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TEMA Y REFERENTES TEORICOS:

El Golfo de Nicoya es un estuario altamente productivo, especialmente debido a la influencia
directa de los rios Grande de Tarcoles, Tempisque y Barranca, que anualmente depositan grandes
cantidades de nutrientes a esta area. Su estudio, en diferentes disciplinas ha sido de gran interés por
parte de la comunidad cientifica, entre ellos, la dinamica del fitoplancton. La presencia de microalgas
potencialmente tdxicas, principalmente dinoflagelados que producen toxinas muy potentes podrian
causar riesgos severos a la salud publica, las pesquerias, la maricultura y el turismo, con una gran
repercusion socio-econémica para el pais.

Entre las ficotoxinas, las de tipo paralizante constituyen la principal amenaza para la salud puablica
(Reguera, 2002). Ademads, este grupo de toxinas es el que tiene la distribucién méas amplia en todo
América Latina (Lagos, 2002) y es la intoxicacion que se ha presentado en la costa pacifica de Costa Rica
desde hace mas de 20 afios (Mata, Abarca, Marranghello & Viquez, 1990), causada por el dinoflagelado
toxico Pyrodinium bahamense var compressum. En el Golfo de Nicoya, también se observa a Gymnodinium
catenatum otro dinoflagelado que ha sido reportado a nivel mundial como productor de toxinas
paralizantes, por lo tanto, es de vital importancia conocer el perfil toxicolégico de esta especie para asi
poder determinar el potencial téxico que representa, aunque todas estas toxinas se derivan de una
estructura comun, no todas presentan el mismo grado de toxicidad. El objetivo de este trabajo fue
detectar la presencia de toxinas de tipo paralizante mediante cromatografia liquida con deteccion
flourimétrica (LC-FLD) y derivatizacion postcolumna, en el dinoflagelado Gymmnodinium catenatum
cultivado bajo condiciones controladas de laboratorio.

METODOLOGIA:

1. Sitio de estudio:

Se recolectaron muestras frescas de fitoplancton en diferentes areas del Golfo de Nicoya. Las
estaciones de muestreo fueron: 1. Tarcoles, 2. Caldera, 3. Muelle de Puntarenas y 4. Isla Pajarita
(Fig. 1). Las muestras fueron tomadas con una red de 20 pm de abertura de malla. El periodo de
la recolecta fue de abril del 2008 a junio del 2009, las cuales se analizaron en el Laboratorio de
Fitoplancton Marino. Estacion de Biologia Marina Juan Bertoglia Richards. Escuela de Ciencias
Biologicas. Universidad Nacional. Puntarenas, Costa Rica.

2. Aislamiento y condiciones de cultivo:

G. catenatum fue aislado mediante la técnica de micromanipulacién capilar (Reguera, 2002) con
algunas modificaciones, de la estaciéon de muestreo Caldera. Se cultivé por duplicado (cepas
Gcl y Ge2) en medio de cultivo L1 (Guillard & Hargraves, 1993), con un fotoperiodo de 12 h
luz: 12 h oscuridad, a una temperatura de 26+1 °C, una salinidad de 31 PSU y una intensidad
luminica de aproximadamente 68 pmol fotén m= s,

La confirmacion de la identidad taxondmica se realizé en el Centro Oceanografico de Vigo,
Espafia.

El crecimiento celular se expres6 como el numero de células por mililitro (células/mL) y se
graficaron sus fases de crecimiento en forma logaritmica, la tasa especifica de crecimiento ()

expresada en divisiones por dia, se calcul6 utilizando la siguiente férmula: Log 2 (N2/N1) / (t2-
t1).

3. Extraccion de las toxinas

Se tomaron muestras de 25 mL de los cultivos en diferentes puntos de las curvas de crecimiento
y se transfirieron a tubos de centrifuga. Se centrifugd durante 15 minutos a 1 500 rpm, luego se
eliminé el sobrenadante y al concentrado celular se le afiadié 1/3 del volumen celular de HCl
0.1 N. Los tubos se sellaron bien con papel parafilm, se rotularon adecuadamente y se
mantuvieron en congelacion (-30°C) hasta su andlisis (Franco 2005 com. per.).

