

A eficiéncia de algumas EstagOes de Tratamento de Aguas (ETA) na remogao de célu-
las e toxinas foi avaliada através da analise de amostras colhidas simultaneamente antes e
apés o tratamento. Os niveis observados comprovam a baixa eficiéncia dos sistemas con-
vencionais (filtragao, coagulac@o e desinfeccao) no tratamento de aguas contaminadas por
cianobactérias téxicas na origem, criando situagdes que podem por em risco a Saude Publica.
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toxinas associadas deverd, provavelmente, revelar a presencga de outras toxinas ainda nao
detectadas até ao momento.

Dadas as evidéncias para efeitos agudos e crdénicos na saude humana, resultantes da
exposicao a estas toxinas (Kuiper-Goodman et al, 1999), torna-se fundamental avaliar as
situagoes de risco de modo a prevenir, em tempo oportuno, eventuais episédios de intoxi-
cagao, resultantes do contacto e consumo de aguas contaminadas.

Neste trabalho apresentam-se dados preliminares, relativos ao acompanhamento de
varias albufeiras e reservatorios de agua do Centro e Sul de Portugal. Amostras de agua foram
colhidas periodicamente a diferentes profundidades e em diferentes pontos do mesmo reser-
vatorio. Foram feitas andlises fitoplanctdnicas e toxicolégicas, para identificagdo das espécies
potencialmente idxicas e quantificagdo das toxinas produzidas em cada local. A analise de
amostras colhidas simultaneamente antes e apods o tratamento convencional usado pelas
ETAs para consumo publico, permitiu fazer uma avaliagdo da eficiéncia do tratamento na
remog¢ao do fitoplancton e das toxinas associadas.

MATERIAL E METODOS
Locais de esiudo:

De entre os locais considerados mais afectados pela presenca de cianobactérias, 5
reservatérios ou cursos de agua do centro e Sul de Portugal foram escolhidos para este tra-
balho, em fungao do tipo de utilizagdo a que se destinam: Santa Comba Dao (Viseu) e
Guadiana (Mértola) - utilizados para consumo publico; Montargil (Portalegre), Agolada e
Magos (Santarém) - utilizados para actividades recreativas e agricolas. Consideram-se locais
afectados aqueles em que, por uma inspecgao preliminar das condicdes de cada massa de
agua no local, se detectaram desenvolvimentos anteriores de florescéncias, pela observagao
faixas esverdeadas junto a margem ou de flocos dispersos de algas verdes a superficie.

Amostragem:

A estratégia de amostragem (tipo, frequéncia, local e profundidade das colheitas)
dependeu da avaliagdo da qualidade da agua feita em analises anteriores e do fim a que esta
se destina em cada caso.

Nas aibufeiras usadas para actividades recreativas e agricolas, foram cclhidas amos-
tras simples (2 litros), pontuais, a superficie ou a uma profundidade pré-estabelecida na colu-
na de agua, junto a margem e em zonas de enseada geralmente voltadas contra o vento. Para
0 acompanhamento das massas de agua utilizadas para consumo publico, efectuou-se a col-
heita simultanea de amostras compostas de agua bruta, resultantes da mistura de aguas col-
hidas a diferentes profundidades, junto aos pontos de captacio da ETA e de amostiras de agua
tratada, colhidas a saida da ETA apods o tratamento. Em ambos 0s casos, as amostras, acon-
dicionadas em frascos de plastico rolhados, foram transportadas em arcas térmicas, mantidas
a 4°C e ao abrigo da luz até ao laboratério, para processamento no proprio dia da colheita.

Processamento laboratorial das amostras :

Cada amostra foi dividida em 2 Sub-amostras, processadas separadamente para ana-
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entre amostras cothidas em diferentes dias a Fig. 2. Andlise por HPLC das toxinas PSP detectadas na

mesma profundidade. amostra de Mont::gil colhida a 6 de Junho de 1996.

A fig. 4 apresenta os resultados da L
monitorizagdo de cianobactérias e microcis- - [ —
linas na albufeira de Magos durante os | " T e ?
meses de Junho a Setembro de 1998. Neste a CET T T T
caso foram efectuadas colheitas apenas & ! "g
superficie mas em locais distintos da albufei-
ra (margens opostas), de modo a detectar | —ll_ _ — - — =4 '
eventuais diferencas nas densidades celula- -~ _ _
res e nas concentracdes de toxinas, asso- | | z— — T e
ciadas a uma distribui¢do horizontal ndo uni- i ? o
forme da florescéncia na massa de agua. De | J =
facto, como era esperado, dada a natureza - - -
Fig.3. Densidade de Microcystis aeruginosa (N° de Fig.4. Densidade de Microcystis aeruginos (N® de célu-
células/ml) e concert-acao de microci~" " "s (- g/l' nas  las/ml) e concentra¢ao de microcistinas ( ~ ' em amos-
amostras da albufe  Je Agolada cc  Jas sir  anea- tras¢-  1a’ ‘multaneamente em dois . _ distintos
mente a superficie e a| ofundidade de 0,5 m. (E2 e E5) @ albufeita de Magos.

Agolada 98 Magos 98 E2-E5

| o M I
I

gregdria de M. aeruginosa e a sua total dominancia nas florescéncias ocorridas na albufeira
de Magos, registaram-se grandes diferencas tanto na toxicidade como nas concentragdes
celulares desta cianobactéria, entre amostras colhidas no mesmo dia em diferentes pontos da
albufeira. Refere-se que as concentracdes mais elevadas de microcistinas foram sempre
registadas nos pontos onde se registou a maior densidade fitoplanctdnica e que para cada
ponto, 0 aumento da densidade celular corresponde, de um modo geral, a um aumento da
toxicidade.

No que respeita ao acompanhamento do rio Guadiana, realizado nos anos de 1996 e
1997 na zona de Mértola, a fig. 5 apresenta as densidades de cianobactérias, registadas na
4gua bruta e apds o tratamento efectuado na Estagéo de Tratamento de Agua de Mértola. Os
dados revelam uma total ineficacia deste tratamento (fiitracao, floculacdo e desinfeccdo) na
remogao de células a partir de aguas fortemente carregadas de matéria organica. No entanto,

I3
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DISCUSSAO

Em Portugal, o acompanhamento de florescéncias de cianobactérias em varias albu-
feiras e reservatorios de agua tem revelado situagOes problematicas de Norte a Sul do pais.
A frequente utilizagao de recursos hidricos superficiais como zonas de lazer e fontes de abas-
tecimento para a rede publica expde os utilizadores a uma eventual ingestao ou contacto
directo com compostos de elevada toxicidade produzidos por cianobactérias. De facto, em
muitos casos, a dominancia destas microatgas na comunidade fitoplanctdnica nao se limita as
epocas mais quentes do ano e a presenca de elevados niveis de toxinas pode representar
situa¢des de risco para a saude humana e animal, tanto do ponto de vista de intoxicagédo
aguda, decorrente da exposi¢ado a grandes concentragdes de compostos de alta toxicidade
(tais como as toxinas PSP), como do ponto de vista crénico, dada a permanéncia das toxinas,
nomeadamente microcistinas, na agua por extensos periodos de tempo.

As ETAs consideradas neste trabalho, avaliadas quanto a capacidade de remogéo de
fitoplancton e de cianotoxinas, parecem nao estar preparadas para fazer face as altera¢des da
gqualidade da agua resultantes da ocorréncia de blooms. A presenga de microcistinas em
niveis superiores aos recomendados pela O.M.S e de cianobactérias em densidades superio-
res a 10 000 cél/ml na agua da rede atestam a ineficacia dos tratamentos convencionais nes-
tas situacbes. A utilizagao de processos de desinfecgdo comuns na eliminagao de algas para
tratamento da agua, revela-se ineficaz na remogao de toxinas ja que ao provocar a lise celu-
lar, conduz apenas a libertagao destes compostos para © meio e nao a sua eliminagao [Jones
& Orr, 1994]. Varios casos de morbilidade, resultantes do consumo de &gua de rede publica
provenienie de fontes superficiais contaminadas, sao reveladores dos riscos associados a
uma insuficiente depuragdo das cianotoxinas nos sitemas de tratamento de agua [Hawkins,
1985; Thebault & Lesne, 1995]. Em situacao de risco particularmente elevado, encontram-se
0s utentes de unidades de hemodidlise, frequentemente sujeitos a tratamentos que envolvem
o contacto directo (por via endovenosa) com grandes quantidades de agua [Araujo, 1995).

Para além da capacitagao das ETA com eguipamentos eficazes na remogao das toxi-
nas (ozonizagao ou filtragdo por caroono activadoj, a gestao do risco requer uma vigiléncia
permanente das aguas usadas para consumo publico e fins recreativos, com um diagndstico
rapido e seguro das ocorréncias, que sustente a subsequente regulamentacdo do uso da
agua.

A monitorizacao dos reservatorios considerados neste trabalho envolveu a quantifi-
cac¢ao de fitoplancton em amostras colhidas periodicamente e a avaliagdo da toxicidade asso-
ciada a presenca de cianobactérias. Amostras simples, pontuais, colhidas a determinada pro-
fundidade na coluna de agua permitiram recolher grandes concentragdes algais e, portanto,
determinar a presenca de toxinas mesmo gquando estas se apresentavam em quantidades
vestigiais na massa de dagua. Contudo, em casos como os da albufeira de Agolada e de
Magos, as amostras simples revelaram-se pouco representativas das condi¢bes verificadas
em toda a massa de agua, dadas as variagdes bruscas na densidade fitoplanctonica e na toxi-
cidade, associadas & capacidade de deslocacéo vertical e horizontal das florescéncias sobre-
tudo quando as espécies dominantes nao se distribuem homogeneamente, como se revelou
para M. aeruginosa.

Para além das variagdes espaciais, oscilagdes temporais na densidade e composi¢ao
das co~  Jades fitoplancténicas dificultam a previsao de situa¢des cle risco associadas a
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JUSTIFICACION

El molusco Acanthocardia tuberculata (corruco) es de gran importancia en la industria
pesquera andaluza de los litorales de las provincias de Malaga y Cédiz, debido a la existencia
de una industria conservera que absorbe la produccidon para transformarla en el producto
comercialmente denominado “langostillo”.

Esta especie manifiesta un peculiar comportamiento respecto a las toxinas paralizantes,
ya que se detectan valores anormalmente altos de las mismas, en zonas en las que las
concentraciones detectadas de especies fitoplanctdnicas potencialmente productoras de estas
toxinas no son elevadas. Esto ha generado la necesidad del cierre de algunas zonas en las que
tradicionalmente se pesca esta especie durante largos periodos, incluso de anos, con el
consecuente perjuicio para la industria pesquera.

Se han realizado varios estudios tendentes a explicar este extranoc comportamiento, por
los cuales se han descartado posibles causas como la formacion de floraciones a partir de
quistes de Gymnodinium catenatum, la intoxicacién directa de los ejemplares a partir de los
mismos, © la posible interferencia de metales como el Zinc en los resultados de los analisis
(Marquez, 1993).

Ante este problema, se decide la realizacion de pruebas para establecer si el
mantenimiento de ejemplares en un medio controlado libre de organismos potencialmente
productores de PSP disminuye los niveles de toxinas en un proceso que resulte
econdémicamente rentable.

MATERIALES Y METODOS

Se realizan dos ensayos de desintoxicacion de corrucos en distintas épocas del ano (12.-
junio-julio, 22.- noviembre-diciembre).

El primer obstéculo a salvar es la forma de mantenimiento de los ejemplares en
cautividad, es por ello que se ensayan varios sistemas, aunque las mortalidades apreciadas en




todos los sistemnas, asi comoe el numero y frecuencia de los muestreos, con: ar 2 dauracion
de los ensayos, gue no es posible alargar durante mas de un mes.

Por ultimo, las condiciones quedan establecidas de la siguiente forma:

CONDICIONES DEL PRIMER ENSAYO DE DESINTOXICACION

TRANSPORTE A _..C.. M.

/\

Refrigeracion (120 ejemplares) Condiciones controladas (Resto)
Primer dia (S réplicas) Segunda ser 2na (2 réplicas)
v

Tercera semana (2 réplicas)

v

Cuarta semana (2 réplicas)

v

AGOTAMIENTO DEL LOTE

Para el primer ensayo se capturan 82 kg de corruco en la provincia de Malaga. Los
ejemplares se transportan hasta el centro donde se realizan los ensayos (C.{.C.E.M. "Agua del
Pino") separandose un primer lote para el analisis de 5 réplicas de 20 ejemplares al dia siguiente
al de su captura. El resto de los ejemplares se distribuyen en 4 tanques rectangulares de 1000
| de capacidad bajo circuito abierto (5 I/min) de agua de mar filtrada y pasada por un tratamiento
con rayos ultravioieta, La temperatura media se mantuvo a 20.4 °C= 0.5y la salinidad a 37.8 =
0.4 %oo. La afimentacion consistid en una mezcla de Skeletonema costatum con aportes
adicionales de /sochrysis galbana Tiso, Chaetoceros gracilis, Ch. calcitrans y Tetraselmis
suecica a una concentracion aproximada de 106 céls/mil.

La experiencia se logré mantener durante 22 dias, a partir del muestreo inicial, se
realizaron muestreos por bioensayo de ratén semanales de dos réplicas de 20 ejemplares cada
una. Diariamente se muestred el agua con alimento para asegurar la no presencia de especies
de fitoplancton potenciaimente tdxicas.
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CONDICIONES DEL SEGUNDO ENSAYO DE DESINTOXICACION

CAPTURA DE LOS EJEMPLARES

|

TRANSPORTE AL C.1.C.EM.

/\

Refrigeracion (125 ejemplares) Condiciones controladas (Resto)
Primer dia (5 réplicas) Segundo dia (3 réplicas)
Segunda semana (3 réplicas)

Tercera semana (3 réplicas)

Cuarta semana (3 réplicas)

Quinta semana (3 réplicas)

.

AGOTAMIENTO DEL LOTE

Para el segundo ensayo se capturan 240 kg de corruco en la provincia de Malaga. Los
ejemplares se transportan hasta el C.I.C.E.M. "Agua del Pino" separandose un primer lote para
el andlisis de cinco réplicas por bioensayo de ratdn al dia siguiente al de su captura. El resto de
los ejemplares se distribuyen en 4 tanques rectangulares de 5000 | de capacidad bajo circuito
abierto de agua de mar filtrada (5 {/min) y pasada por un tratamiento con rayos ultravioleta. La
temperatura media se mantuvo a 18.5 °C+ 0.9y la salinidad a 37.2 * 0.4%e.. La alimentacion
consistid en una mezcla de Skeletonema costatum con aportes adicionales de fsochrysis
galbana T-iso, Chaetoceros gracilis, Ch. calcitrans y Tetraselmis suecica a una concentracion
aproximada de 106 céls/ml.

La experiencia se logré mantener durante 34 dias, a partir del muestreo inicial, se
realizaron muestreos por bioensayo de raton semanales de tres réplicas de 20 ejemplares cada
una. Diariamente se muestred el agua con alimento para asegurar la no presencia de especies
de fitoplancton potencialmente toxicas.

Los resultados de estas experiencias sugieren la realizacién de un nuevo ensayo el que
se testea el posible efecto de la refrigeracién de los ejemplares vivos sobre la cantidad de toxina.
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GRAFICA 1: PRIMER Y SEGUNDO ENSAYO DE DESINTOXICACION
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Esta variacion en el contenido medio de toxina sugiere que la forma de mantenimiento
de los ejemplares puede actuar sobre la cantidad media de toxina obtenida en &l lote. Es por
ello que se decide realizar un muestreo con tres réplicas entre el denominado "muestreo inicial"
y el siguiente semanal durante el segundo ensayo de desintoxicacion. Los resultados de este
muestreo son muy superiores a los obtenidos en el tedrico muestreo inicial, esta diferencia no
se explica estadisticamente por diferencias en el peso de las muestras. Los resultados son
incluso mas elevados que los obtenidos en el siguiente muestreo semanal. (Gréfica 2). Esto
sugiere gue el cambio en las condiciones afecta al contenido téxico de la poblacién, hecho que
Bricelj et al.(1998) explica en Spisula solidissima por transferencias entre tejidos.

GRAFICA 2: SEGUNDO ENSAYO DE DESINTOXICACION CON MUESTREO DE
EJEMPLARES EL SEGUNDO DiA
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Por otro lado, debido a los resultados obtenidos en el primer ensayo de desintoxicacion
se decide, en la siguiente experiencia de desintoxicacion, separar un grupo ¢ ~ ~jemgolares para
realizar un nuevo ensayo en el que se intenta probar ! posible efecto de la :frigeracién sobre
el contenido de toxinas. Los resultados muestran una 2ve bajada en los valores obtenidos, del
crden del 20% ‘'0s analisis realizados del primer ¢ 1 al segundo, y una estabilizacié= € » ~
nivel entre el segundo vy el tercer dia. Sin embargo, al analizar ejemplares mantenidos ¢~ las
condiciones de. segundo ensayo de desintoxicacion el segundo dia, se apreciaL "' cremento
en la cantidad ce toxina de las tres réplicas analizadas, como ya se ha resehado ¢ 1 e péirafo
anterior, no explicable por diferencias en peso de las muestras (Gréafica 3). Este aumento no es
logico si tenemos en c.enta que se ha comprebado la ausencia de especies oe fitoplancton
potencialmente toxicas para esta toxina en el medio.

GRAFICA 3: VARIACIONES MELiAS: .. ORDY PS? CO 'LARES
RUFRIGERADOS
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A fin de comprobar los resultados, se repite la experiencia con los ejemplares restantes
del segundo ensayo de desintoxicacion, analizando tres réplicas de éstos el Ultimo dia de la
experiencia y tres mas al cabo de 24 horas en un refrigerador a 5 °C. En este caso no se
encuentran diferencias entre los lotes analizados "en fresco" y los lotes refrigerados durante 24
horas. (Gréfica 4).

CONCLUSIONES

En resumen, la desintoxicacién por depuracion en condiciones controladas de la especie
Acanthocardia tuberculata, es un proceso largo y demasiado costoso en eje  ~'ares,
instalaciones y pe 'sonal para ser econd~"‘cr =~ ~nte rentable.

Por otro lado, os resultados sugieren que el método de mantenimiento de las Muestras
influye en el conter o en toxina de -as mismas, siendo un tema interesante nara ser esiuc 'ado
con métodos mas finos de andlisis.




ENSAYOS DE DESINTOXICACION DF PSP EN | CORRUCO

GRAFICA 4: VARIACIONES MEDIAS DEL VALOR DE PSP CON EJEMPLARES
REFRIGERADOS EN EL INICIO Y FINAL DE LA SEGUNDA EXPERIENCIA DE
DESINTOXICACION.
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TOXINOLOGIA Y CONTENIDO TOXICO DE DINOPHYSIS ACUMINATA
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Administraciones Publicas. Aptdo. 90, 36271 Vigo.
(2) Instituto Espanol de Oceanografia. Centro Oceanografico de Vigo. Cabo Estay, Canido. Aptdo. 1552. 36280 Vigo.

RESUMEN

Se presentan resultados sobre el perfil de toxinas y contenido toxico de Dinophysis
acuminata, D. acuta y D. caudata, especies asociadas a episodios recurrentes de presencia de
toxinas diarreicas en los bivalvos (DST) en las Rias Bajas gallegas, obtenidos de células aisladas
por micromanipulacion mediante cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE). Estos resultados
establecen la presencia de dinophysistoxina-2 (DTX2) en el perfil toxico de D. acuta (hasta un
40% del total), y sugieren por primera vez la presencia de cantidades traza (< 1 pg - cel") de
acido okadaico (OA) en D. caudata. El componente dominante de D. acuminata es el OA si bien
no se puede descartar la presencia de pequenas cantidades de DTX2 en esta especie. Se
obtienen nuevos datos gque confirman la variabilidad del contenido téxico en células de la misma
especie de Dinophysis durante distintos episodios anuales, e incluso durante et mismo episodio
en células de arrastres mantenidos en laboratorio. Estos resultados corroboran el riesgo para la
salud publica que supone el empleo de "indices de Dinophysis" como dato sustitutorio de los
bioensayos de ratén en la deteccidn precoz de toxinas diarreicas en los bivalvos.

INTRODUCCION

Las especies del género Dinophysis son responsables de episodios recurrentes de
ocurrencia de toxinas diarreicas en los bivalvos (DST) que acarrean prolongadas prohibiciones
de la extraccion de bivalvos en las areas de produccion en las Rias Bajas gallegas. D. acuminata
es la especie mas persistente del género, presente durante todo el ano, y responsable de
episodios DST entre primavera y otofo; se han registrado densidades de hasta 3 x 104 cel - I
de esta especie (Maneiro et al, somet.) y en anos excepcionales se ha asociado con episodios
DST de invierno con concentraciones inferiores a 2 x 102 cel - I'' . Las ocurrencias de D. acuta
son de caracter mas estacional, y los episodios DST asociados a esta especie se dan sobretodo
en septiembre-octubre; las densidades maximas registradas fueron de aproximadamente 5 x
104 cel - I'. D. caudata es un componente minoritario del grupo Dinophysis en las rias, aparece
siempre acompanando a otras especies del género y constituyendo un 5-20% del total de
Dinophysis spp.; las concentraciones maximas registradas oscilan entre 2-7 x 102 cel - |
(Reguera et al.,, 1990; 1993 a y b; Blanco et al, 1995 y 1998). Las grandes variaciones en la
relacidn Concentracién de Dinophysis spp. / Toxicidad DSP en los bivalvos se justifican en
parte por la variabilidad de contenido toxico por célula observado en poblaciones naturales de
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Tabla I. Concentracion de toxinas DSP (OA Y DTXs) en poblaciones naturales de D. acuminata, D. sacculus, y D.
acuta de distintas panes del mundo (nd = no detectado).

T \
Especie Origen Toxicidafi Tipo de muestra Referencia
(pg - cel’) l
Le Havre, Francia. 1.6 OA ’
(Junio 1984)
Células aisladas por Lee et al,
Bahia de Tokio, Trazas OA micromanipulacién 1989
Japdn
(Junio 1984)
I |
Gulf St. Lawrence, {25.5 OA Cembelia,
D. acuminata Canada | Células aisladas de 1989
arrastres multiespecificos
Gulmar Fjord, o -232 mantenidos en Johansson et
; OA:1.1-23 laboratorio al, 1996
Suecia ‘DTX1:nd-O.2
Galicia, Espafia - ‘ 1-370A Toxicidad global (serie Blanco et al.,
temporeal) de arrastres de | 1995
poblaciones naturales
Dinamarca nd - 40 OA I multiespecificas. Andersen et
al., 1996
T ¥ . .
Bretana, Franca 12.9-29.6 OA 'Células aisladas Masselin et
(micromanipulacion) | al., 1992
D. sacculus
Delta del Ebro, 1.2-570A Arrastre quasi mono Delgado et
Espana especifico mantenido en |al., 1996
| laboratorio.
I 1 I
Galicia , Espafa 9.4 OA Células aisladas Lee etal,
(Octubre 87) (micromanipulacion) 1989
Cork, Irlanda 136 James et al,
(Agosto, 96) 58 OA+78 DTX2 . 1098
D. acuta o '
Gulmar Fjord, Suecia - 21 Células aisladas de Johansson et
OA:nd-14 arrastres multiespecificos al., 1996
LTXi:nd-7 mantenidos en
laboratorio
Galicia, Espaia 0.4 -430 Toxicidad global (serie
OA:0.6-94 temporal) de arrastres de | Bianco et al.,
LTX22:05-188 | hoblaciones naturales 1995
multiespecificas.
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aclarado con agua de mar estéril) se fiitrdé muy suavemente, mediante una trompa de vacio, a
través de filtros Whatman GF/C de 2 cm de diametro, previamente tratados a 400 °C durante 6
h. Los filtros marcados se congelaron a -30 °C hasta el momento de la extraccion. En la Tabla
[l se relaciona el nimero de células aisladas de cada especie en cada episodio. En el caso de
D. acuta se hicieron aislamientos de células el mismo dia que se tomaron del campo, y dos
aislamientos posteriores, 5 y 9 dias despues de la recogida respectivamente; durante ese
tiempo el arrastre se mantuvo en un contenedor de plastico en camara isoterma con fotoperiodo
L:O 14:10,a 15 °C. Durante el episodio de D. acuminata de junio/98 se obtuvieron dos muestras
de células aisladas de esta especie a partir del mismo arrastre: una destinada a la determinacién
de OA libre (previniendo la hidrolisis de formas conjugadas de las toxinas DSP mediante
inactivacion de las enzimas), y otra destinada a la investigacion indirecta de la presencia de
formas conjugadas provocando la hidrolisis enzimética de las mismas a OA.

Extraccion y Anélisis de Toxinas por CLAE

La mayor parte de los exiractos se obtuvieron aplicando el método de Lee et al. (1987)
con ligeras modificaciones: Se hace una doble extraccién de cada filtro mediante sonificacién
con 2 ml de metanol (80%) durante 15 mn, centrifugacion y decantacién del sobrenadante. Los
extractos combinados se llevan a un volumen tfinal de 5 ml. Una alicuota de esta muestra ..
a la que se anade la mitad de volumen de H20 (0.5 n ml), se extrae dos veces con 1.5 n ml de
cloroformo. El extracto cloroférmico se lleva a un volumen preciso y posteriormente se seca con
sulfato sddico. Una alicuota del extracto cloroférmico se evapora y se somete posteriormente a
derivatizacion.

Las muestras de D. acuminata de junio/98 se sometieron a2 un procedimiento similar al de
Quilliam et al. (1996): Un primer filtro se suspendio en 0.5 ml de Tris-HCL (50 mM, pH 7.4) y se
introdujo en agua hirviendo 3 mn. Con este procedimiento se destruyen las enzimas antes de
la extraccion y se previene la hidrolisis de las formas conjugadas. Posteriormente se afadio 2
ml de metanol y se sonicd la muestra durante 1 mn. Después de 10 mn de centrifugacién se
decanto el sobrenadante en tubo de vidrio. El filtro se sometid dos veces mas a una extraccion
con 1 ml de metanol 80%. Un segundo filtro se suspendid en 0.5 ml de Tris-HCL (50 mM, pH
7.4)y se su Hergid en  -6geno iiquido. Posteriormente se procedio a descongelar la muestra
a tempel Jra ambier ¢ en la oscuridad du - 2¢ oras. Con esto se estimu.a .a hidrolisis
enzimal za d. .3 for.nas conjugadas del OA. Seguic  nente se anadié 2 mi de metanol al 80%
y se realizd el mismo tratamiento que con el primer  ro. Los extractos metanolicos obtenidos
por ambos procedimier 0s se someten al procedin o general de extraccién, purificacion y
dervatizacion. La de vi  1cion se rea:izo con react /10 ADAM (SERVA). Como ssiande es se
. zaron OA adg do : National Research Co c¢i' 'NRC, Canada), y DTX2 ¢ . ler te
cedida por K.James (Cork, iflanda). Las caracte = zas del sister a fueron: Hewlet. Packe d
1050, Me ck Supersr 100 3P18 {4 250 x ‘ase mo\ ', Me CN:H,0 (80:20, jo 1.1
mlr -1\, :mpere -adelacol ~ 1 {, C; detectorde uorescencia =P 1046A, conlon¢ 1des
de onc ade excitacié 1« Adnde 365 nmy 412 nm respectivamente.
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Resultados arevics sobre la estimacion de toxicidac de células de Dinop.. < sgg nan
1 sesto de mal “esto que existe una gran variabiliuad en los valores obtenidos para cada
2¢ recie en distintas zonas del mundo o incluso er la ™ sr o .ocalidad. Al no disponerse de
cl .vos de estas especies, resulta d“  determinar si esta variabilidad se debe a cue estamos
trabajando con cepas distintas de oxicidac ~uy diversa, o si por el contrario se irata de las
mismas cepas respondiendo a distintas condiciones ambientales, o a poblaciones con distinta
tasa de crecimiento y biovolumen. E£n el caso del complejo D. acuminata, el problema se
complica por ia gran variabilidad morfolégica, o plasticidad, que presenta esta especie. Es
necesario, pues, obtener repetidas estimaciones de foxicidad por célula en series temporales
durante distintas estaciones del ano, y relacionar estos valores con . tamano/forma de las
células, y ain mejor, acompanar estos estudios de otros que determinen la variabilidad genética
de las células procedentes de distintos episodios.

