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Resumen

El Golfo de Nicoya es uno de los estuarios mas productivos del mundo, se le considera
un sitio de alto valor biologico, econdémico vy turistico. No obstante, en los Gltimos afios el
incremento en los eventos de floraciones algales ha ocasionado pérdidas econémicas para el
sector productivo en la zona, por lo que determinar las &reas de distribucion de quistes de
resistencia puede brindar informacion para la implementacion de futuras actividades
productivas. Para realizar este estudio se determinaron un total de 21 estaciones de muestreo
distribuidas tanto en la parte interna como externa del golfo. Para la determinacién de la
presencia de quistes se recolectaron muestras del sedimento marino con un nucleador por
gravedad y preservadas en refrigeracion. Posteriormente, se utilizo la técnica de separacion por
gradiente de densidad utilizando polytungstato de sodio para separar los quistes de los
sedimentos. Se utiliz6 un microscopio invertido para revisar las muestras, realizar mediciones
y tomar las microfotografias de los quistes. Los quistes viables se aislaron en camaras
multipocillos con medio de cultivo L1 y se colocaron en una incubadora para su germinacion.
La distribucion de los quistes se graficd mediante el programa libre QGIS 3.0.0. En total se
observaron 6405 quistes de los cuales 4138 tenian contenido celular viable. Se aislaron un total
de 455 quistes. Se identificaron quistes de Pyrodinium bahamense var. compresum,
Alexandrium sp., Gyrodinium sp., Gonyaulax sp., Protoperidinium sp, Gymnodinium cf.
catenatum. y Pheopolykrikos sp. Las estaciones de muestreo ubicadas en Caldera y Tarcoles
fueron las que presentaron una concentracion mayor de quistes en los sedimentos, mientas que
las estaciones en el interior del golfo cerca de Isla Chira registraron los valores méas bajos. Se
concluye que el presente estudio establece las bases para determinar la ubicacion de los
semilleros de especies potencialmente tdxicas y nocivas dentro del Golfo de Nicoya. Las zonas
de Tarcoles, Caldera, Isla Cedros e Isla San Lucas, no serian areas recomendables para el
establecimiento de proyectos productivos al ser consideradas como zonas de alto riesgo debido

a la posibilidad de floraciones algales recurrentes.
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1. Introduccion

Las microalgas plantdnicas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y se han
adaptado a diferentes ambientes con una gran diversidad de tamafios, morfologia, ciclos de
vida, pigmentos fotosintéticos y metabolismo (Matsunaga et al. 2005). Son consideradas como
la base de la piramide alimenticia en todos los ecosistemas marinos (Brugnioli-Oliveira y
Morales-Ramirez 2008).

Las microalgas son un grupo muy diverso de organismos, entre ellas se incluyen a los
dinoflagelados, que forman parte importante de las comunidades fitoplanctonicas marinas
(Harland 1988) y de agua dulce (Graham et al. 2009), ya que, poseen una alta diversidad
ecologica (Bravo y Figueroa 2014). Su distribucion estd influenciada principalmente por
factores ambientales tales como la temperatura superficial del mar, la salinidad y la
concentracion de nutrientes (Verleye et al. 2011). La mayor diversidad de especies se encuentra
en las aguas tropicales y subtropicales (Lee 2008). Estos organismos se caracterizan por la
presencia de dos flagelos dimdrficos que les permiten desplazarse dentro de la columna de agua

y un nucleo grande (Figueroa y Bravo 2005).

Los dinoflagelados plant6nicos han sido objeto de multiples estudios, al ser productores
de toxinas muy potentes (Sar et al. 2002), lo cual se restringe a unas pocas especies
pertenecientes a los géneros Gymnodinium (Anderson et al. 1988, Figueroa et al. 2006),
Alexandrium (Yamaguchi et al. 2002, Figueroa et al. 2007), Lyngulodinium (Morales-Ramirez
et al. 2001) y Pyrodinium (Usup et al. 2012). Otras especies de microorganismos
fitoplantonicos que también presentan capacidad para la produccién de toxinas son Dinophysis
spp. Prorocentrum lima, Protoceratium reticulatum, Gonyaulax spinnifera, Goniaulax taylori,
Amphidoma languida, Karenia brevis, Gambierdiscus spp., Ostreopsis sp. y Palythoa spp.
(Anderson et al. 2014 modificado por Salgado 2017). La naturaleza quimica de estas
ficotoxinas es muy diversa 'y compleja, y a través de diferentes vectores pueden ser transferidas
a los diferentes niveles troficos hasta llegar al ser humano, causando una gran variedad de
cuadros de intoxicaciones (Etheridge 2010, Martinez 2011, Wong et al. 2011).

Los dinoflagelados, presentan un ciclo de vida con una fase movil que se alimenta y se
desplaza dentro de la columna de agua y una fase de reposo donde la célula permanece en un

estado inactivo, pierde los flagelos formando quistes o formas de resistencia (Matsuoka y



Fukuyo 2000, Graham et al. 2009, Cucchiari et al. 2010). EIl quiste temporal o pellicle, tiene
una pared delgada que se forma a partir de la capa pellicle de la célula vegetativa, carece de un
periodo de latencia y su origen puede ser mediante reproduccién sexual o asexual (Bravo y
Figueroa 2014).

El quiste de resistencia consta de una pared gruesa formada por una 0 mas capas, un
cuerpo de acumulacién de pigmentos celulares que pueden variar entre el naranja al marron
(Bravo et al. 2010), citoplasma granular (Bravo et al. 2007) y principalmente se producen por
reproduccion sexual, en la cual hay fusion de los gametos, se forma un planocigoto y
posteriormente un hipnocigoto o quiste de resistencia (Matsuoka y Fukuyo 2000, Graham et
al. 2009). Este conjunto de caracteristicas fisioldgicas permite que los quistes de resistencia se
mantengan viables en los sedimentos por largos periodos de latencia (Bravo y Figueroa 2014).
Esta acumulacién de quistes se denomina cama o semillero y a menudo determinan donde
ocurren las floraciones algales (Brosnahan et al. 2020), ya que, una vez que los quistes pasan
por este periodo de inactividad acumulados en los sedimentos, germinan para eventualmente

dividirse y formar células vegetativas nuevas (Baula et al. 2011).

Algunos parametros fisico-quimicos, como la temperatura y la disponibilidad de
oxigeno actian como desencadenantes exdgenos para la germinacién de los quistes en reposo,
afectando incluso los periodos de latencia (Brosnahan et al. 2020). Ademas, las condiciones de
luz y oxigeno en los niveles superficiales de los sedimentos favorecen la germinacion exitosa
de los quistes (Figueroa et al. 2018). Versteegh y Zonneveld (2002) consideran también que la
cantidad de oxigeno disponible dentro de los sedimentos puede incidir en los procesos de
descomposicion de materia organica, incluyendo la degradacion de los quistes de resistencia.
No obstante, Zonneveld et al. (2001), han determinado que algunas especies de dinoflagelados
producen quistes que toleran la oxidacion, a pesar de que su pared celular estd compuesta

principalmente por materia organica.

Los eventos de perturbacién dentro de los sedimentos también pueden funcionar como
un factor para iniciar las floraciones (Anderson et al. 2005, Hereid 2007). Los organismos
como poliquetos, larvas, cangrejos e incluso las actividades humanas entre otros, ocasionan
perturbaciones en el sedimento que pueden resuspender los quistes sepultados, si no fuera por
estas perturbaciones, Unicamente una pequefia parte de los quistes podrian germinar (Blanco
1988).



La produccion de quistes de resistencia tiene implicaciones ecoldgicas importantes

para los dinoflagelados:

= Sobrevivencia de la especie ante condiciones adversas (Sarjeant et al. 1987, Yamaguchi
et al. 2002): cambios en la temperatura, duracion del dia y disponibilidad de nutrientes
en la columna de agua (Pefia-Manjarrez et al. 2001).

= Facilitar la recombinacion genética de la poblacion, mediante la formacion de quistes

de resistencia a partir de la fusion de células sexuales (Bravo et al. 2007)

= Ampliar la distribucién geogréafica de las especies, mediante el trasporte de quistes por
corrientes marinas (Sarjeant et al. 1987, Matsuka y Fukuyo 2000). En el caso de quistes
con proyecciones o rodeados de mucilago es posible que se adhieran a objetos u
organismos marinos que los pueden trasportar a otras areas (Anderson y Wall 1978,
Sarjeant et al. 1987). La dispersion de los quistes también se ve favorecida por medio

de las aguas de lastre de los barcos.

= Funcionar como un indculo para el inicio de futuras poblaciones (Garcés et al. 2004,
Bravo et al. 2010, Figueroa et al. 2011). Sin embargo, también pueden contribuir al
término de una floracién algal por la disminucion de las células vegetativas dentro de
la columna de agua (Matsuoka y Takeuchi 1995, Kremp y Heisaken 1999, Wong et al.
2011, Figueroa et al. 2011, Lopez et al. 2019).

= Proteccion ante la depredacion, ya que, el quiste puede ser mas resistente ante la
depredacion que las células vegetativas, debido a la constitucion quimica de la pared
celular, la forma y el desarrollo de proyecciones (Sarjeant et al. 1987, Regenfors et al.
1998).

Ademas del estudio de distribucion y abundancia de los quistes dentro del sedimento,
el célculo de la tasa de crecimiento en cultivos aislados brinda informacién sobre los
requerimientos de cada especie para alcanzar un desarrollo 6ptimo (Omura y Fukuyo 2002).
Comprender mejor la fisiologia de estos organismos, desde la germinacion del quiste hasta el
establecimiento de estos cultivos, es de gran utilidad para predecir los futuros eventos de

floraciones algales (Gedaria et al. 2007, Liu et al. 2020).



1.1 Antecedentes

Alrededor de 1830, se registraron los primeros fosiles de quistes de resistencia de
dinoflagelados como incrustaciones en rocas (Sarjeant et al. 1987). A principios del siglo XX,
se realizaron los primeros estudios de quistes fosiles de dinoflagelados en estudios del tipo
bioestratificado. Sin embargo, no es hasta 1940 y 1950 que se publicaron los primeros trabajos
donde se confirma la identidad de esos quistes fosilizados como formas de resistencia de
dinoflagelados (Bravo y Figueroa 2014). Posteriormente a mediados de los afios sesenta y
principios de los setenta, cobra relevancia el estudio de los quistes y los procesos de
enquistamiento y germinacion de los dinoflagelados modernos (Wall y Dale 1968). En esta
misma década, se reportd la formacién de quistes como producto de la fusion de los gametos,
lo cual permiti6 establecer una conexion del proceso de enquistamiento con la fase sexual del

ciclo de vida de los dinoflagelados (Bravo y Figueroa 2014).

En la década de 1980, se realizaron numerosos estudios sobre los aspectos
morfoldgicos, por ejemplo, en Canada se realizaron estudios sobre la “paratabulacion” de los
quistes de dinoflagelados. Estos rasgos morfoldgicos consisten en las lineas y suturas,
distribucion de las proyecciones y el tipo de arqueopilo (Sarjeant et al. 1987). El analisis de la
tabulacion, paratabulacion y los patrones de crecimiento, brindaron las bases fundamentales
para intentar reconstruir la linea evolutiva de los dinoflagelados (Bujak y Williams 1981,
Sarjeant et al. 1987). Por otro lado, Anderson et al. (1988), realizaron la descripcién del quiste
de resistencia de Gymnodinium catenatum, lo cual tuvo implicaciones importantes respecto a

la dindmica de las floraciones de esta especie y su distribucion geogréfica.

