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RESUMEN

Globalmente, la ciguatera es la principal enfermedad no bacteriana relacionada con la
ingestion de pescado. Las toxinas relacionadas con esta enfermedad son producidas por
dinoflagelados benténicos del género Gambierdiscus. En este estudio se caracterizé la
composicion y abundancia de dinoflagelados bentdnicos potencialmente toxicos de la
region sur central de Cuba y se determind la diversidad de especies del género
Gambierdiscus. EI muestreo se realiz6 en diciembre de 2016 en dos é&reas que
comprendieron los alrededores de Cayo Guano del Este y parte de la costa de Cienfuegos.
Para la identificacion y la determinacion de la abundancia de los principales géneros de
dinoflagelados téxicos, se desplegaron sustratos artificiales y se colectaron muestras de las
macrofitas mas representativas. La identificacion de especies de Gambierdiscus se
determin6 mediante ensayos semi-cuantitativos de reaccién en cadena de la polimerasa
(gPCR). Se identificaron tres géneros de dinoflagelados bentonicos téxicos: Ostreopsis,
Prorocentrum y Gambierdiscus, siendo Ostreopsis y Prorocentrum los més abundantes en
comparacion con el género Gambierdiscus. Mediante las técnicas moleculares se
identificaron seis de las siete especies reportadas en el Caribe: G. caribaeus, G. carpenteri,
G. belizeanus, G. carolinianus, G. ruetzleriy G. silvae; estas especies excepto G. caribaeus
fueron registradas por primera vez en Cuba. La identificacion del género Gambierdiscus en
la region sur central de Cuba asi como la elevada diversidad de especies detectada pudiera

explicar la captura de peces téxicos y la existencia de brotes de ciguatera en el area.

Palabras clave: Gambierdiscus, Ostreopsis, Prorocentrum, ciguatera, Cienfuegos



ABSTRACT

Globally, ciguatera fish poisoning is the main non-bacterial disease related to the seafood
ingestion. The toxins related to this disease are produced by benthic dinoflagellates of the
genus Gambierdiscus. In this study, the composition and abundance of potentially toxic
benthic dinoflagellates from the south central region of Cuba were characterized and the
diversity of species of the genus Gambierdiscus was determined. The sampling was realized
in December 2016 in two areas that included the surroundings of Cayo Guano del Este and
part of the Cienfuegos coast. For the identification and determination of the abundance of
the main genera of toxic dinoflagellates, artificial substrates were deployed and samples of
the most representative macrophytes were collected. The identification of Gambierdiscus
species was determined by semi-quantitative polymerase chain reaction (qPCR) assays.
Three genera of toxic benthic dinoflagellates were identified: Ostreopsis, Prorocentrum and
Gambierdiscus, with Ostreopsis and Prorocentrum being the most abundant in comparison
with the genus Gambierdiscus. Through molecular techniques, six of the seven species
reported in the Caribbean were identified: G. caribaeus, G. carpenteri, G. belizeanus, G.
carolinianus, G. ruetzleri and G. silvae; these species except G. caribaeus were recorded
for first time in Cuba. The identification of the genus Gambierdiscus in the south central
region of Cuba as well as the high diversity of species detected could explain the capture of

toxic fishes and the existence of ciguatera fish poisoning in the area.

Keywords: Gambierdiscus, Ostreopsis, Prorocentrum, ciguatera fish poisoning,

Cienfuegos
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1. INTRODUCCION

Los dinoflagelados representan un grupo exitoso de protistas unicelulares que combinan
estrategias fotosintéticas, heterotroficas e incluso parésitas. Su gran diversidad de formas,
historias de vida y mecanismos de dispersion les han permitido colonizar la mayoria de los
ambientes acuéticos. Asi, se pueden encontrar tanto en ambientes dulceacuicolas como
marinos, formando parte del medio pelagico o benténico. Como parte del bentos, los
dinoflagelados son un componente muy importante en los ecosistemas marinos donde
suelen formar asociaciones con una gran variedad de macroalgas y pastos marinos (Taylor,
1987).

Los dinoflagelados fotosintéticos se consideran los principales productores primarios del
medio acuatico (Taylor, 2006). Algunas especies no limitan su habitat al medio benténico,
sino que pueden ser habitantes comunes del plancton, lo que sugiere que desempefian
diferentes funciones ecoldgicas. Sus ciclos de vida altamente diversos son un reflejo de la

importancia biolégica de este gran grupo de protistas (Meier et al., 2007).

Estos dinoflagelados han sido relacionados con las floraciones algales nocivas, un evento
toxico natural vinculado con el incremento de biomasa del fitoplancton y que representa una
potencial amenaza para la salud publica y/o los ecosistemas acuaticos. Estas floraciones
estan asociadas a cambios ambientales en la columna de agua, aunque se conoce muy
poco el proceso que facilita el incremento de las poblaciones de estas especies (Garcia-
Portela et al., 2016).

Algunos de los impactos negativos de estas floraciones se evidencian en la alteracion de
las condiciones fisico-quimicas del medio, ya sea por causar anoxia, cambiar la viscosidad
del agua o descender su pH. Si las microalgas que proliferan son productoras de toxinas,
pueden ocurrir trastornos al ser ingeridas por diferentes organismos de la cadena tréfica,
gue actian como bioacumuladores de las toxinas, y como vectores que las transfieren a

niveles superiores de la cadena (Peraza y Moreira, 2012).

Uno de los principales motivos que originaron el estudio de estos organismos fue su relacion
con la produccioén de toxinas involucradas con el sindrome de la ciguatera (Yasumoto et al.,
1980), donde se identificd al principal agente productor de ciguatoxinas, perteneciente al

género Gambierdiscus. En estudios posteriores fue demostrado que la produccion de



diferentes tipos de toxinas se extendia a otras especies bentonicas que incluia los géneros

Ostreopsis, Prorocentrum, Coolia y Amphidinium (Yasumoto et al., 1987).

La distribucion mundial de estos dinoflagelados se encuentra actualmente en expansion.
Factores tales como el enriquecimiento organico antropogénico, las introducciones de
aguas de lastre, el aumento de la acuicultura y, mas recientemente, el cambio climatico
global se incluyen entre las muchas y variadas explicaciones a estas tendencias (Garcia-
Portela et al., 2016).

Paises como Puerto Rico, Estados Unidos y Cuba, en aras de proteger al consumidor y la
salud publica, tienen dentro de sus legislaciones disposiciones que prohiben la captura y
comercializacion de un grupo de peces demostrados como potencialmente toxicos o de alto
riesgo. Aun asi la ciguatera en el Caribe sigue constituyendo un problema de salud publica
y de impacto econémico grave, sobre todo para paises del area que no disponen de un
sistema médico bien estructurado y orientado hacia este tipo de intoxicacién alimentaria
(Arencibia Carballo, 2009).

Existen en Cuba estudios epidemioldgicos provenientes de la regién sur central que
relacionan brotes de intoxicaciones alimentarias con la ingestién de peces, principalmente
de la especie Caranx latus Agassiz (Rojas Valladares et al., 1986). Especificamente en esta
region se han reportado casos mas recientes de intoxicacion por ciguatera por la ingestion
de peces ciguatos (Alonso Cordero et al., 2006; Arencibia Carballo, 2009). Ademas en
estudios que lleva a cabo el Centro de Estudios Ambientales de Cienfuegos (CEAC) se han
detectado peces con concentraciones de ciguatoxinas significativas en este mismo

territorio.

Teniendo en cuenta los antecedentes planteados surge la necesidad de obtener
informacién sobre la composicion y abundancia de dinoflagelados epibentonicos
potencialmente toxicos en la region sur central de Cuba. Para esta investigacion se plantea

la siguiente hipotesis:

La existencia de brotes de ciguatera y la deteccion de peces con concentraciones de
ciguatoxinas significativas en la regién sur central de Cuba suponen la presencia de

especies toxicas perteneciente al género Gambierdiscus.



Objetivo general:

Caracterizar la composiciéon y abundancia de dinoflagelados epibentdnicos potencialmente

téxicos en la regién sur central de Cuba

Objetivos especificos:
1. Determinar la abundancia de dinoflagelados epibentdnicos tdxicos mediante
microscopia de luz
2. Determinar la diversidad de especies de Gambierdiscus mediante técnicas

moleculares



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Floraciones Algales Nocivas

Dentro de los ecosistemas acuaticos existen organismos fotosintéticos como macrdfitas,
microalgas y cianobacterias que realizan funciones de gran importancia, dentro de las que
se destacan la fijacion del carbono y la produccién de oxigeno, ademas de constituir la base
de la cadena tréfica. Bajo ciertas circunstancias la abundancia de algunos grupos alcanza
niveles que pueden causar dafio a humanos y otros organismos. Estas proliferaciones
generalmente son referidas como “Floraciones Algales Nocivas” (FANs), un término que
incluye una variedad de consecuencias adversas para los ecosistemas acuaticos y la salud
publica (Berdalet et al., 2016).

En sentido amplio el término “Floraciones algales nocivas (FANs)” (en inglés Harmful Algal
Blooms) ha sido resaltado por la Comision Oceanografica Intergubernamental (COI) de la
UNESCO para denominar las apariciones de un conjunto de microorganismos que tienen
efectos adversos en la salud humana, la acuicultura, el turismo y el ambiente. Las
Floraciones de algas benténicas nocivas (BHABs, por su siglas en inglés) se refiere a la
proliferacién de microalgas bentdnicas, las cuales pueden representar una seria amenaza

para otros organismos (incluyendo humanos) y para el ambiente (Giussani et al., 2017).

En la mayoria de los casos las mareas rojas (expresion atribuida a las FANs) se forman por
microalgas inocuas y no constituyen ningun peligro para los ecosistemas si ocurren en
areas abiertas donde exista una renovacion de agua intensa. Sin embargo, pueden ser
perjudiciales si se forman en bahias o ensenadas estrechas con poca circulacion de agua
(Reguera et al., 2016).

Los dinoflagelados son uno de los grupos formadores de “blooms” mas relevantes y, con
frecuencia, especies toxicas estan involucradas con este fenbmeno (Garcia-Portela et al.,
2016). La causa del incremento en las poblaciones de estos dinoflagelados se desconoce,
pero se sabe que las floraciones de dinoflagelados estan relacionadas con cambios

ambientales en la columna de agua (Pitcher et al., 2010).