En estos resultados preliminares se establece por primera vez la presencia de D7X2 en
D. acuta de las Rias Bajas gallegas. Esta toxina ¢ e primeramente identificada en meiilones
ilandeses (Hu et al, 1992). Blanco ef al. (1995 detectaron picos con comportamiento
cromatogréficos idéntico a la DTX2 en los analisis de muestras de arrastres fitoplancténicos de
las rias gallegas y sugirieron que la aparicién de este compuesto pudiera estar asociada con la
ocurrencia de D. acuta. Gago et al. (1996) y Vale y Sampayo (1996) confirmaron la presencia
de DTX2 en mejillon de Galicia y Portugal respeciivamente. Vale y Sampayo (1998) mostrarc:
que la aparicion de DTX2 en bivaivos portugueses va asociada a .2 oc encia de D. act4a,
~ie asque ' esetal(1998) demosiraror ~zdia~te uCLAE v espectrc. netria de masas ;ue
'al . X2es' ¢ i oredc nante -~ D.acu ~~ ' ar la Larazcn OA: DTX2obtenida 1 D.
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TOXINOLOGIA Y CON1  IIDO TOXICO DE DINOPHYSIS ACUMINATA

sintesis de toxinas DSP estimandose la tasa de produccion de toxina por célula en 0.33 d-' . El
descenso de toxina por célula obtenido tras 7 dias de mantenimiento artificial revelaria el
principio del decaimiento de! arrastre. Los resultados obtenidos en este analisis y en
estimaciones previas de Blanco et a/ (1995) nos muestran que la DTX2 puede constituir hasta
un 40% del total de toxinas. Ello no supone un problema en los andlisis rutinarios mediante
bioensayo de raton, que estiman el efecto bioldgico del conjunto de toxinas diarreicas, pero si
podria serlo en el caso de métodos alternativos que no fueran muy sensibles a la deteccion de
esta toxina.

Se confirma la variabilidad de contenido toxico en D. acuminata. Los valores de otofo
(21.7 pg - cel'') , dos veces mas altos que los de verano (promedio: 8 pg - cel! ), unido a las
altas concentraciones celulares (26 x 103 cel - I'1) alcanzadas (Maneiro et al., sometido),
explican la intensidad de los episodios de DSP en las Rias Bajas en 1998 (Salgado et al., este
volumen) en los que la especie de Dinophysis dominante fue D. acuminata. Al menos en la
muestra estudiada no se detectaron DTX4 0 ésteres del OA, DTX2 6 DTX1. No obstante, los
escasos datos disponibles no nos permiten descartar su presencia, quizas minoritaria, ni ia
posible presencia de DTX-2 en esta especie (de lo que también existen algunos indicios en el
trabajo de Blanco et al., 1995) de igual manera que la DTX1 acompana al OA en D. acuta y D.
acuminata de los fiordos noruegos (Johansson ef al., 1996). La presencia de acyl-derivados ha
sido demostrada en bivalvos gallegos (Fernandez et al., 1996) y portugueses (Vale et a/., 1999),
pero hasta la fecha nadie ha demostrado la presencia de ésteres o DTX4 en células de
Dinophysis 6 en bivalvos expuestos a proliferaciones de especies de este género. Yasumoto et
al.(1985) hipotetizaron que los acyl-derivados podrian resultar de transformaciones metabdlicas
en las glandulas digestivas de los bivalvos. Suzuki et al. (1999) han aportado pruebas de la
conversion de DTX1 (transmitida por D. fortii ) en DTX3 en las vieiras japonesas (Patinopecten
yessoensis). Con respecto a la posible ocurrencia de diol-ésteres 6 DTX4 en bivalvos, Quilliam
et al.(1996) sugirieron que en el caso de que los bivalvos ingirieran fitoplancton conteniendo
estos compuestos, las esterasas presentes en las glandulas digestivas de los moluscos los
hidrolizarian a OA, DTX1 o DTX2.

La presencia de cantidades traza de OA en D. caudata, en una Unica muestra analizada,
de septiembre de 1997, requiere confirmacion en futuros analisis. No obstante, Blanco et
al.(este volumen), aplicando analisis de regresion multiple a los resultados de toxicidad de
arrastres fitoplancténicos en 1994 (ano en que D. caudata fue mas abundante que lo normal)
concluyeron que esta especie, en el periodo estudiado, debia contribuir poco 6 nada a la
toxicidad global obtenida. Los datos presentados en este trabajo constituyen el primer ensayo
de toxicidad en células de D. caudata aisladas por micromanipulacién. Okaichi et al. (1967)
reportaron muertes de peces asociadas a mareas rojas de esta especie en el Golfo de Tailandia
y en el Mar Interior de Seto, pero no se investigaron las posibles causas (anoxia, elevado nivel
de toxinas...) de la muerte de los peces. Tahri-Joutei (1998) senala a D. caudata como potencial
agente de episodics diarreicos en Marruecos. Los datos presentados en este trabajo
constituyen los primeros resultados sobre determinacion de toxinas DST por CLAE en células
de D. caudata aisladas por micromanipulacién.
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RESUMO

O possivel envolvimento de bactérias associadas a dinoflagelados na producdo de
toxinas, proposto por Silva no inicio da década de 60 (Silva, 1962), tem sido estudado, quer
através da comparagao da toxicidade manifestada em culturas antes e apds a remogac de
bactérias associadas, guer com a demonstragao de capacidade de produgao auténoma de
PSP em bactérias isoladas. Contudo, ambas as abordagens revelam resultados contraditorios
e insuficientes.

Neste trabalho pretendeu-se determinar eventuais alteragdes no perfil toxicologico e no
crescimento de culturas nao axénicas de Gymnodinium catenatum toxico e Alexandrium
lusitanicum nao toéxico, exercidas pela introducdo de bactérias nao tdxicas isoladas de
diferentes dinoflagelados. A introdugac das bactérias realizou-se com a inoculagao de 100ul de
cultura bacteriana a meio da fase logaritmica de crescimento em 50ml de cultura de
dinoflagelados em inicio de fase logaritmica de crescimento. Foram utilizadas duas bactérias
isoladas de cada uma das culturas de dinoflagelados usadas e trés bactérias obtidas de uma
cultura de Alexandrium catenella isolado da costa Chilena. Resultados preliminares obtidos por
HPLC, indicam que a composicdo de toxinas PSP produzidas por G. catenatum se mantém
constante (GTX 1,3,4,5) antes e apds a inoculagdc das bactérias nas culturas. Foram, no
entanto, detectadas alteragdes nas quantidades relativas e totais de toxinas produzidas por
célula. Pelo contrario, a introdugéo das mesmas bactérias em A. lusitanicum nao provocou
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uniforme (Kim et al., 1993; Franca et al., 1996; Doucette & Powell, 1998), por outro, levantam-se
questdes quanto as toxinas produzidas pelas estirpes de bactérias isoladas de espécies tdxicas,
nomeadamente, a reduzida quantidade de toxinas produzidas pelas bactérias até agora
isoladas, que ndo explica as diferengas encontradas na toxicidade das culturas algais de
origem, antes e apods a remogao das bactérias.

Este trabalho pretende estudar a capacidade de producéo auténoma de toxinas PSP em
5 bactérias isoladas de 3 estirpes de dinoflagelados pertencentes aos géneros Alexandrium e
Gymnodiniurmn e determinar eventuais alteracées no perfil toxicolégico e no crescimento de
culturas de Gymnodinium catenatum e Alexandrium lusitanicum, exercidas pela introducéo das
bactérias no meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

Cultura de dinoflagelados:

Culturas n&o axénicas de A. Jusitanicum LME 18.1 (=AL18, Dodge, 1982), isolado da
Lagoa de Obidos, Portugal, e de G. catenatum LME 348 (Balech, 1988), isolado de Sagres,
Portugal, foram mantidas, respectivamente, em meio ASP7 (Provasoli, 1963), e meio GPM
(Loeblich, 1975), a temperatura de 20 + 1°C, luminosidade de 3500 Lux, 14:10 L:D. O
crescimento das culturas foi acompanhadc por contagem periddica de células fixadas com
glutaraldeido ao microscopio 6ptico. Parte das culturas foi recolhida no final da fase exponencial
do crescimento e concentrada por centrifugagac (1200 rpm, 15 min, 10°C) para andlise
toxicologica.

Cultura de bactérias:

Foram utilizadas 5 estirpes de bactérias isoladas de dinoflagelados conforme os
procedimentos descritos por Franca et al. (1995,1996), mantidas em meio SWC (Haygood &
Nealson, 1985) ou marine Broth (DIFCO) (500ml), em permanente agitagao, a 20 = 1 °C:
Pseudomonas stutzerii, isolada de LME 18.1; Pseudomonas diminuta, isclada de LME 348; e 3
bactérias nao identificadas - estirpes A, G e U (Alvito et al. 1997) - isoladas a partir de
Alexandrium catenella ACC07 proveniente do Chile (Lagos, 1998).

Inoculacao de bactérias nas culturas de dinoflagelados:

A introdugdo das bactérias nas culturas de dinoflagelados realizou-se no inicio da fase
logaritmica de crescimento dos dinoflagelados. Para o inéculo, 1 ml de cada cultura bacteriana
a meio da fase logaritmica de crescimento foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 20 min., a 8°C.
O sobrenadante foi decantado e o pellet ressuspendido em 1 mi de meio esterilizado ASP7 ou
GPM, segundo o destino da bactéria. 100 ml do ressuspendide (correspondente a 100.000
células bacterianas, aprox.) foram inoculados em 50 ml de cultura algal. Todas as bactérias
foram inoculadas em duplicado. Culturas nao inoculadas serviram de controlo. O nimero de
bactérias viaveis inoculadas em cada cultura foi calculado por plagueamento triplicado do
ressuspendido em Marine agar ¢ SWC agar. Este procedimento permitiu também verificar a
pureza da cultura bacteriana no momento da inoculacao.

Extraccéo e analise de toxinas PSP:

A extraccao do pellet celular obtido no final da fase exponencial de crescimento dos
dinoflagelados, foi feita em acido acético 0,5M segundo o protocolo descrito por Oshima (1995).
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Fiy.2 Andlise de toxinas do grupo GTX na solugdo padrio
z er cada uma das bactérias indicadas.

1

o '

crescimento exponencial até ao décimo sétimo
dia, seguido de um subito decréscimo
detectado no dia 20. Um padrao de
crescimento muito semelhante foi igualmente
observado nas culturas de G. catenatum, ainda
que as densidades celulares atingidas sejam
sensivelmente inferior nesta estirpe. Em
qualquer dos casos, quer para © A. lusitanicum,
quer para o G. catenatum, ndo se registaram
diferencas significativas no padrdo e nas taxas
de crescimento entre as culturas controlo e as
culturas introduzidas com bactérias. Apenas
nas culturas introduzidas com Pseudomnonas
stutzerii se registou, nos primeiros 17 dias, uma
ligeira oscilagéo nas curvas de crescimento de
ambas as espécies, que contrasta com o
crescimento continuo obtido durante esse
periodo nas restantes culturas.

Contudo, mesmo nestes casos, as
culturas parecem recuperar bem, atingindo
densidades iguais (no caso do A. lusitanicum)
ou superiores (no caso do G. catenatum) as
das culturas controlo, ao fim dos 20 dias em
que foram seguidas.

3. Influéncia da introducao_das bactérias na
producao de toxinas PSP:

3.1. Em Gymnodinium catenatum:

A figura 5 apresenta os cromatogramas
relativos a analise de toxinas C1-C4 (fig.5.a.),
GTXi-o g.5.b) e STXs (fig.5,c.), nas solucoes

Fig.3 Andlise de toxinas do grupo STX na solu¢ao padrao
e em cada uma das bactérias indicadas.
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inoculadas com cada uma das com bactérias, para os grupos C1-C4 e GTX 1-5.

Os gréficos da figura 7 resumem os resultados obtidos nas andlises de HPLC para as
diferentes culturas de G. catenatum com a representacado das quantidades relativas (% mole) e
totais (fmol/cel.) de toxinas obtidas para cada cultura.
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inoculadas com cada uma das bactérias assinaladas. A toxicidade total foi calculada pela soma das toxicidades
especificas das toxinas presentes em cada cultura e é dada em "mouse units” (MU) defenidos como a quantidade de
toxina necessaria para matar um ratinho de 20 g em 15 minutos,.
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As bactérias isoladas ndo parecem ter capacidade auténoma de produgédo de toxinas
PSP De facto, a scbreposicdo de alguns componentes da matriz bacteriana dos extractos
analisados, com tempos de retengcao proximos dos de toxinas C1-C4, podera ter induzido a
uma falsa identificacdo de compostos tdxicos, tal como anteriormente evidenciado para
Moraxella sp. (Shimizu, 1996). Esta evidéncia introduz uma aiteracao na orientagao dos estudos
sobre a irfiuéncia das bactérias na produgédo de toxinas PSP nos dinoflagelados.

Verificou-se também, que a introducdc das bactérias testadas no meio de cultura dos
dinoflagelados nao provocou perturbagdes significativas no crescimento das microaigas.

Relativamente a influéncia das bactérias na producao de toxinas, destaca-se, nestes
ensaios preliminares, que a inoculagdo das bactérias nas culturas de G. catenatum nao
provocou alteragdes na composicao de toxinas produzidas, que se manteve identica & das
culturas nao inoculadas. Contudo, as quantidades relativas de cada toxina parecem variar entre
culturas inoculadas com diferentes bactérias. Assim. enquanto que nas culturas inoculadas
com as bactérias U e Pseudomonas stutzerii, as toxinas do grupo GTX séo produzidas e maior
¢ Jantidade, nas culturas inoculadas com as bactérias G e Pseudomonas diminuta, as toxinas
. . grupo C1-C4 parecem ser-as de~ iantes. As . _3 controlo, nao inoculadas com
bactérias, apresenta=" " perf int~rmow0, COM Pre........ancia das toxinas C4 e GTXS.

Relativamente as quantidades tote s de toxinas produzidas »or célula, observara~ se
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quantidade registou um aumento significativo. No caso das culturas inoculadas com P stutzerii
esse aumento nao foi acompanhado de um aumento na toxicidade dado gue a toxicidade
especifica de GTX5 (160MU/mole), toxina predominante nestas culturas, &€ muito inferior a
toxicidade especifica de C2 (239MU/mole), que predomina na cultura controle. Em todas as
restantes culturas inoculadas com bactérias, se registou um aumento da toxicidade,
relativamente a toxicidade das culturas controle (fig.9.1).

O aumento da toxicidade de culturas algais axénicas, apds a introducao das bactérias
isoladas, tem sido descrito por diversos autores (Kim et al, 1993; Bates et al., 1995, Doucette &
C. Powell, 1998. Para alguns casos. este aumento parece ser produzido apenas com a re-
introducao de bactérias isoladas da propria estirpe (Doucette & C. Powell, 1998), enquanto gue
para oulros, pode surgir igualmente com a inoculagao de bactérias distintas, taxonomicamente
e quanto a origem (Bates et al., 1995). A comparacao das modificagdes induzidas pela
introducac das bactérias de diferentes origens no perfil toxico e no crescimento de culturas nao
axenicas de G. catenatum, ndo permitiu detectar a existéncia de qualquer efeito de
especificidade taxondmica de interaccao bactéria-dinoflagelado na determinagdo das
caracteristicas toxicolégicas e no crescimento deste dinoflagelado. Do mesmo modo, a
reintroducao de Pseudomonas siutzeri no seu clone de origem, A. fusitanicum LME18.1, nao
produziu qualquer efeito na toxicidade deste dinoflagelado que parece ter perdido a capacidade
de producao de toxinas PSP,
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ESTUDIO SOBRE LA TOXICIDAD DE HALIOTIS TUBERCULATA
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Los resultados sobre la toxicidad de tipo PSP del gasterépodo Haliotis tuberculta
procedente de la costa gallega sugieren una alta capacidad de las orejas de mar para retener
las toxinas en la epidermis del pié o bien una produccidn de las toxinas desde el mismo. En la
presente comunicacion se presentan los primeros resultados sobre contenido de toxinas de
Haliotis tuberculata de 18 y 30 meses de edad procedentes de cultivos. Los valores de toxicidad
detectados fueron muy inferiores a los encontrados para adultos del medio natural,
observandose también un incremento de toxinas significativo entre los de 18 y los de 30 meses.
Si bien se observo un perfil de toxinas igual que el mencionado en la bibliografia sobre la
toxicidad de este molusco, se observaron cambios importantes en cuanto a la distribucion de
la misma en distintas partes del cuerpo.

Se ha estudiado la estructura de la epidermis del pié del molusco donde se detecta el
contenido tan elevado de toxinas, observandose, que es un epitelio prismatico simple en el cual
se encuentran numerosas células secretoras de mucopolisacaridos y células de revestimiento
gue presentan gran cantidad de granulos de melanina y que poseen, muchas de ellas,
autofluorescencia correspondiente a la presentada por los pigmentos fotosintéticos. Se
describen brevemente los resultados a microscopia optica y electrdnica de transmision de ese
epitelio.

Palabras clave: Haliotis tuberculta, oreja de mar, toxicidad PSE epitelio de Haliotis
tuberculata

INTRODUCCION

La oreja de mar es un molusco gasteropodo que no se considerd comercialmente
importante en Galicia hasta la década de los 80 en que comenzé a explotarse como recurso por
el elevado precio que pagaba el mercado japonés. En Abril de 1991 se realizaron los primeros
anélisis de biotoxinas en estos moluscos detectandose toxinas PSP en todos los individuos
analizados por debajo del limite legal. En 1993 se cerr6 la comercializacién de la oreja de mar
gallega debido a su toxicidad y a que no se producia una detoxificacién natural de las mismas.
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Para la extraccién de pigmentos hidrosolubles (ficobiliproteinas) se extrajo el epitelio de
un especimen y se congeld/descongeld varias veces en tampdn fosfato (0,2 M, pH 7,2). Se
centrifugd a 5000 revoluciones/min y el sobrenadante se filtrd por 0,22 um. E! espectro de
absorcion se realizd en un espectrofotometro Shimazdu UV 160A y el de fluorescencia mediante

un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS50B.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis de toxinas de individuos de 18 y 30 meses nacidos en cultivos de laboratorio
mostraron un perfil de toxinas idéntico al observado en adultos del medio natural y que coincide
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Figura 1. Toxicidad de Haliolis luberculta procedente de culti-

vos (30 y 18 meses) y adultos del medio natural.

18 meses

con los ya mencionados en estudios
anteriores (Bravo et al, 1999), sin
embargo el contenido en toxinas fue
significativamente muy inferior (figura
1), Ademas se diferenciaron de las de!
medio natural en la distribucion de las
toxinas en las distintas partes del
cuerpo de los moluscos (figura 2). Se
observa que en términos de ugr de
toxinas/gr de cada parte del molusco,
el epitelio tenia mas toxina aunque no
alcanza los valores tan elevados que
mencionan Bravo et al., 1999. En
términos de toxina total por individuo
las orejas de mar procedentes de
cultivo presentaron porcentualmente
un conienido de toxinas mucho mas
elevado en el mUsculo del pié que en
el epitelio y visceras (figura 2b). Se

obtuvieron valores medios del 90% de las toxinas en el musculo, valores muy diferentes al 23%
que mencionan aquellos autores para individuos adultos del medio natural.
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Los valores de contenido de toxinas de las orejas de mar de 18 meses de edad son
significativamente menores que los observados para las de 30 meses (figura 1), o cual sugiere
una adguisicion progresiva de las toxinas c¢ . . edad. Sin embargo, a te .os resultados « = se

lestran en la figura2 no esta claro . 3staa.  sicion se ree ce & ..wvés del eni como
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A simple vista la piel del haliotis tiene un caracteristico color verde que se alterna con
bandas més oscuras casi negras formando un reticulado superficial. La capa externa de la piel
es mucilaginosa lo cual le da un aspecto muy liso y lubrificado. Este epitelio en corte longitudinal
se observa con abundantes pliegues dispuestos verticalmente, formando lo que hemos
denominado crestas para las partes altas y valles para la zona plegada (figura 3). A microscopia
Optica se observa como la epidermis estd formada por un epitelio prismatico simple cuyas
células presentan gran cantidad de granos de algun compuesto relacionado con la melanina
como hemos demostrado con la técnica de decoloracion de la melanina por el agua oxigenada.
Granos que se acumulan mas densamente en las células de los valles que en las de las crestas.
Ademss la tincidn PAS ha revelado que entre las células de revestimiento se encuentran gran
cantidad de ceélulas secretoras que contienen mucopolisacaridos. A microscopia electronica
estas células ' -esentar ' Ucleo identado y basal y un complejo de golgi muy desarroilado con
c¢ran car idad de vesiculas asociadas (figura 3). Caracteristicas que recuerdan a las células
ca cixrmesd  testinoy trAquea de mamiferos. En las crestas las céiulas epiteliaies son las

te 2 dan € color verde al epitelio y fluorescen en rojo/anaranjado al microsceopio de
epif lorescencia cuando se les ilurina con luz azul (450-490 nm), caracteristica de la clorofila
v ©Jorescr~ or rojio cuando se ler u nac- ' o verde (510-560 nm) caracteristica de las
“cbiiprot 1as. Las células del fonc » de los valles carece de esta autofluorescencia y las
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células tienen muchos granulos de melanina lo que les da un aspecto casi negro.

La microscopia electrénica también nos muestra las células de revestimiento como
células que presentan gran cantidad de microvellosidades en cuyo interior hay microfilamentos.
Al microscopio electrénico se obserba que las células de revestimiento de las crestas presentan
vesiculas de diversos contenidos en su interior, es decir vesiculas desde electron claras a
electron densas. Alguna de las cuales contienen cisternas apiladas de manera apretada que no
recuerdan ni al complejo de golgi ni al reticulo endoptasmatico pero si a apilamientos de
tilacoides. Este ultimo tipo de vesiculas son escasas pero se encuentran unicamente en las
crestas, es decir los lugares que emiten autofluorescencia.

Para corroborar la presencia en ese epitelio de pigmentos fotosintéticos como la clorofila
y las ficobiliproteinas se realizo el espectro de absorcién por espectrofotometria y el espectro
de fluorescencia por espectrofluorimetria. El extracto hidrosoluble presentd un maximo de
absorcidon entorno a 650 nm que se corresponde al equivalente para la aloficocianina (Glazer
1994), ficobiliproteina presente en las cianobacterias y rodoficeas. Por espectrofiuorimetria se
detecté un maximo de emisidn de fluorescencia en 660-670 nm (el espectro de excitacion con
esa emisién maxima fue de 460-487 nm), lo cual se corresponde también con el espectro de
fluorescencia para la aloficocianina (Prezelin & Boczar, 1986). Los espectros acetonicos
mostraron un espectro con unos MAaximos que se corresponden a los espectros de la clorofila
a y los feopigmentos, a éstos se corresponderia el pico encontrado entre 404-408 (409,5 para
la feofitina y feofdrbidos, la clorofila a tiene un méximo en 430). Estos derivados de la clorofila a
cuya estructura se diferencia de la de aquella en la falta del atomo de Mg (para la feofitina) como
centro de la estructura tetrapirrolica y también la falta del grupo fitol (para los feoférbidos) son
compuestos que se producen por degradacion de la clorofila y se encuentran frecuentemente
en muestras de sedimentos, en heces de herbivoros, pero también hay referencias de fecofitinas
en fitoplancton y plantas superiores (Jeffrey et al., 1997).

Hasta ahora no se conoce €l origen de esos pigmentos fotosintéticos en el epitelio de las
orejas de mar, ni se ha identificado ningun alga conocida que responda a las caracteristicas
celulares que se observan al microscopic electrénico de esos granulos autofluorescentes. En la
actualidad se esta trabajando sobre la hipdtesis de que esos granulos sean endosimbiontes y
que estén relacionados de alguna forma con el alto contenido en toxinas del epitelio. Ademas
de los correspondientes estudios citologicos del epitelio del Haliotis tuberculata se estan
llevando a cabo diversos estudios de cardcter inmuno-histoquimico para determinar la
localizacién de la toxicidad en los distintos tipos de células epiteliales.
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INTRODUCCION

Las toxinas DSP pertenecientes al grupo del acido okadaico y derivados ejercen una
potente inhibicidon sobre un tipo de enzimas muy abundantes en el citosol de las células de
mamiferos, las proteinas fosfatasas (fundamentalmente PP1 y PP2A) (Bialojan y Takai, 1988;
Haystead et al,, 1989), que actuan regulando procesos de fosforilacidn y defosforilacion proteica
a nivel celular. Esta fosforilacion reversible de proteinas constituye uno de los mecanismos mas
importantes de regulacién de la actividad de las células eucariotas, por lo que su inhibicion es
susceptible de desencadenar una amplia gama de respuestas bioldgicas en funcién del sistema
celular considerado, tal y como ha sido constatado por diferentes investigadores. Asi, se ha
demostrado que la inhibicion de las proteinas fosfatasas ejercida por las toxinas del grupo del
acido okadaico y derivados repercute en aspectos tan variados de la funcion celular como el
metabolismo energético (Tanti et al, 1991; 1994), actividad secretora (Waschulewski et al.,
1996), organizacion del citoesqueleto (Fiorentini et al., 1996), ciclo celular (Giese et al., 1995),
funcionalidad plaquetaria (ArtGanuthurry et al., 1996), expresién génica (O Brien et al., 1994),
diferenciacion celular (Wei, 1995), transporte de membrana (Lynch et al, 1994) y respuesta
inmune (Estévez et al., 1994), entre otras. Estos ejemplos ilustran el amplio espectro de
respuestas bioldgicas asociadas a la accion del 4cido okadaico, lo que confiere un elevado
interés al estudio de respuestas celuiares susceptibles de modefizacion en sistemas
perfectamente caracterizados. La posibilidad de establecer una correlacion entre la
concentraciéon de &cido okadaico y la intensidad de una respuesta celular medible de forma
rapida, sensible y fiable en sistemas in vitro ha sido evaluada en este trabajo utilizando un
modelo celular normal (fibroblastos de pulmoén humano), sobre el que se ha estudiado el efecto
del &cido okadaico en la tasa de captacion-metabolismo celular de la glucosa, utilizando para
ello el derivado fluorescente 2-[N-7-(nitrobez-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]-2-deoxy-D-glucosa
(2-NBDG), desarrollado por Yoshioka et al. (1996).