En 1992, en la Region de Magallanes, Chile, se realizé el primer estudio de distribucion
de quistes de resistencia en los sedimentos marinos, como complemento a un programa de
muestreo (Braun 1992), y en un estudio posterior realizado en 1994, se logré estimar la
abundancia y un registro fotografico de los quistes de Protoperidinium spp. y Gonyaulacoides.
Luego en 1996 y 1997, se estudiaron los quistes de Alexandrium catenella, por ser esta especie
una de las principales causantes de floraciones algales toxicas de tipo paralizante (Lembeye
2004).

Desde comienzos del siglo actual, los estudios sobre quistes de dinoflagelados han
profundizado en el conocimiento del papel de estas formas en la dinamica de las floraciones.

Asi, por ejemplo, en 2000 se reportd por primera vez la presencia de quistes de dinoflagelados



en la Bahia de Todos los Santos en México, en areas con profundidades inferiores a los 25 m
y sedimentos finos. Se identificd, al dinoflagelado Lingulodinium polyedrum como la especie

dominante tanto en los sedimentos como en la columna de agua (Pefia-Manjarrez et al. 2001).

En 2008, se realizd un estudio in situ en Northport Harbor, EE. UU. sobre el ciclo de
vida de Alexandrium fundyense (actualmente A. catenella) durante una floracion. Se confirmé
la funcion de los quistes de resistencia como inoculos de células vegetativas en el desarrollo de
una proliferacion y la importancia del enquistamiento para mantener la poblacién de A.
fundyense. Ademés, se observd el enquistamiento coincidiendo con las mayores
concentraciones de células vegetativas en la columna de agua, asi como, el papel que representd

para la acumulacion de los quistes en el sedimento (Anglés et al. 2012).

Durante un trabajo realizado en sedimentos superficiales de la Bahia de Quatermaster
Harbor, Washington, Estados Unidos de Nortedmerica, en 2006, Tobin y Horner (2011)
determinaron que los quistes de resistencia de A. catenella, tienen la capacidad de repoblar la
columna de agua con células vegetativas en periodos de tiempo muy cortos, asocidndolo con
la presencia de toxinas en mariscos que provoco la suspensién de la comercializacion de los
moluscos durante el invierno, a pesar de que no es comun la presencia de altas concentraciones

de células moviles durante esta época.

Wong et al. (2011), reportaron una estacionalidad marcada en las densidades de quistes
depositados en los sedimentos colectados en la Bahia Daya en China, siendo las épocas con
mayor abundancia de quistes aquellas donde ocurrieron los picos mas altos de floraciones,
coincidiendo el aumento de los quistes en el sedimento con el declive de la floracién. Este
comportamiento concuerda con lo reportado por varios autores, en cuanto a la funcion
primordial que pueden tener los quistes de resistencia como iniciadores y finalizadores de
algunas floraciones de dinoflagelados (Baula et al. 2011).

En 2008, Gracia et al. (2013), estudiaron la distribucion espacial y la viabilidad de los
quistes de resistencia de Alexandrium tamarense, en los sedimentos superficiales de la Bahia
de San Lawrence, al este de Canada. En este estudio, se determind la acumulacion de quistes
en lugares donde se observaron floraciones algales tdxicas recurrentes. Estos autores,
destacaron la importancia de realizar estudios de la abundancia de quistes en los sedimentos
superficiales como un instrumento que ayude a comprender mejor los futuros eventos de

floraciones algales.



En 2009 Mizanoyo et al. (2012), realizaron un trabajo sobre la viabilidad de los quistes
de resistencia de A. tamarense en los sedimentos de Bahia Fuka, Japon. Estos autores utilizaron
metodologias moleculares para su identificacion a nivel de especie y la utilizacion de
radioisétopos para determinar la edad de los mismos, que en algunos casos tenian 100 afios.

Recientemente Li et al. (2019), realizaron un estudio de distribucion de quistes de
resistencia en los sedimentos de la Bahia Daya al sur de China, donde pudieron determinar la
acumulacién de quistes de resistencia principalmente de Lingulodinium polyedrum,
Gymnodinium catenatum y Alexandrium spp, considerando que es un riesgo potencial para la
formacion de floraciones algales nocivas dentro de la bahia, por lo que también destacaron el
monitoreo de los quistes de resistencia de dinoflagelados como crucial en las areas de
maricultura. Morquecho (2019) recalcé la importancia de tener registros permanentes de la
abundancia de especies nocivas, asi como, sus impactos en la salud humana y en el medio
ambiente. Ademaés, considerd que la informacion actual en México y América Latina sobre las
dindmicas de las floraciones algales y sus caracteristicas ecoldgicas son insuficientes para una

prevencion y mitigacion de los efectos nocivos.

En 2019 Liu et al. (2020), analizaron muestras de agua y sedimentos en el Estrecho de
Taiwan, aislaron células y quistes de Gymnodinium catenatum para comprender el origen de
una floracion y determinar el potencial de floraciones en los afios siguientes. Posterior a la
germinacion de los quistes los investigadores determinaron la tasa de crecimiento en 0.5
divisiones/dia, y concluyeron que este valor tan alto pudo favorecer la persistencia de células

en la columna de agua que origind la floracion algal.

En Costa Rica, Vigquez (1999) reportd la presencia de quistes de resistencia de varias
especies de dinoflagelados en el Golfo de Nicoya, entre ellos Lingulodinium sp, Alexandrium
sp., Protoperidinium sp., y Pyrodinium bahamense var. compressum que represent6 el 25 %
de los quistes totales observados. Ademas, concluyd que los quistes de resistencia viables de
este dinoflagelado toxico se ubicaron principalmente en la parte media y externa del golfo

coincidiendo con la mayor abundancia de las celulas vegetativas y con los sedimentos finos.

Posteriormente Morales-Ramirez et al. (2001), describieron morfol6gicamente el quiste
de resistencia de Lingulodinium polyedrum, observado durante el monitoreo de una floracion
de esta especie en Bahia Culebra, Golfo de Papagayo. Ademas, los autores destacaron que a
pesar de que L. polyedrum present6 una tasa de germinacion baja, recomendaron determinar la

ubicacion de los puntos donde hay acumulacién de quistes de resistencia y los factores
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ambientales que pueden influir en su germinacién, con el fin de comprender mejor el
comportamiento estacional de la especie, los sitios donde inician las floraciones y la densidad

que podrian alcanzar.

1.2 Justificacion

El Golfo de Nicoya es uno de los estuarios mas productivos del mundo, ya que, posee
una gran riqueza pesquera, y ademas se le considera un sitio de alto valor biolégico debido a
la amplia diversidad de especies que alberga. Estas caracteristicas, han permitido que parte de
la poblacion de la zona costera obtenga su sustento econémico a partir de las actividades de
extraccion de productos marinos, turismo y proyectos de maricultura que se han venido
desarrollando en los Gltimos afios. Sin embargo, todas estas actividades se han visto afectadas

en algin momento por eventos de floraciones algales (Vargas-Montero y Freer 2002).

En 2000 se registré un evento de floracion algal producido por P. bahamense var.
compressum, 77 personas se intoxicaron al consumir carne de ostion vaca (Spondylus calcifer)
contaminado con toxinas paralizantes, por lo que, las autoridades de salud y pesca
costarricenses declararon veda para la comercializacion y extraccién de moluscos bivalvos en
el litoral Pacifico. La atencion de esta emergencia nacional se estim6 en 300 millones de
colones (Alfaro-Rojas et al. 2010). Estudios previos han demostrado que durante las dos
ultimas décadas las floraciones algales en el Golfo de Nicoya se han incrementado. Por
ejemplo, en el periodo 2008-2010 se registraron 11 eventos, de los cuales el 73% ocurrieron
durante la época lluviosa (Calvo et al. 2016) y en 2011, se emitieron siete comunicados de
alerta por la Comision Interinstitucional para la Prevencion y Control de la Marea Roja en
Costa Rica (Calvo-Vargas y Arguedas-Rodriguez 2012).

Determinar la ubicacion de las camas de quistes utilizando muestras de los sedimentos
superficiales es una metodologia que esta actualmente en curso en varias areas alrededor del
mundo (Reidhaar 2015, Van Hauwaert 2016, Figueroa et al. 2018). De esta forma, se tendrian

identificadas las zonas de alto riesgo debido a la posibilidad de floraciones algales recurrentes.

La identificacion taxondmica de los quistes de resistencia de dinoflagelados nocivos, la
ubicacion de las areas donde se presentan los semilleros de estas especies en el golfo y la

determinacion de la tasa de crecimiento de las células vegetativas producto de la germinacion



de los quistes, proporcionara informacién para comprender mejor la ecologia de estas especies
y la dindmica de eventos de floraciones algales futuros que podrian impactar sobre la salud
publica y la economia de las zonas costeras (Peta et al. 2017), principalmente en la

implementacion y desarrollo de proyectos de maricultura en la zona.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar las areas de acumulacion de quistes de resistencia y la tasa de crecimiento
de las células germinadas de dinoflagelados nocivos, para establecer el potencial de dichas
especies en la produccion de floraciones algales recurrentes que tendrian un impacto sobre las

actividades productivas en el Golfo de Nicoya.

1.3.2 Objetivos Especificos.
Caracterizar taxondmicamente los quistes de resistencia de dinoflagelados nocivos presentes
en los sedimentos del Golfo de Nicoya.

Determinar la distribucion espacial de los quistes de resistencia de dinoflagelados nocivos en

el Golfo de Nicoya.

Determinar la tasa de crecimiento de los dinoflagelados nocivos obtenidos a partir de la

germinacion de los quistes de resistencia.



2. Metodologia

2.1 Area de estudio.

El Golfo de Nicoya, es un estuario tropical de origen tecténico (Vargas 1995, Brugnoli
1998, Brugnoli y Morales 2001), con un area aproximada de 1500 Km? (Martinez 1988). Se
extiende alrededor de 83 Km al norte, desde el Océano Pacifico hasta la desembocadura del rio
Tempisque (Lizano y Vargas 1996). La mayor parte de la linea costera interna del golfo, esta
bordeada por esteros y vegetacion densa de manglar. Mientras que la linea costera de la parte
externa se compone de bordes rocosos (Peterson 1960). En la parte interna, la profundidad
promedio es de 3 a 5 m, mientras que en la parte externa se han registrado profundidades de
hasta 200 m (Martinez 1988, Vargas 2001). El golfo, también se caracteriza por la presencia
de fondos lodosos y arenosos, principalmente entre las islas Chira y Bejuco (Peterson 1960,
Martinez 1988). Los aportes mayores de agua dulce provienen del rio Tempisque en la parte
norte y de los rios Grande de Tarcoles y Barranca ubicados en el borde este del golfo (Lizano
y Vargas 1996, Brenes et al. 2001). En general, la época seca se extiende desde diciembre hasta
abril inclusive, mientras que la lluviosa abarca los meses de mayo a noviembre (Peterson 1960).
Durante la época lluviosa la parte interna del golfo es muy estratificada en términos de
temperatura y salinidad, mientras que en época seca esta zona presenta poca estratificacion. La
parte externa del golfo presenta una misma estratificacion durante todo el afio (Brenes et al.
2001).