Algunos de los impactos negativos de estas floraciones se evidencian en la alteracion de
las condiciones fisico-quimicas del medio, ya sea por causar anoxia, cambiar la viscosidad

del agua o descender su pH. Si las microalgas que proliferan son productoras de toxinas,
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pueden ocurrir trastornos al ser ingeridas por diferentes organismos de la cadena tréfica,
que actuan como bioacumuladores de las toxinas, y como vectores que las transfieren a

niveles superiores de la cadena (Peraza y Moreira, 2012).

Segun Sar et al. (2002) los sindromes més conocidos causados por microalgas son la
“Intoxicacion Paralizante por Marisco” (PSP, por sus siglas en inglés), la “Intoxicacién
Diarreica por Marisco” (DSP, por sus siglas en inglés), la “Intoxicacion Amnésica por
Marisco” (ASP, por sus siglas en inglés), la “Intoxicacion Neurotoxica por Marisco” (NSP,
por sus siglas en inglés) y la “Intoxicacion Ciguatérica de Pescado” (CFP, por sus siglas en
inglés). Esta Ultima es la forma mas comun de intoxicacion derivada de las floraciones

algales nocivas (Parsons et al., 2017).

En las ultimas décadas se ha evidenciado un incremento aparente en intensidad, duracion
y distribucion geogréfica de las FANs y segln algunos autores esta tendencia debe
intensificarse con el cambio climéatico (Shears y Ross, 2009). Debemos deducir que el
incremento es “aparente”, pues para probar con rigor cientifico que es real, se requieren
series historicas de datos de fitoplancton y de condiciones ambientales de las que se
dispone en muy pocas partes del mundo. Esta situacién ha provocado un aumento de las
investigaciones en este campo del conocimiento, lo que ha traido como consecuencia que
se tome conciencia en la necesidad de establecer una mayor cantidad de programas de

monitoreo de microalgas toxicas Yy ficotoxinas (Sar et al., 2002).

2.2 Dinoflagelados bent6nicos tecados potencialmente toxicos y sus efectos

Los dinoflagelados representan un grupo exitoso de protistas unicelulares que combinan
estrategias fotosintéticas, heterotroficas e incluso parasitas. Su gran diversidad de formas,
estilos de vida y mecanismos de dispersion les han permitido colonizar la mayoria de los
ambientes acuaticos. Asi, se pueden encontrar tanto en ambientes dulceacuicolas como
marinos, formando parte del medio pelagico o benténico. El grupo comprende especies con
una pared celular celulésica de mdltiples placas denominada teca, pertenecientes a los
ordenes Prorocentrales, Dinophysiales y Gonyaulacales, mientras que los o6rdenes

Gymnodiniales y Noctilucales son atecados o desnudos (Taylor, 1987).

Dentro de los criterios fundamentales que se utilizan para la descripcion de los
dinoflagelados estan el tamafio y forma celular, ornamentacion de la superficie (poros,

espinas, hendiduras), presencia o no de teca, punto de origen del flagelo (dinoconta,



cuando un flagelo parte del lado ventral; desmoconta, cuando ambos flagelos parten del
terminal anterior), posicion del surco transversal, entre otros. Es frecuente el uso de la
terminologia orientacional. La region que queda delante, indicando el rumbo del movimiento
del organismo se denomina polo apical, la region opuesta es el polo antapical (Hallegraeff
et al., 2004).

Los principales géneros tecados epibenténicos productores de toxinas son Gambierdiscus,

Ostreopsis y Prorocentrum (Taylor et al., 2004).

2.2.1 Género Gambierdiscus

Las especies del género Gambierdiscus son exclusivamente marinas y presentan una
distribucion pantropical entre 34°S y 35°N encontrandose en todo el Caribe, las Islas
Hawaianas, la Polinesia Francesa, Australia y en el Océano indico. Ademéas Gambierdiscus
ha sido encontrando en el Golfo de México de Texas y en Carolina del Norte (Litaker et al.,
2009). Desde el punto de vista morfolégico son aplanadas anteroposteriormente, de forma

lenticular, el poro apical es pequefio y en forma de gancho (Fraga et al., 2011).

El criterio principal usado para diferenciar entre especies Gambierdiscus es su morfologia
tecal especifica, pues los detalles de las placas constituyen una util, conservada y esencial
evidencia para la identificacion de especies. Sin embargo el reconocimiento de especies
basado en su morfologia es complicado debido al parecido morfolégico de las células dentro
de este género. La combinacion de analisis morfol6gicos y moleculares basados en genes
de ARN ribosomal (ARNr) son mas efectivos para la distincion entre las especies de
Gambierdiscus (Zhang et al., 2016).

Hasta la fecha se han descrito 16 especies de Gambierdiscus (Berdalet et al., 2017).
Comparaciones de secuencias ribosomales permitieron a Litaker et al. (2009) esclarecer
las relaciones filogenéticas entre G. australes Chinain & Faust, G. belizeanus Faust, G.
caribaeus Litaker et al., G. carolinianus Litaker et al., G. carpenteri Litaker et al., G. pacificus
Chinain & Faust, G. polynesiensis Chinain & Faust, G. ruetzleri Litaker et al., G. toxicus
Adachi & Fukuyo, G. yasumotoi Holmes, y dos ribotipos (1 y 2), los cuales pueden
representar nuevas especies. Desde entonces, seis especies adicionales han sido
descritas: G. excentricus Fraga, G. silvae Fraga & Rodriguez (G. ribotipo 1) (Fraga et al.,
2011; Fraga y Rodriguez, 2014), G. scabrosus Nishimura et al. (Nishimura et al., 2014), G.
balechii (Fraga et al., 2016) G. cheloniae Smith (Smith et al., 2016), G. lapillus Kretzschmar



(Kretzschmar et al., 2017). Recientemente, especies globulares fueron transferidas a un
nuevo género, Fukuyoa, que ahora incluye las anteriores especies G. ruetzleri, y G.

yasumotoi, mas una nueva especie, F. paulensis (Gomez et al., 2015).

Las especies G. ruetzleri, G. carolinianus, G. excentricus y G. belizeanus se encuentran
distribuidas en el Océano Atlantico, mientras que G. polynesiensis, G. toxicus, G.
yasumotoi, G. pacificus y G. australes son endémicos del Pacifico. Por otro lado G.
carpenteri y G. caribeaus pueden encontrarse en ambos océanos (Litaker et al., 2010).
Teniendo en consideracién que la distribucion global de estos microorganismos se
encuentra actualmente en expansion, es probable que en futuras investigaciones sean

descubiertas especies endémicas de un lugar en otras regiones.

Los dinoflagelados del género Gambierdiscus producen potentes neurotoxinas conocidas
como ciguatoxinas y maitotoxinas (Holland et al., 2013; Friedman etal., 2017). La
ciguatoxina (CTX) es lipofilicay se bioacumula en la cadena trofica causando CFP, lo cual
es, globalmente, la causa mas comdn de envenenamiento no bacteriano asociado a la
ingestion de pescado (Fraga et al., 2011; Fraga y Rodriguez, 2014; Friedman et al., 2017),
afectando al menos de 50 000 a 500 000 personas anualmente y constituyendo el mayor
problema de salud en muchas regiones tropicales (Litaker etal., 2009). Algunas
investigaciones han mostrado que la ciguatoxina causa interrupciones en las funciones
gastrointestinal, cardiovascular y neuroldgicas, con sintomas que van desde ligeros a

severos y ocasionalmente resultando en la muerte (Friedman et al., 2008; Xu et al., 2014).

Las maitotoxinas (MTX) son solubles en agua y se encuentran entre los compuestos
naturales mas téxicos conocidos. Las MTX no se consideraban relacionadas con la CFP,
sin embargo evidencias experimentales recientes sugieren que las MTX pueden
acumularse en la carne de pescado, al menos transitoriamente, por lo que el rol de las MTX

en la causa de CFP deberia ser reexaminado (Holland et al., 2013; Friedman et al., 2017).

La ocurrencia de CFP es espacial y temporalmente impredecible. La razén de esta
variabilidad no es bien entendida (Litaker et al., 2009), sin embargo existen evidencias que
sugieren que los incidentes de CFP incrementan cuando los sistemas arrecifales han sido
perturbados por huracanes o después de una elevacion significativa en la temperatura del
agua (Kohler y Kohler, 1992; Hales et al., 1999; Chateau-Degat et al., 2005). Se cree que
este aumento de registros de ciguatera esta relacionado con el incremento de la abundancia

total de especies téxicas del género Gambierdiscus, debido a disturbios naturales y/o
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antropogénicos que alteran la estructura de las comunidades benténicas (Holland et al.,
2013).

Algunos estudios recientes plantean que las condiciones de temperatura y salinidad
optimas y tolerables varian entre las diferentes especies de Gambierdiscus, y consideran
que las interacciones temperatura-salinidad pueden jugar un papel importante en la
dindmica del florecimiento y distribucion de especies de Gambierdiscus (Yoshimatsu et al.,
2014).

2.2.2 Género Ostreopsis

Ostreopsis es uno de los dos géneros (el otro género es Coolia) de la familia
Ostropsidaceae. Hasta la fecha el género comprende nueve especies. La especie tipo,
Ostreopsis siamensis Schmidt, fue descrita por primera vez en el Golfo de Siam (Tailandia)
en 1901, pero fue grandemente pasada por alto hasta los 1970s y 1980s, desde entonces
el género ha sido encontrado ampliamente distribuido, con mas reportes de florecimientos

en nuevos lugares (Rhodes, 2011).

Debido a la alta variabilidad morfolégica de los especimenes, la identificacion de especies
por microscopia Optica es extremadamente dificil, por lo que varios estudios han usado
datos moleculares en combinacién con informacion morfométrica para esclarecer la
determinacion de especies de Ostreopsis (Tawong et al., 2014). Actualmente, la taxonomia
de Ostreopsis spp. se basa primariamente en el tamafio y forma de la célula, el largo de la
placa Po, el tamafio de los poros de la teca y la forma de la placa 1p. (Selina y Orlova,
2010).