MATERIAL Y METODOS
Cultivo celular

Para la realizacion de los ensayos se utilizaron fibroblastos normales de pulmdn humano
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Ensayo de 'zacior de glucosa

La i~“.encia del &cioc okadaico sobre '1 tasa de v ~~ci  de glucosa por los
fibroblastos se determin¢ * izando el derivado ¢ 1orescente 2-(\N-(7-  -obenz-2-oxa-1,3-diazol-
4-i%amino)-2-deoxiglucosa (2-NBDG; Molecular Probes, Oregén  1SA). La respuesta celular a la
incorporacion del derivado fluorescente de la glucosa se caracterizd ‘nicialmente anadiendo
diferentes concentraciones de 2-NBDG (1- 00 - ) &l medio de cuiiivo, realizando la lectura
fluo " iétrica "exc:466 nm; lem: 540 nm) tras iavado con solucién de Hank ‘s alos 5, 15, 30, 60
y 120 mind  aincorporacion de la 2-NBDG. Los resultados obtenidos ‘figura 1 “ostraron una
rapida captacion de la 2-NBDG por los fibroblastos, con un pico méximo de fi orescencia a los
5 min de la adicion. Tras su incorporacion por las células, se observo una rapida metabolizacion
de la 2-NBDG (reflejada en un répido descenso de la sefal fluorimétrica, proporcional a la
concentracion de 2-NBDG utilizada), con una estabilizacion de la respuesta hacia los 30 min
posteriores a la adicion.
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Una vez comprobadas las caracteristicas de la respuesta celular a [a adicién de 2-NBDG,
el efecto del acido okadaico sobre la tasa de utilizacion de la glucosa por los fibroblastos se
determind repitiendo el mismo ensayo con 2-NBDG 100 uM vy distintas concentraciones de
acido okadaico (0,1-1.000 nM), realizando la lectura a los mismos tiempos de incubacién
establecidos en el caso del ensayo inicial. Transcurridos los periodos de incubacion prefijados,
se elimino el medio de cultivo celular, lavando con solucion de Hank ‘s previamente a la lectura
fluorimétrica. La accion del acido okadaico sobre la tasa de utilizacidn de la glucosa se
determino en funcién de las diferencias observadas en la senal fluorimétrica frente a controles
de células sin adicién de okadaico.

Adicionalmente a las referencias obtenidas con la incubacién simultédnea de acido
okadaico y 2-NBDG en ensayos a corto plazo, se realizaron ensayos paralelos anadiendo el
derivado fluorescente de la glucosa tras la incubacion de las células con acido okadaico durante
periodos de tiempo mas prolongados (1, 4, 12 y 24 horas). Una vez transcurridos los tiempos
de incubacion establecidos se retiraron 100 uL del medio de cultivo, anadiendo 100 ulL de 2-
NBDG 100 uM. Tras una incubacion adicional de 5 min, se determind la respuesta fluorimétrica
previa eliminacion del medio de cultivo y lavado con solucidn de Hank 's.

RESULTADOS Y DISCUSION

El ensayo de utilizacion de 2-NBDG por los fibroblastos muestra una correlacion directa
con la concentracion de acido okadaico en el medio de cuitivo, asociandose a un descenso en
la senal fluorimétrica que indica una activacién del transporte y metabolismo celular de la
glucosa en fibroblastos expuestos a la accidén del acido okadaico. Tal y como se aprecia en la
figura 2, las célutas incubadas con acido okadaico presentan una respuesta fluorimétrica inferior
a la observada en los controles, disminuyendo de forma proporcional conforme se incrementa
la concentracién de okadaico. La confirmacion de que el descenso observado en la respuesta
fluorimétrica se corresponde realmente con un incremento en la metabolizaciéon de la 2-NBDG
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Fig. 2.-Evolucidn de [a respuesta fluorimétrica generada por la presencia de 2-NBDG en fibroblastos de pulmén humano
incubados durante 120 min con 2-NBDG (100 pM) y &cido okadaico (0-1.000 nM) (media +SD; n=3; UA: Unidades
Arbitrarias)
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Al igual gque sucede en los ensayos a corto plazo, el efecto estimulador del acido
okadaico sobre la tasa de utilizacion de la 2-NBDG se mantiene en los ensayos realizados con
periodos de incubacién mas prolongados (1®24 horas). Los resultados obtenidos afadiendo
la 2-NBDG tras el periodo de incubacion con acido okadaico muestran también {tras una
incubacion adicional de 5 minutos) una reduccion de la respuesta fluorimétrica directamente
relacionada con la concentracion de acido okadaico, tal y como se aprecia en la figura 5. La
reduccidn observada se ajusta (al igual que sucedia en los ensayos a corto plazo con
incubacion simultanea de 2-NBDG vy acido okadaico) a una curva logaritmica (figura 6). Los
porcentajes de reduccidn obtenidos coinciden con los descritos en el apartado anterior,
situandose el maximo en torno a un 40-50% de la respuesta observada en los controles para las
mayores concentraciones ensayadas de acido okadaico (1.000 nM).
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Fig. 5.- Evolucién de la tasa relativa de utilizaciéon de glucosa (evaluada como descenso porcentual de la sefal
fluorimétrica generada por la presencia de 2-NBDG frente a controles sin okadaico) en fibroblastos de pulmon humanos
(lecturas tras 1, 4, 12 y 24 horas de incubacién con okadaico; 5 minutos de incubacién adicional tras afadir 2-N8DG
100 uM) (media + SD; n=3).
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Fig. 6.- Tasa relativa de utilizacion de glucosa (evaluada como descenso porcentual de la senal fluorimétrica generada
por la presencia de 2-NBDG frente a controtes sin okadaico) en fibroblastos de pulmén humanos incubados durante 24
horas con acido okadaico; 5 minutos de incubacion adicional tras anadir 2-NBDG (100 uM) (media + SD; n=3).




N2

La utilizacidon de la 2-NBDG ha permitido ¢~  ~ar e efecto estimulador del acido
okadaico sobre la tasa de captacion y metabolismo celular de la glucosa por los fibroblastos
durante todo el periodo de incubacion estudiac ~ 5 = - 24 horas), tal y como habia sido
previamente descrito por otros autores (Tanti et @, *991; Robinsor ef a/.  993; Shisheva y
Shecter, 1994; V nkatesan y Davidson, 1995; Ronc tone y Sm* | *996; Zierat- ot al., 1997).
Tanti et al. (199 | demostraron el efecto tipo insL  a del acido okac iico en cé  as musculares,
en las que proauce un aumento significativo er a captacion de glucosa, desapareciendo dicho
efecto si se tratan previamante las células cor 1sulina. El aumento observado er el transporte
\ ~ "acion de glucosa (efecto tipo insulina) por os ibroblastos alcanza un vaicr maximo para

1a concentracion de okadaico de 1000 2N (1/2: = 90 M), lo que coincide con los datos
indicados por Robinson et al. (1993), que senalan L = “~cto estimulader del acido okadaico
sobre el transporte de glucosa en hemidiafragmas rata, correspol do :2 respuesta
maxima con una concentracion de okadaico de 10001 “1/2: = 00 nM). En todos los ensayos
realizados, i aumento en la tasa de captacion y metabol smo celuiar de la glucosa muestra una
correlacién significativa con la concentracion de acido okadaico, por lo que la 1* izacion de 2-
NBDG en 1 ensayo de estas caracteristicas representa una opcion de ir*  3s dentro de la
seleccior: ge ‘espuestas celulares susceptibles de generar u protocolo de ¢ ¢ sis cue~ * ivo.
LLa sensibilidad, rapidez y repetibilidad (CV: 17 & - ~'ensayo descrito, junto « =~ otras ventajas
inherentes a los ensayos realizados en placa de microtitulacion lo convierten en una alternativa
interesante para su aplicacion en los estudios in vitro del metabolismo celular de la glucosa.
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RESUMEN

Con objeto de determinar la contribucion de diversas especies de Dinophysis a los
episodios de DSP que se producen en las Rias Gallegas, se obtuvieron muestras concentradas
de plancton de diversos episodios que tuvieron lugar en la Ria de Pontevedra, se determinaron
las abundancias de las especies de Dinophysis y se cuantificod por HPLC-FD el contenido en
acido okadaico. Utilizando los datos obtenidos se tratd de identificar las especies responsables
de los episodios y su contenido en acido okadaico por célula, utilizando métodos de regresion
multiple. Las Unicas especies claramente toxicas fueron D. acuminata y D. acuta, con contenidos
celulares de acido okadaico variables. D. caudata aparece como poco o nada tdxica y de las
restantes especies D. rotundata, D. tripos, D. diegensis y D. skagi no pueden extraerse
conclusiones soélidas.

INTRODUCCION

Los episodios de tipo diarreico provocados por moluscos (Diarrhetic Shelfish Poisoning)
DSP y especialmente por su toxina mayoritaria, el acido okadaico, son los que producen mayor
numero de cierres de comercializacién del meijillon cultivado en Galicia, y por tanto las mayores
pérdidas econémicas. La mitigacion de las repercusiones de dichos episodios, incluyendo el
incremento de la seguridad de los consumidores, pasa por conseguir una buena prediccion de
la intensidad de los episodios y por la duracidn de los mismos, para lo cual resulta
indispensable disponer de estima fiables del contenido en toxinas de las células de los
organismos que las producen. Dada la imposibilidad de cultivar las especies del género
Dinophysis, resulta muy dificil obtener estos valores experimentalmente, ya gue resulta obligado
proceder al aislamiento de las células por medio de micromanipulacion en cantidades
suficientes para que la toxina que contienen pueda ser detectada y a su posterior analisis.
Dado que en la mayor parte de los episodios de DSP que se registran en las Rias Gallegas se
encuentran implicadas simultdneamente varias especies del género Dinophysis, hemos tratado
de estimar los contenidos téxicos de cada una de ellas por medio de técnicas de regresion
multiple, partiendo de las concentraciones de &acido okadaico en el plancton y de las
concentraciones de células de distintas especies. Esta aproximaciéon ya fue empleada por
Blanco et al. (1995) aungue en aquella ocasiéon no se incluian concentraciones elevadas de
especies como D. caudata.
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célula sea constante a lo largo de

TP——& - — — todos los episodios detectados. Ni el
andlisis de regresién ni la inspeccion

4 visual de las distribuciones
temporales de las especies de

2{ 0 7 Dinophysis permiten identificar otros
- organismos responsables a parte de
o) i D. acuminata y D. acuta, e incluso
N o ] hacen Cjudar que D. acuta pueda
contribuir sustanciaimente a esta
4 ) eleyada concentraciéon de toxinas. La
e} posibilidad de que se deba a material

. particulado, no cuantificable como
200 400 600 800 células, parece también improbable
Cells mi" D.acuminata ya gue la obtencién de ta muestra se

realizd con red de plancton y por tanto
Figura 2.- Distribucidn de los residuales de fa regresion que engloba npo quedan retenidas particulas

todos los datos, excluyendo el maximo de acido okadaico pequefas que pudieran pasar

desapercibidas en los recuentos al
microscopio. La explicacion méas probable resulta, por tanto, que existan diferencias de
contenido en toxinas entre distintas proliferaciones de la misma especie, por lo cual optamos
por dividir el periodo estudiado en siete subperiodos que coincidian con las distintas
proliferaciones de la mayor parte de las especies.

Residuales AO (pg)

<

En el primer episodio (subperiodo) la contribucidn de ninguna de las especies estudiadas
resultd significativa. El analisis de los residuales mostro, en este caso, un punto andmalo con
muy poco acido okadaico para fa concentracién de células presentes. La eliminacion de este
casc produce que en la regresion se incluya Unicamente D. acuminata con una concentracion
de acido okadaico por célula de 0.0038 ng que, al menos en principio, ha de tomarse con
cautela dado que la eliminacion del punto andémalo no esta plenamente justificada. En el
segundo episodio, Unicamente resulta significativo el efecto de D. acuminata, si bien con una
concentracion de AO por celula mucho mayor que el primer episodio y mayor también que en
la estimacion general (R2= 0.9). En el episodio 3 se detectan pequenas concentraciones de OA
pero no son atribuibles a ninguna de las especies de Dinophysis detectadas. En los episodios
4y 5, nuevamente D. acuminata fue la Unica especie con efecto significativo en la concentracion
de AQ, con contenidos celulares estimados de 0.0042 y 0.0038 ng de AQ, en el ambos casos,
muy similar a la estimacién del episodio 1. En el episodio 6 tanto D. acuminata como D.
rotundata tuvieron efectos significativos, con coeficientes de 0.0133 y 0.550. La estimacion
correspondiente al contenido en acido okadaico de D. rotundata es excesivamente alta y
aunque resulta significativa aporta muy poco a la explicacion de la varianza total. Por tanto se
volvieron a analizar {os datos una vez excluida D. rotundata de la regresién. D. acuminata resultd
la Unica especie significativa, explicando un 96% de la varianza y con contenido tdxico de
0.0128 ng de AQ/célula, muy similar al obtenido en el episodio 3. En el episodio 7 ninguna
especie tuvo una contribucién significativa.

DISCUSION

A partir de los resultados de este estudio, la Unica especie que puede ser claramente
asociada a la presencia de acido okadaico en el plancton es Dinophysis acuminata, si bien,
globalmente, D. acuta también aparece asociada a este toxico. D. caudala, que alcanzd
concentraciones elevadas no pudo ser asociada a la concentracién de acido okadaico y en las
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Las restantes especies consideradas en el estudio, D. tripos, D. skagi y D. diegensis no
arece ' *~ 1ev efecto er i0s contenidos de acido okadaico de los filtrados, quizds porque su
dancia ¢ Jrante el estudio ha sido baja, 0 ¢uizads por que su contenido de AO es bajo.
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RESUMEN

Et Centro de Control da Calidade do Medio Marino (CCCMM) es el organismo oficial,
dependiente del Gobierno Auténomo, encargado del seguimiento y control del fitoplancton
téxico y de las biotoxinas marinas en Galicia. Durante los analisis habituales de control de la
biotoxina DSP en moluscos bivalvos se observd una sintomatologia atipica en los ratones
inyectados, cuyo rasgo mas caracteristico consiste en un derrame de liquido entre el craneo y
la piel. En casos severos se observaron muertes entre las 18 y las 48 horas. Los analisis
histopatolégicos de los animales muertos revelaron una congestion generalizada de todos los
organos siendo especialmente importantes los dafos en higado y bazo. Se descarté fa
presencia de PSP, AQ y derivados, PTX, YTX, ASP, KT-3 y contaminacion por metales pesados.
El "toxico" responsable de esta sintomatologia es soluble en acetona, en éter y en MeOH 80%.
El resultado mas relevante obtenido hasta la fecha es que este tipo de sintomatologia puede
evitarse si, tras la inyeccion, los ratones se mantienen en oscuridad, fo cual sugiere la
posibilidad de que algun agente en presencia de la luz pueda ocasionar fotosensibilizacion en
los animales de experimentacion.

INTRODUCCION

El Departamento de Biotoxinas del CCCMM lleva a cabo el programa de seguimiento y
control de las toxinas de origen fitoplanctdnico en los organismos marinos. Para el desarrollo
de este objetivo se realiza la determinacion y cuantificacion de las biotoxinas de tipo PSP, DSP
y ASP en un amplio rango de moluscos destinados al consumo humano asegurando, de esta
forma, la calidad sanitaria de los mismos. Este departamento trabaja en estrecha relacién con
el Departamento de Condiciones Oceanogréficas y Fitoplancton del CCCMM que se ocupa del
seguimiento y control de las poblaciones fitoplancténicas y de las variables fisico-guimicas y
bioldgicas en las aguas costeras de Galicia. En el Departamento de Condiciones
Oceanogréficas y Fitoplancton se realizan recuentos de la comunidad fitoplancténica completa
presente en las muestras, fijadas con lugol, mediante microscopia invertida en camaras de
sedimientacion de Uthermohl.

En este trabajo se describe una sintomatologia atipica observada al realizar el control de
las biotoxinas DSP aplicando el método del biensayo en ratén descrito por Yasumoto () al
andlisis de mejillones cultivados en batea.
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Se emplearon diversas técnicas de bioensayo en ratén para toxinas DSP, Yasumoto et al
en 19781, Yasumoto et al en 19843 y el protocolo descrito por Miguez ) en la lll Reunion Ibérica
sobre Fitoplancton Téxico y Biotoxinas, obteniéndose el mismo resultado en todos los casos, lo
que permite afirmar que el "toxico" responsable de esta sintomatologia es soluble en acetona
(Yasumoto 1978), en éter (Yasumoto 1984) y en MeOH 80% (Protocolo Ibérico de extraccion de
toxinas DSP).

BUSQUEDA DE ORGANISMOS RESPONSABLES

Se realizaron diversos estudios para tratar de relacionar los momentos de aparicion de

esta sintomatologia en los ratones con la presencia de alguna especie fitoplanctonica en el
medio marino.

En un primer estudio se compard la evolucidon temporal de la sintomatologia con la
evolucion temporal de las poblaciones de 96 especies diferentes de fitoplancton que se habian
cuantificado en las muestras (n? cél/L), no encontrandose ninguna relacidon clara. A
continuacion se agruparon las especies en diatomeas y dinoffagelados y se observd una
tendencia a la aparicion en momentos de abundancia de dinoftagelados.

En un segundo estudio se realizaron una serie de experimentos para tratar de concentrar
agua de mar procedente de las zonas de produccién en momentos en los que se presentaba
la sintomatologia y tratar de reproducir dicha sintomatologia en el laboratorio realizando
bioensayos a partir de los filtros que contenian las células. Inicialmente se realizd un arrastre en
la Ria de Vigo con una manga de plancton de 10 um de luz, recogiéndose el equivalente a 1.800
L de agua de mar. El extracto obtenido de los filtros GFD (2.7 m) se inyecté a los ratones, no
apreciandose sintomas en las 48 horas posteriores a la inyeccion. Una alicuota de esta muestra
se abservd por microscopia; la comunidad estaba dominada por especies de diatomeas
cosmopolitas (Skeletonema costatum, Chaetoceros spp., etc). El andlisis del contenido
estomacal de mejillones de la misma muestra que los que presentaban la sintomatologia, reveld
la presencia de Protoperidinium diabolum, Scripsiella trochoidea y polen de pino, especies,

1°" experimento:
Relacién sintomatologia — presencia en el agua de 96 especies diferentes
de fitoplancton
2° experimento:
Arrastres de red (Z£1.800 L):
Filtro GFD "™ Sinsintomas a las 48 h
Bioensayo Cangas-G: Sintomas y muertes
Contenido estomacal Cangas-G: Pdiabolum
S. trochoidea
Polen de pino
3" experirnento:
Artastres de red {(=13.000 L):
Filtro GFD ™ Muerte en menos de 3 minutos
Bioensayo Ribeira-B: Sintomas y muertes

Tabla 2. Experimentos realizados con agua de mar.
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Alintentar reproducir en el laboratorio la sintomatologia observada en los ratones a partir
de la extraccion de los filtros resultantes de la concentracion de agua de mar con mangas de
fitoplancton se obtuvieron unos resultados que nos permiten plantear la posibilidad de que,
teniendo en cuenta el retraso de tiempo en la identificacion de la sintomatologia (14 horas) y Ja
elevada tasa de renovacién del agua en las Rias, © el agua que se estaba tomando para este
estudio no correspondiera realmente con la que habian filtrade los mejillones que producian la
sintomatologia. Quedan abiertas diversas lineas de actuacién: por un lado, la posibilidad de
repetir este experimento realizando arrastres de red de modo que la cantidad de agua filtrada a
través de la red sea intermedia entre 1.800 L y 13.000 L, tratando de reducir el tiempo entre la
deteccion de la sintomatologia y la toma de muestras de fitoplancton; por otro lado, se plantea
la posibilidad de que la causa de este tipo de sintomatologia no quede retenida en los filtros
GFD que posteriormente se extraen sino que esté disuelta en el agua de mar y que,
independientemente de la cantidad de agua filtrada, en el anélisis por bioensayo del extracto de
los filtros nunca se observara el tipo de sintomatologia que nos ocupa, por lo que trataremos de
utilizar sistemas de concentracion basados en centrifugacion. Finalmente un tercer
planteamiento seria el posible origen del compuesto causante de esta sintomatologia en el
propio metabolismo del mejilidn.

Los resultados obtenidos al realizar los bioensayos y mantener los ratones en
observacion a la luz o en oscuridad se pueden explicar por {a posible presencia de compuestos
fotosensibles que provocan una serie de sintomas relacionados con la exposicion a la luz. En
la bibliografia hay descritos casos de dermatitis en personas asociados al consumo de orejas
de mar,(1,) e incluso se llegd a aislar el compuesto causante que resulto ser el pirofeoforbido
a,9 un compuesto resultante de la degradacion de la clorofila.
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Apdo. 104. 21.071 Huelva.

INTRODUCCION
Justificacion

En el afno 1.997, el CI1.C.E.M. "Agua del Pino" en colaboracion con la empresa D.a.p.
(Desarrollo Agrario y Pesquero para Andalucia), presenta un proyecto de “Ensayos de
Desintoxicacion de Moluscos Bivalvos", cuyo objetivo principal es el intento de encontrar un
tratamiento sencillo y adecuado para la eliminacién de la biotoxina paralizante acumulada
habitualmente en corruco y vieira procedentes de los bancos naturales de la region
mediterranea.

Debido a la desintoxicacion natural en la vieira de la toxina paralizante en este periodo, y
ante la imposibilidad de hacer un estudio de dicha toxina en este molusco, se plantea realizar
la experiencia de desintoxicacidon en medio controlado para esta misma especie, en relacion
con la toxina amnésica, debido a los altos niveles que de esta toxina presenta la vieira en ese
mismo periodo.

Antecedentes

En febrero de 1.997 coincidiendo con una floracidén de Pseudo-nitzschia spp., se
comienza a observar una sintomatologia indicativa de la presencia de toxicidad ASP en los
ratones inyectados para el control de PSP {anto en concha fina como en vieiras. Se guarda
muestra congelada hasta que en el (ltimo trimestre la técnica para el anélisis de la toxina
amnésica estuvo a punto. Analizadas las muestras, se obtienen valores de hasta 113y 85 ug de
acido domoico/g de tejido en las conchas finas (Callista chione) de las zonas mas orientales de
la provincia de Mélaga.

Posteriormente y coincidiendo con una espectacular floracion de Pseudo-nitzschia spp.,
es cuando en el mes de junio de 1.998 se observa un segundo episodio que afecta a toda la
provincia de Malaga. Aparecen niveles significativos de acido domoico en especies "testigo"
como la Callista chione, de 13 y 22 ug de acido domoico/g de tejido el dia 16 de junio, esta
ultima a-los cuatro dias vuelve a analizarse habiendo bajado su concentracion a 11 ug de &cido
domoico/g de tejido, presentando asi una rapida desintoxicacion en esta especie.
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ENSAYOS DE DESINTOXICACION DE ASP EN VIEIRAS (Pecian st .

1 Variuciones de Medios Mensuales en el Comtenido de Toxinu Amnésica en
la Vieira (Pecten spp.)
3
3 ﬁ% - |
-\3 >
3 / \
N
RS 7
N>
I E . \— A |
3 100 =
N N
S 0 _ B B
3
2 v S
] \9'\ . N - § & . &
T
Fecha demnestreo
—h— Buliches - Playa det Bujondille
wrre Maya © Limire permitido

Figurad.

En el mes de diciembre de ese mismo ano, comienzan a detectarse pequenas
concentraciones de acido domoico en la Playa del Bajondillo, con 9 g de acido domoico/g de
tejido en muestra de concha fina del dia 15 de diciermbre. En Almeria es en los muestreos del
dia catorce de diciembre en Torre Perdigal y Cabo de Gata cuando se detectan niveles, aunque
reducidos, de acido domoico coincidiendo con un incremento de Pseudo-nitzschia spp. en
dichas zonas. Por otro lado, las concentraciones de domoice en vieiras comienzan de nuevo a
subir.

Estos resultados nos confirman que la vieira es una especie muy sensible a las
variaciones en las concentraciones de fitoplancton potencialmente téxico, asimilando
rapidamente la toxina con una tasa natural de desintoxicacién muy lenta.

MATERIALES Y METODOS
Principio

La preparacion de las muestras para la deteccion del 4cido domoico se realizd segun ef
método descrito por Lawrence et al. (1.991) y Quilliam ef al. (1.995).

Segun Lawrence la extraccion se realiza a partir de un homogeneizado de 100 g. de
vianda al que se le afladen 100 ml. 0,1 N de HCI y se agita vigorosamente. Rapidamente la
muestra es calentada y llevada a ebullicion durante 10 minutos, una vez enfriada y centrifugada
(5 minutos a 3.000 r.p.m.), la alicuota sobrenadante es filtrada (prefiltros vy filtros de jeringa de
microfiora de vidrio de 2,5 cm. de didmetro y 0,45 ym de diametro de poro), y analizada
mediante cromatografia liquida de alta resolucion.

Para la extraccién de Quilliam se utilizan 20 g de un homogeneizado de tejido de molusco
en 80 m! de metanol/agua (1:1 v/v), una vez bien agitado y centrifugado (3 minutos a 3.000 . p.
m.), la alicuota sobrenadante sigue los mismos pasos que la técnica de Lawrence.
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Condiciones de aclimatacid:  Secuencia de muestreo

DESINTOXICACION . .-
Fecha inicio: 27/08/98
Fecha finalizacién: ¢ )/98
Condiciones de estabulacién:
Tzmperatura: 20.46 (= 1.24)
Si ad: 37.66 (+ 0.91)
Arrentaciéon: Mezcla de Skeletonema costatum, con aportes adicionales de /sochrysis
gafbana T-Iso, Chaetoceros gracilis, Chaetoceros caicitrans y Tetraselmis suecica. La densidad

mediz Tue de 106 céiias/ml.

Sistema de manteririento: Cestillos en tanques de 5.000 I.

N - as ana zadas: ‘>
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DESINTOXICACION 2.-

Fecha inicio: 28/10/98

Fecha finalizacion: 17/12/98

Condiciones de aclimatacion:
Temperatura: 20.46 °C (= 1.24)
Salinidad: 37.66 °C (+ 0.91)

Alimentacion: Mezcla de Skeletonema costatum, con aportes adicionales de /sochrysis
galbana T-I1so, Chaetoceros gracills, Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis suecica. La densidad
media fue de 106 células/ml.

Sistema de mantenimiento: Dos tanque de 5.000 I. con cestillos y uno con substrato
arenoso, finalmente se optd por este ultimo. Operaciones de limpieza diaria, con 2 renovaciones
diarias de agua.