2.2 Estaciones de muestreo.

Las estaciones de muestreo, se determinaron en base a estudios previos que se han
desarrollado en el Laboratorio de Fitoplancton Marino (LFM) de la Estacion de Biologia
Marina Juan Bertoglia Richards, Escuela de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional (Fig.
1). La recolecta de las muestras se realiz6 mediante el muestreo rutinario de laboratorio en las
estaciones de Téarcoles, Caldera, Chomes, Punta Morales, Isla Cortezas e Isla Pajarita. Para la
toma de muestras en las otras estaciones se programaron giras extraordinarias. durante el

periodo comprendido entre abril de 2013 a abril de 2014.
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Figura 1. Ubicacion geografica de las estaciones de muestreo para el estudio de los quistes de dinoflagelados
nocivos durante el periodo abril de 2013 a abril de 2014. Golfo de Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.

2.3 Recoleccidén de las muestras de sedimentos marinos.

Para llegar a cada estacion de muestreo, se utilizd la embarcacién Celeris, propiedad de
la Universidad Nacional. Utilizando un GPS (GARMIN, modelo 62 S), se verificaron las
posiciones geogréaficas de las estaciones de muestreo. Con un muestreador de sedimentos
(nucleador por gravedad), se recolectaron las muestras de sedimento marino en 21 estaciones.
Con un termémetro de inmersion (x 1°C), se registrd la temperatura de los mismos. Se utilizé
un multiparametros (YSI, modelo 556) para registrar los datos de salinidad. Los tubos de
acrilico con las muestras de sedimentos se rotularon adecuadamente, (lugar, fecha y hora de
muestreo), y se almacenaron en frio en una hielera para ser trasportados al Laboratorio de

Fitoplancton Marino, luego se colocaron en el refrigerador para su posterior analisis (Fig. 2).
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Figura 2. Recoleccion de muestras de sedimento marino: a) Nucleador por gravedad utilizado
para recolectar las muestras de sedimento marino. b) y ¢) extraccion del nucleador del
agua. d) Tubo de acrilico con la muestra de sedimento extraido del interior del
nucleador. e) Medicién de la temperatura cerca del sedimento. f) etiquetado y
almacenamiento de las muestras para ser transportadas al Laboratorio.
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2.4 Separacion de los quistes de resistencia del sedimento marino.

Para la separacion de los quistes de los sedimentos marinos, se utilizo la técnica por
gradiente de densidad, utilizando una solucion de polytungstato de sodio con una densidad de
2g/mL, descrita por Bravo et al. (2007) (Anexo 2), para lo cual se utilizaron los primeros dos
cm del ndcleo de sedimento, posteriormente se pasaron por una serie de tamices (125 pm y 20
pum) y lavados para separar las particulas de mayor tamafo y luego se recuperé la fraccion de

sedimentos del tamiz de 20 um (Fig. 3).

Figura 3. Separacion de quistes del sedimento marino: a) Separacion de los sedimentos a
través de una serie de tamices b) Resultado de la separacion de los quistes de
resistencia del sedimento a través de la técnica de separacion por gradiente de
densidad.
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2.5 Aislamiento y germinacion de los quistes de resistencia.

El aislamiento de los quistes de resistencia se realiz0 mediante la técnica de
micromanipulacion capilar con algunas modificaciones (Reguera 2002) (Anexo 3), para ello se
utilizé un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE 2000-S). La germinacion de los mismos se
desarroll6 en placas de cultivo multipocillo conteniendo el medio de cultivo L1 (Anexo 4), se
mantuvieron en una incubadora (GCL-805) con un fotoperiodo de 12 h luz: 12 h oscuridad, a
una temperatura de 26 +1°C. Para un seguimiento adecuado de cada uno de los quistes aislados,

se realizaron observaciones periddicas, las cuales fueron anotadas en hojas de control.

2.6 Microfotografias.

Los quistes aislados, su germinacion y las células vegetativas formadas, fueron
fotografiadas con una camara digital (Nikon, Coolpix 4500), incorporada al microscopio
invertido y con los objetivos 60x 6 40x (Fig. 4).

Figura 4. Metodologia utilizada para la toma de microfotografias de los quistes aislados
de los sedimentos marinos: a) Camara digital conectada al microscopio

invertido. b) Microfotografia que muestra la escala utilizada para medir los
quistes aislados.
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2.7 Descripcion morfoldgica de los quistes de resistencia.

La descripcion morfoldgica de los quistes de resistencia aislados, se basé en las
siguientes caracteristicas: tamafio y forma del cuerpo principal del quiste, tamafio y tipo de
ornamentaciones, estructura y color de la pared y el tipo de arqueopilo (Matsuoka y Fukuyo
2000). Las mediciones del cuerpo principal del quiste y de las ornamentaciones, se realizaron
mediante el uso de un micrémetro instalado en el microscopio invertido, utilizando el objetivo
de 60x (Fig. 4). La identidad taxondémica de los quistes se confirmd con las caracteristicas
morfoldgicas de las células vegetativas producto de la germinacion de cada quiste. Para el caso
de los quistes que no germinaron se utilizd la Guia Técnica para el Estudio de Quistes de
Dinoflagelados Actuales de Matsuoka y Fukuyo 2000, y articulos cientificos segun el género

como se indica en la seccion de resultados.

2.8 Distribucion de quistes de resistencia en el Golfo de Nicoya.

Con la ayuda de un GPS (GARMIN, modelo 62 S), se ubicaron geograficamente las
estaciones de muestreo en las cuales se registraron quistes de resistencia de dinoflagelados
nocivos. Se realizaron mapas de distribucion de los quistes viables y los vacios, con la
utilizacion de sistemas de informacion geogréfica con el programa libre QGIS 3.0.0., a partir
de los datos y utilizando la funcion de interpolacidn. Se utilizaron los valores de concentracion
promedio de los quistes por estacion para elaborar los graficos de manera que fuera posible

apreciar mejor la distribucion de los mismos.

Para determinar la concentracion promedio de quistes en el sedimento en cada estacion de

muestreo, se utilizd la siguiente férmula:

Concentracion promedio de Numero de quistes/mL muestra de sedimento
quistes por estacion =
(Numero de quistes/ mL) Numero de muestras por estacion
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2.9 Crecimiento celular de Pyrodinium bahamense var. compressum

Las células vegetativas obtenidas producto de la germinacién de los quistes de
Pyrodinium bahamense var. compressum, se inocularon para obtener cultivos bajo condiciones
controladas de laboratorio. La concentracion inicial del indculo fue de 400 células/mL en el
medio de cultivo L1, y se mantuvieron a una temperatura de 26+1 °C, salinidad de 31 UPS,
intensidad luminica de aproximadamente 68 pmol foton m2 s? y un fotoperiodo de 24 h luz.
Para determinar la tasa de crecimiento (divisiones/dia) de este dinoflagelado, se tomaron
muestras por duplicado del cultivo dia por medio y se preservaron con solucion de Lugol. Los
conteos celulares se realizaron en camaras Sedgwick-Raffter con la ayuda de un contador
manual (modelo HT-1). Se promediaron los datos de los conteos y se calculd la desviacion
estandar. Para el calculo de la tasa especifica de crecimiento (K), se utiliz6 la siguiente formula
(Hansen et al. 2007):

K (divisiones/dias) = (logaN2-1og2N1)/(T2-T1)
Donde:
log = logaritmo en base 2
N1 = numero de células inicial
N2= namero de células final
T1= tiempo inicial

T,=tiempo final
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3. Resultados

3.1 Caracteristicas de las Estaciones de Muestreo

En las estaciones de muestreo de Herradura (60+03 m) y Punta Leona (54+8.60 m), se
registraron las mayores profundidades, mientras que en Tarcoles, Bahia Caldera, Chomes,
Costa Pajaros, Isla Cortezas, Pajarita, Isla Sombrero e Isla San Lucas, la profundidad estuvo
dentro del rango de los 16 m a 26 m. En las estaciones de Punta Morales, Isla Chira, Montero
Centro y Montero Manglar, Puerto Palito, Isla Bejuco, Isla Venado, Isla Caballo e Isla Cedros,

la profundidad fue menor o igual a los 10 m.

Los registros de salinidades también fueron variables, en Herradura (38+0.71 UPS) y
Punta Leona (38 +0.00 UPS) se registraron las salinidades mas altas. Las estaciones Tarcoles,
Bahia Caldera, Chomes, Punta Morales, Islas Cortezas, Pajarita, Isla Chira, Montero Manglar,
Isla Venado, Isla San Lucas, Isla caballo e Isla Cedros tuvieron salinidades en un rango entre
30-34 UPS. En las estaciones de Costa Pajaros, Montero Centro, Isla Sombrero, Isla Berrugate
e Isla Bejuco las salinidades se mantuvieron en rangos entre los 29 y 28 UPS, la estacion de

Puerto Palito (23+2.31 UPS) fue donde se registrd la menor salinidad.

En cuanto a la temperatura del sedimento, en la estacion ubicada cerca de Puerto Palito
se registrd el valor mas alto (33+£2.46 °C) y el mas bajo en las estaciones de Herradura y Punta
Leona (24+0.00 °C). Las demas estaciones tuvieron temperaturas que oscilaron entre los 28°
Cy los 33°C.

Las Unicas estaciones donde se recopilaron muestras de sedimentos marinos todo el afio
fue en Tarcoles y Bahia Caldera, en las demas estaciones por razones de logistica o por clima
no se pudieron tomar todas las muestras planificadas, por eso se detallan las épocas especificas
de recoleccion. Con respecto al tipo de sedimento, predomind la presencia de sedimento
arenoso fino o muy fino en la mayoria de las muestras de sedimento marino del golfo, sin
embargo, en las estaciones de Chomes, Punta Morales y Puerto Palito se registraron sedimentos
arenosos gruesos con restos de conchas. En el cuadro 1 se detallan cada una de las

caracteristicas fisicas y quimicas de las estaciones de muestreo.
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Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de las estaciones de muestreo durante el periodo abril de 2013 a abril de-2014, Golfo de
Nicoya Puntarenas, Costa Rica.