La taxonomia de Ostreopsis requiere mayor revision, debido a la falta de caracterizacion

genética y a que la alta variabilidad de la morfologia de las especies no es bien entendida.

Algunas especies toxicas reconocidas son; Ostreopsis heptagona Norris; Ostreopsis labens
Faust & Morton; Ostreopsis lenticularis Fukuyo; Ostreopsis siamensis Schmidt; Ostreopsis
mascarenensis Quod; Ostreopsis ovata Fukuyo. Existen otras especies de las que se
desconoce actualmente su toxicidad; Ostreopsis belizeanus Faust; Ostreopsis caribbeanus
Faust y Ostreopsis marinus Faust (Rhodes, 2011; Berdalet et al., 2017). Recientemente se
ha identificado la nueva especie Ostreopsis fattorussoi Accoroni a partir aislados obtenidos

en la costa de Lévano (Accoroni et al., 2016).



Las especies del género Ostreopsis son componentes de la microflora epifita/benténica
(Rhodes, 2011), y son generalmente conocidas por vivir adheridas a sustratos benténicos
como macroalgas, rocas y/o sedimentos blandos. Frecuentemente coexiste con los géneros
Gambierdiscus, Coolia, Prorocentrum, y/o Amphidinium. El género ha sido registrado en
areas tropicales y subtropicales, pero la distribucion mundial del mismo se ha expandido
marcadamente en la Ultima década y esta tendencia es probable que continte;

recientemente se ha registrado a Ostreopsis en regiones templadas (Tawong et al., 2014).

Las especies de Ostreopsis han sido consideradas especies nocivas, las cuales pueden
producir palytoxinas (PLTX), uno de los compuestos marinos mas toxicos conocidos
(Ciminiello et al.,, 2014). Los florecimientos mas intensivos de Ostreopsis han ocurrido
esporadicamente alrededor del mar Mediterraneo, causando irritaciones en la piel y los 0jos,
enfermedades respiratorias y contaminacién de mariscos (Tawong et al.,, 2014). Estos
florecimientos son causas de preocupaciébn econdmica, ambiental y de salud,
particularmente cuando afectan especies comestibles de relevancia comercial que,
adicionalmente, juegan un papel ecoldgico clave, con efecto cascada a través de todo el

ecosistema (Privitera et al., 2012).

La PLTX es un compuesto toxico marino cuya funcién biolégica principal esta relacionada
con la Na'/K*-ATPasa, una bomba de la membrana plasmatica involucrada en el
mantenimiento de los gradientes iénicos transmembranales de células animales, esencial
para el desarrollo de la funcién celular. Las intoxicaciones humanas pueden ser por
contacto directo (dermatitis), por inhalacién de gotas de agua que contienen células de

Ostreopsis y/o respiracion directa de la toxina (Privitera et al., 2012).

Las PLTX pueden ser extraidas de mariscos y de peces pequefios y han sido vinculadas al
clupeotoxismo, una enfermedad que puede llegar a ser fatal para el humano (Shears y
Ross, 2009). Este envenenamiento es causado por el consumo de peces de la familia
Clupeidae, entre los que se encuentran sardinas y arenques o anchoas (familia
Engraulidae) (Randall, 2005).

Se plantea que el primer sintoma de envenenamiento por clupeotoxismo es un sabor
metalico sostenido, el cual se presenta inmediatamente después de la ingestion del pez.
Esto es seguido por nduseas, sequedad de la boca, vémitos, malestar, dolor abdominal y
diarreas. La alteracion gastro-intestinal puede estar acompafiado por taquicardia,

escalofrios, piel viscosa, vértigo, cianosis y otras evidencias de colapso vascular. Dentro de
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un periodo corto de tiempo una variedad de disturbios neuroldgicos suceden rapidamente
como nerviosismo, dilatacion de las pupilas, fuertes dolores de cabeza, entumecimiento,
hipersalivacion, calambres y progresiva paralisis muscular, convulsiones, coma y termina
en la muerte (Randall, 2005).

Ostreopsis es uno de los cinco géneros de dinoflagelados epibenténicos que han sido
encontrado en regiones ciguatéricas tropicales, coexistiendo con el género Gambierdiscus,
por lo que algunos autores hasta hace poco lo implicaron ademas con la intoxicacion

ciguatérica de pescado (Shears y Ross, 2009; Selina y Orlova, 2010).

2.2.3 Género Prorocentrum

Los dinoflagelados del género Prorocentrum difieren distintivamente en la morfologia de
otros géneros de la clase Dinophyceae. Ellos poseen una teca compuesta por dos placas
grandes que se unen en una sutura sagital, y un pequefio grupo apical de 8 a 14 plaquetas
periflagelares. Prorocentrum pertenece a la subclase Prorocentrophycideae, orden
Prorocentrales, Familia Prorocentraceae, la cual comprende otros géneros como

Haplodinium y Mesoporos (Chomerat et al., 2011).

El género Prorocentrum es el mas grande de la familia y comprende cerca de 60 especies
plantdnicas, bentdnicas o epibentdnicas. En contraste con otros dinoflagelados bentonicos
ylo epifitos, como Gambierdiscus y Ostreopsis, que estan confinados a aguas tropicales,
subtropicales y templadas (Litaker et al., 2009; Tawong et al., 2014), las especies de

Prorocentrum parecen ser cosmopolitas (Aligizaki et al., 2009).

La identificacion morfolégica de especies bentbnicas de Prorocentrum es una tarea dificil,
generalmente requiere de microscopia electronica para un examen detallado de las placas
y de la ultraestructura de la célula. Algunas de las caracteristicas examinadas en detalle a
través de la microscopia electrénica son el nimero, forma, disposicién y superficie de las
placas, el nimero y disposicion de las plaquetas periflagelares y la presencia o no de

prominencias (Aligizaki et al., 2009).

Algunas especies de Ostreopsis se han relacionado ademas con la produccién de toxinas
como acido okadaico (AO), dinophysistoxinas (DST), borbotoxinas y otras toxinas de accion
rapida no caracterizadas hasta el momento (Aligizaki et al., 2009; Chomerat et al., 2011).
Debido a esta produccion de AO junto con DSTs, especies de Prorocentrum como P. lima

inducen sintomas diarreicos por la accion de una potente enzima fosfatasa inhibidora de
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procesos metabdlicos. La exposicion cronica a estas toxinas se cree que estimula tumores

gastrointestinales (Giussani et al., 2017).

La diversidad conocida de las especies benténicas de Prorocentrum se ha incrementado
considerablemente durante los Gltimos veinte afios, en particular en areas tropicales donde
varias especies nuevas fueron descritas en habitats benténicos. Hasta hace poco el género
Prorocentrum era raramente mencionado en estudios que comprendieran especies
bentdnicas, y Prorocentrum lima Ehrenberg era la Unica especie reportada (Aligizaki et al.,
2009; Chomerat et al., 2011; Mangialajo et al., 2017). Recientemente mas estudios han
descrito otras especies bentonicas como Prorocentrum glenanicum Chomerat & Nézan,
Prorocentrum pseudopanamense Chomerat & Nézan, Prorocentrum clipeus Hoppenrath,
Prorocentrum tsawwassenense Hoppenrath & Leander y Prorocentrum consutum
Chomerat & Nézan (Chomerat et al., 2011).

2.3 Métodos de muestreo para la cuantificacién de la abundancia de dinoflagelados

epibenténicos

Las alarmantes floraciones de algas bent6nicas nocivas se estan incrementando en la
medida que nuevas especies han sido identificadas en nuevas areas. Esto conlleva a que
aumente también la necesidad de implementar actividades de monitoreo. Sin embargo,
siguen sin determinarse acuerdos generales de estrategias apropiadas a seguir (Giussani
et al., 2017).

En lugares donde estas floraciones son mas intensas, como en el Mediterraneo, se ha
incrementado el monitoreo de dinoflagelados bentdnicos potencialmente toxicos siendo
hasta ahora, la toma de muestras de agua y la colecta de macroéfitas (esta Ultima para
cuantificar la abundancia de las microalgas), las estrategias mas cominmente aplicadas
(Giussani et al., 2017). Debido a que la cuantificacion de microalgas bentonicas es mas
dificil de estandarizar por las escalas de variabilidad espacial y temporal de los sistemas
bentonicos, diferentes métodos de muestreo estan siendo analizados (Geohab, 2012;
Tester et al., 2014; Jauzein et al., 2016). La falta de un método de muestreo apropiado y
estandarizado puede provocar problemas de mediciones incorrectas de abundancia y en

comparaciones entre diferentes lugares (Giussani et al., 2017).

Tradicionalmente la abundancia de dinoflagelados benténicos ha sido cuantificada a través

de la colecta de macréfitas. La abundancia usando este método se expresa en células g*
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de macroalga hiumeda. Sin embargo en varios estudios se han reportado preferencias de
células de dinoflagelados bentdnicos téxicos por alguna especie o grupo de macroalgas
(Okolodkov et al., 2007; Parsons y Preskitt, 2007; Totti et al., 2010).

Por otro lado los sustratos colectados generalmente poseen morfologias complejas con un
amplio rango de superficie en proporcion a la masa, lo que provoca imprecisiones al realizar
comparaciones en la abundancia de células entre diferentes sustratos y desiguales sitios
de estudio. Segun Tester et al., (2014) desde hace ya varios afios se ha identificado la
necesidad de normalizar la abundancia de estas células a superficie de alga (células/cm?)
preferible a masa de alga (células/g de alga humeda), aunque medir el area de las
macrofitas resulta realmente dificil y por lo general muy poco practico. Esto se evidencia en
el estudio realizado por Lobel et al.,, (1988), donde reporta que las densidades de
Gambierdiscus fueron aproximadamente 1.5 veces mayor en feofitas que en rodofitas
cuando las calculdé como células g! de macroalga humeda, sin embargo fueron
aproximadamente un 40% menor en feofitas cuando calculé la densidad basada en la

superficie de alga células cm2de alga.

La colecta de macrdfitas trae consigo también problemas de destruccion de habitats. Otro
inconveniente inherente a este método consiste en la distribucion de macroalgas en tiempo
y espacio, lo que puede limitar este tipo de estudio en algunos sitios debido a la escasez
de macroalgas. A estas contrariedades se afiade que peces y otros invertebrados
herbivoros pueden remover mas células de unas macrofitas con respecto a otras, debido a

posibles preferencias alimentarias (Parsons et al., 2017).