N2 de muestras analizadas: 31
Secuencia de muestreo; 187 andlisis 5 réplicas, 22 andlisis 5 réplicas y semanalmente 3 réplicas

NQ de dias de la experiencia: 51 dias

RESULTADOS
DESINTOXICACION 1 -

En un primer momento se analizan cinco réplicas de un mismo lote, el dia posterior a su
llegada al Centro, mantenidas en refrigeracion durante la noche. El resto del lote se instala en
los tanques del Centro preparados para la experiencia, siendo ubicadas en cestillos.
Posteriormente, y de manera semanal se analizan dos réplicas de ese mismo lote hasta el fi al
de la experiencia, que vendra determinada por la moralidad de los ejemplares del .ote
mantenido bajo condicicnes controladas de salinidad, temperatura y alimento exento de
fitoplancton potencialmente toxico.

Las concentraciones de acido domoico, detectadas en las vieiras analizadas oscilaron
entre 67 y 146 1/g de carne/g de tejido Lawrence y entre 80 y 167 ug de carne/g de tejido segun
Quiiliam, siempre por encima del limite legal permitido, observandose una variabilidad
significativa entre los dos métodos, siendo la técnica de Quilliam la que presenta valores mas
altos.

La variabilidad temporal sigue las mismas pautas en ambos me:odos, siendo paralelos
los resultados obtenidos para un mismo lote segun las dos técnicas de analisis. El ensayo no
pudo prolongarse por mas tiempo at agotarse el lote inicial. (Figura 4)
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En los resultados no se aprecia un notable descenso de los valores obtenidos después
de 34 dias de cor 7t en condiciones controladas. La pequena tendencia a la baja que puede
presentar la experiencia da pié a un segundc ensayo.

DESINTOXICACION 2.-

Este hecho detectado en la primera experiencia, plantea un nuevo ensayo de
desintoxicacion, en el cual y debido a los multiples problemas técnicos planteados por la
cromatografia, obliga a tomar en cuenta Unicamente los resultados obtenidos segtr: Quilliam.

En un primer momento se analizan cinco réplicas el dia posterior a su licgada al Centro,
mantenidas en refrigeracién desde su liegada el dia anterior. Transcurrido un periodo de
aclimatacion de dos dias se analizan otras cinco réplicas y semanaimente se realizan tres
réplicas hasta el final de la experiencia que, vendra determinado por la mortalidad de los
ejemplares del lote.

Las concentraciones de acido domoico detectadas en las vieiras analizadas oscilaron
entre 52 y 101 ug de carne/g de tejido segun Quilliam. Pudiendo observar una tendencia a la
baja, atinque siempre valores mantenidos por encima del limite permitido.

No se observa ci‘zrencia sit  cativa .. . las distintas réplicas analizadas en cuanto a

talla
os resl tados podrian aiJstarse a .ina recta « 2 regresion de tipo 1eal, &7 :a que 2ara
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Figura 5.
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INTRODUCCION

El acido domoico es la toxina responsable de intoxicaciones de tipo amnésico. Fue la
causa de intoxicaciones neurolégicas por ingestion de mejilidon en Canada (1987). Los sintomas
que se presentan tras las intoxicaciones son: calambres abdominales, vomitos en las primeras
horas, y respuestas neuroldgicas con pérdida de memoria y desorientacion, pudiendo llegar a
ser irreversibles.

El método oficial de la AOAC (1995) para analisis de acido domoico es especifico para
mejillén. Este sigue el protocolo de Lawrence et al. (1989, 1991), basado en una extraccion
acida de la toxina.

En la bibliografia disponible este método conlleva ciertos problemas (Manual on harmful
marine microalgae UNESCO 1995):

- Parcial descomposicidn del acido domoico durante la extraccion.

- Dificultad en el homogeneizado.

- Mucho tiempo en la preparacién de la muestra.

- Imposibilidad de almacenar el extracto debido a la rdpida descomposicién del acido
domoico en medio acido.

- Imposibilidad de realizar "cleanup” para evitar interferencias con otras sustancias.

La ventaja del método es que la misma extraccion sirve para cuantificar PS.R y A.S.P
Existe otro protocolo desarrollado por Quilliam (1995), donde se realiza una extraccion en frio
(con metanol al 50%) y posterior "cleanup”, elimina los principales problemas del anterior
método.

Dada la gran heterogeneidad de nuestros primeros resultados en la medicidén del acido
domoico, nace un estudio comparativo de estos dos métodos: oficial AOAC con alguna
modificacion y Quilliam (1995).

El objetivo principal es conocer el patrdn de degradacion del acido domoico en extracto
acido para las diferentes especies del litoral andaluz, asi como su recuperabilidad.
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- Pérdida hasta 80% de la toxina tras el congelado del extracto acido (Lawrence) durante
4 dias.

- Variabilidad alta en los resultados analiticos de los dos métodos (Lawrence y Q.. "ar
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ESTUDIO COMPARATVO D PROTOCOLOS PARA LA CUANTIFICACION DE ACIDO DOMOICO

1.- DEGRADACION TEMPORAL DEL ACIDO DOMOICO (LAWRENCE, 1989, 1991)

Se han realizado 5 curvas de degradacién del acido domoico a lo largo del tiempo, tres
con niveles bajos, de alrededor de 20 g/g y dos con niveles de 300 ug/g, pertenecientes a 5
muestras de vieira de diferentes zonas del litoral mediterraneo andaluz.

En todos los casos se ha cuantificado el &cido domoico del mismo homogeneizado que
el utilizado para las gréaficas, mediante el protocolo de Quilliam en el instante del inicio de la
prueba y tras 24 h de reposo, sin encontrar decrementos de mas del 3%.

DEGRADACION DE ACIDO DOMOICO
CONCENTRACIONES BAJAS (EXTRACTO HCI)

Ac dumofca (g )

N
I *e

‘ S y=-\06Lo(1) « 243
3 R' -0t

° : 3828333383238 §5L8z%L.

Tiempu Lraln)

Resultados de la degradacion de acido domoico extraido por el procedinicnto basado en ¢ mdtodo extractivo para la
P.S.P., para tres muestras diferentes de v iira (Pecten sp.) que conianian con:entrac:ones cercanas aivim =~ ~~ ili-
do. Una curva log: icaeslaque ma sc ajusta a cada caso con un coeficicnte alto. Las co .ontraciones du toxi-
na para cada mu stra por el método de Qurlinm {1445) son respectivamente: 284 /26,7 '~ Jg/g.

DEGRADACION DE ACIDO DOMOICO
CONCENTRACIONES ALTAS (EXTRACTO HQY)

T

~lea (p~"~)

A Ao
"F Tz

g

553

S _ L Z Z oo Lo : i Z
Tempo (min)
Resuitados de la degradacion de acidc ol > extraido ner el procec  ento basa nel método ex tivopc .
P.S.P., para dos muestras diferertes Ce vieire (Pecten sp.; yue conten n col tracic es altas. | 1 (¢ irva logarit-
mica es la que mas s " ista 1 cada casoc n coeficiente ¢ito. © 5 concentracinr as de toxina para cada muestra

porel método de Q  ar ‘199 ' son respect ente: 362,5 ’ 27¢ 3/g.
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RECUPERABILIDAD DEL EXTRACTO HCL
VIEIRA (media de n =252 muecstras)

Recuperabilidad ("

Y et £ 488
R =59

w
pLl]

1

n 1 M o402 8 7 % Q@ g 3l X 3 1t 03 6 17 1% 19 0 21 22 3t 28 28 24

Tiempo (horas)

Datos pertenecientes a 252 andlisis de vieira pertenecientes a diferentes zonas del litoral andaluz, por los dos
procedimientos extractivos (clorhidrico y metanol/agua). El tiempo 0 se ha tomado en el momento de la puesta en
contacto del homogeneizado de la vianda con la sustancia de extraccion. Se han tratado. Se ha calculado la media de
las recuperabilidades y su intervalo de confianza (al 95%) agrupandolas por clases de - hora. La curva que mejor se
ajusta es una logarfimica.

En la primera gréfica se presentan todos los valores obtenidos en los mas de 500 andlisis,
intuyendo la aproximacion a la curva logaritmica que se vio anteriormente en los patrones de
degradacion, con un decremento claro de la recuperabilidad a medida gue trascurre el tiempo
de espera y una tendencia a "estabilizarse".

Se observa una gran variabilidad de los datos obtenidos para un mismo tiempo,
posiblemente debido a diferentes tallas de los individuos, diferentes zonas de muestrec y grado
de homogeneizacion de la muestra.

A pesar de todo ello, los valores se ajustan a una curva logaritmica con un R2 de 0,44 y
un valor critico inferior al 0,01,

Para minimizar toda esta variabilidad muestral se han calculado los promedios de las
recuperabilidades por clases de tiempo de media hora, representando su intervaio de confianza
(95%). Estos datos se reflejan en la segunda gréfica.

La mejor recuperabilidad obtenida es del 74 al 78% entre 'z hora y 1 hora de la puesta
en contacto del homogeneizado de la vianda y la sustancia de extraccién. Al cabo de unas 12
horas alcanza una recuperabilidad del 50%.

Con un coeficiente de correlacion alto y un nivel de significacién del 99.9%, la
recuperabilidad disminuye a medida que aumenta el tiempo de espera para el anaiisis,
siguiendo una funcion ogaritmica con una tendencia a la estabilizacion relativa.
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AVANCES EN LA DETERMINACION D= BIOTOXINAS MARINAS POR METODOS QUIMICOS

A. Gago-Martinez, J. M. Ledo, N. Pifieiro, E. Carballal y J. A. Rodriguez Vizquez

Departamento de Quimica Analitica y Alimentaria, Facultad de Ciencias, Universidad de Vigo, Campus Universitario,
36200- VIGO

INTRODUCCION

La aparicién de compuestos toxicos de origen natural en el medio acuatico, tanto marino
como en aguas dulces, se ha visto notablemente incrementada a lo largo de los dltimos anos.
Dicho incremento se ha asociado a la presencia de dos tipos de influencias antropogénicas, por
un lado el efecto de los nutrientes procedentes ya sea de la contaminacion industrial, urbana
asi como de contaminantes procedentes de las explotaciones agricolas o incluso de aguas
residuales de origen doméstico, y por otro la superexplotaciéon de recursos pesqueros que
provoca un decrecimiento de las especies comerciales, un incremento de pequenos peces, y
consecuentemente un decrecimiento de herbivoros que favorece, a su vez, las afloraciones
masivas de algas productoras de toxicidad. Entre las diversas especies responsables de este
tipo de contaminaciones se encuentran especies de dinoflagelados productores de toxicidad
diarreica (DSP) paralizante (PSP) asf como diatomeas, causantes de toxicidad amnésica (ASP)
y por otro lado especies de cianobacterias toxicas responsables de distintos tipos de toxicidad
en aguas dulces. La importante toxicologia de estos compuestos a niveles muy bajos, justifica
la necesidad de metodologias analiticas suficientemente sensibles, para la deteccion de las
mismas a niveles tan bajos. Para llevar a cabo la citada determinacién se han planteado
diversos tipos de metodologias, fundamentatmente por via bioldgica, bioquimica o quimica.

Los métodos quimicos han proporcionado un importante avance en este campo, no sbélo
en lo gque se refiere a la busqueda de una dptima resolucion en cuanto a separacion de diversos
componentes, si no también en lo que se refiere a informacion estructural, confirmacion y
caracterizacion de nuevos compuestos toxicos, tanto mediante la utilizacion de técnicas de
separacion alternativas, como por medio de la utilizacion de distintos modos de deteccion, entre
los que se incluye la Espectrometria de masas. Asi pues, el objetivo de este estudio se ha
centrado en la optimizacién de metodologias alternativas a las cromatogréficas, como es el
caso de la Electroforesis Capilar, para ser aplicadas al analisi de los citados compuestos téxicos.
La optimizacion de etapas previas al analiis cromatogréfico o electroforético ha resultado ser
imprescindible, con el fin de obtener la mayor eficacia en la resolucién. En este estudio se da
cuenta de los resultados obtenidos tras la aplicacién de estos planteamientos al anélisis de
biotoxinas presentes en el medio acuético, como es el caso de las toxinas paralizantes (PSP),
diarreicas (DSP), amnésicas (ASP), asi como toxinas de cianobacterias.




2 oe oo o o~ R UTURR TS < 23 8 (

su - 1y (]

rn

AN

[N oy, PR . aoa Ji . S
TN - 1 2 1 ‘
[ - 1 ) - AN 4 1 < v [
; o ‘ | I [ : .
' ¢ ( . 3 ‘
v . . - ) A~ il b s =) =>:
3 . [ 1978 -1 - '
~
(] [ [ -~ . 2 o [ 2Y
. N o X Lo N '
< o U « . i - .
o as [ UR ,- N N o < o 2 *
- e | N [ Z: . C3T en .
~ [N (RN ’ BN ' - e
3 .. SF o3l , €2, . Vo M, L s
~ < ° NS
N o o Ry [N PR a YVooocie S
o [P [T " cot -3 r |
é Puo ol (ORI FNED N e o
. . NN
. . = P - U . e . C O son
. e . N ROV "o - \
- ol R @ 0 S .. PR [
[N ; - " (U x oo ! . [V
PR “ . . PN aon [ . P
‘ P . i L o ¢ AL
e v 1 T (] - ’
-~ R N 3 ] ] ~ ~— -
. -~ o -
. . ' {
(I . P ~— : v '
AN - « L v
. ‘ . . -
" 3 N p \ [ (B : 1



stema CE-U\ )

Capilar
T;ampén Backgrou?d

Inyeccién

CTFr

Detector UVL

Capil  de polyvinylalcohol (PVAY (,o d. yloda

P (Be  1-Packard)

forfoli 150 mM 2 o aun pH 5 con acido tormico

. eccion de mue i lac pa ~avolur :ndel
capilar de silice
Presion: 50 mbar
Tiempo: 120 s
pot cial 20kV

aropén Leading: Acido formico 10mM
Taropbn Terminating: Morfolina 50 mM morpholine ajustado a un pH
5 coa écido férmico
Tiempo: 90 s

longitud de onca: zu n

\iux}n)

Tabla 1.- Condiciones para el analisis de toxinas PSP mediante EC-UV.
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Figura 1a.- Analisis de una disolucion estandar de toxinas paralizantes (PSP) mediante EC-UV.

Figura 1b.- Andlisis de un extracto de dinoflagelado Gymnodinium catenatum mediante EC-UV.

GTX |

GTX S
GTX3 I8

GTX 2

26 (min) 28 30

l a={( ‘X2
b=GT 1
c=c¢ 11 7
d=¢ °
|
d
| 5 h
abc
| ;vlrll .
! i SR U\/\J\/
UMM
24 28 2 (min)

TX 4



Pl
i

" nveniente de la .tilizacién de este modo de ™ ' ¢ -esis para & dete cion

del pe.. ‘oxicop .lize © e nasaen laincapacidad de resc v 0S GO "2 2 €8 COS Q&
oC 27 : -pos una carga neutra global. P 'a =es¢’ =" « 's = 3 0s ¢3
e’ ' «(ros odos « Elzcto® esis, ¢ 2 |z Cromalogrs 'c '0C étic o}

. Trad” 7 Cstens’racti ca, ces ' “leiascargadas. are ag, ¢ © de

. _to_cas ¢ 0 _ ¥ficasy ‘¢t 7 77 as se erela " 7 deeriiz © as

stai as . Talr revvame T e acior C o YT s d T ccié "ase

¢ va  _oe. 7 .0 7 7 " decompuestos < entes presentes ' s
" _ 38 1diadas.

TO0

.7 oxinas d'z:reicas so.. . s delos corin. estostoxicosp ¢ osidospo gelados,
€3 _ 3pe cusié.. “oxiceagica, espec’ T ente debic ) sticad come T it ras de

L SE. . _" asas, ipromoci¢c de  oresaniveles ybajocsira ' po "icual, parasud

. St ... alternativas a “sas de sufizis~iz ser T ‘'ad, con e “n de asegurar la

se - sL.r.dor.

La r_"_dolcgiz del Bioensaye con raiores, es taviz’én, en este caso, la aceptade

.. 0 (3 os 2 _es para el cortro’ de estos cc |, 3stos ‘Oxicos, ar de ¢ 3 'a

( da’ "3 3 108, debidc © 1daments’ "yasL C icaracte U co, Il ea
_3sos ¢’ as . damental ‘2e ‘cgueser " & lasetapas de preparac 2
S scroretamente en la obtencion de una extraccisr eficaz.

Se han planteado diversas metodologias alternativas &i :0ensayo, especialmente por via
en:” “‘caoqg | ' . La Cromatografia de iictiido de ata eficacia ha ofrecido unas buenas
condiciones para el andlisis de estos con | 3stos, utilizando la fi.:orascercia como sistema de
deteccion que ofrece unas excelentes caracteristicas de sensibilidad. £ |a iiteratura se plantean
Giversos reactivos para’ © acion de los correspondientes derivados fl.orescentes, siendo el
9-Ariracildiazometar  © D 1) un reactivo que ofrece una elevada selectividad y sensibilidad
paralac_ ' _tizack’ de ‘oscc donentes en cuestidn, a pesar de plantear e' inconveniente de
su elevada ~ _ste” " jad. C " de " ‘narlos pr¢’ emas derivados « ~ la misr - se ha

lestc '3 izac'n de ur rsactivo ADS U sintetizado " cuyo poder de der - zacidon

es exactamer = coincidente con el del reactivo cc  cial, y cue, por otra parte, - a '0s
>blemas der:ados de la citada inestat ™ " 1d, por € ' echo cde ser sintetizado en el momanto
d. " _varacabo 'z citada derivatizacion (Qui iam et al. 1998;. &1z~ *"'sis cromatogréfico de aste
grupo de co uestos toxicos requiere d= Lna intensa etapa ce greparacidon de muestra,

precisam. ‘e itivada por el fuerte caracter :ipofilico de los citados cc ponentes, asi como

wta’ 0 siva ‘ipadecle: | post ‘ior ala derivatizacicacor e © e~ minar ~terferencias
, ... ossec dariosderivados 'acitada derivatizac' ” - los cue'ss pudiera~ afectar a una

_reso’ meiografica. E', " "Oxico paralizz * - de los  cluscos gallegos =st

les’) ido ckadaico (AO™ T fisistoxine-2 {C X7, racic i dos ¢ 2 los S
J .., ra. 'siscsestos 3¢ sesario ' EN > 0 :
c oL e ’ o M ereet o, o T e'we orac o Crs s
- .. .. .S L " ' 1tid "this 7T o oo

z I ' ' ool s ados

5 Joes X8 e ( ! S ¢ C -

. , a’ ‘

:8 ’ S e se 7 3 ¢ Toel




Sistema CLAE Liquid Chromatograph, HP-1050

Columna Columna de fase inversa, HP-Hypersil ODS (4 mm d.i. x 25
cm, 5 um)
Fase movil AcCN:H,O (85:15)

Velocidad de flujo | 1,0 mL/min.

Detector Detector de Fluorescencia, HP-1046A | exc =254 nm; | emis =
412 nm.

Tabla 2.- Condiciones del sistema CLAE-DF para el analisis de toxinas DSP.
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0 2 4 6 8§ 10 12 14

Figura 2a.- Analisis de muestra gailega de mejillén, mediante CLAE-DF.

TOXINA ASP

Desde su descubrimiento en Canada en 1987, la incidencia de este tipo de
contaminacion se ha incrementado considerablemente a lo largo del mundo; concretamente en
Galicia, los episodios toxicos mas relevantes en los Glitimos anos se han asociado a este tipo de
toxicidad.

La toxicologia de estos compuestos es de tipc amnésico; la escasa sensibilidad del
método del bioensayo como metodologia para le control de los mismos, ha hecho que se
plantee el método cromatografico como alternativa. Se han propuesto dos métodos mediante
Cromatografia de liquido de alta eficacia, los cuales difieren basicamente en el modo de
extraccion. El primero de ellos, que es el método oficial de la AOAC (Lawrence et a/., 1989),
utiliza un medio acido que permite realizar la extraccion de los compuestos paralizantes al
mismo tiempo, en el caso de que éstos estuvieran presentes. La extraccidn en medio organico
resultd ser muy eficaz y fue planteada por Quilliam (Quilliam et al., 1995).
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Figura 3a.- Analisis de estandar de Acido Domoico mediante EC-UV.
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Figura 3b.- Analisis de material de referencia MUS-1 después de “c 1p”
SAX-SCX, mediante EC-UV.
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‘ - 1. CDETOXINAT -

A. Miguez, M.L. Fernandez, E. Cacho, A. Martinez
Laboratorio Comunitario de Retferencia de Biotoxinas Marnas.
Ministerio de Administraciones Publicas

INTRODUCCION

El control sanitario de las toxinas marinas, implica la investigacion de la presencia de
estos compuestos en los alimentos a través de ensayos y métodos analiticos instrumentales y
la comparacion de los resultados obtenidos con los limites establecidos. Tanto los métodos de
determinacion como los limites han sido plasmados en regulaciones en aquellos paises que
realizan control de estas sustancias bioactivas.

La revision de las regulaciones internacionales pone de manifiesto discrepancias que
pudieran dar lugar a situaciones de riesgo para la salud publica y/o de agravio comparativo para
las industrias y sectores productores implicados. Esto es especialmente grave en aquellas areas
geogréficas en las que existe libre circulacion de mercancias, como es el caso de la Unidn
Europea (UE). El control sanitario de las toxinas marinas en la UE esta establecido en las
Directivas 91/492 (1), aplicable a la produccidn y puesta en el mercado de moluscos bivalvos
vivos y en la 91/493 (2) aplicable a la produccion y puesta en el mercado de los productos de
la pesca. La Directiva 91/492 es vaga en lo que se refiere al control de toxinas PSP y DSR. No
se establecen los métodos biolégicos a aplicar y en el caso de las toxinas DSP el criterio de
positividad de los resultados depende del limite de deteccion del método bioldgico elegido.

A la vista de esta situacion, la Comision Europea nomind un Laboratorio Nacional de
Referencia (NRLs) de biotoxinas marinas en cada pais de la UE y un Laboratorio Comunitario
de Referencia (CRL), con el fin de organizar una red de intercambio de experiencia e
informacién y un foro para la consecucion de acuerdos sobre métodos y criterios de toxicidad.
A lo largo de los Ultimos anos, se han realizado diferentes actividades dentro de este marco de
trabajo. El objetivo de este informe es presentar los actividades de la red de Laboratorios de
Referencia de Toxinas Marinas de la UE y los acuerdos mas recientes, haciendo especial
hincapié en las dificultades asociadas al establecimiento de regulaciones en esta érea.

REGULACIONES RELATIVAS A TOXINAS MARINAS

Las regulaciones relativas a métodos y limites deben ser establecidas sobre la base de
estudios epidemiologicos y toxicoldgicos y teniendo en cuenta las herramientas analiticas
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refrendaron dichos acuerdos con el proposito de asegurar el mayor nivel de proteccion
sanitaria, y de utilizar los mismos como guias sanitarias para los intercambios comerciales con
paises terceros.

Con el objetivo de mejorar la interaccion entre los iaboratorios de la red y avanzar en las
areas en las que se identificaron especiales carencias, se crearon varios grupos de trabajo
integrados por expertos y miembros de dichos laboratorios.

A continuacion se exponen las conclusiones y actividades de dichos grupos de trabajo :
Grupo de trabajo | ( Amnesic Shellfish Poisoning)

Los objetivos iniciales de este grupo eran la consideracidon de la extension del método
de Lawrence (7), validado para el mejillén (8) a otras matrices, y la validacion del método de
Quilliam (9). Se reconocid que la principal ventaja del método de Lawrence era la posibilidad de
la utilizacion de una extraccidon comuin para las toxinas PSP y ASP Sin embargo se cuestiond si
este beneficio compensaba los inconvenientes del método en términos de inestabilidad de los
extracto acidos y recuperabilidad dependiente de las diferentes matrices. Por todo ello no se
considerd prioritario acometer un proceso de validacion del método de Lawrence para otras
matrices, y se acordd enfocar los estudios de validacién en el método de Quilliam, del que se
reconocié una mayor robustez, mayor recuperabilidad con las diferentes matrices, y mayor
potencial para la determinacion de isomeros del 4cido domaico. Se concedid especial atencion
a la necesidad de investigar la presencia de dichos isémeros en los moluscos, para realizar una
estimacién de su importancia y relevancia desde el punto de vista sanitario.

Si bien se reconocid que existia uniformidad en cuanto al uso de la Cromatografia Liguida
de Alia Eficacia para la determinacion de ASP, se pusieron de manifiesto ciertas diferencias en
las metodologias empleadas por los diferentes laboratorios que hacen aconsejable la
realizaciéon de estudios intercomparativos para verificar la equivalencia de dichas metodologias.

Grupo de trabajo Il (Paralytic Shellfish Poisoning)

Los objetivos de este grupo de trabajo eran realizar una revision del bioensayo en raton
de la AOAC para la determinacion de PSP (4) e identificar y resolver aquellos aspectos vagos o
criticos del procedimiento, sin introducir modificaciones profundas que pudieran requerir una
nueva validacién del procedimiento.

El grupo reconocio las dificultades que entranaban ciertas matrices (vieiras, corruco,
moluscos procesados, etc) a efectos de la preparacion de la muestra y/o de su extraccion de
acuerdo con el procedimiento (formacion de geles, liquido de cobertura en el caso de
conservas, etc) y acordo la realizacion de estudios encaminados a la resolucion de dichas
dificultades. Asimismo se reconocio gue el nimero de individuos que debian integrar la 1uestra
analitica merecia consideracion y estudio. Existen grandes diferencias de tamano der ‘ndiendo
de la especie de molusco y para determinadas especies podria alcanzarse el peso de muestra
requerido en el procedimiento a partir de muy pocos individuos, 1o gue podria con srometer la
representatividad de la muestra.

Se acordaron las siguientes recomendaciones: reducir el rango de pH de rabajo a 2.5-
3 (rango que se aplicaré a todos los procesos que requieran ajuste de pH, ), utilizar siempre
ratones del mismo sexc, de peso comprendido entre 17 - 23 g, preferiblemente entre 19 - 21
g, y en todos los casos en gue el peso se desvie de 20 g efectuar la correccién de las unidades
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Se establecio la necesidad de realizar estudios de toxicidad oral y estudios farmaco-
cinéticos dirigidos a conocer su mecanismo de accidn para de esta forma establecer el riesgo
de intoxicacion humana. A diferencia de las pectenotoxinas, en el caso de las yessotoxinas,
estos estudios son abordables, teniendo en cuenta que existe disponibilidad comercial de estas
sustancias y que es posible el cultivo en laboratorio de los organismos productores de las
mismas. Hasta que nuevos datos permitan establecer la toxicidad, y teniendo en cuenta las
metodologias actuales para su determinacion se considerd que las yessotoxinas deberian
mantenerse monitorizadas dentro del grupo de las toxinas DSP.

Grupo de trabajo tV: Ensayos de inhibicidon de fosfatasas

El objetivo de este grupo era la valoracién de ia aplicabilidad de los ensayos de inhibicion
enzimatica para el control sanitario del acido okadaico y algunos de sus derivados .