Estacion de Profundidad (m) Salinidad Temperatura del N° de muestras
muestreo (UPS) sedimento (° C) recolectadas
Herradura 60+8.03 38+0.71 24+0.00 5
Punta Leona 54+8.60 38+0.00 24+0.00 5
Tarcoles 26+6.46 32+1.01 28+1.55 11
Bahia Caldera 1746.65 32+1.58 30+0.25 15
Chomes 23+8.83 32+1.20 30+2.21 10
Punta Morales 4+1.43 32+1.65 31+0.45 6
Islas Cortezas 23+0.00 33+£0.02 31+0.00 6
Costa de Pajaros 3+0.00 29+0.00 30+0.00 2
Isla Pajarita 16+0.23 34+1.56 30+0.25 4
Isla Chira (Bocana 10+0.00 31+0.00 30+0.00 2
zona interna)
Isla Chira (Bocana 80.00 31+0.00 30+0.00 2
zona externa)
Montero centro 3+0.00 28+0.00 30+0.00 2
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Montero bordeado
de manglar

Puerto Palito

Isla Sombrero

Isla Berrugate

Isla Venado
Isla Bejuco

Isla Caballo

Isla San Lucas

Isla Cedros

3+0.00

10+0.00

5+0.00

7+0.00

4+0.00

9+2.31

6+2.08

16+0.23

7+0.92

32+0.00

23+2.31

28+0.00

28+0.00

30+0.00

29+0.00

30+0.00

33+0.02

32+0.07

31+0.00

33+2.46

31+0.00

30+0.00

29+0.00

29+0.29

29+0.29

30+0.85

30+0.14

12

Continuacién del cuadro 1.
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3.2 Quistes cuantificados en las muestras de sedimentos marinos.

En total se observaron 6405 quistes, 4138 aln tenian contenido celular y 2267 estaban

vacios. Las estaciones de muestreo que presentaron el mayor nimero de quistes viables por

mL fueron Tarcoles, Caldera, Punta Leona, Herradura e Isla Cedros. Mientras que las muestras

recolectadas en las Islas Palito, Sombrero y Venado fueron las que registraron la menor

cantidad de quistes (Cuadro 2).

Cuadro 2. Quistes de resistencia viables, vacios y totales de dinoflagelados en las
muestras de sedimento durante el periodo abril 2013 a abril 2014, Golfo de
Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.

Estacién de muestreo Sil;';rgs ?/;(':Sig;s Total qujiglig;%ﬁe

Herradura 241 20 261 26+20.24
Punta Leona 317 18 335 34+33.34
Tarcoles 1401 240 1641 75+£52.9
Bahia Caldera 1108 363 1471 49+45.19
Chomes 160 57 217 11+8.16

Punta Morales 43 79 122 10+6.91

Islas Cortezas 21 116 137 11+9.25
Costa de Pajaros 8 33 41 10+7.63
Isla Pajarita 27 254 281 35+25.34

Isla Chira (Bocana interna) 4 127 131 1349.72
Isla Chira (Bocana externa) 4 96 100 25+15.76
Montero centro 0 40 40 10£7.52
Montero Manglar 0 39 39 10+£5.59

Puerto Palito 0 4 4 1+0.81

Isla Sombrero 3 17 20 5+4.83
Isla Berrugate 6 119 125 31+15.64

Isla Venado 4 19 23 6+6.18

Isla Bejuco 19 85 104 13+12.1
Isla Caballo 23 96 119 15+10.21
Isla San Lucas 224 167 391 49+28.38
Isla Cedros 525 278 803 33+23.39

Total 4138 2267 6405
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3.3 Aislamiento y Cultivo de los quistes

En total se aislaron 455 quistes viables de dinoflagelados en las camaras de cultivo,
unicamente 41 lograron completar el proceso de germinacion (Cuadro 3). Pyrodinium
bahamense var. compressum tuvo un porcentaje de germinacion del 23.95%, lo que permitid
confirmar la identidad taxonomica del quiste a través de la célula vegetativa germinada. Para
Alexandrium sp. y de quiste Tipo I., no se logré observar la germinacion de los quistes aislados.
En el caso del quiste de Gyrodinium sp., a pesar de que si germind, no fue posible realizar la
identificacion de la célula vegetativa, ya que, murid poco después de germinar y no desarrolld
completamente su morfologia distintiva, por lo que la identificacion se realizo utilizando como
referencia el trabajo de Kojima y Kobayashi (1992), la guia de identificacion de Matzuoka y
Fukuyo (2000) y la comparacion de quistes de Gyrorodinium sp. de un cultivo del LFM.

Cuadro 3. Quistes de resistencia aislados de dinoflagelados nocivos durante el periodo
abril 2013-abril 2014. Golfo de Nicoya. Puntarenas, Costa Rica.

. . . . . . . %

Especie de dinoflagelado nocivo Quistes aislados ~ Quistes germinados Germinacion
Pyrodinium bahamense var. compressum 167 40 23.95
Alexandrium sp. 167 0 0.00
Gyrodinium sp. 35 1 2.86
Quiste tipo | 49 0 0.00
Especie no identificada 37 0 0.00
Total 455 41 26.81

3.4 Descripcion morfoldgica de los quistes de resistencia.

A continuacion, se detallan las caracteristicas morfoldgicas distintivas de los quistes

de dinoflagelados que fueron aislados y germinados.
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3.4.1 Pyrodinium bahamense var. compressum

El quiste de resistencia de P. bahamense var. compressum, presentd una forma
semiesférica, con un diametro entre los 41 a 66 pum, (promedio 55+3.89 um) (Fig. 5a). La pared
del quiste incolora y conformada por dos capas; la externa (perifragma) presenté una superficie
microreticulada y cubierta de procesos tubulares transparentes del tipo “oblate” cuya longitud
fue de 5a 12 um (promedio 8.6£1.84 um), distribuidos de manera uniforme sobre la pared, en
algunos casos se observo que el proceso tenia ademas una base bifurcada (Fig. 5b, c y d). La
capa interna (endofragma) lisa y forma el cuerpo central del quiste (Fig. 5g). El arqueopilo de

tipo epiquistal debido a que involucraba todas las placas del epiquiste (Fig. 5e y 5f).

El color del quiste fue dado por su contenido celular. En estado viable se observo un
citoplasma granular con coloraciones amarillo verdosas y un cuerpo rojo brillante, mientras
que el quiste deteriorado presentd granulos de tonos naranjas traslicidos y un cuerpo rojo
opaco, casi negruzco. Sin embargo, para ambos casos el tamarfio del cuerpo rojo oscilé entre

105 9.9 a 21.5 um (promedio 14.2 £3um) y ubicado en posicion central o lateral (Fig. 5h).

Figura 5. Quistes de resistencia de Pyrodinium bahamense var. compressum. a) quiste de forma semiesférica;
b) distribucién de los procesos sobre el perifragma; ¢) microreticulacion del perifragma; d) Procesos
oblate con la base bifurcada; e) quiste abierto posterior a la germinacion (arqueopilo sefiala con
flecha); f) detalle del arqueopilo epiquistal; g) endofragma (indicado por la flecha); h) citoplasma
granular y cuerpo rojo en divisién. Barra de escala = 10 um.
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Los quistes viables de Pyrodinium bahamense var. compressum, que germinaron, la
coloracion del citoplasma varié entre amarillo claro a dorado, el cuerpo rojo se observé con
mayor definicion y es mas brillante, el cuerpo completo del quiste se encontraba lleno, sin
espacios entre el endofragma y el citoplasma (Fig. 6a y c). Por otro lado, un quiste deteriorado
presenta grandes granulos de tonos amarillos, verdosos y naranjas dentro del citoplasma que
también se vuelve muy granular y adopta una coloracion naranja opaco. El cuerpo rojo no es
brillante, de tonos rojo oscuro y pierde su definicion (Fig. 6d, e, f, g, h) Ademas, se comienza
a dar la presencia de espacios vacios dentro del citoplasma y separacion entre el endofragma y

el citoplasma (Fig. 6 b y d).

Figura 6. Quistes de Pyrodinium bahamense var. compressum: a) divisién del cuerpo rojo en dos nuevas
estructuras de igual tamafio; b) componentes del citoplasma celular; ¢) quiste viable con procesos aln sin
desplegarse; d) quiste deteriorado con degradacion del citoplasma y el contenido celular se empieza a
separar del endofragma; e, f, g, h) formacion de granulos de tamafios variables que van dando paso al
proceso de degradacién del quiste (indicado por la flecha).

El tiempo estimado de germinacion para esta especie vario entre 3 a 8 dias. De cada
quiste emergi6 un planomeiocito que aun mantenia el cuerpo rojo (Fig. 7). La identificacion

taxonomica se realiz6 una vez que la célula germinada alcanz6 su morfologia caracteristica.
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Figura 7. Células germinadas de Pyrodinium bahamense var. compresum en cultivo: a) célula con pocas horas de
haber germinado vista dorsal; b) vista lateral; c) célula en proceso de division, d) cadenas de 2 células
después de 2 dias de germinacion del quiste; e) cadenas de 4 células una semana después de la
germinacion.

Crecimiento de Pyrodinium bahamense var. compressum

La tasa de crecimiento de P. bahamense var. compressum, no presenté una fase Lag,
durante los 5 primeros dias se observé un crecimiento exponencial (1 152+168.88 celulas/L),
del dia 5 al 11 se registro una fase estacionaria con una concentracion minima de 900+107.46
células/mL y después del dia 11 se observé nuevamente un aumento en el crecimiento
(1 045£233.35 células/mL) (Fig. 8). Su tasa de crecimiento fue de 0.45 divisiones/dia. Durante
la fase exponencial se observaron cadenas de 2 y 4 células, y durante la fase estacionaria
cadenas de 2 células y solitarias.
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Figura 8. Curva de crecimiento de Pyrodinium bahamense var. compresum.

Ademas de la especie descrita anteriormente, durante la realizacion del presente estudio
se observaron otros quistes, sin embargo, como no germinaron o murieron poco después de la
germinacion, no fue posible confirmar su identidad taxonémica, solamente a nivel de género

con las caracteristicas morfoldgicas y biometria de los mismos.

3.4.2 Gyrodinium sp.

Quiste con forma ovoidal, cuyas dimensiones oscilaron entre los 51 a 69 um (promedio
60.15+5.46 um) de largo y los 36 a los 66 um (promedio 45.37+£7.88 um) de ancho, en el
perifragma fue posible apreciar el parasulcus y el paracingulum (Fig. 9a). La pared del quiste
es incolora, carece de proyecciones y esta conformada por dos capas lisas. La coloracién del
citoplasma vario entre tonos amarillo palido a verdoso, el interior se pudo observar una mancha
de color pardo de tamafio variable de 8 a 25 um (promedio 19.1+4.59 um)(Fig. 9b). Cuando el
quiste se encuentra en estado deteriorado es posible apreciar la formaciéon de granulos de
lipidos, asi como, de la deformacion del cuerpo pardo (Fig. 9c). La identificacion se realizo6
utilizando como referencia el trabajo de Kojima y Kobayashi (1992), la guia de identificacion
de Matzuoka y Fukuyo (2000) y la comparacion de quistes de Gyrorodinium sp. de un cultivo
del LFM.
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Figura 9. Quiste de Gyrodinium sp. a) quiste viable con planocigoto casi formado, se destaca el parasulcus; b)
paracingulum y cuerpo pardo definido; c) quiste deteriorado con el interior degradado. Barra de escala
=10um.

3.4.3 Alexandrium sp.

Quiste esférico, cuyo diametro varid entre 45 a 69 um, promedio 54.23£5.9 um. La
pared del quiste incoloray conformada por dos capas lisas, sin proyecciones. Sin embargo, se
observo la presencia de una sustancia probablemente mucilago que forma una capa uniforme
que cubria completamente el quiste y cuyo grosor oscilé entre 0.82 a 56 a um (promedio

23.71+10.62 um) a partir de la capa externa de la pared celular (Fig. 10a).