Como alternativa al método de macrdfitas recientemente algunos investigadores han
comenzado a usar sustratos artificiales para determinar la abundancia de dinoflagelados
epibentonicos (Geohab, 2012; Tester et al., 2014; Jauzein et al., 2016). El uso de sustratos
artificiales como un potencial método de muestreo se basa en observaciones de campo,
que muestran que especies de dinoflagelados epibenténicos migran en la columna de agua

y colonizan nuevos sustratos en distancias cortas (Geohab, 2012).

El uso de sustratos artificiales para estimar la abundancia de dinoflagelados epibentonicos
presenta numerosas ventajas, dentro de las que se destacan el uso de una unidad de
medida estandarizada para normalizar la densidad de dinoflagelados de forma global y en
habitats variados, la eliminacién del muestreo destructivo de macrdfitas, la obtencién de

muestras mas limpias lo que facilita el conteo de células y los andlisis moleculares
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posteriores, y se eliminan dificultades asociadas con la distribucién discontinua y
variabilidad de especies de macrdfitas, hecho relacionado ademas con el pastoreo por los
peces u otro tipo de fauna. Por otra parte el uso de sustratos neutros elimina, de existir, la

preferencia de los dinoflagelados por las macroalgas (Tester et al., 2014).

En contraposicion, la principal desventaja que presenta este novedoso método es que el
sitio de muestreo debe ser visitado dos veces, una para colocar los sustratos y otra para
retirarlos (Tester et al., 2014). Ademas existen algunas reservas debido a que este método
colecta células de microalgas suspendidas, fuera del contacto directo con las poblaciones
bentdnicas. Sin embargo en el caso particular de las floraciones de Ostreopsis, varios
estudios reportan significantes correlaciones positivas entre concentraciones de células de
Ostreopsis spp. en la columna de agua y en macrdfitas (Vila et al., 2001; Aligizaki y
Nikolaidis, 2006; Mangialajo et al., 2011).

Varios tipos de materiales (utilizados como sustrato artificial) han sido probados para el
monitoreo de BHABs (Fig. 1). El estudio de Tester et al. (2014) describe un dispositivo con
el uso de mallas de fibra de vidrio que permite una facil y precisa estandarizacion de la
abundancia de células a un area previamente conocida. Mediante la implementacion de
piezas de mallas de fibra de vidrio en la columna de agua, se puede colectar eficientemente
células de dinoflagelados bentdnicos toxicos después de 24 horas de incubacion, debido a
que en este tiempo, se alcanza un equilibrio entre las tasas de inmigracién y emigracion
(Jauzein et al., 2016).
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Figura 1. Imagenes de sustratos artificiales empleados para la cuantificacion de abundancia de
dinoflagelados bentonicos, (A) baldosa, malla, tela (de arriba hacia a abajo), (B) dispositivo fabricado

para el despliegue de sustratos artificiales. Tomado de (Parsons et al., 2017).

Recientemente, en el estudio de Jauzein et al. (2016) se han definido algunas
optimizaciones sustanciales al protocolo definido por Tester et al. (2014), dentro de las
cuales esta el uso de mallas mas pequefas (en casos del monitoreo de un BHAB, pues
donde hay bajas concentraciones de microalgas es preferible mallas grandes), la fijacién
de las mallas por ambos lados y la utilizacion de un marco rigido (Fig. 2). Segun Jauzein
etal. (2016) de esta forma se evita cualquier disturbio fisico durante la incubacion,
reduciéndose el riesgo de perder células durante este periodo. Ademas con la utilizacion
de un marco rigido se mantiene el sustrato artificial perpendicular al flujo de agua y no
moviéndose libremente, lo que ayuda a que la colecta de células sea mas eficiente.
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Figura 2. Descripcién del mecanismo (optimizado) usado para la implementacién de sustratos

artificiales en el campo (Jauzein et al., 2016).

Algunos experimentos realizados han probado la influencia del tamafio de los poros de las
mallas de fibra de vidrio, definiendo una porosidad éptima que varia de 1mm a 3mm. Una
porosidad inferior puede representar un obstaculo para el flujo de agua que puede rodear
la malla, en lugar de atravesarla, limitando la potencialidad de la colecta de células de

microalgas (Jauzein et al., 2016).

En el estudio realizado por Parsons et al., (2017) se plantea que el despliegue de sustratos
artificiales presenta debilidades inherentes que impiden su uso efectivo a gran escala. Los
autores concluyen que la densidad de células de Gambierdiscus en sustratos artificiales no
se correlaciona consecuentemente con la densidad de células en macrdfitas, limitando la
utilidad de sustratos artificiales para propositos de cuantificacion. Los autores recomiendan
evaluar uno de los sustratos artificiales en un sitio especifico para determinar si es posible
una relacién significativa con una o varias macréfitas. Aun asi, alertan que se debe tener
extremo cuidado en la interpretacion de los datos recogidos del despliegue de sustratos

artificiales.
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3. MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

Los sitios escogidos para realizar el estudio se localizaron en zonas costeras de la region
sur central de Cuba (Fig. 3). El area lo compone puntos especificos de la cayeria sur
perteneciente a La Isla de la Juventud y Matanzas (Cayo Largo del Sur, Cayo Guano del
este, y Cayo Trabuco) y de la costa sur de Cienfuegos (ensenada Guajimico y Mangles
Altos) (Tabla I). Se seleccionaron estos sitios respondiendo a estudios previos donde se
capturaron peces con concentraciones de ciguatoxinas significativas y por informes de
brotes de ciguatera segun informaciones locales. Los muestreos se realizaron durante el

mes de diciembre del 2016.

Tabla |. Coordenadas de los puntos de muestreo seleccionados para la cuantificacion de la

abundancia de dinoflagelados béntonicos potencialmente toxicos. Regién sur central de Cuba.

Puntos de Muestreo Coordenadas

Puntalén 20m N21°34.865" W80°52.800"
Puntal6n 10m N21°38.229" W81°00.996"
Cayo Guano 10m N21°39.325" W81°02.335"
Cayo Trabuco 20m N21°37.487 W81°04.718"
Cayo Guano 5m N21°40.220" W81°02.315"
Cayo Largo Manglar N21°37.000" W81°35.000°
Mangles Altos N22°3.000"W80°30.000°
Guajimico N21°55.000"'W80°18.000

En la cayeria sur se establecieron seis puntos de muestreo: cuatro en los alrededores de
Cayo Guano del Este (Puntal6n 20m, Puntalén 10m, Cayo Guano 10m y Cayo Guano 5m),
uno en Cayo Trabuco (Cayo Trabuco 20m) y uno en Cayo Largo del Sur (Cayo Largo
Manglar). En el punto Puntalén 20m fue caracteristico la presencia de camellones de 4m
de ancho por 2m de altura. En el fondo marino predominaron corales y gorgonias, con gran
abundancia de macroalgas. El punto Cayo Trabuco 20m fue un sitio con caracteristicas muy
similares a Puntalon 20m. Los puntos Cayo Guano 10m y Puntalén 10m eran de fondo
rocoso, con menos relieve que los puntos Puntalon 20m y Cayo Trabuco 20m, predominio

de macroalgas como Dictyota sp. y Sargassum sp., y presencia también de corales y
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gorgonias. En el punto Cayo Guano 10m la cobertura de macroalgas fue superior y
abundante la presencia de peces herbivoros. El punto Cayo Guano 5m se caracterizd por
ser un sitio plano (poco relieve), poco profundo y altamente energético, con presencia de

corales aislados y gorgonias pequefas.

Mangles
Altos

Guajimico

Cayo Guano

’ Sitios de muestreo
; - by > Mangles altos
- B Cayo Largo (manglar)

Cayo Puntalén 7 Cayo Guano (10 m)
- ¥V Cayo Guano (5 m)
Cayo Largo Trabuco @ Guajimico

del Sur A Puntalén (10 m)

/% Puntalon (20 m)

A Cayo Trabuco (20 m)

kilometers
Scale: 1:660,400

Figura 3. Regién sur central de Cuba. Puntos de muestreo seleccionados para la cuantificacion de

la abundancia de dinoflagelados béntonicos potencialmente toxicos

Los puntos de la costa cienfueguera fueron la ensenada Guajimico y un punto costero
perteneciente a la ensenada Mangles Altos. El punto Guajimico tenia una profundidad de 3
m y era caracteristico el fondo de arrecife con relieve calcareo muy heterogéneo, con
macroalgas predominantes de los géneros Lobophora y Dictyota. El punto Mangles Altos
era de fondo arrecifal con relieve calcareo de distinta morfologia, las macroalgas que mas

predominaban eran de los géneros Lobophora, Halimeda y Dictyota.

3.1. Determinacion de la composicién y abundancia de géneros de dinoflagelados

epibentdnicos

Para la obtencién y el procesamiento de las muestras se utiliz6 la metodologia planteada

por Tester et al. (2014). En cada punto de muestreo de la cayeria sur y en el punto Mangles
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Altos se desplegaron cuatro piezas de malla de fibra de vidrio (utilizadas como sustrato
artificial), de 17 cm de largo y 11 cm de ancho (fig. 4). Las mallas se ubicaron sobre el placer
de macroalgas, separadas entre 1.5 — 2.0 m aproximadamente. De los puntos Puntalon
20m, Puntalon 10m, Cayo Trabuco 20m y Cayo Guano 10m se extrajo ademas una muestra
de macroalga (colectada en un area inmediatamente adyacente a los sustratos artificiales
desplegados), para la determinacién de la abundancia en sustrato natural.

Figura 4. Malla de fibra de vidrio utilizada como sustrato artificial para la cuantificacion de

dinoflagelados benténicos toxicos.