El grupo de trabajo identificd como prometedores dos versiones de este tipo de ensayos
enzimaticos, uno basado en la medicion de la inhibicién de la actividad de las protein-fosfatasas
utilizando la deteccidon colorimétrica (Tubaro et al..) (14) y otro de mayor sensibilidad basado en
la deteccion fluorimétrica (Vieytes et al. ) (15) y establecid un plan de trabajo con diferentes
materiales (estdndares de toxinas, material naturalmente contaminado) para investigar las
caracteristicas de dichos ensayos y realizar futuros estudios inter-laboratorios. El grupo
reconocio el ambito de aplicacion de dichos ensayos a {a deteccidn de agquellas sustancias que
producen inhibicién de las protein-fosfatasas y que por tanto estos ensayos no cubren todo el
espectro de las toxinas liposolubles actualmente incluidas en el grupo de las toxinas DSP
(pectenotoxinas y yessotoxinas no son inhibidores de las fosfatasas) . Se reconocid que
ademas del 4cido okadaico y algunos de sus derivados, otras sustancias toxicas para el hombre
como son las microcistinas y la nodularina, han sido detectadas en bivalvos en virtud de estas
técnicas, lo que revela su gran potencial como herramientas analiticas para la proteccion de la
salud publica.

WG V: Ensayos con neuroblastoma

El objetivo de este grupo era la valoracion de la aplicabilidad de estos ensayos al control
sanitario de las toxinas PSP

Reconociéndose las crecientes dificultades existentes en los paises europeos para el uso
de ensayos con animales, se valoraron diferentes metodolegias que pudieran en un futuro mas
0 menos proximo reducir o eliminar el uso de ratones para la determinacion de toxinas PSP Se
valord que entre los ensayos bioldgicos y bioquimicos existentes en la actualidad, aquellos
basados en el mecanismo de accidn de las toxinas, esto es los ensayos funcionales, eran los
mas adecuados desde el punto de vista de control sanitario, en contraposicidn a los ensayos
estructurales (ej. inmunoensayos). Estos Ultimos, si bien presentaban otras interesantes
aplicaciones, tienen el inconveniente desde el punto de vista de la proteccion de la salud
publica de gue la correlacion entre los resultados del ensayo y |a toxicidad real de las muestras
analizadas depende del perfil de toxinas, produciéndose no solo falsos positivos sino también
falsos negativos.

Dentro de los ensayos funcionales, se identificaron los ensayos con neuroblastoma y los
ensayos de receptor como los mas prometedores. Sin embargo se constato que estos Ultimos
estaban sujetos a mayores restricciones para su consideracion como herramientas de control
sanitario puesto que hasta la fecha implican el uso de marcadores radiactivos (concretamente
saxitoxina tritiada) y requieren el uso de tejidos obtenidos a partir de cerebro de ratas. Por ello
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Los sintomas que presenta el ratdn tras inyeccion intraperitoneal de esta sustancia
difieren de los producidos por las toxinas DSP y se asemejan a aquellos caracteristicos de las
neurotoxinas: desorientacion, pardlisis de las patas traseras, dificuitades respiratorias y saltos
y convulsiones similares a los producidos por las toxinas PSP inmediatamente antes de la
muerte. A bajas dosis, estas sustancias pueden producir la muerte del ratén en dos o tres dias.
Estudios experimentales han demostrado que los principales 6rganos afectados por estas
sustancias son higado, pancreas, timo, bazo y tracto digestivo (19).

Con posterioridad a Ja intoxicacion en Holanda se produjeron intoxicaciones en ltalia,
Irlanda y Francia, todas ellas debidas al consumo de mejiifones procedentes de aguas
ifandesas. Andlisis realizados sobre bivalvos de Noruega y Reino Unido han revelade la
presencia de estas sustancias en los mismos, de donde se deduce que la ocurrencia de este
grupo de toxinas no esta confinada a bivalvos de aguas irlandesas y que por tanto deben ser
consideradas un riesgo potencial en otras aguas de produccion europeas.

Actualmente, el método analitico mas adecuado para la detecciéon de acido azaspiro y
analogos en muestras de bivalvos es la Cromatagrafia Liquida de Alta Eficacia acoplada a
Espectrometria de Masas. Para los laboratorios que no dispongan de esta metodologia, se
recomienda el uso del bioensayo en ratén de Yasumoto (1978) (5) aun a sabiendas de que €l
protocolo de extraccion no ha sido todavia optimizado para este grupo de toxinas, y de que
incluso un criterio de positividad de "dos de tres ratones muertos en 24 horas" pudiera no ser
suficientemente precautorio en el caso de la presencia de este grupo de toxinas en los bivalvos.
Se necesita con urgencia el desarrollo de una metodologia de extraccion, purificaciéon y
deteccidn adecuada para la determinacion de estas sustancias en bivalvos, asi como estudios
encaminados a la comprensidn de los origenes de esta toxicidad y de la evaluacién del riesgo,
con el objetivo de desarrollar regulaciones adecuadas para la proteccion de la salud publica.
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Resumen

Se presentan los resultados de un estudio relativo a la fase final de una proliferacion de
Alexandrium minutum, detectada en una zona portuaria de la isla de Mallorca. La proliferacion,
localizada en la parte mas interna del puerto, tenia, en el momento de realizar el muestreo,
una densidad maxima de 6.7-103 cél - ml?, una concentracion de clorofila a de 3.39 mg Chl
a - m3y una produccion primaria de 36.22 mg C - m3 - b1, La temperatura del agua era de
16.4 °C, y las concentraciones de nitrogeno y fosforo muy bajas. Como consecuencia de la
elevada densidad de! fitoplancton otras variables alcanzaban también valores altos, es el caso
del coeficiente de extincion vertical 1.13 m™1, la turbidez 7.00 NTU y los solidos totales 16.25
mg - I''. Se ha observado un dominio del microplancton en la zona afectada por la
proliferacion, y del picoplancton en el resto del area estudiada.

Palabras clave: proliferacién, Alexandrium minutum, zona portuaria, I1slas Baleares, Mediterraneo
Occidental.

Abstract

Alexandrium miputum bloom in_Port d'Andratx (Balearic |slands, Western Mediterranean)
its relation to physical. chemical and biological variables. A study on the final phase of a
proliferation of Alexandrium minutum, detected in a harbour of the island of Majorca is
discussed. The proliferation, which was in the inner part, had a maximum density at sampling
time of 6.7-108 cell - I"!, chlorophyll a concentration of 3.39 mg Chl a - m3 and primary
productivity of 36.22 mg C - m3 - h-'. The water temperature was 16.4°C and nitrogen and
phosphorus concentrations were very low. Due to the high density in phytoplankton other
variables also had high values. This is the case of the vertical extinction coefficient 1.13 m-?,
turbidity 7.00 NTU and suspended matter 16.25 mg - I''. We have observed the dominance of
microplankton at the proliferation site, and of picoplankton in the remaining area studied.

Keywords: Bloom, Alexandrium minutum, harbour, Balearic Islands, Western Mediterranean.
INTRODUCCION

A principios del mes de marzo de 1997, coincidiendo con uno de los muestreos
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" 3 presencia del dinoflagelado toxico Alexandrium minutun en aguas de Baleares no es
un fi 1C..._no nuevo, ya gue ha sido encontrado de forma recurrente desde que se detecto por
orimera vez, meses de abril y mayo de 1995, en el Puerto de Palma (Forteza et al., 1998). Como
referercia mas proxima se debe citar la proliferacion ocurrida, también en el Puerto de Palma,
d e 3l mes de marzo de 1999, cuyo seguimiento llevd a cabo el mismo equipo que ha
rea.z&do este estudio.

El objetivo de esta comunicacién es presentar ia informacion relativa a las condiciones
fisicas, qu'micas y fitoplancton, correspondiente a ios diferentes puntos ¢2 muestreo del area
estudiada y definir las caracteristicas diferenciales de la zona donde se localizo la proliferacion
de Alexandrium minutum.
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Las muestras para los andlisis de nutrientes (nitrato, nitrito, fésforo reactivo soluble y
silicato reactivo soluble), para la determinacion de la alcalinidad y para los estudios relativos al
fitoplancton (determinaciones cualitativas y cuantitativas, clorofita a, produccion primaria y
actividad respiratoria), se tomaron con una bomba peristaltica; en superficie y cerca del fondo,
para las cuatro estaciones mas interiores y menos profundas (S, 1.9 m; A, 3.5 m; G, 3.0 m; P,
2.5m),y detres (0, 5y 8 metros) y cuatro niveles (0, 5, 10 y 17 metros), respectivamente, para
las dos estaciones mas exteriores y mas profundas (G, 8 my F, 17 m).

El estudio y recuento del fitoplancton se realizé con un microscopio invertido siguiendo
la técnica de Utermohl (1931). Se calculd la concentracién de clorofila a, correspondiente a tres
fracciones del fitoplancton (< 5 mm, 5-20 mm, > 20 mm), con las ecuaciones propuestas por
Jeffrey & Humphrey (1975). También la produccidn primaria se determind sobre tres fracciones
del fitoplancton (< 2m m, 2-20 mm, > 20 m m), de acuerdo con el método de Steemann-Nielsen
(1952), descrito en Parsons et al. (1984). La actividad respiratoria (ETS), se midié con la técnica
descrita por Packard (1971) y modificada por Packard & Williams (1981).

Para el andlisis de ia alcalinidad se utilizd la titulacién de Gran (Talling, 1973), los
nutrientes fueron analizados con un Technicon Autoanalyzer Il.

RESULTADOS

Un primer conjunto de variables: temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y porcentaje de
saturacion, mostré pequenas diferencias entre las estaciones situadas en los dos extremos del
transecto (tabla 1). Los valores maximos de todos estos parametros se determinaron en la
estacion S, ubicada en la parte mas interior del Port, y los minimos en la estacién F, ubicada en
el exterior. Para la temperatura, el oxigeno y el porcentaje de saturacién se puede hablar incluso
de un suave gradiente a lo largo del transecto.

El analisis de la concentracién de clorofila a y de la produccién primaria del fitoplancton
por fracciones (tabla 2), muestra de forma evidente la segregacién entre las estaciones S, Ay
C, y el resto de puntos de muestreo. En las tres estaciones mas internas, la comunidad
fitoplanctonica se hallaba dominada por el microplancton, mientras que en las otras cuatro
estaciones la fraccion dominante correspondia al picoplancton.
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Estacion  Nivel Chla Chla% Prod. Prim. Prod. Prim.% ETS 20 Fitopl.
m mgm  <5ym  520um  >20um mgCm'h’ <2pm 2-20um  >20pm pod'r’ célml’

s 0,0 3.39 1,69 0,84 97,35 36,22 4,30 5,95 89,75 1713,83 6692
1,9 0.67 1,73 0.58 97,98 17.94 6.7t 9,44 83,85 634,47 4938

A 0,0 1,08 2,99 1,71 95,30 10,91 9,68 17,24 73,08 453,73 3357
35 0.50 - - - 6.54 - - 38.49 191,59 1855

[+ 0,0 0.31 4,32 2,16 95,53 2,79 39,18 19,95 48,86 133,13 2519
3.0 0,22 - - . 1,76 66,82 12,14 21,04 70,99 1740

P 0.0 0,28 80,46 9,77 9,77 - - - 1625
2,5 0,20 - . . . R 1239

G 0,0 - 100,00 0,00 0,00 112 88,82 13,18 0,00 13,81 1659
5.0 0,08 - - - 1,10 73,59 19,03 7.38 6,99 1268

9,0 0,03 77,78 1.4 11,11 0.83 82,82 11,23 5,94 12,83 1059

F 0.0 0,47 100,00 0,00 0,00 0,91 85,78 11,71 2,51 13,08 445
5,0 6,11 - - - 0.97 81,37 14,56 4,07 15,09 1146

10,0 0,06 - - . - - - - - 970

17,5 0,08 75,00 25,00 0,00 0,90 75,73 15,34 8,93 3,48 630

Tabla 2.- Valores de las variables biolégicas determinadas en las diferentes estaciones de muestreo ubicadas a lo

El analisis de la concentracion de clorofila a y de la produccion primaria del fitoplancton
por fracciones (tabla 2), muestra de forma evidente la segregacion entre las estaciones S, Ay
C, y el resto de puntos de muestreo. En las tres estaciones mas internas, la comunidad
fitoplancténica se hallaba dominada por el microplancton, mientras que en fas otras cuatro

largo de la radial interior-esterior del Porl d'Andratx.
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La composicion ¢ aliztiva del fitoplancton varid a lo largo ¢' transecto estudiadc . _ ra
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De los resultados obtenidos se deduce que la marea de Alexandrium minutum fue un
episo 1 ycalizado en el espacio y £ . to gue su dura ©© 0 superd los ocho dias,
podsmios . ta © " deunaclara loce izacion en el tiempo.

La ~icrodindmica del area estudiada puede utilizarse para justificar, al menos en parte, (a
localizacior precisa de la marea en la parte mas :nterna del puerto, se trata de . 1 zona
parcialmente cerrada y por tanto con una baja tasa de rencvacién del agua y una cierta
estabilidad, principalmente durante los meses de primavera y verano cuando la frecuencia de
temporales es menor. Las diferencias de temperatura observadas muestran el efecto de
estancamiento, que propicia un mas rapido calentamiento del agua de la zona donde se localiza
la proliferacion de Alexandrium minutum.

La ubicacion de la proliferacion de Alexandrium minutum quedaba definida visualmente
por la presencia de la mancha en la parte mas interna del puerto, pero el analisis de diferentes
variables fisicas, quimicas y bioldgicas nos permitid delimitar de forma mucho mas precisa la
zona de méaxima actividad de Alexandrium minutum. _os parametros solidos en suspension,
tuicidez del agua y coeficiente de extincién de la iuz, son los mejores indicadores de las
variaciones de la biomasa y de la actividad del fitoplancton a lo largo del transecto estudiado.

Aunqgue carecemos de informacion sobre las condiciones especificas que originaron el
crecimiento masivo del dinoflagelado, a partir de datos recogidos a lo largo '@ ¢ :rentes ciclos
anuales en el drea estudiada del Port d'Andratx, sabemos que en el punto de muestreo donde
se encontro el maximo desarrollo de Alexandrium minutum se producer, ae forma puntual pe o
CON una cierta recurrencia, aportes de nutrientes a través de un p 2fo curso de agLa e
drena directamente en dicho punto (figura 1). Como ya se ha comentado, en €l momer 0 €

e se realizd € sstreo, las concentraciones de nitrato y de fosforo estaban e~ ¢ te de
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mayor tamano, dinoflagelados, los cuales se ven favorecidos por las condiciones de elevada
estabilidad del agua. En el resto de la zona estudiada el dominio corresponde a pequenos
flagelados, organismos con una elevada tasa de multiplicacion y que caracterizan la comunidad
fitoplancténica de esta zona durante la mayor parte del ciclo anual.

Como apuntan otros autores, Camp et al. en este mismo volumen, estos episodios, cada
vez mas frecuentes en las costas del Mediterraneo Occidental, van ligados a la creciente
antropizacién del litoral. La compartimentacion de estas areas, retardando los flujos vy
posibilitando el actmulo de nutrientes y materia organica favorecen el crecimiento de
dinoflagelados, cuya evolucion les ha llevado a ser oportunistas cuando se dan estas
condiciones Margalef (1998).
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INTRODUCCION

En la IV Reunidn Ibérica se presentod la informacién de las proliferaciones densas de un
dinoflagelado del género Alexandrium subgénero Gessnerium y se comentd el interés de
profundizar en su ecologia. Lo poco que se conocia de este dinoflagelado era gue provocaba
proliferaciones masivas en La Fosca (Costa Brava) durante los meses de verano, pensando que
era un fendmeno bastante local pues no habia conocimiento de presencia en otros lugares de
la Costa Catalana ni del Mar Mediterraneo. Estudios mas profundos del dinoflagelado se
emprendieron por varias razones, por una parte por el interés de un organismo perteneciente al
género Alexandrium. Otra razén, fue que el fendmeno causaba relativos problemas a la
Administracion, pues la poblacion asociaba la discoloracion con descargas de agua residual y
el area es un punto importante de turismo. El problema indujo a un control intensivo de la
calidad del agua. Asi, el muestreo para el estudio de las distribuciones de A. taylori se adecud
para obtener informacion a pequena, mediana y gran escala tanto temporal como espacial.
Parte de las medidas obtenidas pertenecen al programa de control y seguimiento de la calidad
de las aguas de bano llevade a cabo por la Junta de Sanejament del Departament de Medi
Ambient de la Generalitat de Catalunya. Nuestros estudios comprenden ahora cinco anos de
monitoreo.

QUE CONOCEMOS AHORA DE Alexandrium taylori.

En cuanto a taxonomia, se expuso las diferencias entre las poblaciones de A. taylori de la
costa Catalana con ia descripcion original del organismo (Balech, 1994). Las diferencias
principales en las placas 1',6'y Sa, asi como la localizacion del poro ventral y las lineas de
conexion con las placas adyacentes se consideraron en el rango de la variabilidad morfolégica
de la especie (Delgado et al., 1997).

En cuanto a toxicidad, se conoce que no hay toxicidad por PSP (por HPLC) y no hay
resultados positivos en el bioensayo de ratén aunque se han encontrado respuestas positivas
en el test de Arternia salina (Yan, commun. pers.) y en el ensayo de bioltr  scencia Microtox
(Giacobbe, commun. pers.).

Los primeros estudios en el campo cor:sduyeron al conoci ) del ciclo de vida de A.
taylori (Garcés et al., 1998) y de las estre 2gias de vida de A. ta' ori (Garces, 1998) como un
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un periodo de sintesis de DNA (ciclo celular) por la noche y un periodo preferente de division al
amanecer. Gracias al conocimiento dei ciclo celular se puede estimar la tasa de divisidn in situ
de las células vegetativas que es 0.4-0.5 dia'!. La tasa de division in situ minima estimada
mediante la division celular de los quistes temporales es de 0.14 dia''. Ef crecimiento de la
poblacion es el resultado de ia divisidn de las células vegetativas y de la germinacién y divisién
de los quistes temporales. Hay quistes temporales que tardan mas de un dia en germinar. Asi,
los quistes temporales en el sedimento pueden actuar como una reserva de la poblacién a corto
término. Frente a perturbaciones pequefas o poco frecuentes (viento, mal tiempo) con
movimiento del agua que puede dispersar la poblacién de células vegetativas, el
restablecimiento de tiempo calmado permite la rapida recuperacion de la poblacién via division
y germinacion de los quistes temporales, y crecimiento de las células vegetativas.

En cuanto a la distribucién espacial de A. taylori, desde que se realiza el muestreo en la
Costa Catalana se han encontrado presencias del organismo en otras localidades a parte de La
Fosca. A. taylori muestra una amplia presencia en toda la Costa Brava durante los meses de
verano (fig. 1). A lo largo de los anos de muestreo (desde 1995 a 1998) se han observado
densidades de 105 células "' en varias localidades, como Gran de Pals y se llegan a
concentraciones méximas celulares de 108 células ' en localidades como St Pol. El
mantenimiento de elevadas concentraciones (108 células I'') durante el mes de agosto
(temperaturas > 24 °C) es una caracteristica de la Fosca. Las presencias de A. taylori en la
mayoria de localidades se dan de una manera recurrente cada ano en los meses de verano.

Las distribuciones espaciales de A. taylori en las islas Baleares en el verano de 1997
respondian a la necesidad de conocer las localidades de proliferacion del organismo en las islas
y caracterizar estas areas. La preocupacion por parte del ayuntamiento y entidades sanitarias
del gobierno balear pensando que el fenémeno fuera debido a vertidos incontrolados se ha
dado tanto en Maliorca y Ibiza, de la misma manera que se dio en La Fosca. En cala Tarida
(lbiza) y cala en Porter (Menorca) el registro de coloraciones de las aguas segin memoria
popular indicaban una antigiedad de 10 anos, pero no fue hasta el ano 1997 que se describié
como una proliferacién de A. taylori. Sin embargo, en Mallorca ya se habian presentado al
ayuntamiento de Calvia varios informes sobre las proliferaciones de A. taylori por parte de
Forteza y Quetglas: "Discoloracié de les aigles a les platges de Peguera, Calvia, a l'estiu de
1995: identificacié de I'organisme responsable i proposta d'actuacid" y “Discoloracio de les
aigles a les platges de Peguera, Calvia, a l'estiu de 1996".

En el Mediterraneo, se han detectado preliferaciones masivas de A. taylori en una area
poco profunda de la costa de Sicilia (bahia de Santa Panagia) (Giacobbe, 1999). En la costa
mediterranea francesa (Laussus, P comm. per.) y en Grecia (National Centre of Marine Research
y Ignatiades, L. comm. per) no se han registrado presencias. En el Atlantico francés se han
detectado proliferaciones en la bahia de Arcachon en agosto de 1985 de donde se describid la
especie y al sur del estuario del Loire en 1995 y 1997 (Laussus, P comm. per.).

Las playas donde se dan las proliferaciones masivas de A. taylori son de caracteristicas
similares y nos dan idea de las condiciones ambientales adecuadas para el organismo. Por esa
razdn se estudio con cierte detalle la playa de La Fosca como un lugar tipo. El pardmetro que
mejor distinguiria La Fosca de las demas playas de la Costa Brava seria la temperatura. El
diferencial positivo significativo en !os valores de temperatura al principio de verano respeto a
las playas de su entorno indican un mayor confinamiento del agua (baja renovacion) en La
Fosca. En cuanto a otros pardmetros como la salinidad y los nutrientes, son los caracteristicos
para la Costa Brava y La Fosca se caracteriza por valores bajos (Garcés, 1998) ya que no hay
grandes descargas de agua dulce.
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M. Defgado. Instituto de Ciencias del Mar. P. Joan de Borbd s/n. 08039 Barcelona.

En el seguimiento del fitoplancton téxico de Cataluna se detectd el verano pasado (Junio
1998) una marea roja de la dinoflagelada Alexandrium catenella en el puerto de Tarragona (ver
Vila et al., en esta Reunidn). En el muestreo realizado 10 dias después las aguas no presentaron
coloracion y la concentracion de células de A. catenella muy baja, aungue fueron abundantes
las tecas vacias de la dinoflagelada y se observaron numerosos cuerpos esféricos de 30-40 um
de diametro (diferentes de los quistes de resistencia de A. catenella, que son alargados, de los
cuales también se observaron escasos ejemplares). Después de la incubacion de agua sin fijar
se vié que de los cuerpos esféricos (de color oscuro cuando estan maduros, llamados en
adelante quistes parasitos) salian numerosos pequenos flagelados (entre 100 y 400 flagelados
por cuerpo) los cuales a su vez infectaban otras células de A. catenelia (formando dentro de la
teca de la dinoflagelada un cuerpo esférico) ciclicamente. Desde entonces se mantiene en
cultivo el parasito en el ICM de Barcelona, mediante la adicion de cultivo nuevo de A. catenella
a corto intervalo (semanal). En esta comunicacidn se presenta la informacién preliminar del
parasito, la cual se elaborara posteriormente para su publicacién en detalle.

Descripcion del parasito.- La fase movil (pequenos flagelados) no esta pigmentada, tan
solo posee una porcion oscura de su cuerpo. El cuerpo de los flagelados parasitos es ovoide,
de unos 3 um de longitud, y tiene 2 flagelos bien distintos: uno corto (de 2 um de longitud
aproximada) y el otro largo (de 8 um de longitud aproximada). El flagelo largo presenta pelos a
lo largo de toda su extensidon mientras que el corto es desnudo y tiene un extremo agudo. Los
quistes del parasito son esféricos, 30-40 um de diametro, de color oscuro-negro cuando estan
repletos de flagelados, con protuberancias muy pequenas en la superficie externa y presentan
un n? variable de poros (entre 2 y 7) de 2 um de diametro. Algunas tecas del dinoflagelado, o
partes de ellas, permanecen unidas a los quistes del parésito recientemente formados.

Ciclo de infeccion.- El flagelado parasito se fija a la cubierta de las dinoflageladas a nivel
del cingulum (y se suponen que penetran dentro, al menos una parte). Las células infectadas
paran su movimiento y en unas cuantas horas se comienzan a apreciar areas mas claras en su
citoplasma (generalmente una pero en ocasiones varias, las cuales se interpretan como
infecciones multiples) gque incrementan su extension hasta ocupar todo el citoplasma de la
dinoflagelada 24 horas después de la infeccidn, con la pared del quiste ya formada. A las 48
horas de la infeccidn el quiste del parésito es de color muy oscuro y-contiene en su interior
numerosos flagelados (entre 100 y 400). El color oscuro del gquiste es debido a los flagelados
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Trabajo en curso.-1) Descripcion taxondmica del parasito con microscopia electrénica
de barrido y transmision (involucrados Prof. Malte Elorachter y Dr. Michael Schweikert, de
Alemania). 2) Dinamica de las infecciones en cultivos de dinoflagelados y poblaciones naturales
encerradas en recipientes y mantenidas en laboratoric. 3) Posibilidad de que este parasito (u
otra especie similar) haya sido erréneamente confundido con etapas sexuales en el género
Dinophysis.







I. Sordo, J. A. Trinanes, J. Varela, J. Arias
Lab. Sistemas. Dept. Electronica e Computacion. Facultade de Fisica.
Universidade de Santiago de Compostela. Campus Sur. 15706. Santiago de Compostela

RESUMEN

La aparicion de “blooms” de Gymnodinium catenatum en las rias gallegas ha sido una
constante desde mediados de ia década de los 80, coincidiendo habitualmente con la época
del relajamiento de upwelling. Las posibles causas de los mismos citadas en la literatura son las
germinacion de quistes de resistencia de esta especie y la adveccion de poblaciones desde
aguas oceanicas, apiladas contra la costa con el cambio de vientos norte a vientos sur.

Presentamos el estudio del relajamiento del afloramiento del ano 1995 a partir de
imagenes de la temperatura superficial del mar (SST), coincidente con un “bloom” de G.
catenatum en las rias. Tras 10 dias de fuerte afloramiento, existe un cambio a vientos de
componente sur, lo que da lugar al apilamiente de las aguas de la plataforma menos profunda,
y al establecimiento en los 15-25 km cerca de costa de una corriente sur-norte. Sin embargo,
sobre el resto de la plataforma, y sobre el borde de la misma, la estructura del afloramiento aun
se hace patente, existiendo todavia una corriente norte-sur. De este modo, si nuestra hipotesis
es correcta, el agua que se apila contra las rias a principios de septiembre del 95 serian aguas
costeras proveniente de latitudes inferiores, la cual podria traer consigo poblaciones de
Gymnodinium catenatum, si éstas existiesen en dichas latitudes.

INTRODUCCION

Desde el ano 1976, “blooms” de G. catenatum han producido toxinas PSP en los
meijillones cultivados en las rias gallegas. A partir de esta fecha, “blooms” de este dinofiagelado
han obligado al cierre de las bateas de cultivo de mejillon durante varios meses al ano, lo gue
produce importantes pérdidas economicas para el sector acuicuttor, de gran importancia para
la economia gallega. La aparicion de dichos “blooms” parece estar relacionada con
condiciones ambientales de apilamiento, si bien la causa de los mismos no esta totalmente
clara. La aparicidon de esta especie durante solo unos meses al afno, estando ausente los meses
restantes, puede ser debida fundamentalmente a dos motivos: la resuspension de quistes de
resistencia en el area de aparicion o la adveccién de poblaciones indculo desde areas proximas.
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FORMACION DE UNA CORRIENTE S-N CERCA DE LA COSTA W DE LA PENINSULA IBERICA

En la figura 2 se muestran las imagenes SST correspondientes al periodo de estudio,
siguiendo la convencién de mostrar con grises mas claros temperaturas bajas, y con
tonalidades mas oscuras temperaturas altas. Como se aprecia en la fig. 2, el afloramiento
todavia es fuerte los dias 26 y 28 de agosto, despues de 10 dias de fuerte vientos norte. Debido
a la duracién de estos vientos, y a lo observado en las imagenes SST, debe estar establecida
una corriente norte-sur, que se extienda hasta el frente de upwelling, gue segun las imagenes
se situara entre 100-150 km de la costa.

i |

Fig 2. Imégenes SST de ios dias 26, 28 de agosto, y 8. 11 de septiembre.