El citoplasma granular con coloraciones amarillo verdosas, ademas en ocasiones se
observo granulos de lipidos completamente transparentes. Aungue, no se observo la formacion
de un cuerpo rojo definido, si se determin6 en algunos casos la presencia de una mancha de
color amarillo fuerte o casi naranja que media entre 10 a 28 um de diametro (promedio
19.33+4.21 um) (Fig. 10a, 10b y 10d). Para la identificacion se utilizaron descripciones
realizadas por Matsuoka y Fukuyo (2000), Bravo et al. (2007), Van Hauwaert (2016).
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Figura 10. Quiste de Alexandrium sp. a) quiste viable, con cuerpo naranja y citoplasma verdoso,
cubiertos por una capa gruesa de mucilago; b) quiste deteriorado con el citoplasma con
granulos; ¢) quiste vacio; d) quiste sin capa de mucilago, con interior deteriorado. Barra de
escala= 10 um.
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3.4.4 Quiste Tipo |

Quistes de forma esférica cuyo didmetro total incluyendo las proyecciones oscilé entre
los 68 pum hasta los 107um, con un promedio de 97£10.07um. La pared del quiste
completamente incolora y cubierta por numerosas proyecciones del tipo acuminate, las cuales
se caracterizaron por ser sumamente delgadas, rectas con terminacion en punta y una leve
bifurcacién en la base. Estas prolongaciones tuvieron una longitud entre los 5 pma 12 pm, con
un promedio de 8.45+1.81um (Fig. 11a). El contenido celular de color rojo ferroso intenso en
un quiste viable (Fig. 11b). En los quites deteriorados se observo la pérdida de coloracion,
contenido celular y la formacién de granulos de lipidos (Fig. 11c y 11d). El arqueopilo es del
tipo transapical (Fig. 11e y 11f). En este caso no se encontr6 similitudes con descripciones en
la literatura, por eso se mantiene como quiste Tipo 1.

Figura 11. Quiste Tipo I.: a) Quiste vacio con forma esférica cubierto con proyecciones del tipo acuminate,
con la pared completamente transparente en ausencia de contenido celular, b) quiste viable, con
contenido celular color rojizo, ¢) quiste en proceso de degradacion, expulsién de contenido celular
luego de ser colocado en la camara de incubacion; d) formacién de granulos de lipidos en un quiste
deteriorado, se observa un con espacio amplio entre el citoplasma y la pared celular; e y f) detalle del
arquedpilo. Barra escala= 10 pm.
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3.4.5 Gonyaulax sp.

Quiste de forma semiesférica, cuyo didmetro total fue de 98 um, con ornamentaciones
que se conectan entre si desde sus puntos distales a traves de trabéculas (Fig. 12a), la base de
las ornamentaciones bifurcada (Fig. 12b), la pared celular transparente, los quistes encontrados
no presentaba contenido celular (Fig. 12c) y no fue posible identificar el tipo de arqueopilo.
Para la identificacion se utilizaron descripciones realizadas por Matsuoka y Fukuyo (2000),
Van Hauwaert (2016).

Figura 12. a) Detalle de las trabéculas que conectan los puntos distales de las proyecciones del quiste, b) detalle
de las bases de las proyecciones donde se evidencia la bifurcacion, c) quiste sin contenido celular, pared
celular translicida. Barra escala = 10 pum.

3.4.6 Protoperidinium sp.

3.4.6.1 Protoperidinium sp. Tipo 1.

El cuerpo del quiste es de forma pentagonal robusta, con un ancho de 56 a 60 pum,
mientras que de alto 74 a 79 um. la pared de color pardo traslucido, en el interior del quiste se
observaron granulos (Fig. 13). Para la identificacion se utilizaron descripciones realizadas por
Matsuoka y Fukuyo (2000), Dale (2001), Van Hauwaert (2016).

28



Figura 13. Quiste de Protoperidinium sp. Tipo 1. Barra escala= 10 um.

3.4.5.2 Protoperidinium cf. stellatum

Cuerpo del quiste en forma pentagonal y siempre comprimido dorso-ventralmente.
Cinco proyecciones en forma de cuernos terminadas en punta en la parte distal. En este caso
no se encontraron quistes con contenido celular aparentemente viable, Unicamente con el
citoplasma reducido (Fig. 14). Para la identificacion se utilizaron descripciones realizadas por
Matsuoka y Fukuyo (2000), Van Hauwaert (2016), Head et al. (2019).

Figura 14. Quiste de Protoperidinium sp. cf. stellatum. Barra de escala = 10 pm
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3.4.6 Gymnodinium cf. catenatum

Quiste de forma esférica, pared microreticulada de coloracion rojiza parda, sin
ornamentaciones, el arqueopilo es tipo cryptofilico casmico (Fig.15 a y b). Unicamente se
encontraron quistes vacios. La identificacion se realizO basado en las descripciones de
Anderson et al. (1988), Matsuoka y Fukuyo (2000), Figueroa et al. (2006).

Figura 15. Quiste de Gymnodinium cf. catenatum. a) arqueopilo b)
microreticulaciones

3.4.7 Pheopolykrikos sp.

Debido a la longitud de sus ornamentaciones robustas este quiste se clasificd como
proximocorado, ya que, cada una de estas proyecciones alcanz6 el 30% del didmetro total del
cuerpo del quiste. Su forma es alargada con los bordes también redondeados, los procesos son
del tipo vallate, ya que, son robustos y en el extremo distal poseen ramificaciones (Fig. 16).

Para la identificacion se utilizaron descripciones realizadas por Matsuoka y Fukuyo (2000).

Figura 16. Quiste de Pheopolykrikos sp. (Se indica las ramificaciones en las ornamentaciones).
Barra de escala= 10 um
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3.5. Distribucion de los quistes de resistencia en el Golfo de Nicoya.

3.5.1 Concentracién total de quistes

De acuerdo con los patrones de distribucion y concentracion de quistes totales (Fig.
17a), los puntos de muestreo ubicados en las zonas externas del Golfo de Nicoya son los que
presentaron la mayor concentracion de quistes, siendo la estacion de muestreo Tarcoles la que
presentd la concentracién mas alta registrada (75+£52.9 quistes/mL) En la zona interna del
Golfo, las areas cercanas a la desembocadura del rio Tempisque se registraron las
concentraciones mas bajas, siendo Puerto Palito la estacion de muestreo con un promedio de
1+0.81 quiste/mL. Es importante destacar que en el &rea ubicada entre las islas Caballo y San

Lucas se observd un aumento en la concentracion (49+£28.38 quistes/mL).

La concentracion mas alta de quistes viables se registro en la estacion de muestreo
Tarcoles con un valor de 63+26.2 quistes/mL. En el caso del area comprendida desde Isla
Caballo hasta Isla Chira la concentracion de quistes viables es baja, incluso en algunas de las
muestras analizadas no se observaron quistes (Fig. 17b).
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Figura 17. Distribucion espacial de los quistes aislados de los sedimentos: a) Distribucion de los
quistes de resistencia totales de dinoflagelados; b) Distribucion de los quistes de
resistencia viables, durante el periodo abril 2013 a abril 2014, Golfo de Nicoya,
Puntarenas Costa Rica.



3.5.2. Distribucion de quistes de resistencia de Pyrodinium bahamense var.
compresum

La concentracion de los quistes de resistencia de P. bahamense var. compressum en la
estacion de muestreo Tarcoles fue en promedio de 31+15.44 quistes/mL, area en la que se
registré también la concentracion mayor de quistes totales. En general, esta especie se encontrd
con mayor concentracion en los sedimentos ubicados en las zonas mas externas del Golfo,
mientras que conforme se aproximaba a la parte interna la concentracion de éstos disminuyo

(Fig. 18).
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Figura 18. Distribucion espacial de la concentracion total de quistes de resistencia de Pyrodinium bahamense var.
compressum durante el periodo abril 2013 a abril 2014. Golfo de Nicova. Puntarenas Costa Rica.

La zona de Tarcoles se destac6 como un punto importante de acumulaciéon quistes
viables de P. bahamense var. compressum, con una concentraciéon promedio de 30+15.10
quistes/mL la mas alta registrada, seguida por las estaciones de muestreo de Punta Leona con
25+14.01 quistes/mL. Importante indicar que el punto entre las islas de Caballo y San Lucas

presentaron una concentracion similar a la zona de Bahia Caldera con un promedio de
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17+13.3 quistes/mL. Por otro lado, nuevamente la zona interna del Golfo se caracteriz6 por la

ausencia de quistes, la mayor parte de esta zona el valor promedio de quistes viables

encontrados fue cercano a 00 (Fig. 19).
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Figura 19. Distribucion espacial de la concentracion de quistes de resistencia viables de Pyrodinium bahamense

var. compressum durante el periodo abril 2013 a abril 2014, Golfo de Nicoya, Puntarenas Costa Rica.
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3.5.3. Distribucion de quistes de resistencia de Gyrodinium sp.

La concentracién de los quistes totales de Gyrodinium sp., fue sumamente baja a lo
largo de todo el golfo, incluso el punto con la mayor concentracion de quistes totales ubicado
entre las islas Caballo y San Lucas uUnicamente alcanzé un valor promedio de 0.88+0.99
quistes/mL (Fig. 20).
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Figura 20. Distribucién espacial de la concentracion de los quistes totales de Gyrodinium sp. durante el periodo
abril 2013 a abril 2014, Golfo de Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.

La concentracion mayor de quistes viables de Gyrodinium sp. se ubicé en las &reas
cercanas a las islas Caballo y San Lucas, con un valor promedio de 0.88+0.99 quistes/mL. Las
estaciones de muestreo ubicadas en la zona mas interna del Golfo fueron donde se determinaron
los valores mas bajos (Fig. 21).
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Figura 21. Distribucion espacial de la concentracion de los quistes viables de Gyrodinium sp. durante el periodo
abril 2013 a abril 2014, Golfo de Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.

3.5.4 Distribucion de quistes de resistencia de Alexandrium sp.

Los quistes de Alexandrium sp. se encontraron en mayores concentraciones cerca de las
zonas de Paquera e Isla Cedros, asi como, en la bahia de Caldera, para estos puntos las
concentraciones promedio de quistes totales fue de 3.88+4.22 quistes/mL. Mientras que en la
zona interna del golfo no se registraron quistes a excepcién de Chomes y Costa de Pajaros
donde se alcanz6 una concentracién promedio de 1.2+0.88 quistes/mL (Fig. 22). En cuanto a
los quistes viables, al igual que con los quistes totales las mayores concentraciones se
observaron en las estaciones de muestro ubicadas en la parte externa del golfo, donde se

alcanzaron concentraciones de 3.27+3.18 quistes/mL (Fig. 23).
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Figura 22. Distribucion espacial de la concentracion de los quistes totales de Alexandrium sp. durante el periodo
abril 2013 a abril 2014, Golfo de Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.
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Figura 23. Distribucion espacial de la concentracion de los quistes viables de Alexandrium sp. durante el
periodo de abril 2013 a abril 2014, Golfo de Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.