3.1.1 Abundancia determinada con sustratos artificiales

Cada malla se at6 a un nylon de pesca y se coloco en la columna de agua a unos 20 cm
aproximadamente del fondo marino. Para mantenerlas a esa distancia se ataron a un peso
muerto por un extremo del nylon y por el otro a una boya, usados para evitar disturbios en
la malla (Fig. 5a). Las mallas se colocaron durante un periodo de 24 horas para luego ser

recogidas en frascos de cristal.
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El area de superficie de las mallas (Fig. 5b) se estimé usando el nimero de filamentos por
los que estd compuesto la malla en las direcciones X y Y, y el area de superficie de cada
filamento, a través de la expresion Amain= AxNx+AyN,-NxN,16r2, donde A« es el area de cada
filamento en la direccion X, Ay es el area de cada filamento en la direccién Y, y Nx y Ny son
el nimero de filamentos en las direcciones X y Y respectivamente. La expresion NyNy16r?
representa el area de superficie de intersecciones de los filamentos (Tester et al., 2014). El
area de los filamentos se calculé como el area de un cilindro con la férmula 21rL, donde r

representa el radio del filamento y L su longitud.
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Figura 5. Materiales usados para la cuantificacion de la abundancia de microalgas bentonicas usando
sustratos artificiales (Tester et al., 2014). (A) Ensamblaje para el muestreo con mallas de fibra de
vidrio, construido con una boya, un peso muerto y un nylon de pesca. (B) Esquema del material de
la malla para la determinacion del area de superficie. El area de superficie es determinada
considerando los filamentos de la malla con radio r, la longitud en las direcciones X (Lx) y Y (Ly), el

namero de filamentos Nx y Ny respectivamente y las &reas de los filamentos (Ax y Ay).

Las mallas se extrajeron del medio en frascos de cristal de forma rapida y sin movimientos
bruscos para evitar el desprendimiento de los dinoflagelados. Las muestras se mantuvieron

en un lugar oscuro a temperatura ambiente hasta su traslado al laboratorio.
Procesamiento de las muestras

Se extrajo aproximadamente un 20% del contenido del agua de mar de los frascos donde

se encontraban las mallas colectadas (este volumen no se desechd), se agito el recipiente
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de cristal vigorosamente (10 a 15 segundos) para permitir el desprendimiento de los
dinoflagelados asociados a las mallas. Posteriormente las mallas se separaron y
desecharon. Toda el agua de mar colectada de cada frasco se filtré a través de una malla
de 180 pum a un cilindro graduado y se anotaron sus volimenes. De esta forma se eliminaron

los sedimentos gruesos u otros materiales grandes de la muestra.

Para colectar las células de dinoflagelados las muestras de agua de mar filtradas se re-
homogenizaron y se filtraron a través de una malla de nylon de 47 mm de diametro con
poros de 20 um, usando una bomba de mano. Se anoto el volumen filtrado en los casos en
que la malla fue insuficiente para filtrar toda la muestra. La malla se transfirié a un tubo de
40 mL de agua de mar filtrada conteniendo aproximadamente 5-7 gotas de lugol para fijar

la muestra.

La identificacion de género y conteo de los dinoflagelados se realizé usando el microscopio
invertido (Axiovert 40 CFL, Zeiss). Cada muestra fijada se agité para homogenizar las
células suspendidas y una alicuota de 1 mL se transfiri6 a una camara de conteo de

Sedgwick Rafter. Este proceso se realiz6 tres veces para cada réplica.

Para determinar la densidad de dinoflagelados en cada género, se calcul6 la media del
namero de células contadas en cada réplica y se procedi6 a determinar la densidad
multiplicando el resultado de la media de células contadas en 1mL por el volumen de la
muestra en el tubo. Este resultado se multiplicé por la razén entre el volumen total de la
muestra y el volumen filtrado y posteriormente se dividié entre el area de la malla usada

como sustrato (previamente calculada). El resultado final se expresé en células 100 cm™,

3.1.2 Abundancia determinada con sustratos naturales

De los puntos Puntal6én 20m, Puntalon 10m, Cayo Trabuco 20m y Cayo Guano 10m se
extrajo una muestra de macroalga para determinar la abundancia en células g de macréfita
hameda. Las macrdfitas se extrajeron del medio en frascos de cristal de forma rapida y sin
movimientos bruscos para evitar el desprendimiento de los dinoflagelados. Las muestras

se mantuvieron en un lugar oscuro a temperatura ambiente hasta su traslado al laboratorio.
Procesamiento de las muestras:

La metodologia para el procesamiento de las muestras colectadas en las macrofitas es

similar que con los sustratos artificiales, excepto que en el calculo de la densidad se divide
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entre la masa de la macréfita hUmeda (determinada anteriormente) en lugar de dividirlo por
el area de la malla. De esta forma el resultado final es la estimacion del nUmero de células

g* de macroéfita himeda.

3.2 Determinacion de la diversidad de especies de Gambierdiscus spp.

En la ensenada Guajimico se desplegaron seis mallas con las mismas dimensiones y
usando la misma metodologia que en los puntos de la cayeria sur. Las muestras tomadas
a partir de estas mallas junto con submuestras fijadas (10 mL) de la cayeria sur, fueron
utilizadas para la identificacion y cuantificacion de las especies de Gambierdiscus en esos

sitios.

Todas estas muestras fueron procesadas para su analisis molecular en “The National
Oceanic and Atmospheric Administration, National Centers for Coastal Ocean Science
Laboratory in Beaufort, NC USA”, usando los métodos descritos por Vandersea et al.
(2012). De cada una de las muestras se filtraron 10 mL con filtros de policarbonato
NucleoporeTM de 47 mm de diametro y tamafio de poro 8 um (Whatman, Clifton, NJ, USA).
El ADN se extrajo de cada filtro utilizando el Kit de Aislamiento Mo Bio Laboratories Power
Soil DNA (Mo Bio Laboratories Solana Beach, CA, USA) atendiendo al protocolo del
fabricante, excepto que se procesaron 350 yL de lisado celular en lugar de los 450 pL
descritos en el protocolo. Los extractos de ADN fueron eluidos desde las mini columnas

usando 50 pL de buffer de elucién y se preservaron a 4°C hasta su posterior amplificacion.

El ADN fue analizado para la presencia de Gambierdiscus belizeanus, G. caribaeus, G.
carolinianus, G. carpenteri, G. silvae, G. excentricus y G. sp. ribotipo 2 (especies
identificadas para la regién del Caribe), usando el ensayo semicuantitativo de la reaccién
en cadena de la polimerasa (qPCR) descrito en Vandersea et al. (2012) y que utiliza primers
especificos para cada especie. La construccion de las curvas estandar, el set de primers
de gPCR, reactivos y las condiciones de amplificacion fueron idénticos a lo descrito en dicho

articulo.
Andlisis estadistico

Para determinar diferencias significativas en la abundancia de células de dinoflagelados
entre los géneros y en cada sitio se realizo un analisis ANOVA por rangos de Kruskal-Wallis

(p<0,05). Para comparar la diversidad de especies de Gambierdiscus entre los sitios se
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cre6 un mapa de localizaciones de especies utilizando el software ArcGIS (v.10.1, Esri, Inc.
Redlands, California, USA). Se efectud una prueba de la U de Mann-Whitney (p<0,05) para
detectar si existian diferencias entre la abundancia determinada por microscopia de luzy la
abundancia determinada por ensayos de gPCR. El analisis estadistico se realiz6 utilizando
el software STATISTICA v12.001.
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4. RESULTADOS

4.1 Determinacion de la composicion y abundancia de géneros de dinoflagelados

epibenténicos

Se identificaron tres géneros de dinoflagelados béntonicos potencialmente toxicos en todos
los sitios de estudios: Gambierdiscus, Prorocentrum y Ostreopsis, tanto en sustratos

naturales como artificiales.

4.1.1 Abundancia determinada con sustratos artificiales

Los géneros Ostreopsis y Prorocentrum presentaron una abundancia superior al género

Gambierdiscus, que mostré valores de abundancia muy bajos en todos los puntos (Tabla

.

Tabla 1. Medias de las abundancias estimadas de los géneros de dinoflagelados benténicos

potencialmente toxicos identificados en la regién sur central de Cuba.

Puntos de Muestreo Abundancia (cel.100cm?)
Gambierdiscus Prorocentrum Ostreopsis

Puntalén 20m 16 365 167
Puntal6n 10m 12 2231 4960

Cayo Guano 10m 54 5568 1697

Cayo Trabuco 20m 32 375 6707

Cayo Guano 5m 141 3358 2106

Cayo Largo Manglar 70 1201 112
Mangles Altos 13 4093 973

El andlisis por rangos de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas entre las
abundancias de los géneros (p=0.00). Prorocentrum fue el género mas abundante con una
media de 2437 cel.100 cm2, seguido de Ostreopsis con una media de 2284 cel.100 cm?y

Gambierdiscus con media de 47 cel.100 cm™ (Fig. 6).

Los valores méas bajos de abundancia lo mostro el punto Puntaléon 20m con valores entre
465 y 626 cel.100cm2, mientras que los valores mas elevados se observaron en los puntos

Puntalébn 10m, Cayo Guano 10m y Cayo Trabuco 20m con valores entre 4000 y 12675
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cel.100cm=. La media de abundancia mas alta fue de 7319 cel.100cm2y se observo en el
punto Cayo Guano 10m (Fig. 7). El analisis por rangos de Kruskal-Wallis y la comparacién
de medias a posteriori mostraron diferencias significativas entre las abundancias de los
puntos Puntalén 10m, Cayo Guano 10m y Cayo Trabuco 20m con respecto a los puntos
Puntalén 20m y Cayo Largo Manglar (p=0.0149).
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Figura 6. Abundancia de los géneros Gambierdiscus, Prorocentrum y Ostreopsis asociadas a las
mallas (sustrato artificial) desplegadas en los puntos de muestreo de la cayeria sur y en Mangles
Altos. Letras desiguales difieren segun las pruebas de Kruskal-Wallis y comparaciéon de medias a
posteriori, p<0.05.
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Figura 7. Abundancia estimada de células de los dinoflagelados benténicos toxicos asociadas a las
mallas (sustrato artificial) desplegadas en los puntos de muestreo de la cayeria sur y en Mangles
Altos. Letras desiguales difieren segun las pruebas de Kruskal-Wallis y comparaciéon de medias a

posteriori, p<0.05.