Después del periodo del 5 al 10 de septiembre, las imagenes de los dias 9y 11 de
septiembre muestran una temperatura superior en la plataforma mas cercana a costa (15-25 km
de costa), apreciandose ademas una lengua de temperatura 1-1.5°C mas baja (entre 15-25 km
y 50-75km de costa) mas alejada de la costa. Esta estructura se aprecia con mucha claridad en
la imagen del dia 11 de septiembre, aunque ya se adivina el dia 9. La situacién a nivel de
corrientes se corresponde con lo citado por Da Silva para el ano 87, para un cambio brusco de
vientos norte a vientos sur: una corriente sur-norte siguiendo la costa, con un ancho de 15-25
km, que lleva agua a temperatura alta, y una corriente norte-sur, perdiendo velocidad a lo largo
del periodo de vientos sur, con agua mas fria, previamente aflorada.

Esta situacion coincide con la aparicion de un “bloom” de Gymnodinium catenatum en las
rias gallegas, habiéndose encontrado una concentracién de células superior a 1000 células por
litro en las estaciones mas externas de las mismas, con mas de 29000 cél/l en las 2 externas
de Vigo, después de 2 semanas en las que las rias estaban limpias. Esto hace pensar en una
posible relacion entre las estructuras oceanograficas encontradas y la aparicién de G.
catenatum en las rias. La corriente norte-sur traeria aguas costeras del norte de Portugal. Si en
zonas de esta costa hubiese concentraciones elevadas de este dinoflagelado, como han sido
detectadas en agosto a finales de la década de los 80 (Moita, 93), estas poblaciones serian
transportadas por la corriente sur-norte hasta la boca de las rias.

CONCLUSIONES

El estudio de la dinamica costera en el relajamiento del aflora 2nto estiva +A sido
es  aas nara el ano 1995, haciéndose patente [a relacion .+ . .as es ¢ Iras oceanicas
costeras y 10s vientos.
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PERFIL DE TOXINAS DE Alexandrium catenella EN EL MEDITERRANEO

Elena Avila (1), Santiago Fraga (1) y. J. Franco (2)

(1).- Centro Oceanogréfico de Vigo (IEO). Apt.:1552, 36280 VIGO, (2).- Instituto de Investigaciones Marinas (CSIC). ¢/
Eduardo Cabello, n? 6. 36208 VIGO.
Palabras clave: Bloom y Cultivos de A. catenella, Perfiles de toxinas PSP, HPLC.

RESUMEN

La presencia de A. catenella en el Mediterraneo en los Ultimos anos en pequenas
cantidades, no permitia comprobar la toxicidad del mismo; fue después del “bloom” del puerto
de Tarragona en 1997 cuando se ha podido comparar la composicién del perfil de toxinas de
tres cepas de A. catenella, dos del mediterraneo, una de Chile y muestras de dicho puerto, por
HPLC; asi como la morfologia, en cultivo, de las mismas en medio K a 18°C.

INTRODUCCION

Desde 1994 se ha venido observando la presencia de A. catenella en el Mediterraneo, en
bajas concentraciones sin que se pudiera saber si era toxico o no. Posteriormente, en 1997, se
produjo una marea roja de esta especie en el puerto de Tarragona, de donde fue aislada para
su cultivo lo cual permitid que se pudiese estudiar su toxicidad en condiciones controladas de
laboratorio.

El objeto de estos ensayos se centra en comparar diferentes caracteristicas de dos cepas
ge A. catenelia aisladas en el Mediterraneo con otra procedente de Chile estudiando los perfiles
de las curvas de crecimiento, tamanos y formas de las células y toxinas cualitativa y
cuantitavamente. También se compara con los perfiles de toxinas de células obtenidas de la
marea roja del puerto de Tarragona.

MATERIAL Y METODOS
Cultivos:

Las cepas de Alexandrium catenella utilizadas en este trabajo son las C6 y C7 aisladas
por M. Delgado del puerto de Tarragona y la ACCO1aislada en Chile. Se cultivaron, sin agitacion
ni aireacién, en matraces erlenmeyer de 1500 mL en medio K con una salinidad de 34, a 18°C
= 1°C bajo una la iluminacién de 100 umol m2 s1, con un fotoperiodo de 14h:10h (L:O). Los
indculos fueron siempre aclimatados previamente en el medio a ensayar durante tres
transferencias. Para la determinacién de densidad celular se tomaron muestras que se fijaron
con lugol y se contaron al microscopio utilizando una cdmara Sedgwick Rafter.
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Como conclusién mas importante cabe senalar que no es posible confundir los perfiles
de toxinas de los A. catenella con los otros dinoflagelados productores de toxinas PSP en el
Mediterraneo, como son A. minutum y G. catenatum, ya que el primero solamente presenta las
cuatro GTXs (9) y del segundo aunque con un perfil mas compiejo con toxinas Cx, GTX8, GTX5,
neoSTX, y sobre todo la presencia dcSTX y ausencia de STX que los distingue de otros
dinoflagelados(10).
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La introduccién de especies fitoplanctonicas exdticas en zonas donde antes no se
conocian es un hecho demostrado en numerosos lugares del mundo. El peligro de que las
especies sean dafinas para las pesquerias y al acuicultura es un motivo de preocupacion de
muchos gobiernos, en especial del australiano y del canadiense que han puesio en marcha
NUMErosos programas de prevencion.

Dos son las vias principales de transporte accidental de especies daninas: 1) a través de
moluscos vivos que son reestabulados y 2) a través del agua de lastre de barcos mercantes. De
estas dos vias de transmisién se considera gue la segunda es la méas probable para la
intfroduccion de especies fitoplancténicas nocivas al ser el volumen de agua transportado
inmensamente mayor. A través de la traslocaciéon de moluscos es maés f4cil la introduccion de
enfermedades o parasitos.

En las aguas gallegas desde que, en 1977, se ha comenzado el seguimiento del plancton
nocivo se han observado varias especies fitoplancténicas toxicas que no habian sido
observadas anteriormente. De entre ellas destacan Gymnodinium catenatum, principal
responsable de las intoxicaciones de tipo paralizante, Pseudo-nitzschia australis de toxicidad de
tipo amnésico (afecta muy seriamente a la vieira) y Heterosigma akashiwo, especie ictiotoxica.
Las primeras observaciones de cada una de estas especies en Galicia datan de 1976, 1980 y
1994 respectivamente, siendo de destacar que la de G. catenatum fue la primera observacion
en aguas del Océano Atlantico y la de R australis la primera en el Atlantico Norte. En la Vil
Conferencia Internacional sobre Algas Nocivas que se celebrd en Vigo el ano 1997, se reportd
la presencia en fondos de la plataforma portuguesa de quistes del dinoflagelado Pyrodinium
bahamense. Esta especie es la causante de numerosas intoxicaciones en algunas zonas
tropicales, principalmente en el sureste asidtico y Centroamérica. Tal vez por tratarse de una
especie tropical no ha sido observada nunca en muestras de plancton del litoral europeo.

Recientemente, en junio de 1998, hubo una “marea roja" del dinoflagelado téxico
Alexandrium catenella en la costa tarraconense, siendo ésta la primera observada de esta
especie en el Mediterraneo. Esta peligrosa especie ha sido la causante de muchas muertes por
intoxicaciones de tipo paralizante en la costa ceste de Norteamérica, en el sur de Chile y la
Argentina y en el Japdn. Con anterioridad a la marea roja de Tarragona, ya habia sido observada
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Con posterioridad a esta "VI Reunion Ibérica de Fitop:ancton Toxico y Biotoxinas”, e
independientemeite de ella, la Direccidon Genera. de la Marina riercante ha creado un grupo de
trabajo scire gestién del agua de lastre para asesorar a la Delegacién Espanola en :as
negociaciones que se ..evan a cabo en el seno de la Organizacid .Jaritima Internacional (OMI).
Se esta elaborando un reglamento ¢ 2 sera de obligado cump miento en todos los varcos y
entre las opciones que se barajan est’ el ce o del agua de lastre en altamar durante la
travesia, mediante © _  >eo y rebosan.ei to 0 .a Jiliza .1 de alguna técnica ticcida como
podria ser el caler . "2r o del agua. —.. el 3 >0 de 1.abajo Nacio...., &.urte de personal de
ta Direccion General de ‘a Marina Mercante, hay recres niaiites de los navieros, Capitanrias de
suertos, AL 'o 'dades portuarias, Ministerio de Medio Ambiente, Universidades, InstitLio de
Ciencias " ' N ar, Instituto Espanol de Oceanografia, Constri zcion naval y Agentes Marpo.. —a
Capitania Mar " na de Barcelona y la Autoritat Portuaria de Barcelona estén realizando un
trabajo para zvaluar la importancia de las descargas de agua de lastre en el puerto de
Barcelona. El est.dio consta de dos fases, una que se basa en la estimacidén del agua
deslastrada y su origen, y la otra en el analisis de esas aguas.
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INTRODUCCION

El control de las zonas de produccién, que realiza el Centro de Control da Calidade do
Medio Marino, tiene como principales objetivos garantizar sanitariamente en origen los
productos destinados a consumo humano y posibilitar el desarrolio empresarial del sector.
Ademas de los ensayos quimicos y biolégicos de biotoxinas, el recuento de células tdxicas en
el agua es bésico tanto, desde el punto de vista confirmativo como predictivo.

Debido a las propias caracteristicas del medio marino, la distribucion temporal espacial y
vertical de la concentracién de céiulas de fitoplancton en el agua es heterogénea. El disefio del
muestreo de condiciones oceanograficas y fitoplancton se realizd (Marifo et al., 1998) de modo
que fuese lo mas representativo posible optimizando los recursos disponibles tanto materiales
como humanos. Se fij6 una frecuencia de muestreoc semanal y se distribuyeron las estaciones
oceanograficas de modo que cubriesen las principaies zonas de produccion y las areas
significativas para el estudio de fendmenos oceanograficos. El recuento de células de
fitoplancton, una labor que requiere personal altamente cualificado y mucho tiempo de
dedicacion, se limitd, de modo general, a muestras integradas en el nivel de profundidad de 0-
15 m de modo que cubriese la profundidad maxima permitida para el cuitivo de bivalvos.
Cuando el sistema de control lo requeria y, sistematicamente en una estacion de la ria de
Pontevedra, (Estacion P2 en Bueu: 422140 N; 84642 W) se realizaron los recuentos, tanto de la
muestra integrada, como en tres niveles de profundidad (0-5; 5-10 y 10-15 m). Se selecciond
esta estacion puesto que esta area es la mas afectada por episodios toxicos.

En este estudio se realiza la evaluacion de la representatividad de la muestra integrada
(0-15 m) frente a los valores obtenidos en los diferentes niveles de profundidad (0-5; 5-10 y 10-
15 m) analizados semanalmente desde 1992 a 1998 en una estacion de la ria de Pontevedra.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de agua de mar se recogen semanalmente a bordo de! B/O J. M. Navaz del
I.E.O mediante una manguera de 15 metros de longitud constituida por tres tramos de 5 metros
cada uno (Lindahl, 1986). El agua de cada tramo se preserva mediante la adicion de Lugol, en
frascos de 50 ml. E! dia de muestreo, inmediatamente después de la recepcion en el laboratorio,
se realiza la homogeneizacion de las muestras de los tres niveles (0-5, 5-10 y 10-15 m) por
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La variabilidad interanual de la concentracién de células de Dinophysis acuminata, con
valores minimos en los anos 96 y 97, es un fendmeno que se ha detectado, tanto en las
diferentes estaciones que se estudian semanalmente en el sistema de control, como en los tres
niveles de distribucion vertical analizados (Fig. 1).

Entre los principales factores relacionados con la variabilidad estacional e interanual de
los episodios de Dinophysis acuminata en las Rias Gallegas destacan la estratificacion
termohaling, la produccion fitoplancténica y la disponibilidad de sales nutrientes, especiaimente
las fuentes de amonio (Blanco et al., 1998). Estos factores tienen una distribucidn vertical
heterogénea pues dependen de procesos como el régimen de vientos, la insolaciéon vy el
afloramiento gue los regulan.

Como era de esperar, a pesar de que en las tres profundidades se observan las mismas
tendencias generales en la variabilidad estacional e interanual, existen diferencias entre las
concentraciones celulares de D. acuminata en los niveles de profundidad. Las mayores
concentraciones celulares se detectan, como norma general, en el nivel superficial (0-5 m)
aungue, en momentos puntuales, existen maximos subsuperficiales (5-10y 10-15 m). Con el fin
de evaluar estadisticamente estas diferencias entre niveles de profundidad se realizd un analisis
de varianza de un factor. El resultado obtenido (Tabla 1) del estadistico de contraste
(F0.05;2,909 = 3.28) mayor gue el valor critico (F = 3.00) implica un rechazo de la hipotesis de
igualdad de medias para los valores de las concentraciones celulares de D. acuminata en los
tres niveles de profundidad analizados (0-5; 5-10 y 10-15 m).

Tabla 1.- Analisis de varianza de un factor para la comparacion de los valores de Dinophysis
acuminata -(cel/l) en los tres niveles de profundidad (0-5; 5-10 y 10-15 m) analizados
semanalmente desde 1992 a1998.

RESUMEN
Grupos  Cuenta Suma Promedio Varianza
0-5m 304 139800  459.86842  1807725.4
5-10m 304 117556  386.69737 10922523
10-15m 304 73780  242.69737  490695.01

ANALISIS DE LA VARIANZA

Origende las  Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad  Valor critico
variaciones  cuadrados libertad los para F
cuadrados
Entre grupos 7422997.9 2 3711499  3.2838607 0.0379284 3.0056242
Dentro de los  1.027E+09 909  1130224.2
grupos
Total 1.035E+09 911

Puesto que existen diferencias estadisticamente significativas entre niveles de
profundidad, para evaluar hasta que punto el recuento integrado (0-15 m) es representativo, se
realizaron andlisis de regresion simple.
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EVALUACION DE LA ESTIMACION DE CONCENTRACIONES CELULARES DE DINOPHYSIS

Tabla 2.- Estadisticas de fa regresion entre las concentraciones celulares de Dinophysis acuminala (celll) obte~ '~s a
partir de la muestra integrada de 0-15 m y la calculada como promedio de las tres profundidades (0-5; 5-10y 10- %o 1)

semanalmente (92-98). .

Estadisticas de la regresién

Coeficiente d ¢« cién multiple 0.993
Coeficiente de determinacién R*2 0.986
R”2 ajustado 0.986
Error tipico 104.199
Observaciongs 304.000
ANALISIS DE VARIANZA
G. libertad 8. cuadrados  Promedio cuadrados F Valor critico de F

Regresion ] 226523065 226523065 20863 0.000
Residuos 302 3278950 10857
Total 303 229802015

Coeficientes  Error  Estadisticos  Probabilided  Inferior Superior Inferior Superior

Tipico 95% 95% 95.0% 95.0%

[ntercepcién 1.847 6.449 0.286 0.775 -10.844 14.538 -10.844 14.538
Vanable X 1 0.964 0.007 144.442 0.000 0.951 0.977 0.951 0.977

La representatividad de la muestra integrada es independiente de la magnitud de la
concentracién de células como se deduce del andlisis de los residuos de la regresion: D.
acuminata (cel/l) en la muestra integrada menos el valor estimado por la regresidon y = a + bx,
donde x es el valor promedio de la concentracion de D. acuminata en los tres niveles de 0-5, 5-
10 y 10-15 m. Esto implica que la muestra integrada representa satisfactoriamente el valor
promedio de las diferentes profundidades independientemente de gue la concentracion de

células de Dinophysis acuminata sea alta o baja.

B8R

D, acuminata e¢n muestra Integrady de 0-15 m (celd)

~nn

Rexiduos deda: n

Figura 3.- Grafico de dispersion de la concentracion de Dinophysis acuminata (celll) en las muestras s

400 600 800

de la

estacion P2 de los afos 1992-1998 integradas de 0-15 m frente a los residuos de la regresion calculada entre esta

variable y el promedio de las concentraciones calculadas por niveles (0-5

5 "0my 10-15 m).
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EVALUACION DE LA ESTIMACION DE CONCENTRACIONES CELULARES DE DINOPHYSIS

Los residuos de la regresién muestran una distribucién al azar (Fig. 5) entorno al valor
cero y no presentan una tendencia temporal significativa, 1o que indica una gran robustez en el
tiempo del sistema de control y que el factor humano no afecta significativamente a estos
resultados.
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Figura 5.- Evolucién temporal (1€92-1998) de los residuos ¢ & renresidn ¢ cwada r » 3 corcent ic 28
semanales de Dinophysis acuminata (cx..i) ¢ m.uestra integ:ada de 0-15 v el e a‘as 2zic Yt o p
de los recuentos de las tres profundidades (5 5; 5-23y 10-15 m).

CONCLUSIONES

La estimacién de la concentracion de Dinophysis acuminata (cel/l) en muestras
integradas de 0-15 m tiene una representatividad satisfactoria con respecto al valor promedio
de los recuentos realizados sobre muestras de tres profundidades (0-5; 5-10 y 10-15m) como
se deduce de este estudio realizado sobre datos semanales desde 1992 a 1998 en una estacion
de la Ria de Pontevedra.

Esta representatividad es independiente de la concentracidn de células, de las
condiciones oceanograficas y de factores humanos.
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RESUMEN

En una muestra de la estacién central del Fangar (delta del Ebro) se detectd la ocurrencia
de numerosos dinoflagelados de morfologia D. caudata Saville-Kent y otros de morfologia
diferente, algunos de los cuales eran de morfologia coincidente con D. diegensis Kofoid. Ya que
se observaron variaciones morfolégicas muy grandes entre los ejemplares observados incluso
mas alla de las descritas para las dos especies anteriores, se decidié realizar un estudio
detallado de aquella muestra, en cuanto que pudiera clarificar el conflicto existente entre las dos
morfoespecies citadas. Se propone clasificar los morfotipos sin una discontinuidad clara entre
el apéndice caudal y el cuerpo como D. caudata f. diegensis (Kofoid) comb. nov. La variacion
morfologica observada se discute en relacion con su posible origen, sobre lo cual es de resaltar
la necesidad de un mayor conocimiento de la biologia del género.

INTRODUCCION

El interés por el estudio de especies del género Dinophysis ha aumentado mucho por su
implicacién en intoxicaciones diarreicas. La asignacion correcta de la identidad taxondmica
precisa de un organismo es crucial cuando tratamos con fitoplancton toxico (Hallegraeff, 1995).
Las descripciones originales de muchas especies de este género son pobres y antiguas (ver
Zingone et al., 1998), o cual ha dado lugar a problemas de delimitacién entre ellas, creado en
la practica una severa dificultad en el trabajo cotidiano, como p. e]. en los programas de
seguimiento rutinario del fitoplancton tdxico en relacidon con la explotacidon comercial de
moluscos bivalvos. En la actualidad hay la necesidad de completar las descripciones originales
de las especies en o posible y delimitar su rango de variabilidad.

Incluso después de muchos anos de experiencia en observacion de muestras hay cierta
incertidumbre en la identificacién taxondmica de algunos ejemplares, obviamente en relacion
con la variabilidad morfolégica gue hay en dinoflagelados. Ello repercute en una gran dificultad
en la separacién de especies cuando se trata de realizar un trabajo de precision, y hay buena
documentacién del problema en el género Dinophysis (Bravo et al., 1995a, 1995b; Deigado et
al., 1996; Zingone et al., 1998). Una complicacién anadida en este género es la imposibilidad
de cultivo en laboratorio, la cual influye sobremanera en la diferenciacion de las especies de
verdad (de hecho son Unicamente morfoespecies).

Dinophysis caudata Saville-Kent es una especie considerada como de distribucion muy
amplia, neritica y estuarna < | aguas temperadas y tropicales, aunque rara en aguas frias
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RESULTADOS

En la bahia del Fangar estuvo presente D. caudata en muestreos semanales consecutivos
desde la primera semana de Agosto hasta principios de Octubre de 1997, con una comunidad
muy cambiante del plancton (alternancia entre dominio de diatomeas y dinoflagelados). Entre
las dinoflageladas fueron especialmente abundantes Prorocentrum triestinum, Scrippsiella spp.,
G. sanguineumn , Oxyphysis oxytoxoides, P micans y P minimum. Entre las diatomeas fueron
especialmente abundantes Chaetoceros spp., Leptocylindrus danicus, Cerataulina pelagica,
Nitzschia closterium, N. longissima, Pseudo-nitzschia spp., Thalassionema nitzschioides,
Thalassiosira spp. Pseudosolenia calcar-avis, Asterionellopsis glacialis. En cuanto a otras
especies del género Dinophysis diferentes a las dos tratadas en particular, Unicamente
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las morfologias D. caudata y D. diegensis, la variacién de tamano es continua.

Respecto a los poros de la hipoteca analizados en microscopia electronica de barrido, no
ha sido posible reconocer diferencias significativas entre los ejemplares de D. caudata y los de
D. diegensis, ni en el n? poros/area ni en el diametro de los poros. Los poros se presentaron
como perforaciones de la placa celuldsica, de contorno circular, con bordes lisos y hundidos y
sin mostrar elevaciones sobre la superficie de las placas en los ejemplares analizados. Aungue
es posible reconocer alineaciones de los poros en la hipoteca, bien siguiendo lineas paralelas
la parte anterior de las placas o bien siguiendo lineas oblicuas en la parte central de dichas
placas, su distribucion dista mucho de seguir un patron geométrico simple.

DISCUSION

La muestra del Fangar que se analizo en detalle corresponde al final de un largo episodio
de permanencia de D. caudata en las dos bahias del delta del Ebro (aunque las concentraciones
fueron inferiores en Alfacs que en Fangar) durante el final de verano y principios del otono, con
mas de 2 meses de duracidn. Si bien en la bahia de Alfacs las concentraciones de D. caudata
fueron fluctuantes, en la bahia del Fangar hubo una tendencia clara de aumento de las
concentraciones celulares en la estacién central a lo largo del tiempo, por lo que se considera
la poblacién de! Fangar analizada en detalle como desarrollada "in situ". Al final del episodio
hubo un cambio drastico en la composicion del fitoplancton en el Fangar, y se supone que las
poblaciones de dinoflagelados anteriores fueron diluidas y exportadas hacia el exterior. El hecho
de que en la muestra analizada en detalle Unicamente se observd 1 ejemplar de D. sacculus
refuerza la nula (0 muy escasa) interferencia gue pudieran haber tenido de otras especies del
género Dinophysis en relacién con las especies en litigio. Las concentraciones celulares de D.
caudata que se alcanzaron el la muestra analizada se consideran como muy altas para la costa
catalana, y cabe considerar a aguella poblacion en reproduccidn activa. Esta consideracion esta
justificada por la elevada frecuencia de parejas de division cuantificadas en la muestra (7.4% de
células en division, teniendo en cuenta Unicamente las morfologias D. caudata) y la ausencia de
tecas vacias en la muestra.

En cuanto a la morfologia de las especies involucradas en este trabajo, D. caudata Saville-
Kent 1881 y D. diegensis Kofoid 1907, hay buen numero de publicaciones que las consideran
(Rampi e Bernhard, 1980; Dodge, 1982; Balech, 1988; Taylor et a/., 1995; Steidinger and Tangen,
1996, entre otras), apoyados por dibujos, aungue no se han podido consultar las descripciones
originales. En estos trabajos se comenta por un lado que hay confusidn entre las dos especies,
pero por otro lado se dan argumentos para separarlas. Rampi € Bernhard (1980), consideran
dos variedades en D. caudata: D. caudata Saville-Kent var. caudata y D. caudata var. acutiformis
(Pavillard) Kofoid & Skogsberg, diferenciadas principalmente por la convexidad dorsal muy
acentuada y por el estrangulamiento posterior poca evidente en la segunda respecto de la
primera. Estos mismos autores diferencian a D. diegensis Kofoid por tener hipoteca netamente
conica, con margen dorsal ligeramente convexo, prolongada en una punta mas o menos aguda
(lo cual se contradice mucho con los dibujos que presentan, en los cuales la hipoteca termina
en un apéndice caudal de forma parecida a una tetilla elongada o dedo). Dodge (1982)
considera a D. caudata, sorprendentemente para nosotros y a diferencia de las otras citas,
como una especie distintiva {=bien distinta) del género. Balech (1988) comenta sobre D.
caudata que "es una especie facilmente distinguible, pero con variaciones bastante grandes", la
cual "fue conocida con muchos otros nombres (allieri, inaequalis, semicarinata, etc.) y alguna
vez considerada variedad de D. acuta". Taylor et al. (1995) comentan sobre D. caudata que la
forma celular es bastante variable, en especial la longitud de la proyeccion ventral y el grado de
la expansion dorsai, y que las células con proyeccion corta parecen similares a D. diegensis.
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entre otras). Por otro lado, parte de i{a variabilidad morfoldgica en Dinophysis podria
relacionarse con estadios sexuales, como gametos, zigotos ¢ quistes (McKenzie, 1992; Moita
and Sampayo, 1993; Reguera et al., 1995, Delgado et al., 1996; Giacobbe and Gangemi, 1997),
aunque en la actualidad este tema no estd resuelto. Sobre ello se ha de considerar la
observacion de ejemplares de tamario reducido procedentes de células normales mantenidas
en pocillos (Delgado et al., 1996). Asi, a pesar de que hay evidencia de existir sexualidad en
especies de Dinophysis, por la observacion de células con dos flagelos longitudinales
(MclLachlan, 1993; Delgado et al, 1996; Giaccobe and Gangemi, 1997), debemos ser
precavidos en relacion con los hipotéticos gametos y quistes ya que su existencia no esta
demostrada con claridad. Los hipotéticos gametos son ejemplares de pequeno tamafno que se
encuentran simuftdneamente con las células normales, en ocasiones formando parejas
mediante unién ventral, en las cuales no se sabe distinguir de si es un proceso sexual o de
predacion de una célula sobre otra 1o que esta ocurriendo. Ello apunta claramente la necesidad
de un mayor conocimiento de la biologia del género Dinophysis para poder ccmprender toda
la variabilidad morfolégica observada en las muestras naturales.
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RESUMEN

Se describen observaciones originales sobre el ciclo vital y el ciclo celular de Dinophysis
caudata Saville Kent, componente del complejo de especies de Dinophysis agente de episodios
cronicos de presencia de toxinas diarreicas en los bivalvos (DST) en las Rias Bajas Gallegas. Se
confirmé fa formaciéon de "células pequenas" a partir de morfotipos normales mediante un
proceso de division "depauperante” que daba lugar a dos células hijas dimdrficas. La posterior
separacion de las células dimdrficas y degeneracion de la porcidn de placa hipotecal tipo
caudata que sobresale de la placa tipo diegensis daba lugar a dos células hijas con morfotipo
idéntico al de células descritas como Dinophysis diegensis Kofoid. También se observaron
formas intermedias, que darian lugar a células de dificil adscribcion a una u otra morfoespecie,
y parejas aparentemente conjugadas de D. caudata/D. diegensis. Se sugiere que la formacién
de células pequenas (de D. diegensis) es una division "depauperante" que puede dar lugar a la
diferenciacion de gametos, lo cual apoya hipotesis previas (Reguera et al., 1990 y 1995; Moita
and Sampayo, 1993) de que D. diegensis es un gameto de D. caudata. Por primera vez se
estiman tasas de division in situ de esta especie, y se describen observaciones nuevas sobre
quistes putativos y tétradas de células de D. caudata que se sugiere podrian resultar de las dos
divisiones meidticas que siguen a la germinacion de quistes. Las mediciones de individuos
totalmente desarrollados de D. caudata del otono de 1994 y 1997 no presentaron diferencias
significativas, mostrando morfotipos muy estables. El morfotipo "adulto” de las costas gallegas
seria similar al D. caudata var abbreviata descrito por Jorgensen (1923), y las variaciones
morfologicas registradas serian justificables por el proceso que se describe de formacion de
células pequenas, formas intermedias e incluso el desarrollo posterior de D. diegensis hasta
convertirse de nuevo en una forma vegetativa tipica de D. caudata.