4. Metodologia empleada para la deteccion de las toxinas paralizantes.

Para la determinacion del perfil de las toxinas paralizantes, las muestras fueron analizadas
mediante la Técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia con Deteccion Flourimetrica
(LC-LFD) y derivatizacion post-columna (Franco & Fernandez, 1993) en el Centro Oceanogratico

de Vigo, Espafia. Los patrones de las toxinas paralizantes se adquirieron del National Research
Council (NCR) de Canada.

Informacion de Contacto

Correo electronico: artaviak@gmail.com

UNIVERSIDAD NACIONAL
C O T A

S RI1CA

Titulo: Crecimiento bajo condiciones controladas de laboratorio y determinacion del perfil de toxinas del

dinoflagelado toxico Gymnodinium catenatum, Golfo de Nicoya, Puntarenas, Costa Rica.

Lic. Karen Berrocal Artavia, Universidad Nacional, Costa Rica.
M.Sc. Emilia Calvo Vargas, Universidad Nacional, Costa Rica.

M.Sc. Jorge Boza Abarca, Universidad Nacional. Costa Rica.

[ BTN 847 3000
Il i

Costa Rica
j"‘} T Mar
';-F_r ﬁ‘ Caribe
Favad A
irsroH] g _ i
i LY Ccéan
) Facifico .
~ a cs«?
'L-.f -
\ ‘
L i
. V«W\
o <‘\~' .
A
hi
4"-.;’_“_’5_ }
"r-iw"' S
-HH\-!.
-
Simbologia N
C. Rio Tempisque mm Rio Tempisque \
W C. Golfo Nicoya Rio Barranca
B C. Gde de Tarcoles == Rio Tarcoles

RS e e
85" 300 BE 0O Bt 3w

Figura 1. Estaciones de muestreo: Tarcoles , Caldera, Muelle
de Puntarenas e Isla Pajarita. Golfo de Nicoya, Puntarenas,
Costa Rica.

Fuente: Atlas 2008. Elaborado por: Rebeca Quesada
Céspedes, Laboratorio de Sistemas de Informacion
Geografica, Estacion de Biologia Marina, Juan Bertoglia
Richards, Escuela de Ciencias Biologicas, Universidad
Nacional, Puntarenas.

Figura 3. G. catenatum, A cadenas de 2, 4 y 6 células y células
solitarias, B célula en etapa de divisiéon celular en angulo
oblicuo, C cadenas de 2 y 4 células y células solitarias, D
cadenas de 2 células y células solitarias en la fase de muerte.
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Figura 4. G. catenatum, células de apariencia similar a la
célula vegetativa con una pigmentaciéon rojiza cerca del
epicono.
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Figura 2. Curva de crecimiento del dinoflagelado G. catenatum cultivado a una
temperatura de 26+1°C, salinidad de 31 PSU y 12 h 1uz:12 h oscuridad.
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Figura 5. Perfil de las toxinas GTXs y sus derivados para G. catenatum
cultivado de la primera fase de crecimiento de la cepa Gc 1, mediante LC-LFD

y derivatizacion post-columna.
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Figura 6. Perfil de las toxinas GTXs y sus derivados para G. catenatum
cultivado de la segunda fase de crecimiento de la cepa Gc 1, mediante LC-
LFDy derivatizaciéon post-columna.
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Figura 7. Perfil de las toxinas STXs y sus derivados para G. catenatum cultivado
de la primera fase de crecimiento de la cepa Gc 1, mediante LC-LFD vy
derivatizacién post-columna.
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Figura 8. Perfil de las toxinas STXs y sus derivados para G. catenatum
cultivado de la segunda fase de crecimiento de la cepa Gc 1, mediante LC-
LFD vy derivatizaciéon post-columna.
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Figura 9. Perfil de las toxinas GTXs y sus derivados para
G. catenatum cultivado de la primera fase de crecimiento de la cepa
Gc 2, mediante LC-LFD y derivatizacion post-columna.
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Figura 10. Perfil de las toxinas GTXs y sus derivados para
G. catenatum cultivado de la segunda fase de crecimiento de la
cepa Gc 2, mediante LC-LFD y derivatizaciéon post-columna.
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Figura 11. Perfil de las toxinas STXs y sus derivados para
G. catenatum cultivado de la primera fase de crecimiento de la cepa
Gc 2, mediante LC-LFD y derivatizacion post-columna.
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Figura 12. Perfil de las toxinas STXs y sus derivados para
G. catenatum cultivado de la segunda fase de crecimiento de la cepa
Gc 2, mediante LC-LFD y derivatizacion post-columna.
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Figura 13. Porcentaje (%) de cada toxina de las cepas de
G. catenatum cultivado, Gc 1 (mprimera y msegunda fase de
crecimiento), Gc 2 (Wprimera y Msegunda fase de crecimiento).