La abundancia estimada del género Gambierdiscus no present6 diferencias significativas
entre los puntos de muestreo (p=0.1299), manteniéndose muy baja. La media de
abundancia mas elevada fue observada en el punto Cayo Guano 5m con un valor de 141
cel.100cm2, con un amplio intervalo de desviacién estandar de la media de 19 a 270
cel.100cm2 (Fig. 8).
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Figura 8. Abundancia de células del género Gambierdiscus asociadas a las mallas desplegadas en
los puntos de muestreo de la cayeria sur y en Mangles Altos. No se encontraron diferencias

significativas segun las pruebas de Kruskal-Wallis, p<0.05.

En el caso del género Prorocentrum se encontraron marcadas diferencias de abundancia
entre los puntos Cayo Guano 10m y Puntalén 20m, con un valor de p=0.0045. Los puntos
Cayo Trabuco 20m y Puntalén 20m mostraron las menores abundancias con valores que
oscilaron entre 297y 465 cel.100cm, mientras que el punto Cayo Guano 10m presentd
valores de abundancia superiores de 4016 a 7060 cel.100cm, con una media de 5568
cel.100cm2 (Fig. 9).

26



8000
_ . a ab
<~ 7000 [& Media _T_ MediatSD -1
% 6000
o 1 ab
9! 5000 T
© 1
£ 4000 1
© |
2 3000 ab
= =
g ) ab
S 2000 e T
_2: 1
4
1000 b ab
—— —— —_—
0
= (]
5 5 5 5 5 s S
I3V — — N o c <
= c o o c ] »
] S c o ] S )
5 [ g 3 3 ©
5 S ©] [ o %
a a o = = p=
@ S 13)
(@) [0
O

Puntos de Muestreo

Figura 9. Abundancia de células del género Prorocentrum asociadas a las mallas desplegadas en
los puntos de muestreo de la cayeria sur y en “Mangles Altos”. Letras desiguales difieren segin las

pruebas de Kruskal-Wallis y comparacion de medias a posteriori, p<0.05.

Segun los analisis de Kruskal-Wallis y la comparacion de medias a posteriori, la abundancia
calculada para el género Ostreopsis presentd diferencias significativas entre los puntos
Puntalébn 10m y Cayo Trabuco 20m, respecto a los puntos Puntalén 20m y Cayo Largo
Manglar (p=0.0013). Estos ultimos presentaron los menores valores de abundancia, entre
88y 232 cel.100cm2. Este género se vio mas representado en el punto Cayo Trabuco 20m
con media de 6707 cel.100cm2y valores entre 3518 y 9469 cel.100cm2 (Fig. 10).
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Figura 10. Abundancia de células del género Ostreopsis asociadas a las mallas desplegadas en los
puntos de muestreo de la cayeria sur y en “Mangles Altos”. Letras desiguales difieren segun las
pruebas de Kruskal-Wallis y comparacion de medias a posteriori, p<0.05.

4.1.2 Abundancia determinada con sustratos naturales

Las macrdfitas extraidas en los puntos Puntalén 10m, Puntalén 20m, Cayo Guano 10m y
Cayo Trabuco 20m fueron macroalgas del género Dictyota. En este tipo de sustrato se
identificaron los tres géneros identificados en los sustratos artificiales. El género Ostreopsis
fue el méas abundante, mientras que Gambierdiscus sp. fue el menos representado, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en sustratos artificiales para esos puntos de
muestreo. Los valores de abundancia determinados en las macroalgas mostraron que el
sitio Puntalon 20m es el que menos presencia de dinoflagelados muestra, con un valor de
214 cel.g! de macroalga humeda. El punto Puntalén 10m presenté el mayor valor de

abundancia con 9733 cel.g™* de macroalga hiumeda (Tabla I11).
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Tabla Ill. Abundancia de células de los géneros Gambierdiscus, Prorocentrum y Ostreopsis,
asociadas a las muestras de macroalgas que fueron colectadas en cuatro puntos de la cayeria sur

(regidn sur central de Cuba).

Puntos de Muestreo Densidad (cel.g*de macroalga humeda)
Gambierdiscus  Prorocentrum Ostreopsis Total
Puntal6n 20m 25 175 15 214
Puntalén 10m 28 552 9153 9733
Cayo Guano 10m 0 190 259 448
Cayo Trabuco 20m 56 447 5173 5675

4.2 Determinacion de la diversidad de especies de Gambierdiscus sp.

Seis especies de Gambierdiscus fueron halladas en los sitios de estudio usando ensayos
de qPCR. Gambierdiscus caribaeus y Gambierdiscus ruetzleri fueron encontrados en la
cayeria sur y en la costa sur de Cienfuegos. Gambierdiscus belizeanus, Gambierdiscus
carpenteri, Gambierdiscus silvae y Gambierdiscus carolinianus fueron encontrados

solamente en los puntos de la cayeria sur. (Tabla V).

Gambierdiscus carolinianus fue la especie de distribucién mas amplia en el area, detectada
en seis de los ocho puntos de muestreo (Fig. 11). En el punto Mangles Altos esta especie
fue detectada a partir de aislados realizados por cientificos del Centro de Estudios
Ambientales de Cienfuegos para investigaciones actualmente en curso. La especie G.
silvae fue detectada Unicamente en una macrdfita colectada en el punto Puntalén 20m. El
ensayo de PCR realizado no fue cuantitativo para esta especie. Todas las muestras fueron

negativas para Gambierdiscus ribotipo 2 y Gambierdiscus excentricus.

Tabla IV. Especies de Gambierdiscus reportadas para la region sur central de Cuba.
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G. G. G. G. G. G.

Punto Muestreo caribaeus belizeanus carpenteri carolinianus ruetzleri silvae
Guajimico X X

Puntalén 20m X X X X X X
Puntalén 10m X X X

Cayo Guano 10m X X

Cayo Trabuco 20m X X X

Cayo Guano 5m X X

Cayo Largo Manglar X

o

Mangles
Altos

Guajimico

Cayo Guano

s’

© Gambierdiscus silvae
® Gambierdiscus caribaeus N
Cayo Largo
=V 9 ® Gambierdiscus belizeanus
del Sur w
® Gambierdiscus carpenteri E
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® Gambierdiscus ruetzleri
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Scale: 1:657,300

Figura 11. Distribucion de especies de Gambierdiscus. Regién sur central de Cuba.

Utilizando sustratos artificiales, Gambierdiscus ruetzleri fue la especie observada con
menor frecuencia, detectada en una sola muestra de la ensenada Guajimico.
Gambierdiscus caribaeus y Gambierdiscus carpenteri fueron las especies mas frecuentes,

presentes en 11 de las 28 mallas desplegadas en los sitios (Tabla V).

Tabla V. Frecuencia de especies de Gambierdiscus en la regiéon sur central de Cuba utilizando

sustratos artificiales
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Especies de

o Ensenada Guajimico Cayeria Sur Total de sitios
Gambierdiscus
Mallas n=6 Mallas n=22 Mallas n=28

G. caribaeus 6/6 5/22 11/28

G. belizeanus 0/6 3/22 3/28

G. carpenteri 0/6 11/22 11/28

G. carolinianus 0/6 5/22 5/28

G. ruetzleri 1/6 0/22 1/28

Las estimaciones de abundancia en las mallas para las especies del género Gambierdiscus
mediante técnicas moleculares (QPCR) mostraron que la especie mas abundante fue G.
caribaeus con una media aproximada de 952 cel.100 cm, esta especie fue principalmente
abundante en la ensenada Guajimico donde presentd valores elevados en todas las
muestras de ese sitio, con una media de 4434.73 cel.100 cm™. La media de abundancia
menor fue de G. belizeanus de aproximadamente 1.08 cel.100 cm(Tabla VI).

Tabla VI. Medias de abundancia de células de especies del género Gambierdiscus (determinadas a
partir de ensayos de gPCR), asociadas a las mallas desplegadas en los puntos de muestreo de la

cayeria sur y en la ensenada Guajimico.

Medias de abundancia (cel.100 cm2)

Punto de Muestreo G. caribaeus  G. belizeanus G. carpenteri G. carolinianus G.ruetzleri

Guajimico 4434.73 0.00 0.00 0.00 5.11
Puntal6n 20m 9.09 0.66 0.97 3.46 0.00
Puntal6n 10m 0.00 0.00 3.46 2.21 0.00
Cayo Guano 10m 0.00 0.00 6.93 2.10 0.00
Cayo Trabuco 20m 0.00 9.19 8.29 3.41 0.00
Cayo Guano 5m 0.00 0.00 0.00 8.22 0.00
Cayo Largo Manglar 2.69 0.00 0.00 0.00 0.00
Abundancia

general 951.98 1.08 2.21 2.36 1.28

Los ensayos de gPCR, en las muestras provenientes de las macroalgas colectadas en los

puntos Puntalén 20m, Puntalon 10m, Cayo Guano 10m y Cayo Trabuco 20m, mostraron
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que la especie mas abundante fue Gambierdiscus ruetzleri con un valor maximo de 61 cel.g
1 (Tabla VII).

Tabla VII. Abundancia de especies de Gambierdiscus (determinadas a partir de ensayos de qPCR)

asociadas a las macroalgas colectadas en cuatro puntos de la cayeria sur.

Abundancia (cel.g* de macroalga humeda)
Puntos de Muestreo _ _ o _
G. belizeanus G. carpenteri G. carolinianus G. ruetzleri

Puntalén 20m 0.04 0.24 0.89 60.92
Puntalén 10m 0.27 0.65 13.15 0.00
Cayo Guano 10m 0.00 0.00 0.00 0.00
Cayo Trabuco 20m 0.00 2.52 9.05 0.00
Media de abundancia 0.08 0.85 5.77 15.23

Las concentraciones de Gambierdiscus fueron bajas, tanto las determinadas por qPCR
como las obtenidas por conteo directo de células mediante microscopia de luz, sin embargo
la prueba de la U de Mann-Whitney mostro diferencias significativas entre estos métodos
(p<0.05). La media de las células contadas por microscopia de luz fue de 92 cel.40 mL?,
superior a la media de células detectadas por ensayos de qPCR que fue de 16 cel.40 mL*
(Fig.12).
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Figura 12. Concentracion (cel. 40 mL?) de células de Gambierdiscus determinada por conteo directo

mediante microscopia de luz y por ensayos de qPCR.
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5. DISCUSION

5.1 Determinacion de la composicion y abundancia de géneros de dinoflagelados

epibenténicos

En el estudio se encontraron coexistiendo tres géneros de dinoflagelados bentonicos
potencialmente toxicos: Gambierdiscus, Prorocentrum y Ostreopsis, lo que concuerda con
estudios anteriores que demostraron que estos géneros (y otros como Coolia vy
Amphidinium) pueden convivir en una misma area adheridos a sustratos benténicos como
macroalgas, rocas y sedimentos blandos (Parsons y Preskitt, 2007; Faust, 2009). Estos
resultados son consecuentes con estudios similares en el Caribe (Belice, América Central)
donde se reportan los géneros Gambierdiscus, Prorocentrum y Ostreopsis, detectados en
sustratos artificiales (mallas de fibra de vidrio) (Tester et al., 2014).