INTRODUCCION

Dinophysis caudata es un componente habitual de la comunidad fitoplanctonica de las
Rias Bajas gallegas. Células aisladas de esta especie se pueden detectar entre primavera y
otono en los arrastres verticales planctonicos que se realizan en los programas de monitoreo
del medio marino y de obtencién de series temporales en Galicia. Las concentraciones
méaximas observadas oscilan entre 102 - 103 cel - I'1 y excepto anos excepcionales aparecen
normalmente en otofo (septiembre-octubre) cuando el cambio de régimen de vientos y el fin
de la estacién de afloramiento dan lugar a importantes transportes transversales a la plataforma,




¢ ~ .
: " . > .. .
) ' . - . .
' - - ~ o -
.. .

= ' -~ [

I S { Lo

, . L. .o P
' . { N o { . .
' A .
N
o P N . }
s ' - ' Il
1
,
\
[ o P
. v e D - -
~- ! ~ v
)
o " . -
-~ ( . - - .- ’
I
' 1
\ .
. P feew s = . - y -
.. . . . . .
[ . . . . .

us



Do NG ~ v OICH 4 . WSISCH . . &4

en el conjunto de especies de Dinophysis asociadas a episodios DST en el Adriatico norte (Boni
et al., 1993).

La existencia de dimorfismo y estadios sexuales putativos en el ciclo vital de Dinophysis
ha sido senalada por diversos autores en distintas especies del género (ver Tabla | ). En el caso
de D. caudata, Reguera et al (1990 y 1995) observaron células similares a D. diegensis
formadas aparentemente a partir de una célula vegetativa de D. caudata e hipotetizaron gue

T'" " Relacion de Dincphysis spp en las que se hi RIS A ©m o loal
corres " Ty T ‘
Dinophysis caudata Octubre 84 Oclubre 97
(n=50)
Longitud(L)
Media + SD 90+ 4.2 90 + 4.0
Rango 79 - 100 pim 82 - 103 um

Profundidad (D)

Media + SD 47 +4.0 46 + 3.8
Rango 41-65pm 41 -59 pm
L:D

Media + SD 1.9+01 20+0.2
Rango 1.71-2.21 1.72-2.21

podria tratarse de potenciales gametos de estz (i*ima al igual que D. dens lo seria de D. acuta.
Moita & Sampayo (1993) sugirieron que D. diegensis es un posibie gameto de D. tripos ¢ D.
caudata. Estos Ultimos autores también mastraron una serie de imagenes que sugerian un
proceso de formacion de quistes de resistencia en poblaciones nzirales de D. #ipos.

La variabilidad morfologica que presentan las distintas especies de Dinophysis constituye
un guebradero de cabeza para los expertos encargados de identificacion de especies en
programas de seguimiento de fitoplancton potencialmente “dxico, maxime si (como parece ser
el caso en el par D. acuminata/D. sacculus) existe urn “continuum” entre dos morfoespecies,
apareciendo individuos dificiles de adscribir a una u otra "especie” (Bravo et al., 1995).

En el presente trabajo se describen nuevas observaciones scbre D. caudata y D.
diegensis obtenidas durante estudios “in situ” del ciclo celular de D. caudata que apoyan
hipbtesis previas sobre la conespecificidad de ambas morfoespecies, y sobre el pote ¢ al »apel
de D. diegensis como gameto de la primera. También se describen observaciones de
especimenes que sugieren la existencia de procesos de formacion de guistes de resistencia y
germinacion de quistes en Dinophysis caudata. Los resultados aqui presentados son un
resumen de otros méas detallados que se documentardn con fotografias en una revista
especializada.
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proceso posterior en forma de dedo. En los especimenes gallegos, en vision lateral izquierda,
el margen veniral es recto hasta la altura de la tercera costilla (R3) y luego presenta un brusco
giro hacia la region ventral en un tramo que concluye en la base de la aleta sulcal izgda. donde
comienza la formacién del proceso antiapical. El margen dorsal es convexo, y se curvea
gradualmente hasta ilegar a la base (0 zona mas ancha) del proceso. Las principales fuentes de
variabilidad en la especie son la longitud y forma del proceso antiapical, la proporcion entre el
largo y la profundidad de la célula, y la envergadura de la aleta sulcal izquierda. La
ornamentacién de las placas hipotecales es con areolas exagonales con un poro central en
cada areola (lipo E de Hallegraeff and Lucas, 1988). Los morfotipos observados en muestras
de la costa gallega se asemejan a la var. abbreviata de Jorgensen (1923). Son morfotipos
robustos L = 90 um, D= 46 yu, poco estilizados, con un cociente L:D de 1.7 - 2.2, y proceso
antiapical relativamente corto (ver Tabla Il). No se observaron diferencias significativas en la
morfologia de individuos de D. caudata procedentes de dos episodios, distanciados 3 anos
entre si, pero desarrollados en la misma época otonal (segunda quincena de octubre), y en
muestras tomadas a la misma hora de!l dia (6.30 GMT).

Estadios de la Division Vegetativa 6 Fisidn Celular

Al igual que otras especies de Dinophysis (Reguera et al., 1995; Garces et al., 1997), D.
caudata mostré una division in situ "en fase", es decir, cada dia se divide tan solo una fraccion
(f) de la poblacion total, pero lo hacen todas en un intervalo de tiempo restringido (Chisholm,
1981). Durante los muestreos intensivos tomados cada 1-2 h se observaron parejas gue tras
haber completado la citoquinesis se encontraban en fase de apertura con las 2 células hijas
unidas por el margen dorsal formando un angulo <902, y parejas que ya habian completado
la apertura y las dos células hijas se encontraban en el mismo plano pero aun no habian
completado el desarrollo de las listas sulcales, presentando cada célula hija tan sélo la mitad
superior (entre la primera y segunda costilla) 6 la mitad inferior (entre la segunda vy tercera
costilla) de la lista sulcal izquierda. Una vez completado el desarrollo de las listas sulcales, una
importante proporcion de células de D. caudata parecen mantenerse unidas por el margen
dorsal durante un largo periodo de tiempo, aungue también se observan células individuales
con la lista sulcal izquierda completa 6 con desarrollo incompleto. Las parejas completas
resultantes de division vegetativa en las horas previas muestran la lista sulcal izquierda con una
mitad mas “envejecida” gue presenta reticulacion, y otra mitad mas “joven” de aspecto hialino.

Dinophysis caudata Octubre 94 Orliiwe 97

(n = 50)

Longitud(L)

Media + SD 20 +4.2 90 +4.0
Rango 79 - 100 pm 82-103 pm

Prof (D)

Media + SD 47 +4.0 46 + 3.8

Rango 41 - 65 pm 41-59 pm
L:D

Media + SD 1.9+0.1 20+0.2

Rango 1.71-2.21 1.72-2.21

Tabla Il. Medidas de individuos de D. caudata durante dos episod s de DST
en las Rias Bajas Gallegas (n = 50 en cada episodio).
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los rangos dados para estas dos especies, y se observaba un progresivo estiramiento de la
region del margen dorsal comprendida entre el final de la region dorsal media-posterior v la
base (zona mas ancha) del proceso antiapical, regidén que aparece bruscamente curveada en
D. caudata. La region sobresaliente de la placa hipotecal mas grande, en los individuos
dimaérficos, aparece en algunos casos borrcsa, como si hubiera comenzado a degenerar hasta
adaptarse al nuevo tamafo impuesto por la mitad més pequena. La frecuencia de parejas
dimorficas se distribuye en el tiempo de forma similar 2 la frecuencia de células vegetativas en
procesos de divisidn asexual normal. Estas observaciones, unidas a la de parejas conjugadas
D. caudata/D. diegensis firmemente unidas por el margen dorsal, a la altura del poro flagelar,
quistes putativos en formacion, quistes putativos en una aparente primera divisién meidtica, y
tétradas de células (que pudieran permanecer unidas tras la segunda division meidtica) nos
conducen a considerar que estos morfotipos "andmalos” y las células dimérficas no son sino
distintos estadios del ciclo vital de esta especie que forman parte de la reproduccién sexual, y
en concreto del proceso de formacién de gametos aniségamos. Asi pues, bajo determinadas
condiciones ambientales (y quizas factores intrinsecos de la pobtacién) un porcentaje variable
de la poblacién (normalmente muy bajo, entre 1y 5%) sufriria una divisidn distinta, conducente
a la formacion de células pequenas (putativos gametos). Las células dimérficas intermedias
parecen indicar que esta potencial ‘gametogénesis " no es un proceso de "no retorno” en el que
se llega a una pequena ceélula final, sino que €l proceso se puede detener en un estadio
intermedio. Las células de formas intermedias, ya totalmente desarroliadas, con las dos
hipotecas iguales y la lista sulcal izquierda completa podrian proceder de :

a)Células dimoérficas que alcanzaron una reduccion "intermedia” ;

b)Células pequenias, similares a D. diegensis que han aumentado de tamafo y
van camino de convertirse en células vegetativas normales por:
- haberse recuperado las condiciones adecuadas de crecimiento,
- haberse aclimatado la poblacién a las nuevas condiciones, o simplemente por
- no haber encontrado la pareja compatible para la conjugacion.

En cualguiera de los casos, estos procesos justificarian la presencia, en una poblacion
madura que ha estado sometida a condiciones ambientales cambiantes, de un continuum de
tamanos y formas intermedias entre D. caudata y D. diegensis analogo a las observaciones de
Delgado et al. ( este volumen } en una muestra en aguas Catalanas.

La formacion de céiulas pequenas en dinoflagelados ha sido extensamente revisada por
Silva and Faust (1995). En algunos casos las células pequenas se forman por gemacion. Silva
(1971) observd que en el proceso de gemacior de Gyrodinium instriatum parte del nucleo se
fragmentaba y posteriormente quedaba envuelto en su propia membrana celular. Partensky and
Vaulot (1989) describieron un proceso de gemacion en Gymnodinium cf nagasakiense como
una division atipica y de caracter no sexua!. El ciclo celular de gemacion era un proceso
separado temporalmente de la division vegetativa, y estos autores lo interpretaron como una
forma de division acelerada que la poblacidon podria expiotar bajo de .. nadas condiciones
ambientales. En el caso de Dinophysis spp, la formacion de células peg < s sigue un patron
temporal similar al de divisién vegetativa normal, y excepto anos excepcic ales JAacKenzie,
1992, '=s células cequenas const* yer = a :quena fraccién dela poblewdt &, 10 cug' ~o
cc c.erdacon una estrategia de obte cid ¢ : mayor tasa de divisidn; no obsta  : ambos  H0s
de ¢ .7 rueden presentar sus maximos es~ cia' “rsegregadou . . cc r ma”ni Tua,
Las ¢ ©° as neguehas en Dinop ysis spp & orma 3r proceso « 2 ¢, si¢ ~ ~ da dos
¢!’ "as as idénticas pero e a 1ano rec icidoy ©  a distinta que las ¢é¢ s veget: -
non _ Ac.mads, e ¢ 3asde D ace 0 " T'das cor DAPI se nuc n ok~ e
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La formacion de "células pequenas”, proceso que sélo desarrolla un pequeno porcentaje
de la poblacion, y en periodos coincidentes con el de la division vegetativa normal,
constituye la principal fuente de variabilidad que da lugar a células similares a D.
diegensis, y células intermedias entre D. caudata y D. diegensis. D. diegensis. pues, es
un estadio del ciclo vital de D. caudata;

La formacion de parejas conjugadas D. caudata /D. diegensis, y putativos procesos de
formacion/germinacion de quistes, y observacion de tétradas, apoyan la existencia de
una fase sexual en el ciclo reproductor de D. caudata.
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INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune que presentan lugares
de union capaces de reconocer una secuencia especifica de residuos de azucar y unirse de
forma no covalente y reversible a ella (Goldstein et al., 1980). Inicialmente fueron aisladas de
plantas y mas recientemente se ha demostrado su presencia en otros muchos organismos,
incluyendo hongoes, protozoos, algas, moluscos e incluso mamifercs (revisiones en Etzler, 1985;
Slitkin & Doyle, 1990). Dada su propiedad de unirse a glucoproteinas de la superficie celular, a
proteoglucanos y glucolipidos, se han venido utilizando ampliamente en biologia celular como
herramientas bioguimicas para localizar y aislar moléculas de la membrana plasmatica que
presentan azucares, asf como en microbiologia clinica en la identifiacién de bacterias y otros
organismos patégenos como Leishmania o Trypanosoma y en la deteccién de células
infectadas por virus o parasitos (rev. en Slifkin & Doyle, 1990). La capacidad que poseen,
ademas, de unirse covalentemente a fluorocromos como el FITC hacen de ellas una
herramienta muy Util en la identificacion de dichos residuos, bien sea mediante microscopia de
fluorescencia, citometria de flujo o cualquier método capaz de cuantificar fluorescencia.

Los glicoconjugados juegan un importante papel en organismos unicelulares en
funciones tales como el reconocimiento de patdégenos (Sharon & Lis, 1993) o adhesiéon celular
(Watanabe et al, 1981), entre otras. Asi mismo, muchas especies de fitoplancton excretan
componentes al medio que son particularmente abundantes durante sus blooms, y estan
compuestos en su mayoria por polisacaridos (Vieira & Myklestad, 1986). Varios estudios con
diatomeas indican, sin embargo, que la composicion y cantidad de estos exudados varia en
funcidn del estado fisioldogico de la especie (Nalewajko & Lean, 1972). En este trabajo se intenta
comprobar mediante el uso de lectinas, si la composicidn de azucares de tres dinoflagelados
varia a lo largo de su ciclo.

MATERIAL Y METODOS

Cu sos clonicos de los dinoflagelados Gymnodinium catenatum Granam (GC21V),
Gyrodinium impudicum Fraga (Gy5V) y Prorocentrum micans Ehrenberg (PMs), (de la coleccién
de cultivos del [LE.O. de Vigo) se cultivaron en tubos de vidrio con 25 mi de medio K modificado
sin Tris ni silicatos (Keller & Guillard, 1985), bajo un ciclo de 14:10 h LD de intensidad 70 uE s-
1m=2 procedente de tubos fluorescentes day-light y una temperatura de 19+1°C. Una vez
establecidos los cultivos se inocularon botellas Pyrex de vidrio de 1 litro conteniendo 600 ml de
medio K modificado con unos 100 ml de cada una de las especies a una concentracion
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entre diferentes células de una misma cadena. Ademas, se encontraron entre un 10 y un 20%
de las células en division en lo que la lectina analizada (en este caso T vulgaris) se unia de
manera diferente segun la situacion de la célula en la cadena. Asi, la célula que ain se mantiene
individual practicamente no se une a la lectina (y por tanto fluoresce en rojo), mientras que a
medida que las células se van dividiendo (con su zigzag caracteristico, Blackburn et al., 1989)
la "positividad" va siendo mayor (es decir las células se hacen mas fluorescentes).

La unién de las lectinas a G. impudicum queda reflejada en la Figura 2, encontrandose el
mismo tipo de respuesta que para G. catenatum. Las lectinas que presentan un porcentaje de
union méas uniforme a lo largo del ciclo fueron Concanavalin A y T vulgaris, con
aproximadamente un 80-100% de células unidas a ellas en la mayor parte del ciclo, sin embargo
este porcentaje se ve reducido practicamente a un 0% en ambos casos en determinadas horas.
Lo mismo ocurre cuando se analizd a unién a U. europaeus y D. biflorus, aunque en estos casos
las variaciones fueron todavia mas frecuentes. Esta especie presenta en todos los cultivos una
gran cantidad de moco, constituido fundamentalmente por polisacaridos, que en muchos casos
se tenia claramente con, concretamente, Concanavalin A.

Respecto a P micans, los resultados se representan en la Figura 3. De las tres especies
analizadas, ésta es ia que menos afinidad tiene por las lectinas, especialmente por U. europaeus
y D. biflorus, a las que escasamente se unen el 5% de las células analizadas y sdlo en
momentos determinados del ciclo. Esto sugiere que P micans no tiene restos en su membrana
ni de fucosa ni de galactosamina. Sin embargo, y al igual que las anteriores especies, dos de
las lectinas analizadas (Concanavalin A y T wulgaris) se unen de manera muy diferente a P
micans segun {a hora del ciclo analizada. En particular, el cambio mas espectacular ocurre
cuando el dinoflagelado se incubé con T vulgaris y se analizaron las primeras muestras; parece
como si se diera un proceso de introduccidn de la lectina dentro del dinoflagelado, al tefirse
practicamente todo el interior celular y no solo la parte externa como cabria esperar. Este hecho
parece haberse dado en otras ocasiones con esta misma especie al ser tratada con
Concanavalin A, produciéndose una entrada de la lectina a través del canal flagelar (Klut et al.,
1988). En nuestro caso, esto solo es observable con T vulgaris y no con Concanavalin A E! por
gué de este hecho nos es desconocido, ya que las lectinas se unen a las membranas celulares
mediante la union a determinados receptores de membrana y no mediante difusién como
ocurre con otros fluorocromos de bajo peso molecular (como el naranja de acridina por
ejemplo); segun Klut y cotaboradores, la entrada de fluorocromos en algunos fitoflageiados se
daria por vesiculas derivadas del plasmalema, mientras que en dinoflagelados lo harian por la
pusula.

El porcentaje de células unidas a cada una de las cuatro lectinas analizadas ha sufrido
grandes variaciones de unas horas a otras, en general para las tres especies estudiadas, lo que
parece indicar que la compocsicion de las membranas de estas especies sufre cambios
estructurales a lo largo de su ciclo. Es posible que bajo condiciones de stress o bajo
deficiencias nutricionales, la composicién de estos glicoconjugados varie, y es posible incluso
gue simplemente cambien a lo largo de! ciclo celular de los organismoes. Las lectinas o cualquier
molécula que sirviese para estudiar dichos compuestos serian de gran ayuda a la hora de
elucidar funciones especificas de los azlcares de membrana.
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Triticum vulgaris

Figura 1- Porcentaje de células de Gymnodinium catenatum unidas a cada una de las lectinas
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1Centro Oceanografico de Vigo. Apdo 1552, 36280 Vigo. 2 Instituto de Investigaciones Marinas (CSIC), C/ Eduardo
Cabello, 6, 36080 Vigo.

RESUMEN

Tres especies de dinoflagelados, dos de ellas pertenecientes al genero Alexandrium, A.
minutum (toxica) y A. affine (no toxica) y la otra perteneciente al género Gymnodinium, G.
catenatum, fueron crecidas en diez medios de cultivo diferentes en su composicion quimica.

Las densidades celulares més altas fueron alcanzadas en los medios de cultivo con agua
de mar natural, destacandose un crecimiento mayor en el medio K-HM para las tres especies.
El contenido en clorofila a fue mayor en los medios con agua natural, que en aquellos donde la
base de agua de mar fue artificial, observandose valores minimos alrededor de 0.079-0.18
ug.ml-! de ciorofila en los medios f/2.

GC21V presentd toxinas Cs durante los diez primeros dias de cultivo para todos los
medios experimentales. Ademas, los cultivos utilizados en los medios /2 (Art-HM y Art-C) con
agua de mar artificial mostraron un primer pico de GTXs al comienzo de la curva de crecimiento.
Los niveles de GTX4 en AL1V se mantuvieron altos y constantes a lo largo de los medios de
cultivo utilizados.

INTRODUCCION

El agua de mar constituye el medio ideal para el crecimiento de organismos marinos
(Jehnston, 1963), pero supone un medio complejo, puesto que se ve afectado por numerosos
parameiros fisicos, quimicos y bioldgicos que hacen variable su composicion. En base a ésto,
numerosos medios de enriquecimiento y sintéticos fueron formulados para poder establecer el
crecimiento de los principales grupos de fitoplancton marino (Provasoli et al., 1957; Guillard,
1975).

Para el mantenimiento de cultivos de fitoplancton se necesita siempre el aporte
indispensable de unos elementos nutritivos, tales como la adicion de fosfatos, nitratos, amonio,
silicatos, vitaminas, minerales. Cada uno de ellos, ya se encuentre a niveles de trazas, presenta
un papel especifico y definido, que puede influir sobre la tasa de crecimiento, asi como sobre
la asimilacién nutricional y la induccién de determinadas rutas bioquimicas, que dan lugar a la
sintesis de compuestos, tales como proteinas. aminoacidos, toxinas, lipidos de reserva y
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RESULTADOS

Los valores méas altos de umaima €N las tres especies de dinoflagelados fueron
alcanzados en el medio K-C , variando entre 0.59 y 0.91 (d'1), tal y como se muestra en la Figura
1. AL1V y PA2V no mostraron diferencias muy significativas de crecimiento a lo largo del cultivo
en los medios f/2. Por otro lado, los niveles mas altos de células por mililitro a lo largo de la curva
de crecimiento, caracteristica para cada una de las especies estudiadas se consiguieron en el
medio K-HM.

Las diferencias en el contenido de clorofila a por ml de cultivo entre los medios de agua
de mar sintética y natural se muestran en la Figura 2. En ambos tipos, se observaba una fase
de aclimatacion, hasta que se producia un aumento en los niveles de clorofila a, alrededor de
los dias 25-30 dias del ciclo celular. Sin embargo, los contenidos de clorofila a mas altos fueron
detectados en los cultivos con agua de mar natural. Ademas, aquellos con un enriquecimiento
hecho a mano (no comercial) mostraban valores, tres veces mas altos de clorofila a por mililitro,
que aguellos donde los nutrientes afadidos eran de origen comercial.

La Figura 3 muestra el perfil de toxinas GTXs presente en A. minutum, expresados como
una distribucién porcentual. El contenido en GTX4 parece mantenerse constante a lo largo del
cultivo para los distintos tratamientos experimentales, variando desde valores minimos del 42%,
como ocurre en el caso de K-C y L1-Art, hasta valores del 100% en los medios K-C y L1. Es de
destacar la presencia de niveles altos de GTX1 en el medio {/2-HM al comienzo del cultivo;
aunque se observa una incidencia de esta toxina en todos los medios experimentales alrededor
de los dias 16-19 del ciclo celular. GTX2 aparece en muy bajas cantidades sin mostrar una pauta
definida.

La composicion de toxinas totales de G. catenatum se presenta en la Figura 4. Medios
como f/2 Art-HM y /2 Art-C, mostraron al comienzo del cultivo niveles altos de toxinas GTXs. Por
otro lado, los niveles de toxinas Cs mas elevados se detectaron en los primeros estadios del
cultivo, manteniéndose hasta el dia 13-16. A partir de este momento, comienzan a
incrementarse las cantidades de saxitoxina para todos !os medios experimentales, excepto en
los medios f/2 donde se mantienen hasta el dia 19 del ciclo celular.

No existe mucha variabilidad significativa, cuando valoramos el contenido de toxinas de
forma global; pero si gue hemos detectado diferencias mas claras y definitivas, al estudiarlas de
forma individualizada, dentro de los tres grupos principales de toxinas totales (GTXs, Cs y STXs)
(datos no mostrados).
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EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO DE DINOFLAGELADOS
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VARIACION EN LA RELACION ~ TRE LA FLUORESCENCIA IN VIVO Y LA CLOROFILA A

F. Rodriguez !, Y. Pazos2, A. Morofio?, J. Maneiro2, J. Blanco! y M. Zapata'

1 Centro de Investigacions Marinas. Conselleria de Pesca, Marisqueo e Acuicultura. Xunta de Galicia. Apdo 13, 36620,
Vilanova de Arousa, Pontevedra.

2 Centro de Control da Calidade do Medio Marino. Conselleria de Pesca, Marisqueo e Acuicultura. Xunta de Galicia.
Peirao de Vilaxoan, 36600, Vilagarcia de Arousa, Pontevedra.

El presente trabajo se ha realizado sobre los datos abtenidos en una estacion (P2) de la
ria de Pontevedra durante el ano 1997 (Figura 1), mediante los analisis y muestreos semanales
que realiza el Centro de Control de Calidade do Medio Marino de Vilaxoan (Pontevedra).

Ria de Pontevedra

Figura 1. Area de estudio.

Los valores de fluorescencia in vivo, temperatura, conductividad y transmitancia, se
obtuvieron en continuo de la columna de agua mediante un SEALOGGER CTD modelo SBE 25.
Al mismo tiempo, se recogieron muestras mediante una manguera dividida en tres intervalos
para el andlisis de pigmentos (0-5 m, 5-10 m, 10-15 m). Dichas muestras se filtraron a través de
filtros GF/D y GF/F y se extrajeron en acetona al 90% para la posterior determinacién de clorofila
a mediante espectrofluorimetria.

281



.

I~

)S |

oS

(A ]

I (o3

JS

S

Dec



VAEIACION EN LA T _ACIOM ™ 11 VJORESCT NCIAINVIVO Y I SLORCHIL ™

Nitratos —&—
A
s
16 ~ —_—
a »
oo /
)
. .
)
®
a
8 | [ ]
e & i
‘(w
6 .. .
a . ..
4 .\ ,‘ ‘.
= 'Y i e
2%e® i . ot
2 a0 . &
! A * g - '."‘
0 o « i sefe’ 4dave
Ene eb Mar Abr by U, Ago Nov
B .
Indlce aflaramiento
1500 - - —_—
1000 -
,
E
X
K3
g -5
1000 - |
-15
b Ny i < QOct  Nov [

Figura 3. Variacion temporal de A) nitratos y silicatos, B) indice de aflorarmiento.

La estimacion de la concentracion de clorofila a a partir de una regresion lineal con la
fluorescencia in vivo resulta satisfactoria a 0-5 m (2= 0,84; n= 44; P<0,001), mientras que a
mayor profundidad la relacion lineal es menos evidente (5-10 m: r2= 0,61, n= 44, P<0,001; 10-
15 m: r2= 0,66, n= 44, P<0,001) (Figura 5).