RETOS Y ACCIONES A SEGUIR:

Se continuara trabajando con G. catenatum, con el tin de estudiar su crecimiento y la
produccion de toxinas paralizantes bajo diferentes rangos de temperatura, salinidad y
fotoperiodo, es decir, simulando diferentes escenarios del cambio climatico para
observar su comportamiento y comprender mejor su dindmica para determinar si las
variaciones en los pardmetros mencionados podrian afectar a esta especie y poder
implementar planes de manejo para mitigar sus efectos en la zonas costeras.

RESULTADOS :

1. Crecimiento en cultivo

G. catenatum presentd dos curvas de crecimiento, en ambas no se observo
una fase lag, la primera curva con una fase exponencial maxima al dia 9,
continu6 creciendo hasta alcanzar una concentracion méaxima de 9 305
células/mL para el dia 35, la cual cayo el dia 39 y posteriormente crecio
nuevamente alcanzado una concentracion de 7 230 células/mL para el dia 51,
ésta continu6 con una fase de muerte que fue suspendida el dia 107 (Fig. 2).
La tasa de crecimiento se calcul6 para la primera curva y se obtuvo un valor
de 0.4 divisiones/djia.

Esta especie fue muy activa y de movimientos serpenteantes, de crecimiento
rapido al inicio de ambas fases exponenciales. Al comienzo de la primera
curva de crecimiento predominaron las cadenas de 2, 4, 6, 8, 10 y 16 células
(Fig. 3 A) y la presencia de células en division celular en angulos oblicuos
(Fig. 3 B), y cadenas de 8 células en la fase de crecimiento madaxima,
posteriormente predominaron las cadenas de 2 y 4 células, y células solitarias
en la fase de muerte. En el inicio de la segunda fase exponencial
predominaron las cadenas de 2, 4 y 6 células (Fig. 3 C) y en la fase de muerte
fueron mayores las cadenas de 2 células y solitarias (Fig. 3 D).

En los pocillos de cultivo, se observo la presencia de células solitarias con
movimientos vibratorios, fusion de éstas, asi como, células de mayor tamafo
a las vegetativas (Fig. 4), estas células de mayor tamafo una vez en el fondo
perdieron su coloracion y al poco tiempo murieron. No se observo ningtn
tipo de quistes.

2. Toxicidad

En las cepas Ge 1 (Fig. 5y 6) y Ge 2 (Fig. 9 y 10), no variaron los pertfiles
toxicologicos para las GTXs y sus derivados en la primera y segunda fase de
crecimiento. Las toxinas presentes fueron GI1Xs 1,2,3y 4y dcGTXs2y 3y
dcSTX. Sin embargo, el porcentaje de toxinas GTXs 2, 3 y 4 fue mayor en la
primera fase de crecimiento en la cepa Gc 1 y las toxinas GTX 1, dcGTX 2 y
dcSTX en la segunda fase de crecimiento (Fig. 13). En la cepa Gc 2 los
porcentajes de las toxinas GTXs 1y 3, dcGTX 2 y dcSTX fueron mayores en la
primera fase de crecimiento y GTXs 2 y 4 en la segunda fase de crecimiento,
siendo GTX 2 la toxina que aporté mas del 70 % y dcGTX 3 la que se encontro
en menor cantidad en ambas cepas (0.13%). Ademads, en ambas cepas solo se
encontraron toxinas del grupo de las dcSTX (Fig. 7, 8, 11 y 12) con un
porcentaje mayor de éstas en la primera fase de crecimiento para la cepa Gc 1
y en la segunda fase de crecimiento para la cepa Gce 2 (Fig. 13). Por otro lado,

se encontraron en cantidades muy pequetias las toxinas C1 y C2 en ambas
cepas (Fig. 5, 6, 9 y 10).
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