Los valores de abundancia encontrados para el género Gambierdiscus, Prorocentrum y
Ostreopsis son similares a los valores reportados por Tester et al., (2014) en Belice. La
variabilidad de abundancias observada en este estudio concuerda con trabajos anteriores
que muestran que los organismos benténicos exhiben distribuciones parcheadas. Debido a
este hecho es necesario utilizar tamafios de muestra muy grandes para estimar medias de

abundancia con intervalos de confianza razonables (Mavri€ et al., 2013).

En esta investigacion se observaron diferencias entre las profundidades de los puntos de
muestreo, siendo los puntos mas someros los que presentaron mayor abundancia en el
caso del género Gambierdiscus. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Xu et al.
(2014) y por Carlson y Tindall (1985), quienes reportaron altos valores de abundancia en
sitios poco profundos y con intensidad luminosa elevada. Sin embargo no existe un
consenso general sobre las preferencias o tolerancias de Gambierdiscus a los niveles de

luz.

El método de sustratos artificiales utilizado en este estudio presenta numerosas ventajas y
puede ser efectivo en numerosos habitats. Sin embargo, puede ser optimizado para
especies de interés y para el rango de abundancia encontrado. Tester etal. (2014)
plantearon que en ambientes con bajos niveles de abundancia (<100 cel.100 cm?), el
namero de células que se cuentan en la muestra resultante puede ser demasiado pequefio
para permitir una precision razonable. Debido a los valores bajos de abundancia reportados

en este estudio para el género Gambierdiscus, es recomendable determinar la abundancia

33



de este género en el area con algunas modificaciones de la metodologia aqui empleada.
Concentrar la muestra y/o realizar un mayor nimero de conteos son opciones que se
pueden considerar para lograr una mayor exactitud en las estimaciones de abundancia.
Otras opciones podrian ser utilizar mallas con dimensiones mayores, lo cual permitiria un
mayor reclutamiento de células, conjuntamente con la realizacion de un filtrado intermedio
con una malla de 150 um, para eliminar detritos o particulas grandes que hayan

permanecido en la muestra luego del primer filtrado.

Se ha demostrado que estos géneros de dinoflagelados son predominantemente epifitos.
Sin embargo se ha reportado la preferencia de los mismos por ciertas algas hospederas
(Cruz-Rivera y Villareal, 2006). Aungue la naturaleza de esta preferencia es desconocida,
algunos investigadores han sugerido que esta conducta es debido a diversos factores como
el area de superficie, clase de alga (Rodophyta, Chlorophyta, etc.), estructura del alga y/o
compuestos estimulantes. Ademas algunas células pueden desprenderse del hospedero
cuando hay disturbios (Parsons et al., 2012). Mientras que estas preferencias han sido
documentadas a nivel de género, existen muchos ejemplos de resultados en conflicto que
aluden a diferentes preferencias interespecificas (Bomber et al., 1988; Cruz-Rivera y
Villareal, 2006; Rhodes et al., 2010).

En el presente estudio se escogieron macroalgas del género Dictyota como sustrato natural,
debido a que fue el género dominante en los puntos de muestreo; ademas es conocido que
Dictyota spp. es comUnmente utilizado por investigadores para realizar estudios de
abundancia de dinoflagelados bentdnicos (Parsons etal., 2017). Sin embargo, los
resultados obtenidos pudieran estar influenciados por las preferencias de algunas especies
a este tipo de macroéfita, por lo que seria recomendable tener en cuenta otros géneros
comunes en el area (Halimeda, Lobophora, Thalassia, etc.) para futuras investigaciones de
esta indole.

Los géneros Gambierdiscus, Ostreopsis y Prorocentrum identificados en sustratos
artificiales fueron encontrados también en los sustratos naturales colectados, lo que
coincide con lo registrado en estudios previos en otras partes del Caribe (Tester et al.,
2014). Otros trabajos realizados en el Caribe confirman la presencia de estos géneros a
partir de la colecta de diferentes macrdéfitas (Almazan-Becerril et al., 2015; Arbelaez M.

et al., 2017). Los valores de abundancia obtenidos a partir de las macrofitas colectadas en
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este estudio fueron similares a los obtenidos por Tester et al. (2014) en Belice, mediante la

colecta de macroalgas de los géneros Padina y Dictyota.

En los sustratos naturales la menor abundancia de dinoflagelados se registré en el punto
“Puntalén 20m”, lo cual coincide con los resultados obtenidos mediante sustratos artificiales.
Por ambos métodos se corrobor6 ademéas que para los puntos Puntalon 20m, Puntal6n
10m, Cayo Guano 10m y Cayo Trabuco 20m, el género menos abundante fue
Gambierdiscus, mientras que Ostreopsis fue el de mayor abundancia. Aunque no fue
demostrado estadisticamente, esta relacion positiva en los resultados de ambos métodos
refuerza el uso de sustratos artificiales como método para la cuantificacion de la abundancia

de dinoflagelados béntonicos toxicos.

5.2 Determinacion de la diversidad de especies de Gambierdiscus sp.

Estudios anteriores han encontrado marcadas diferencias en la distribucién de especies de
Gambierdiscus entre el Atlantico y el Pacifico, donde las especies endémicas de cada
region tienden a estar ampliamente dispersas. Las dos especies reportadas con distribucion
cosmopolita son G. caribaeus y G. carpenteri (Litaker et al., 2010; Tester et al., 2013). Dada
la distribucion global de la mayoria de los microorganismos es probable que, con muestreos
adicionales, especies designadas actualmente para el Atlantico o el Pacifico sean

eventualmente descubiertas en ambas regiones.

En este estudio se identificaron seis de las siete especies de Gambierdiscus reportadas
para el Caribe. La alta diversidad de especies de Gambierdiscus es un indicador de

condiciones favorables de crecimiento (temperatura, salinidad y luz) en el area de estudio.

Las seis especies encontradas en este estudio han sido demostradas como toxicas aunque
en bajos niveles (Chinain et al., 2010; Litaker et al., 2017). De forma general estas especies
tuvieron una distribucién relativamente amplia en el area estudiada, excepto Gambierdiscus
ruetzleri. Este hecho pudiera explicar la toxicidad demostrada en las capturas de peces
realizadas por pescadores de la zona e investigadores del Centro de Estudios Ambientales
de Cienfuegos (CEAC). Por otra parte en la mayoria de las especies de Gambierdiscus
reportadas para el Caribe se ha demostrado la produccion de maitotoxinas. Aunque las
MTXs no se consideran relacionadas con la ciguatera, evidencias experimentales recientes

sugieren que las MTX pueden acumularse en la carne de pescado, al menos
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transitoriamente, por lo que el papel de las MTX en la causa de CFP deberia ser

reexaminado (Holland et al., 2013; Friedman et al., 2017).

Gambierdiscus caribaeus fue reportada por Peraza y Moreira (2012) en la ensenada
Guajimico durante los meses de mayo de 2011 a marzo de 2012, mientras que
Gambierdiscus ruetzleri es reportada por primera vez para Cuba. El hecho de encontrar a
G. ruetzleri en aguas poco profundas de la ensenada Guajimico concuerda con estudios
que reportan a esta especie en aguas someras (Kibler et al., 2012). G. belizeanus, G.
carpenteri, G. silvae y G. carolinianus se reportan también por primera vez en Cuba. Estas
cuatro especies y G. ruetzleri fueron reportadas por Tester et al., (2013) a profundidades

mayores de 30 m al norte del Golfo de México.

En el presente estudio Gambierdiscus carolinianus fue la especie de distribucion mas
amplia, mientras que G. ruetzleri fue la especie menos dispersa. Este resultado concuerda
con estudios similares de distribucién de especies de Gambierdiscus realizados en el
Caribe (Litaker et al., 2010; Tester et al., 2013) (Fig.13).
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Figura 13. Diversidad de Gambierdiscus en el Caribe. Los datos de especies de Gambierdiscus estan
presentados como gréaficos de pastel, donde el tamafio es proporcional al nimero de especies

observadas en cada sitio. Modificado de Tester et al. (2013)
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Gambierdiscus caribaeus y Gambierdiscus carpenteri fueron las especies mas frecuentes
en el area de estudio, presentes en 11 de las 28 mallas desplegadas. Esta dominancia
puede deberse a que los puntos de muestreo presentaban condiciones ventajosas de
crecimiento para estas especies con respecto a las otras. Estas especies son las Unicas
encontradas tanto en el océano Atlantico como en el Pacifico. Los factores que explican
esta extensa distribucion aun no se han determinado, pero puede estar relacionado con
una inusual tolerancia a la temperatura en comparacion con otras especies de
Gambierdiscus (Tester et al., 2010).

Kibler etal. (2012) reportaron un rango de temperatura Optima para Gambierdiscus
caribaeus de 29.2 a 32.4 °C, con una temperatura de maximo crecimiento de 31.1 °C, sin
embargo segun ese estudio el rango de temperatura tolerable para esta especie fue de 16.8
°C hasta 33.6 °C. G. caribaeus es la especie de la que mas cominmente se obtienen
aislados, tanto en el Pacifico como en el Atlantico (Litaker et al., 2009). Los rangos de
tolerancia de temperatura de G. carpenteri ain no se han establecido, pero estan

actualmente siendo analizados (Litaker et al., 2010).