Un test de paralelismo entre pendientes de las regresiones en cada profundidad confirma
que existen diferencias significativas entre ellas, debido a gue la pendiente calculada para la
profundidad 0-5 m es estadisticamente superior a las otras dos. Este dato se repite en el analisis
de otras series anuales en la estacidon P2 desde 1993, indicando una tendencia de valores mas
bajos de fluorescencia por unidad de clorofila a en la capa superficial. Dicho resultado podria
ser explicado mediante mecanismos de fotoinhibicion. Estos reducen el rendimiento
fluorescente del PS il liberando parte del exceso de energia en forma de calor y constituyen asi
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Figura 5. Regresion lineal entre la concentracion de clorofila a y fucrescencia en los rangos de profundidad 0-5, 5-10 y 10-15m.

y 13% en cada profundidad, mientras que en el caso de la regresion simple los valores son del
7%, 13% y 7% (Figura 6).

Los valores del cociente fluorescencia in vivo/clorofila a (R) se han referido a tres
intervalos de profundidad (0-5 m, 5-10 m, 10-15 m). El rango observado de variacion en R es de
un orden de magnitud y su valor medio aumenta con la profundidad (0-5 m: 0,066; 5-10 m:
0,086; 10-15 m: 0,11). Dicho incremento se debe en mayor parte a la fluorescencia (0-5 m:
0,078; 5-10 m: 0,10; 10-15 m: 0,11) dado que los valores medios de clorofila a extraida no
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Figura 7. Variacion temporal de R (fluorescencia in vivo/ciorofila a).

dicha refacion (r= 0,04, n=49) lo cual parece indicar que estan actuando otros factores sobre
la variacion observada en dicho cociente.

Con el fin de describir la variacidn de R en relacion a las condiciones oceanogréficas, se
ha realizado un analisis de componentes principales para cada rango de profundidad utilizando
las variables medidas por CTD, nutrientes, clorofila a total, clorofila a GFF/clorofifa a Total y R
observados.

En cada uno de estos andlisis se ha obtenido un primer componente principal (que
explica entre un 38-45% de la varianza total segun el analisis) con una asociacion directa entre
Ry nutrientes (NO5 y SiO3), e inversa a su vez respecto a la temperatura y/o salinidad.

La interpretacion de este resuitado se relaciona con la observacidn anteriormente citada
de altos valores de R en invierno (mayor concentracion de nutrientes, baja temperatura y
salinidad por aportes continentales y lluvia) en contraste con los periodos de proliferacion tras
los episodios de afloramiento en primavera y verano. La distribucion temporal del primer
componente obtenido en cada anélisis es muy similar a la mostrada por NOg y SiOs,
observandose con mayor claridad los incrementos debidos a los afloramientos de primavera y
verano a medida que aumenta la profundidad (Figuras 8b, Sb y 10b).

Las conclusiones de este trabajo, son por tanto, que la estimacién de la clorofila a a partir
de fluorescencia in vivo es mas precisa en superficie (0-5 m), mientras que a mayor profundidad
existen interferencias debido probablemente a factores ambientales no contemplados en este
estudio (radiacién incidente y estado fisiolégico del fitoplancton). Por otro lado, las variaciones
en R dependen principalmente de la evolucién en las condiciones oceanogréficas, dado que
¢stas son las que rigen el desarrollo y la sucesidn anual de diferentes poblaciones
fitoplanctonicas.
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J. Camp, M. de Torres*, M. Masé y E. Garcés.
Institut de Ciencies del Mar. Pg. Joan de Borbd, s/n, 08039 Barcelona, SPAIN
*Junta de Sanejament, Generalitat de Catalunya, Provenga, 204-208 08036 Barcelona,

El Mediterraneo ha sido considerado, tradicionalmente, como un mar pobre en nutrientes
y en consecuencia, poco favorable para el desarrollo de mareas rojas. La asuncion sin reservas
de patrones generalistas, junto con la escasa atencion que han merecido las condiciones
fisicoquimicas de las aguas litorales proximas, exceptuando las estudricas, han perpetuado una
visidn sesgada del problema que conviene revisar.

El Mediterraneo es realmente un mar pobre en nutrientes en la mayor parte de su zona
fética, durante la mayor parte del ano. Sinos cefimos a las aguas costeras, entendiendo como
tales las que cubren las plataformas continentales, el panorama no cambia mucho, pero si lo
hace radicalmente cuando consideramos la franja de aguas someras que estan en contacto
directo con el continente. Asi, si los valores tipicos de las aguas superficiales mediterraneas para
DIN, PO4 y SiO4 son menores de 1, 0.1 y 0.5 umol I-1, la mayor parte del ano, en las aguas
someras en contacto con la costa, estos valores aumentan entre medio y mas de un orden de
magnitud. Aunque hay una notable variabilidad espacio-temporal los valores medios pasan a
ser, respectivamente, de 42, 1.7 y 7.4 y los més frecuentes en torno a5, 0.3y 3.2 umol I-1 (datos
de la Junta de Sanejament de la Generalitat de Catalunya procedentes del programa de
vigilancia y control ambiental de las aguas litorales, periodo 93-98).

La relacién entre nutrientes en aquellos aspectos que parecen de relevancia para las
proliferaciones algales nocivas (PAN), es también digna de mencién. Las relaciones N/P indican
generalmente un cierto déficit de P (0 al menos, un no exceso de N) siendo su valor promedio,
proximo a 20, con una distribucion irregular a lo largo del litoral. En la mayor parte del mismo
son frecuentes valores entre 20 y 50, que indican déficit de P, mientras que en tramos costeros
con elevada demografia, como la comarca del Barcelonés (alrededor de 3 108 habitantes en 30
km de costa) los valores de la relacién N/P pueden ser entre 5y 10. Las relaciones DIN/Si estan
habitualmente por encima de 1, con un valor promedio cercano a 5 que pone de manifiesto una
notable ventaja tedrica de las proliferaciones de dinoflagelados frente a las de diatomeas.

En resumen, las aguas litorales préximas del Mediterraneo tienen una cantidad
apreciable de nutrientes con una estequiometria favorable al desarrollo de dinoflagelados sobre
diatomeas y con frecuente escasez de B, a priori, favorable a la generacion de proliferaciones
algales nocivas {que desviarian el exceso de capacidad reductora hacia la producciéon de
mucilago, toxinas, etc, topico en el que no entraremos).
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contabilizamos, v esta ordenacior. no ciicre mucho de la perpetrada en otras zonas del
Meciieiraneo ricroccidental.

Un puerto o barrera fisica, no es igual en un mar con mareas débiles que en otro donde
sean fuertes. Desde iuego, no todo el intercambio entre el agua de un puertoy e’ ar se debe
al forzamiento mareal, hay muchos otros factores, pero sdlo por este efecto ouerto de
profundidad media, proxima a los cuatro metros en la costa Atlantica, tendra un tiempo medgio
de residencia del agua inferior a dos dias, mientras que er. ia costa Mediterranea superara los
veinte. Si relacionamos esto con las tasas de division nabituziss en los dinoflagelados, veremos
que la problematica potencial es radicaimente distinta. Si uriimos a esto la capacidad de las
aguas confinadas de actuar como tra »as de sedimentacion, y la habilidad de muchos
dinoflagelados para hacer quistes de resistencia, el escenario mediterraneo respectc a las
proliferaciones algales nocivas, va tomando forma.
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ceniremos a los mas inmediatos y tangibles.

El modelo de generacién de mareas rojas a partir de fenomenos de mesoscala cuyo
control principal se da a nivel planetario, implica una notable constancia temporal que redunda
en el establecimiento de un conocimiento empirico, memoria histoérica y cierta predictibilidad
defensiva. Dicho de otra forma, en los lugares que hay mareas rojas desde siempre, la
poblacion ha evolucionado con ellas y las administraciones, si quieren hacerlo, tienen pautas
con las que poder trabajar.

El modelo de generacion a partir de fendmenos de escala pequefa, en su mayoria
relacionados con la creciente presencia y acciéon humana, implica una situacion nueva sobre la
que no hay memoria ni tradicion. La predictibilidad es baja y la concienciacion de las
administraciones es emergente, como el fendmeno mismo, considerando ademas el
consiguiente desfase temporal que existe. Todo ello genera una situacion transitoria de cierta
indefinicién que entre todos debemos intentar solucionar.

Desde la perspectiva practica que nos ocupa, y relacionados directamente con la salud,
tranquilidad y bienestar de las personas, hay una serie de hechos concretos y notables que
merecen ser comentados:

1) desde finales de los 80, en que comenzo a vigilarse sistematicamente el fitoplancton en
la costa catalana, todos los fendmenos relevantes por su extension y/o toxicidad para las
personas y la vida acudtica, han sido no convencionales. Es decir, no descritos
anteriormente, recién descritos, descritos casi al mismo tiempo, relacionados con nuevas
especies, etc.. Como ejemplos podemos citar la primera toxicidad de PSP en el
Mediterrdneo con A. minutum, la extensa marea roja de G. impudicum descrita en 1995;
la mortalidad de peces y otros organismos por G. corsicum descrita en 1995; la
descripcion de las habilidades y comportamiento de A. taylori en el Mediterraneo en 1994;
la primera toxicidad de PSP extensa, debida a A. catenella y comentada en este
congreso, etc.. Algunos de estos acontecimientos han sido y son muy aparentes, y por
tanto, no parece creible que si existian desde siempre hubieran podido pasar
desapercibidos en una costa en la que existe una cierta tradicion de estudios
fitoplantdnicos.

2) las actuaciones emprendidas en cada caso, en la costa catalana, se han basado en la
asuncion de un modelo de generacién de mareas rojas en el Mediterraneo, a partir de
interacciones concretas, en lugares concretos. El mismo sistema de monitoreo a través
de los puenos es consecuencia de este enfoque, y hasta el momento los resultados son
mucho mejores que los obtenidos con anteriores métodos de vigilancia si bien cabe,
todavia, mejorarlos. La capacidad predictiva lograda ha sido consecuencia de una cierta
fe en los modelos basicos expuestos y en mejoras sucesivas de los mismos. En cualquier
caso, pensamos que para afrontar la problematica de las PAN en el Mediterraneo, o en
cualquier otro sitio, se necesita algo méas que programas de monitoreo rutinarios carentes
del respaldo conceptual adecuado.

3) los sectores de la Administracion que trabajamos directamente en estos temas en
Cataluna (CSIC, Departament de Medi Ambient y Departament de Agricultura, Ramaderia
i Pesca) hemos tomado conciencia de la importancia y gravedad que las PAN tienen
también en el Mediterraneo, y por ello, hemos establecido diversos convenios de
colaboracion. No obstante, existen todavia ciertas disfunciones (vacios competenciales,
fallos de comunicacion y coordinacion entre sectores de la Administracion, etc.) que
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ponen en peligro la salud de las personas y generan elevados costes para la
Administracion.

Como eierrplos de peligro para la salud podemos citar la pesca y comercializacion ilegal
de mejillones extr * ')s de algunos puertos con toxicidad elevada por PSP, | e siendo una
actividad prohibide ' _almente, no es objeto de control sanitario. Otro ejemplo seria la
posibilidad de que un mejilidn d¢ -oca, con elevados niveles de PSP sea consumido
directamente por algunos usuarios de playas, a guienes nadie tiene obligacion de prevenir

1esto que llevan a cabo una activicac' egal en Cataluna, para la que no se ha desarrollado
ningt.> programa de vigilancia i de informacion.

Como ejemplos de elevados costes para la Administracio podriamos citar 1s obras de
blsqueda de pozos negros y emisarios oculios, que expliguer: ia aparicion de manchas de
aguas residuales” en ciertas playas, varios anos después de que se haya descriio y publicado
el origen fitoplanctonico de las mismas. Otro caso seria el requerimiento por deiito ecoldgico al
responsable de la empresa del saneamiento de las playas en las que prolifera A. taylor. Y
finalmente, también mencionar las importantes implicaciones que estas proliferaciones pueden
ocasionar en e} sector turistico.

Hasta el momento, estas problematicas se han resuelto merced a la buena disposicion
de personas que han actuado bajo su responsabilidac. mas alld de sus atribuciones, y
bordeando el enfrentamiento con sectores legalistas de las mismas administraciones. Seguir
confiando en estos procedimientos nos parece tentar a la suerte. Por ello en la Comunidad
Auténoma de Catalufa actualmente nuestros esfuerzos se dirigen a la creaciéon de un sistema
estable y coordinado, que trate toda esta problematica tipica Mediterranea dentro de un
contexto mas amplio de control del medio litoral.

Esperamos en la proxima Reunién ibérica dar buenas noticias al respecto.
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EL PROYECTO" - . .ALGAE EVENTDA . BASE"
(HAEDAT)

Angeles Aguilera
COI-EO Centro Cientifico y de Comunicacién sobre Algas Nocivas. Centro Oceanografico de Vigo. Cabo Estay-Canido.
Apdo. 1552, 36080 Vigo.

Desde 1987 el Working Group on Harmful Algae Bloom Dynamics (WGHABD) que pertenece
al International Council for the Exploration of the Sea (ICES) ha estado elaborando informes anuales
Qque recogen, entre otras cosas, los principales episodios toxicos ocurridos a lo largo del ano en cada
uno de sus paises miembros. Dichos informes, denominados Informes Nacionales, siguen un
formulario comun que debe ser cumplimentado por los representantes de cada pais y remitido al
grupo de trabajo.

Debido al creciente interés que las microalgas tdxicas estan despertando, en 1997 se propuso
el desarrollo de una base de datos gue, aprovechando los recientes avances en €l terreno de la
informatica y la difusion de informacion (Internet), reuniera los datos recogidos en dichos informes. De
esta manera surgié el proyecto HAEDAT (Harmful Alagae Event Database), cuyo principal proposito
es crear un soporte informatico que permita almacenar datos relacionados con episodios toxicos al
mismo tiempo que facilite su la consulta y el posterior andlisis de fos mismos.

Dicho grupo acordé definir como episodio tdxico cualquier discoloracién del agua causada por
la presencia masiva de alguna microalga tdxica, cualguier aumento en la concentracién de una
especie tdxica por encima de los niveles normales o bién, cualquier episodio donde personas,
animales u otros organismos hubieran sido afectados por alguna toxina producidas por microalgas.

A partir de entonces se han seguido diversos pasos para el desarrollo de dicha base de datos.
En primer lugar se estudiaron los formularios que componian los Informes Nacionales llegandose a la
conclusién de que, aungue la inforrmacién se encontraba claramente dividida en diferentes areas, es
necesario gue dicha subdivisién se hiciera de manera mas detallada. Por ese motivo, durante la Gltima
reunion del WGHABD celebrada en Alemania en 1999 se acordd modificar el cuestionario sobre el
que se basan los Informes Nacionales de manera que se facilitara en gran medida el traspaso de los
datos a la base de datos asi como su andlisis.

El nuevo cuestionario fue disenado teniendo en cuenta los posibles intereses cientificos y de
administracion que las personas gue trabajan en este campo pudieran tener De la misma manera
intenta facilitar fa cumplimentacién del mismo a los encargados de elaborar los Informes Nacionales
anuales. La informacién requerida es introducida en "cajas" o ‘campos" bién definidos, asimismo se
permite completar el informe con datos adicionales en forma de textos, archivos (graficos, mapas...) y
uniones con otfras paginas Web. Logicamente dicho cuestionario tendra que pasar por un periodo de
prueba, pero pensamos que pasadoe dicho periodo la informacion sobre cada episodio toxico se vera
incrementada.
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problemas de salud pubiica.

La base de datos sera accesible via Internet, mediante las direcciones de la pagina Web de la
COl'y del ICES y pasado un periodo de prueba se espera que, para finales de 1999, se haga extensiva
a otros paises que no pertenezcan al ICES y que tengan un programa de monitoring bién
desarrollado.
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Durante la reunioén se revisaron las especies del listado de la IV Reunion Ibérica celebrada
en S. Carles de la Rapita en 1995. Se acordd considerar D. skagii, D. dens y D. diegensis "formas
pequenas” de D. acuminata, D. acuta y D. caudala, respectivamente y Alexandrium lusitanicum
sinénimo de la especie Alexandrium minutum.

Para la actualizacion de la lista se decidié agrupar las especies en las siguientes
categorias:

Especies téxicas de efectos probados en aguas ibéricas.
Especies téxicas de efectos por probar en aguas ibéricas.
Especies nocivas de efectos probados en aguas ibericas.
Especies nocivas de efectos por probar en aguas ibéricas.

!

Se catalogaron como especies toxicas aquellas que producen toxinas que pueden
ocasionar algun sindrome de intoxicacién en el hombre vy, especies nocivas, las que pueden
tener efectos negativos sobre la fauna marina o desencadenar pérdidas socioeconémicas
(discoloraciones, espumas, etc). Dentro de los grupos de especies toxicas y nocivas de efectos
probados, soélo se han contemplado aquelias cuyos efectos fueron positivos, no incluyendo
especies de toxicidad probada sin efectos.

En el listado figura la distribucion de las especies en cada una de las comunidades
(Galicia, Portugal, Andalucia atlantica y mediterranea, Valencia, Cataluna y Baleares).

Los datos para la elaboracion de la lista fueron facilitados por:

Santiago Fraga Galicia
M2 Antonia Sampayo Portugal
Luz Maman (*) Andalucia
Cristian Gomis Valencia
Magda Vila Cataluna
Marga Puigserver Baleares

(*) Los cultivos de las especies Pseudo-nizschia australis y Ostreopsis sp de origen
andaluz fueron llevados a cabo por Santiago Fraga en el Instituto Espafiol de Oceanografia de
Vigo.
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Como punto de partida se reconocid la necesidad de la realizacion de estudios
intercomparativos, coordinados por el Laboratorio Comunitario de Referencia de Vigo, en el
ejercicio de sus funciones como Laboratorio Nacional de Referencia (NRL). La carencia de
meétodos de referencia para el analisis de la mayor parte de las toxinas marinas y la escasez
de patrones de toxinas y materiales certificados de referencia aumenta la importancia de la
realizacién de estos estudios para cumplir los objetivos de acreditacion de los laboratorios y
asegurar la calidad de los resultados analiticos.

En el area de la estandarizacién de los métodos se trataron diferentes aspectos del
analisis de toxinas DSP, PSP y ASP:

DSP

La discusion se centrd en el bioensayo en raton de Yasumoto (1978), método empleado
por la generalidad de los participantes en el grupo de trabajo.

Se destacé la dificuftad que entrana el andlisis de bivalvos de pegueno tamano (gj:
coquinas), en los que la obtencién del numero de hepatopancreas necesario para el andlisis
supone un proceso largo y laborioso. Se considero la alternativa de realizar la extraccion sobre
el cuerpo entero, lo que obligaria a realizar particiones liquido-liquido adicionales con
diferentes solventes organicos como el éter dietilico o el diclorometano. El principal
inconveniente del uso del éter dietilico es la solubilizacion parcial de Ias yessotoxinas en el
mismo. En cuanto al diclorometano, si bien proporciona una adecuada solubilizacion de todo
el conjunto de toxinas incluidas en el grupo DSP, presenta como inconveniente, ademas de su
elevada toxicidad, la formacién con ciertas matrices de agregados muy dificiles de redisolver en
Tween. Por todo ello, se constato la necesidad de continuar en la busqueda de estrategias para
la resolucion de estos problemas.

Las dificultades que encuentran algunocs laboratorios para mantener permanentemente
una colonia estandarizada de ratones dieron lugar a la discusidon sobre ia posibilidad de
conservar en refrigeracion os extractos organicos de las muestras hasta que pudiera realizarse
su inoculacion a los ratones en las condiciones adecuadas. Se considerd que serian necesarios
estudios de estabilidad antes de dar por valida esta alternativa. La escasez de patrones y
materiales de referencia para realizar estos estudics hacen aconsejable dirigir los esfuerzos a
conseguir la infraestruciura necesaria para dispener de una colonia estandarizada de ratones.

Para facilitar fa obtencion de un extracto final homogéneo en Tween, que permitiera la
inoculacion de al menos tres ratones, se sugirié aumentar a 25 g la cantidad de




hepatopancreas a partir ¢ie 'a cual se inicia la extraccidn, y utilizar 5 ml de Tween para ¢ cha
solucion de tal forma que se respetara la proporcion de 5g de hepatopancreas ' ' een
(extracto) inoculado.

PSP

El grupo de trabajo centré la discusion en el bior “3ayoc en ratdén de la AOAC,
reconociéndose la necesidad de realizar |la estandarizacion de  étodo, esto es el célculo del
factor de conversion (FC), asi como el chequeo perioddico del mismo, aun a pesar de las
dificultades que pudieran existir para la obtencion de patron de saxitoxina.

Se expuso la dificultad que presentan ciertas matrices que forman espumas durante el
proceso de extraccion, (ef: erizos de mar, etc.) Se sugirid como posible solucion la utilizacion
de antiespumantes, previa comprobacion de su influencia en los resultados.

ASP

El grupo de trabajo centrd la discusidon en analizar las diferencias que pudieran
producirse en los resultados de los analisis como consecuencia de utilizar el método de
Lawrence (extraccién en caliente en &cido Clorhidrico 0.1 N) o el método de Quilliam
(extraccion en frio en metanol : agua).

Se discutieron con detenimiento las ventajas e inconvenientes de ambos métodos,
discrepando los participantes en la valoracién de los mismos. Algunos participantes se
mostraron satisfechos con su experiencia en la aplicacion en rutina del método de Lawrence
mientras que otros expresaron que en su experiencia habian encontrado recuperabilidades mas
altas y extractos mas estables utilizando el método de Quilliam.

La experiencia canadiense, primer pais afectado por episodios ASP , y primero en
establecer regulaciones para su control sanitario, se aporté como ejemplo de utilizacidn
conjunta de ambos métodos. Como método de screening se utiliza el procedimiento de
extraccion en caliente en acido Clorhidrico 0.1N y cuando se detectan cantidades significativas
de &cido domoico (del orden de 5 ug /g ) se utiliza et procedimiento de extraccidn en frio con
metanol:agua.




PORTUGAL

Instituto de Investigacaoc das Pescas e do Mar (IPIMAR)
Avda. de Brasilia
1400 LISBOA
Tlfno: 351 1 3027125
Fax: 351 1 3015941

- Cunha Viana Gomes, Susana Maria

- M. Sampayo, Maria Antonia Email: asampayo@ipimar.pt
- Teixeira Pinto, Ana Paula
- Vale, Paulo Email: pvale@ipimar.pt

Instituto Nacional de Saude Dr, Ricardo Jorge
Avda. Padre Cruz
1699 LISBOA
Tlfno: 351 1 7519393
Fax: 0351 1 7590441
Email: Imeinsa@ mail.telepac.pt

- Pereira, Paulo
ANDALUCIA

Consejeria de Agricultura y Pesca. Direccién General de Pesca
C/ Tabladilla, s/n
41013 SEVILLA
Tlfno: 955082300
Fax: 955032142

- Marquez Pascual, lldefonso Email: imarquez@cap junta-andalucia.es
- Manzano Harriero, José Carlos Email: cmanzano@cap.junta-andalucia.es

Consejeria de Agricultura y Pesca. Delegacion Provingcial de Huelva
CICEM “Agua del Pino"
Ctra. Cartaya, s/n
Apartado 104
21071 CARTAYA (HUELVA)
TIfno: 959399104
Fax: 959399292

- Morales Canavate, Jesus Email: jmorales@.cica.es
- Caballos Villar, Mdénica Email: mcabaillo@cica.es
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- Arbaizar Ruiz de nto. Angel

Empresa_Publica para el Desarrollo Agrario y Pesguero de Andalucia :D.a.r;

- Delegacion de Sevilla
C/ Berg~ -~ 39
4012 SEV'! _A
1 No: 954938115
rax: 9549381:0

- A~ ~-Perea, Manuel Email:maguilar@dap.es

- Delegacié de Huelva
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- Delegacion de Mélaga
Parque Tecnoldgico de Andalucia
Centro de Empresas
Avda/Juan Lopez Penalver s/n
29950 CAMPANILLAS (MALAGA)
Tlfno: 952028040
Fax: 952028299
Email: malaga@dap.es

- Sanchez Molina, Alberto
- Valle Gonzélez, Luis Francisco

Universidad de Granada, Departamento de Biologia Vegetal
Campus Fuente Nueva, s/n
18071
Tifno: 958 243268
Fax: 958 243254

- Sénchez Castillo, Pedro Email: psanchez@goliat.ugr.es

Universidad de Sevilla. Facultad de Fanmacia. Departamento Bioquimica, Bromatologia vy Toxicologia.
C/ Profesor Garcia Gonzélez, s/n
41012
Tifno: 954 556762
Fax: 954 233765
Email: camean@fafar.us.es

- Camean Fernandez, Ana M2 Email: camean@fafar.us.es

BALEARES

Universidad llles Balears
Ctra. Valldemosa Km 7,5
07071 PALMA (MALLORCA)
Tlifno: 971172525
Fax: 971173184

- Moya Niell, Gabriel Email: dbagmnO@clust.uib.es
- Puigserver Salva, Margarita Email: dbamps4@ps.uib.es

FOA Ambiental. S.L.
C/ Licorers, 163 Mod. 16-18 A, Poligono Marratxi
07141 Marratxi (Mallorca)
TIfno: 971 604727
Fax: 971 604720
Email: foaasl@lander.es

- Orozco Conti, Fernando
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- Blanco Perez, Juan Email: jplanco@cimacoron.og
- Lion Vazquez, Monica Email: mlion@cimacoron.org
- Rodriguez Hernandez, Francisco J. Email: mzapata@cimacoron.org

COI - Instituto espanol de Oceanografia VIGO
Subida a Radio faro, s/n
36390 VIGO
Tifno: 986492111
Email: vigohab@vi.ieo.esd

- Aguilera Bazan, Maria Angeles
Dependencia Sanitaria {(Sanidad Exterior). Ministerio de Administraciones Pdblicas
Subdelegacion del Gobierno

Estacion Maritima, s/n

VIGO

Tifno: 986434133

Fax: 986434133

Email: mifernan@arrakis.es

Miguez de Francisco, Aurea

Instituto Espanol de Oceanografia. Centro Oceanoaqrafico de Vigo
Cabo Estay, Canido, Aptdo. 1552
36280 VIGO
Tlfno: 986492111
Fax: 986492351

Alvarez Catalén, Maria José Email: mjose.alvarez@vi.ico.es
Bravo Portela, Isabel Email: isabel.bravo@vi.ieo.es
- Fraga Rivas, Santiago Email: santiago.fraga@vi.ieo.es
- Franco Soler, José M. Email: jose.franco@vi.ieo.es
- Gonzalez Gil, Sonsoles Email: sonsoles.gonzalez@vi.ieo.es
- Reguera Ramirez, Beatriz Email: beatriz.reguera@vi.ieo.es

Universidad de Vigo, Departamento de Quimica Analitica
Campus Universitario, Facultad de Ciencias
36200 VIGO
Tlfno: 986 812310
Fax: 986 812382

- Le&o Martins, José Manuel Email: leao@uvigo.es

Conselleria de Sanidad vy Servicios Sociales. Direccidn General de Salud Publica
Camino Frances, 10
SANTIAGO DE COMPOSTELA
Tlfno: 981 542944
Fax: 981 542970

- Lopez Diaz, Beatriz
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