3.5.6 Distribucion de quites de resistencia de quiste Tipo I.

Los valores de quistes de resistencia totales de quiste Tipo I, se registraron en mayor
cantidad en la zona interna del golfo, contrario a lo reportado con las especies mencionadas
anteriormente. Precisamente, en los puntos cercanos a Isla Pajarita (30.8+10.5 quistes/mL), la
Bocana de Isla Chira (28+6.3 quistes/mL) y en Isla Sombrero (29+14.38quistes/mL) se
registraron los promedios de quistes totales/mL. Mientras que en la zona externa del Golfo la
concentracion mas alta fue de 11+8.9 quistes/mL en Bahia Caldera (Fig. 24).
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Figura 24. Distribucién espacial de la concentracién de los quistes totales de Quiste Tipo | durante el periodo abril
2013 a abril 2014, Golfo de Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.

La concentracion mas alta de los quistes de resistencia viables de quiste Tipo I, se
determiné en la zona de Bahia Caldera, con un valor promedio de 2.47 + 2.8 quistes/mL, en las
estaciones de muestreo ubicadas cerca de la Isla de Chira, Chomes y Punta Leona presentaron

la concentracion mas baja donde la concentracion de quistes/mL fue de 0 £ 00 (Fig. 25).
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Figura 25. Distribuciéon espacial de la concentracion de los quistes viables de Quiste Tipo | durante el periodo
abril 2013 a abril 2014, Golfo de Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.

Al comparar las concentraciones, los quistes de Pyrodinium bahamense var.
compressum y Tipo | son los que mas presencia tuvieron a lo largo del golfo, y ademas
presentaron una clara concentracion en zonas especificas a diferencia de lo que ocurri6 con los
quistes de Alexandrium sp. y Gyrodinium sp. Sin embargo, al realizar una comparacion
unicamente de los puntos donde se acumulan quistes viables, es P. bahamense var. compressum
gue mantuvo una concentracién alta y se observd una tendencia claramente definida de las

zonas de acumulacion a diferencia de las otras especies.
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4. Discusion.

4.1 Caracteristicas de las estaciones de muestreo.

En las estaciones de muestro ubicadas cerca de Téarcoles, Bahia Caldera, Isla Cedros,
Punta Leona, Herradura y San Lucas predominaron las salinidades altas de caracter oceanico,
las temperaturas se mantuvieron mas bajas que en la zona interna y en su mayoria el sedimento
era arenoso fino, mientras que en las estaciones ubicadas en la zona interna del Golfo los
sedimentos son muy finos (Ledn-Coto et al. 1998, Vega y Quesada 2013), la temperatura del
agua es constante y la salinidad es mas baja producto de los aportes del Rio Tempisque
(Ballestero et al. 2018). De acuerdo con Van Hauwaert (2016), Lin et al. (2019) y Bronahan et
al. (2020) la conjugacion de estos tres factores influye directamente en la distribucion de los
quistes resistencia. Figueroa et al. (2018), sefialaron la importancia de la temperatura, salinidad,
luz, disponibilidad de nutrientes como factores que modulan la germinacién de los quistes de
resistencia. Heikkila et al. (2014) consideraron que la disponibilidad de luz, nutrientes y
estratificacion controlada del agua dulce influyen en la distribucion espacial y produccion de

los quistes de resistencia de los dinoflagelados.

Lewis et al. (2018), enfatizan que las variaciones de las corrientes de acuerdo a la
estacionalidad anual marcada por las épocas lluviosa y seca, asi como, los sedimentos
aportados por los rios influyen en la produccidn de quistes de resistencia. Durante la estacion
lluviosa, el aporte de agua dulce producto de la creciente en los rios Tempisque en la zona
interna, Barranca y Grande de Téarcoles en la zona externa, producen una estratificacion
marcada horizontalmente, donde la variacién en la salinidad fluye desde la parte norte del Golfo
hacia el sur a lo largo de la costa este, mientras que las aguas suben hacia el interior a través de
la costa oeste (Voorhis et al. 1983). Por otra parte, durante la estacién seca se da una mezcla
en la columna de agua producto de los fuertes vientos caracteristicos del periodo comprendido
entre diciembre y abril, Unicamente en las areas profundas de la zona mas externa del Golfo,
donde las profundidades pueden llegar hasta los 200 m, la mezcla no llega a alcanzar el fondo

(Viquez y Hargraves 1995).

Estas condiciones del Golfo podrian favorecer la acumulacién de quistes viables
observadas en las estaciones de Tarcoles y Bahia Caldera principalmente, ya que fueron las

areas donde se registraron mas quistes viables, convirtiendo estas zonas en potenciales
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semilleros, a diferencia de lo ocurrido en el caso de las estaciones cercanas a las islas Berrugate
y Pajarita, donde la disponibilidad de quistes viables fue muy baja. Ademas, es posible que los
quistes de resistencia registrados en estas zonas internas hayan sido transportados por
corrientes del Golfo desde otras areas con mayor abundancia, tal y como ha sido sefialado por
Sarjeant et al. (1987) y Matsuoka y Fukuyo (2000) quienes concluyen que las corrientes
marinas actian como medios de dispersion geografica para los quistes de resistencia,

trasladandolos lejos de su lugar de origen.

Estudios realizados en las zonas templadas, indican concentraciones de hasta 5000
quites por gramo de sedimento seco de acuerdo con lo reportado por Reidhaar et al. (2015), lo
cual contrasta con los quistes contabilizados en este estudio, no obstante, en las zonas
templadas es mas factible que se dé la formacion de quistes de resistencia como mecanismo
para sobrellevar las condiciones adversas durante los meses de invierno cuando las condiciones
de luz, temperatura y disponibilidad de nutrientes varian considerablemente (Van Hauwaert
2016). En un estuario tropical, estas condiciones suelen ser mas constantes a lo largo del afio,
solo presentando pequefias variaciones segun sea la época lluviosa o seca. Ademas, las zonas
tropicales contienen una gran diversidad de especies de dinoflagelados que no son formadores
de quistes de resistencia (Baula et al. 2011), lo cual podria influir que las células permanezcan

mas tiempo en la columna de agua lo que provocaria una tasa de enquistamiento baja.

4.2 ldentificacion de los quistes de resistencia

De acuerdo con Van Hauwaert (2016), el tipo de arqueopilo, la cantidad, distribucion y
tipo de las ornamentaciones sobre la pared celular son las principales caracteristicas a tener en
cuenta para la identificacion de los quistes de resistencia. Fukuyo y Matzuoka (2000)
consideran, ademés de las caracteristicas anteriores, que la forma del cuerpo y la coloracion de

la pared celular también son caracteristicas con relevancia taxondmica.

No obstante, en ocasiones los quistes de resistencia no presentan estructuras distintivas
facilmente reconocibles o incluso podrian perderlas durante los procesos de sedimentacion o
depredacion (Ichimi y Montani 2001), lo que aumenta la dificultad para identificar una especie
solo por las caracteristicas externas. Incluso puede ocurrir que los quistes de resistencia de

algunos generos sean muy similares entre si, por lo que, para lograr una mayor certeza a la hora
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de identificar el quiste de un dinoflagelado a nivel de especie es mas confiable identificar la

célula vegetativa producto de la germinacion del quiste de resistencia (Gracia et al. 2013).

Pyrodinium bahamense var. compressum.

Esta especie fue descrita por primera vez por Plate en 1906, se asocia cominmente con
la produccion de saxitoxina conocida como Intoxicacion Paralitica por Moluscos (PSP
“Paralytic Shellfish Poisoning”) (Reidhaar et al. 2015). Es una especie que llega a desarrollarse
con mucha facilidad en ambientes con alta iluminacién y aguas célidas, requieren de un
constante aporte de nutrientes, por lo que suelen ser mas abundantes en areas cercanas a
manglares gue brinden abundante materia organica (Morquecho et al. 2014). Sin embargo, se
ha documentado que esta especie tiene la capacidad de reproducirse con éxito en ambientes
con nitrogeno y fosforo reducidos, lo cual les brinda una ventaja competitiva sobre otras
especies de dinoflagelados (Phlips et al. 2002).

Las caracteristicas morfoldgicas y el tamafio de los quistes de resistencia de
Pyrodinium bahamense var. compresum, como la longitud, forma y distribucién de los
procesos descritos en este trabajo concuerdan con la descripcion realizada por Matsuoka y
Fukuyo (2000), asi como, las descripciones de otros trabajos como Hereid (2007), Martinez
(2011) y Morquecho et al. (2014). En el caso del Morquecho et al. (2014), el diametro sin
ornamentaciones reportado para esta especie oscilo entre los 43-56 um mientras que en el
presente trabajo lo didmetros registrados llegaron hasta un maximo de 66 pm (promedio
55+3.89 um) es la Unica diferencia encontrada y puede ser explicada como un morfotipo del
quiste cuyo tamafio podria ser mas grande para las zonas tropicales a diferencia de las muestras
estudiadas por Morquecho et al. (2014) que se ubican en zonas mas al norte del continente

americano como lo es el golfo de California.

Con respecto al registro de quistes cuyos procesos u ornamentaciones no estaban
presentes, en un primer momento se considerd la posibilidad de que se trataran de quistes
temporales o pellicles como los descritos por Bravo y Figueroa (2014) y que se asocia
principalmente con las condiciones adversas, sin embargo, aun no se tiene claro cuéles son
todos los factores que intervienen en la formacion de este tipo de quiste y su proceso de
germinacion (Onda 2014). En este estudio, los quistes encontrados sin procesos aln se

encontraban en estado de formacion, considerando que otros aspectos como la formacion del
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cuerpo rojo, el arqueopilo y la coloracion del contenido celular coincidieron con los descritos
por Morquecho et al. (2014).

Mustakim et al. (2019), consideran que los estudios de Pyrodinium sp. han sido muy
limitados por la dificultad de establecer los cultivos de esta especie en el laboratorio. Sin
embargo, en este estudio el quiste de P. bahamense var. compressum mostré una mejor
respuesta a las condiciones de cultivo, teniendo el porcentaje de germinacién mas alto.
Ademas, las células vegetativas obtenidas a partir de los quistes germinados se adaptaron muy
bien a las condiciones de laboratorio, lo que permitié que se establecieran los indculos

utilizados posteriormente para estimar la tasa de crecimiento.

La tasa de crecimiento de P. bahamense var. compressum fue de 0.45 divisiones/dia, lo
cual coincide con lo reportado por Geradia et al. (2007), quienes registraron una tasa de
crecimiento para esta especie dentro de un rango de 0.2-0.4 divisiones/dia. Los autores
reportaron un crecimiento exponencial a los siete dias después de realizado el inoculo en el
medio de cultivo, a diferencia de los resultados que se obtuvieron en el presente estudio donde
no se registro una fase de latencia, sino que la fase de crecimiento exponencial se presentd
desde el dia uno al dia cinco después de realizado el in6culo. Morquecho et al. (2014),
documentaron que el crecimiento 6ptimo del P. bahamense var. compressum en laboratorio se
dio entre los 25°C a 30 °C y a una salinidad entre los 20 y 35 UPS. Omura y Fukuyo (2002)
determinaron una tasa de crecimiento maxima de 0.38 divisiones/dia a una temperatura de 28°C
y una salinidad entre los 20 y 50 UPS. Al analizar los resultados del presente estudio con los
obtenidos por otros investigadores, se evidencia que el crecimiento 6ptimo para esta especie se
da en condiciones de temperatura y salinidad altas, ya que, las temperaturas bajas pueden
inhibir las sintesis de proteinas que intervienen en el crecimiento celular (Geradia et al. 2007,
Mustakim et al. (2019).
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Gyrodinium sp.