El papel de la temperatura ha sido estudiado por varios investigadores con resultados en
conflicto; algunos autores han encontrado rangos de crecimiento variado entre diferentes
especies de Gambierdiscus (Tester et al., 2010). En varios estudios se ha evaluado la
accion de otros factores (salinidad, luz, nutrientes) en los patrones de crecimiento de células
de este género. Las especies de Gambierdiscus prefieren un rango de salinidad de 28-35
(Bomber et al., 1988; Morton et al.,, 1992; Hokama et al., 1996). Parsons et al. (2010)
reportaron que las preferencias por la salinidad difieren entre especies de este género. Por
otro lado existen datos que sugieren que puede haber diferentes respuestas fisioldgicas a

los cambios de luz entre las especies de Gambierdiscus (Parsons et al., 2012).

Se cree ademas que la influencia de nutrientes estimula el crecimiento de células de
Gambierdiscus, aunque existen pocos estudios de campo que relacionen la concentracion
de nutrientes y la abundancia para este género (Parsons et al., 2012). De modo general,
Gambierdiscus prefiere ambientes estables (Grzebyk et al., 1994; Parsons et al., 2012),
aungue queda poco claro si la turbulencia tiene el mismo efecto en todas las especies de
Gambierdiscus, o si algunas poseen preferencias/tolerancia por los ambientes turbulentos,

mientras que otras prefieren aguas estaticas.
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Los altos valores de abundancia mostrados en este estudio para la especie Gambierdiscus
caribaeus en la ensenada Guajimico de la costa sur de Cienfuegos, pudieran deberse a que
este es un sitio con baja energia, caracteristica que es distintiva con respecto a los siete
puntos de muestreo restantes. Este hecho puede permitir una adhesion mas efectiva de las
células a las mallas desplegadas y evitar el desprendimiento de las mismas, explicandose
asi los valores de abundancia reportados. Habitats protegidos como interiores de barreras
arrecifales o lagunas han mostrado altas abundancias de dinoflagelados bentonicos téxicos,
mientras que habitats turbulentos que experimentan fuertes vientos y corrientes,
generalmente sostienen bajas abundancias (Tindall y Morton, 1998; Faust, 2009; Richlen y
Lobel, 2011).

La ensenada Guajimico es un sitio con caracteristicas ideales para la realizacion de
estudios de cuantificacion de la abundancia de dinoflagelados epibenténicos toxicos.
Ademas de una hidrodinamica baja y estable presenta valores de salinidad poco variables
durante casi todo el afio (Peraza y Moreira, 2012) .Estas caracteristicas son muy
beneficiosas para el reclutamiento de células mediante sustratos artificiales, permitiendo

estudios de experimentacién mas precisos.

Por otro lado, otros factores como la intensidad de la luz, temperatura y la disponibilidad de
nutrientes, pudieron haber jugado un papel esencial, haciendo a G. caribaeus una especie
dominante en la ensenada Guajimico. Es por ello que es recomendable realizar estudios

posteriores donde se tengan en cuenta estas variables.

La alta dinamica observada en los puntos de la cayeria sur pudiera explicar los bajos valores
de abundancia encontrados en las mallas. Sin embargo, la elevada diversidad de especies
de Gambierdiscus asi como la presencia de peces confirmados como téxicos en esta misma
area, demuestran que es una zona de interés para futuros estudios de riesgo relacionados

con la ciguatera.

En una extensiva revision de la literatura realizada por Litaker et al. (2010) concluyeron que
aproximadamente de 1000 a 10000 cel.g™ representan niveles de alarma con relaciéon a
eventos potenciales de ciguatera. A pesar del amplio rango de abundancia de células de
dinoflagelados béntonicos y la alta variabilidad de muestras entre los sitios en estudios de
este tipo, Tester etal. (2014) lograron encontrar una fuerte relacion lineal entre la

abundancia de células de BHAB obtenidas a partir de sustratos naturales y artificiales,
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permitiendo establecer que el rango planteado por Litaker etal. (2010) equivale

aproximadamente a 5000-53000 cel.100 cm™.

En el presente estudio se obtuvieron valores de abundancia cercanos a 5000 cel.100 cm
en la ensenada Guajimico que equivaldrian, segun Tester et al. (2014), al limite inferior del
rango propuesto por Litaker et al. (2010). Si a esto se le suma el hecho de que el presente
estudio fue realizado en diciembre y no durante los meses mas calidos del afio, cuando la
temperatura del agua sobrepasa los 30°C, resulta légico pensar que este podria ser
considerado un sitio potencial para la ocurrencia de blooms significativos de Gambierdiscus
con los consiguientes brotes de ciguatera. Muchas de las especies de Gambierdiscus
reportadas en el Caribe presentan un crecimiento 6ptimo en cultivo por encima de 29°C
(Tester et al., 2010), lo cual reafirma la hipotesis anterior. Estudios previos en este sitio
reportaron valores de hasta 5000 células cel.g? en julio de 2015 (Diaz-Asencio,

comunicacion personal).

El alcance del presente estudio impidi6 determinar fluctuaciones temporales en la
abundancia de estos géneros, necesarias para establecer un rango de las densidades de
células en el tiempo en la regién sur central de Cuba. Teniendo en cuenta esto y los
resultados obtenidos en experimentos como el de Tester et al. (2010), seria recomendable
realizar estudios de cuantificacion de abundancia de dinoflagelados béntonicos téxicos
durante todo el afio y al menos con una frecuencia mensual, tanto en Guajimico como en

los puntos de la cayeria sur, con énfasis en los meses de verano.

En este estudio las concentraciones de Gambierdiscus fueron bajas, tanto las determinadas
por gPCR como las obtenidas por conteo directo de células mediante microscopia de luz.
Sin embargo, se encontraron diferencias entre las concentraciones mostradas por ambos
métodos, siendo superior el nimero de células contadas directamente que las detectadas
por qPCR. Esto concuerda con los resultados mostrados por Vandersea et al. (2012) en la
costa este de La Florida, donde obtuvieron un rango de 3-70 cel.50 mL* por conteo directo,

mientras que por gPCR obtuvieron un rango de 0-20 cel.50 mL™.

Estos autores determinaron un limite de cuantificacion por qPCR para cada especie de
aproximadamente 10 células. Teniendo en cuenta que en este estudio se detectaron bajas
abundancias de Gambierdiscus y que en cada muestra se identificaron generalmente dos
0 mas especies diferentes, se podria explicar la sub-estimacion de las concentraciones de

células en los ensayos de qPCR con respecto al conteo directo por microscopia de luz, ya
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que en la concentracién determinada por este ultimo, no se diferencia entre especies de

Gambierdiscus.

Otros factores que pudieron haber jugado un papel esencial en estos resultados pudieron
ser la inhibicion del PCR, lo cual puede suceder en casos de muestras muy sucias, por otro
lado, una baja eficiencia en la extraccién del ADN. Otra explicacién seria los pequefios
errores que pudieron haberse cometido durante el conteo de células por microscopia de
luz. ElI submuestreo realizado pudo conducir facilmente a discrepancias entre las
concentraciones estimadas por conteo de células y por ensayos de gPCR. Debe tenerse
mucho cuidado para mantener las muestras de campo bien mezcladas antes de realizar un

submuestreo.

A pesar de las diferencias observadas, los ensayos de gPCR permiten la identificacion de
especies, lo cual es importante para el desarrollo de sistemas de monitoreo efectivos de
CFP, pues se ha demostrado que la produccion de toxinas varia entre especies de
Gambierdiscus (Litaker et al., 2017). Informaciones equivalentes no pueden ser obtenidas
usando microscopia de luz, debido a que las similitudes morfol6gicas entre estas especies

hace la identificacion imposible (Litaker et al., 2009).

Este estudio sirve como informacién basica y proporciona elementos importantes para la
evaluacién de riesgos relacionada con los efectos téxicos o perjudiciales causados por
dinoflagelados epibenténicos en Cuba. Cinco especies productoras de ciguatoxinas son
reportadas por primera vez en el pais, demostrandose asi que la existencia de brotes de
ciguatera y la deteccién de peces téxicos en la region sur central, es debido a la presencia
de especies toxicas perteneciente al género Gambierdiscus. Por otro lado, la identificaciéon
de los géneros téxicos Ostreopsis y Prorocentrum, asi como las abundancias detectadas
relativamente elevadas, abren puertas para futuras investigaciones de evaluacién de los
posibles impactos de estos géneros en los ecosistemas marinos y/o la salud publica en el

pais.
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6. CONCLUSIONES

1. Se identificaron tres géneros de dinoflagelados bentdnicos potencialmente toxicos
en la regién sur central de Cuba: Gambierdiscus, Prorocentrum y Ostreopsis, los
cuales se observaron en muestras de todos los sitios estudiados. Ostreopsis vy
Prorocentrum fueron los géneros de mayor abundancia, mientras que
Gambierdiscus presento valores de abundancia muy bajos en el area de estudio.

2. Se identificaron seis de las siete especies reportadas para el Caribe: G. caribaeus,
G. carpenteri, G. belizeanus, G. ruetzleri, G. carolinianus y G. silvae. Estas especies
excepto G. caribaeus son registradas por primera vez en Cuba.

3. Eluso de sustratos artificiales constituye una herramienta eficiente para estudios de
cuantificacion de abundancia de dinoflagelados bentdnicos téxicos, aun asi debe
tenerse extremo cuidado en la interpretacion de los datos recogidos mediante este
método.
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7. RECOMENDACIONES

1.

Incrementar el tamafio de muestra, utilizar mallas con dimensiones mayores y
realizar un filtrado intermedio con una malla de 150 um en sitios con bajas
abundancias. Esto permite estimar medias de abundancia con intervalos de
confianza razonables, un mayor reclutamiento de células y obtener muestras mas
limpias para el conteo celular y analisis moleculares posteriores.

Realizar estudios posteriores de abundancia de dinoflagelados benténicos en
sustratos naturales donde se tengan en cuenta diferentes géneros de macrofitas
ademés de Dictyota, como Halimeda, Lobophora y Sargassum, para disminuir
posibles errores debido a las preferencias de los dinoflagelados por las macrofitas.
Realizar estudios de diversidad y abundancia de especies de Gambierdiscus en
diferentes épocas del afio en el area, y donde se tenga en cuenta la accién de
diferentes factores como la temperatura, salinidad, intensidad de la luz y la

disponibilidad de nutrientes.
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