A pesar de no ser identificado a nivel de especie, debido a que fueron muy pocos los
quistes viables aislados de los sedimentos, si fue posible hacer la identificacion a nivel de
género. Algunos quistes de Gymnodiniales son conocidos por presentar una forma similar a la
celula vegetativa, por mucho tiempo se tuvo el debate sobre si los fésiles encontrados de estas
especies correspondian a células de resistencia (Kobayashi et al. 2001). Kajima y Kobayashi
(1992) mediante el aislamiento y germinacién de quistes extraidos de los sedimentos del lago
Hamana, estudiaron la morfologia de los quistes de Gyrodinium instriatum, las descripciones
de los autores concuerdan con las caracteristicas encontradas en los quistes aislados de
Gyrodinium sp. del presente estudio, entre las que se destacan el angulo marcado
(aproximadamente de 90°) entre el paracingulum y el parasulcus, ademas de que el quiste se

observé comdnmente cubierto de una capa de mucilago.

Gyrodinium sp. esta considerado como una especie potencialmente nociva, puede
causar altas mortalidades en granjas de camaron cuando produce floraciones algales cerca
(Jimenez 1993). Por lo que, es recomendable mantener un monitoreo de estas especies para

recopilar informacion que permita prevenir sus efectos nocivos (Garrate-Lizarraga et al. 2013).

Alexandrium sp.

En el caso de los quistes de Alexandrium sp. aislados de los sedimentos de Golfo de
Nicoya, a pesar de contar con las mejores condiciones en las camaras de cultivo para la
germinacion de las células vegetativas no se logré una germinacion exitosa que permitiera
identificar la especie. Sin embargo, la identificacion a nivel morfoldgico se realiz6 utilizando
el trabajo de Matsuoka y Fukuyo (2000). Las principales caracteristicas utilizadas para la
identificacion fueron la forma del quiste y diametro del quiste, asi como, la formacion del

mucilago alrededor de la pared celular.

Diversos autores, consideran que en el caso del género Alexandrium existe lo que se
denomina reloj enddgeno que se encarga de regular los procesos de germinacion
independientemente de las condiciones ambientales externas (Anderson y Keafer 1987; Matrai

et al. 2005, Figueroa et al. 2018) lo que explica porque no fue posible la germinacién.
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Se ha documentado que algunas especies de Alexandrium la interaccion entre los
factores internos y externos controlan la latencia. Fischer (2017), observé que la germinacion
de los quistes de Alexandrium catenella, esta influenciada por un ciclo endégeno que restringe
las floraciones de esta especie a solo un corto intervalo de tiempo entre la primavera y
principios de verano. El autor enfatiz0 que estas “germinaciones programadas” son
especialmente importantes cuando se trata de semilleros profundos en las zonas templadas,
mientras que en las zonas tropicales o para semilleros de poca profundidad los ciclos de

germinacion pueden estar influenciados por otros factores como la temperatura.

Actualmente, se han identificado cerca de 30 especies que conforman este genero y al
menos un 50% produce sustancias toxicas como las saxitoxinas, espirolidos y goniodominas,
y en el caso de que no sean productores de toxinas si podrian generar efectos nocivos sobre
otros organismos cuando producen floraciones algales (Anderson et al. 2012). De los tres tipos
de toxinas, las saxitoxinas son las que podrian tener los mayores impactos, ya que, bloguean
selectivamente los canales de sodio de los animales, produciendo paralisis. Estas toxinas son
tan fuertes que pueden afectar a los seres humanos cuando son consumidas a través de carne
de moluscos que se alimentaron de microalgas toxicas. A mayor escala, las consecuencias de
las floraciones recurrentes de estas especies pueden implicar deterioro del turismo, alteraciones
de las cadenas troficas, mortalidad de especies marinas y pérdidas econdmicas cuantiosas en

los sistemas productivos como la maricultura.

Quiste tipo I.

Se encontraron muy pocos individuos con contenido celular, y una vez que se colocaron
en los pocillos de cultivo ninguno sobrevivid. Una de las caracteristicas mas interesantes es el
didmetro que oscilo entre los 68um hasta los 107 um, pues es uno de los mas grandes
registrados en este estudio, aunado a esto la falta de diferenciacion en el contenido celular

fueron factores que dificultaron més su identificacion taxonomica.

Con respecto a los quistes de Gonyaulax sp., Gymnodinium cf. catenatum.,
Protoperidinium sp tipo 1 y Protoperidinium sp cf. stellatum, Pheopolykrikos sp. en su mayoria
se trataron de observaciones Unicas, los quistes no presentaban contenido celular viable. En
ninguno de los casos fue posible recopilar suficiente informacion que permitiera realizar una

identificacion a nivel de especie, a pesar de utilizar guias de identificacion basadas solo en las
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caracteristicas morfoldgicas como el caso de Matsuoka y Fukuyo (2000) y publicaciones con
descripciones detalladas. Sin embargo, todas estas especies corresponden a géneros que

podrian generar floraciones algales noscivas.

4.3 Distribucion de quistes de resistencia en el Golfo de Nicoya

De acuerdo al registro del Laboratorio de Fitoplancton Marino de la Estacion de
Biologia Marina Juan Bertoglia Richards entre el 2002 y el 2013 se registraron 44 eventos de
floraciones algales dentro del Golfo de Nicoya (Calvo-Vargas 2019, comunicacion personal).
Calvo-Vargas et al. (2016) concluyeron que el incremento en las concentraciones y la
ampliacion de las zonas de impacto de las floraciones algales registradas son indicativos que

el Golfo de Nicoya ofrece condiciones favorables para la proliferacion de estos organismos.

Las concentraciones mas altas de quistes de Pyrodinium bahamense var. compresum,
se registraron en las zonas aledafias a Tarcoles y Bahia Caldera, por lo que, estas areas podrian
ser semilleros importantes para esta especie. Segun Morquecho et al. (2014), P. bahamense es
una especie de caracteristicas termofilicas y eurihalinas que favorecen su germinacion cuando
la temperatura oscila entre los 25°C a 30°C y la salinidad entre los 20 UPS y 35 UPS,
caracteristicas que coinciden con los parametros reportados para las estaciones de muestro
ubicadas en estas areas. Otro aspecto importante es el tipo de sedimento en estas zonas, en
Tarcoles y Bahia Caldera predominan los sedimentos finos y muy finos (Vega y Quesada
2013), este tipo de sedimento permite la formacion de semilleros debido a que, en los
sedimentos conformados por particulas de gran tamafio, los quistes serian facilmente
resuspendidos en la columna de agua y por lo tanto se facilitaria que sean llevados hasta otras
areas, donde las condiciones del sustrato faciliten que el quiste se sedimente por periodos mas
prolongados (Hereid 2007).

P. bahamense var. compressum, produce quistes de resistencia como parte de su ciclo
de vida, a diferencia de otras especies que solo utilizan esta estrategia de supervivencia cuando
las condiciones ambientales son adversas (Godhe et al. 2001, Peperzak 2006). La produccion
de quistes constante incrementa la concentracion de quistes de resistencia en el area donde

ocurren las floraciones de esta especie, favoreciendo la realizacion de estudios sobre
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distribucion de quistes en los sedimentos e incluso es posible utilizar la abundancia y

distribucion de los quistes para calcular el tamarfio de la poblacion (Hereid 2007).

Con respecto a la poca abundancia de quistes de Alexandrium sp. y Gyrodinium sp.
encontrados en el Golfo de Nicoya durante este trabajo, coincide con lo reportado por otros
investigadores, como el caso del trabajo realizado por Kobayashi et al. (2001), en el cual la
densidad de quistes de G. impudicum registrada en los sedimentos fue menor a 1 quiste por
cm?®. Es posible que estas concentraciones bajas de quistes se deban a que a diferencia del P.
bahamense, las especies de Gyrodinium sp. no son formadoras activas de quistes de resistencia
y por tanto no han conformado semilleros importantes dentro del Golfo. Se ha documentado,
que G. instriatum puede germinar con mayor frecuencia que otros dinoflagelados, sin requerir
un periodo obligatorio de “reposo”, incluso Shikata et al. (2008) en su investigacion evaluaron
las distintas variables que pueden influir en los procesos de germinacion de los quistes de estas
especies, destacando que para el caso de G. instriatum presenta un amplio espectro de factores
que disparan la germinacion y que incluso este proceso puede llevarse a cabo en total oscuridad.

Esto implicaria que los quistes de estas especies sean mas escasos en los sedimentos.

En este estudio las densidades para el género Alexadrium fueron bajas en comparacion
con el estudio realizado por Juliano y Garcia (2006), quienes reportaron densidades de 22
quistes por cm? en el caso de Alexandrium cf. minutum mientras que las densidades de otras
especies de Alexandrium oscilaron alrededor de los 26 quistes por cm® en zonas portuarias.
Esto coincide con lo obtenido en este trabajo donde las concentraciones de quistes mas altas
para este género fueron determinadas en la zona de Caldera. Lo anterior destaca ademas la
importancia de la realizacion de estos estudios para el manejo de las aguas de lastre y su vertido

en las areas portuarias.

En el caso del quiste Tipo | se ubicaron puntos importantes de acumulacién alrededor
de Isla Pajarita, en la Bocana de la Isla Chira y en las cercanias de Isla Sombrero, sin embargo,
en las zonas internas del golfo se registraron quistes vacios, mientras que los quistes con
contenido celular solo se localizaron en la zona externa del Golfo cerca de Bahia Caldera.
Segun Anderson y Wall (1978), Sarjeant et al. (1987), la presencia de quistes vacios en una
zona se podria explicar al considerar que el tamafio del quiste y las numerosas proyecciones
que lo recubren permiten que la estructura vacia se mantenga suspendida en la columna de agua
por mas tiempo o se adhieran a otros organismos que junto con las corrientes los transportarian

lejos de donde originalmente germinaron las células vegetativas.
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5. Conclusiones

Se determind la presencia y distribucion de quistes de resistencia de Pyrodinium
bahamense var. compressum, Alexandrium spp., Gyrodinium sp., Gonyaulax sp.,
Protoperidinium sp, Gymnodinium cf. catenatum. y Pheopolykrikos sp. en los sedimentos del

Golfo de Nicoya.

Se establecieron las bases para determinar la ubicacion de semilleros de dinoflagelados
potencialmente toxicos dentro del Golfo, para ser consideradas en la implementacion futura de
proyectos productivos y de esta forma contribuir a mitigar los efectos adversos producto de las
floraciones algales nocivas y toxicas recurrentes en esta zona de importancia econémica por el

valor que tiene para la maricultura y la industria turistica.

Las zonas de Tarcoles, Caldera, Isla Cedros e Isla San Lucas, no serian areas
recomendables para el establecimiento de proyectos productivos al ser consideradas como
zonas de alto riesgo debido a la posibilidad de floraciones algales recurrentes, ya que, en este
estudio se determind que son zonas de acumulacion de quistes viables de P. bahamense var.

compressum y Alexandrium spp. principalmente.

El flujo de las corrientes marinas podria influir en la acumulacion de los quistes de
resistencia vacios en la zona interna del Golfo. La especie Tipo | reflej6 mejor este
comportamiento, en el caso de Pyrodinium bahamense var. compressum, Alexandrium sp., y

Gyrodinium sp. esta tendencia fue menos evidente.

La cantidad de estructuras vacias del quiste Tipo | dentro de las muestras de sedimento
marino sugiere gque esta especie tiene una presencia importante dentro del Golfo.

Los quistes de P. bahamense var. compressum tuvieron el porcentaje de germinacion
mas alto y las células vegetativas producto de la germinacién de los quistes presentaron una
tasa de crecimiento en 0.45 divisiones/dia, lo que indica que probablemente los quistes
resistencia de esta especie se adaptaron mejor a las condiciones del laboratorio en comparacion

con los quistes viables de otras especies que fueron aislados bajo las mismas condiciones.
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6. Recomendaciones

Dar continuidad a este estudio para estimar la abundancia relativa de los quistes,
principalmente en las estaciones donde se reportaron las especies nocivas e incorporar estos
muestreos al programa de monitoreo actual ejecutado por el Laboratorio de Fitoplancton
Marino de la Universidad Nacional. Se recomienda utilizar equipo que permita tomar muestras

de sedimento mas abundantes.

Aislar quistes de los sedimentos y analizar el comportamiento de las tasas de germinacion
a diferentes condiciones ambientales, como salinidad y temperatura, podrian también brindar
informacién sobre los efectos del cambio climatico en las poblaciones de dinoflagelados

presentes en el Golfo de Nicoya.

Los cultivos a partir de la germinacion de quistes de resistencia de P. bahamense var.
compressum, seran la base para propuestas de investigacion para comprender mejor el
comportamiento de esta especie, la dindmica de las floraciones algales, perfil y potencial

toxicoldgico y su crecimiento bajo ciertos escenarios futuros del cambio climatico, entre otras.

Realizar estudios de series temporales para evaluar el efecto de la eutrofizacion cultural
sobre las camas de quistes de dinoflagelados en el Golfo de Nicoya, junto con la determinacion

de la concentracién de los nutrientes principales.
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8. Anexos

Anexo 1. Coordenadas geogréficas de las estaciones de muestreo, golfo de Nicoya,

Puntarenas, Costa Rica.

Nombre Latitud Longitud
Herradura 9°37°600”” N | 84°41°900”” W
Punta Leona 9°42°400”” N | 84°41°900”° W
Tarcoles 9°45°700>> N | 84°41°900>” W
Bahia Caldera 9°52°200”’ N | 84°47°200” W
Chomes 10°01°424°> N | 84°55°595”° W
Punta Morales 10°04°141°> N | 84°57°550”” W
Islas Cortezas 10°04°271°° N | 84°58°313” W
Costa de Pajaros 10°05°710°” N | 84°59°840”” W
Isla Pajarita 10°05°953”* N | 84°59°877° W
Bocana externa (Isla Chira) |9°59°122°” N | 85°01°850”” W
Bocana interna (Isla Chira) | 10°06°394”° N | 85°05°154>> W
Montero centro 10°08°474°° N | 85°09°974°W
Montero Manglar 10°07°563”* N | 85°10°946>° W
Puerto Palito 10°04°545°° N | 85°11°147° W
Isla Sombrero 10°02°120° N | 85°07°116” W
Isla Berrugate 10°03°010*° N | 85°09°173 W
Isla Bejuco 10°00°317°* N | 85°02°378”° W
Isla Venado 9°59°832° N |85°04°518” W
Isla Caballo 9°58°730”” N | 84°57°565° W
Entre San Lucas y Caballo |9°58°477”” N |84°55°978”” W
Isla Cedros 9°50°754”” N | 84°52°973”” W
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Anexo 2. Técnica para la separacion de quistes del sedimento con solucion de

polytungstato de sodio (SPS)(Bravo et al. 2007).

Material y métodos:

L 2R JER R JEE R JEE 2R JEE JER JEE 2R SRR 2R R 4

Probeta de 50 mL.

Caja de petri.

Agitador de vidrio.

Micropipetas Pasteaur.

Beaker de 50 mL.

Agua fria (aproximadamente 500 mL)

Espétula.

Tubos para centrifuga de 15 mL.

Gradilla para tubos para centrifuga.

Regla milimétrica.

Pipeta con agua de mar filtrada.

Tamices (125 umy 20 um).

Pizeta con agua destilada.

Solucion de Polytungstato de Sodio (densidad 2g/mL).

1. Colocar los tubos que contienen los sedimentos en un bafio de agua fria.

2. Agregar 10 mL de agua de mar filtrada a una probeta de 50 mL.

3. Agregar de 1 a 1,5 cm de sedimento en la probeta con los 10 mL de agua de mar
filtrada y de 3 a 5 cm para los sedimentos arenosos.

4. Mezclar muy bien los sedimentos con un agitador de vidrio. Anotar el volumen
inicial de los sedimentos.

5. Pasar todo el contenido de la probeta a un beaker de 50 mL, lavar muy bien la
probeta con agua marina filtrada hasta aproximadamente 35 mL.

6. Sonificar a intensidad baja durante 1,5 minutos en un bafio de agua fria.

7. Lavar el sedimento con agua de mar filtrada sobre una serie de tamices de 125y 20
pm.

8. Lavar tamiz de 20 um con agua de mar filtrada, pasar toda la muestra (pregradiente)
a un tubo de centrifuga plastico de 15 mL. Anotar el volumen.

9. Tomar parte del pregradiente o todo segun lo concentrado que se vea. Centrifugar
a 1000 rpm por 15 minutos y a 10°C.

10. Retirar el sobrenadante y agregar la solucion de polytungstato de sodio con una
densidad de 2g/mL (SPS) a un volumen del doble de la muestra de sedimento.

11. Homogenizar la muestra en un Vortex.
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12. Centrifugar a 700 rpm por 15 minutos a 10°C.
13. Verter el sobrenadante sobre el tamiz de 20 um y lavar con agua de mar filtrada
para eliminar el SPS.

14. Recoger la muestra en un tubo de 15 mL. Observar al microscopio.

Sino es posible observar inmediatamente al microscopio la muestra se debe guardar

en la refrigeradora por poco tiempo.

Anexo 3. Aislamientos celulares por micromanipulacion capilar (Reguera 2002)

Material y métodos.

+ Pipetas Pasteur o pipetas microcapilares estériles que se han afinado previamente al
fuego hasta conseguir un orificio de entrada ligeramente mayor al didmetro de las
células que se pretenden aislar. Es importante evitar que queden aristas cortantes al
cortar la punta estirada al fuego. Para ello se puede cortar la boca del capilar con un
cortador de diamantes similar al que usan los relojeros; otra medida puede ser cortar
con un movimiento rapido mientras se sujeta con ambas manos el extremo a partir y
posteriormente pasar rapidamente el corte realizado por la llama para “sellar” las
aristas, procurando no sobrecalentar el capilar para evitar que se cierre la punta.

+ Portaobjetos

¢ Agua de mar filtrada (0.45 um-0.22um) y esterilizada.

¢ Microplacas de cultivos celulares, con pocillos de 3 mL (24 pocillos distribuidos en

rectangulos de 6 filas por 4 columnas), rellenos con medio de cultivo.

1. Se coloca aproximadamente 1 6 2 gotas de la muestra obtenida de la separacién de
quistes del sedimento con solucion de polytungstato de sodio, en un portaobjetos de
vidrio.

2. Se aislan los quistes, uno por uno, al microscopio invertido utilizando pipeta
microcapilar, se trasfieren a otro portaobjetos que contiene dos ¢ tres gotas separadas
de medio de cultivo L1, para ser lavados y asi separarlos del material acompariante. Se
repite esta operacion 2-3 veces con el fin de asegurar que los quistes queden libres de

microorganismos no deseados.
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3. Se colocan los quistes en los pocillos de las camaras de cultivo que contienen el medio
L1. Cada pocillo esta identificado por coordenadas (letra de la fila y nimero de la
columna; ademas es importante indicar en la hoja de control la posicion del quiste
dentro del pocillo) con lo que se facilita el seguimiento del quiste. Se incuban los quistes
en camaras bajo condiciones de luz, temperatura y fotoperiodo lo mas préximo posible
a las condiciones ambientales de donde se tomaron las muestras.

4. Observar periddicamente los quistes de resistencia contenidos en los pocillos. Se anota

en un cuaderno la evolucion del mismo.

Anexo 4. Preparacion del medio de cultivo L1, (Guilard y Hargraves 1993)

Se parte de agua de mar almacenada que ha sido filtrada y a la cual se le ha corregido
la salinidad a 31 pts. Se adiciona 1 ml de cada una de las soluciones stock (nitratos, fosfatos y
metales) y vitaminas (tiamina, biotina y cianocobalamina), elaboradas previamente, por cada
litro de medio que se requiera elaborar. No es necesario agregar silicatos al medio L1, debido

a que los dinoflagelados no requieren de este nutrimento.

Preparacion de soluciones stock.
Solucion de nitratos:

Se disuelven 75.05g de NaNOs en 1 L de agua destilada, se autoclava en una botella de
teflon o de vidrio estéril y se deja enfriar rapidamente.

Se almacena en la refrigeradora.

Solucion de fosfatos:

Se disuelven 5.01g de NaH2PO4H20 en 1L de agua destilada, se autoclava en una
botella de teflon o de vidrio estéril y se deja enfriar rapidamente.
Se almacena en la refrigeradora.

Solucion de metales:

¢ CuS045H20 2.5¢/L

¢ 7ZnS04.7H20 23.0¢g/L

¢ CoCl2.6H0 11.90 g/L
¢ MnCl2.4H,0 178.12 g/L
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¢ NaxMo004.2H,0 21.78 g/L
¢ SeOq4 1.12 g/L
¢ NiSO4.6H.0 2.63¢g/L
¢ NazVOq 1.84 g/L

¢ KoCrO4 0.19g/L

Se disuelven 4.36 g de Na, EDTA en agua destilada (aproximadamente en 400 mL).

Se disuelven 3.16 g de FeCls.6H20 en agua destilada (aproximadamente en 400 mL).

Posteriormente ambas soluciones se depositan en un balon aforado y se les afiade 1 mL
de cada una de las 9 soluciones de metales previamente preparados y se completa hasta 1 L con
agua destilada, en un matraz aforado.

Se pasa el litro de solucion a un recipiente de teflon y se autoclava.

Se deja enfriar rapidamente y se almacena a temperatura ambiente.

Solucién de vitaminas:

Se prepara una solucion de:
+ Biotina: 0.51 g/L en agua destilada.
¢ Cianocobalamina: 0.50 g/L en agua destilada.

Se almacenan en el congelador.

Se prepara una solucion de Tiamina. HCL 101.2 mg en unos 900 mL se le afiade 1mL
de la solucidn de biotinay 1 mL de la solucion de cianocobalamina. Se completa hasta 1 L
con agua destilada en un matraz aforado y se reparte en alicuotas (para facilitar su uso). Se

envuelven con papel parafilm y se guardan en el congelador hasta su uso.

63



