FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANOLOGICAS '

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE FICOTOXINAS EN
FITOPLANCTON Y MOLUSCOS BIVALVOS

T E S I S
que para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS EN
OCEANOGRAFIA COSTERA

p r e s e n t a

OCEAN. PERLA EDITH LOPEZ RAMIREZ

Ensenada, B. C. México, Marzo de 1998.




TESIS DEFENDIDA POR PERLA EDITH LOPEZ RAMIREZ
Y APROBADA POR EL SIGUIENTE COMITE:

5 e

DRA. ELIZABETH ORELLANA CEPEDA
DIRECTORA DE TESIS

\f //QM Djecs, Zbmia .

DR. JOSE VINICIO MACYAS ZAMORA
INODAL

i e

M. ZAUL GARCIA ESQUIVEL
SINODAL

Marzo, 1998.




RESUMEN

Con el propésito de cuantificar ficotoxinas caracteristicas de las mareas rojas en
la Bahia de Todos Santos, B.C. se realizaron analisis de ficotoxinas en
fitoplancton y en mejillon (Mytilus californianus) recolectados durante periodos de
florecimientos fitoplancténicos ocurridos entre agosto de 1995 y agosto de 1996.
Los lugares de muestreo fueron: el Rincon de Ballenas, dentro de la darsena
portuaria, en la zona inmediata exterior al Puerto de Ensenada y en el area de
cultivo comercial de mejillones, ubicado dentro de la Bahia. Para la
determinacién de las ficotoxinas se utilizaron métodos quimicos (HPLC-RP) y
biologicos (bioensayos en raton) usando extractos de fitoplancton y mejillén de la
Bahia Todos Santos. La especie mas abundante y frecuente dentro del
fitoplancton fue Lingulodinium polyedra. Se identificaron las toxinas C1-C4, B2,
GTX4, NEOSTX y STX en muestras de la Bahia. Los bioensayos en raton con
extractos de fitoplanton y mejillén mostraron piloereccion, letargo y en algunos
casos paralisis temporal en extremidades. Durante todo el ciclo anual en la Bahia
la toxicdad no fue superior a 30 ug STX eq./100 grs de mejilion. Ademas, se
detecté en la Bahia un evento extraordinario de Gymnodinium flavum 'y
Heterocapsa sp durante agosto de 1996, reportandose por primera vez a
Heterocapsa sp. como causante del florecimiento microalgal. Paralelo a este
estudio también se analizaron extractos de ostién (Crassostrea iridescens) y
almeja (Donax sp.) provenientes del suroeste mexicano. La especie que causo el
evento de marea roja fue Pyrodimium bahamense var. compressum. La toxicidad
reportada alcanzé valores superiores a 6,000 pg de STX equivalente a 100 gr. de
tejido de molusco bivalvo. Los bioensayos en ratén con extractos de ostion y
almeja causaron la muerte en todos los casos. Se concluye que las ficotoxinas se
encuentran presentes en fitoplanton y mejillon de la Bahia Todos Santos, pero su
toxicidad es inferior al limite permisible para consumo humano y no alcanzaron a
afectar a la salud. La toxicidad reportada en los moluscos bivalvos del suroeste
mexicano causo impacto negativo.
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l.- INTRODUCCION

La taxocenosis fitoplanctdnica incluye Dinoflagellatae, Bacillariophyceae,
Rhaphidophyceae, Chlorophyceae, Chrysophyceae, Cryptophyceae,
Cyanophyceae, Euglenophyceae, Prasinophyceae, Haptophyceae, Rhodophyceae
y Xantophyceae (Sournia, 1981), las dos primeras clases en su mayoria son
algas fotosintéticas unicelulares cuyo diametro varia entre 10 y 200 um. Ciertas
especies, bajo condiciones ambientales favorables, pueden reproducirse
rapidamente hasta que la diversidad fitoplancténica es reducida practicamente a
una especie dominante. Estos florecimientos se presentan generalmente en las
zonas costeras y son frecuentemente visibles en areas extensas de aguas que
cambian de color y se les conoce comunmente como ‘marea roja’ (Langlois et al.,
1991).

Algunos de los fitoplanctares que producen florecimientos pueden ser toxicos
0 no téxicos tanto para la fauna circundante, como para la salud del hombre,
pudiendo ser excesivamente tdxicos cuando la especie causante genera toxina
(Sournia, 1995).

Los florecimientos algales de fitoplancton toxico tienen efectos negativos
como: pérdidas econdmicas en la acuacultura, en la pesca y en operaciones
turisticas, aunque su principal impacto es sobre la salud. En la mayoria de los
casos, las proliferaciones del fitoplancton no toxico son benéficas para la
acuacultura y la pesqueria (Hallegraeff, 1993).

La importancia de diversos estudios reside en identificar el impacto que
ocasionan algunas especies fitoplanctonicas tdxicas que suelen presentarse
temporalmente en zonas costeras con alta productividad pesquera (Hallegraeft,
1993).

Las toxinas marinas de origeh algal, son llamadas colectivamente ficotoxinas,
éstas son un grupo de compuestos quimicos biolégicamente activos cuya toxicidad
se manifiesta de diferentes maneras en sus consumidores (Shumway y Cembella,

1993). Entre las ficotoxinas més conocidas se encuentran las que provocan:




pardlisis, amnesia, neurosis, y diarrea en el hombre (Shumway y Cembella,
1993); otra toxina conocida como ciguatera puede causar la muerte a peces y a
otros animales (Mercado et al., 1995).

Los dinoflagelados marinos que generan la toxina que produce paralisis en
aguas subtropicales son, entre otros: algunas especies de los generos
Alexandrium, y Gymnodinium catenatum (Shumway y Cembella, 1993); en aguas
tropicales frecuentemente se ha reportado la especie Pyrodinium bahamense var.
compressum (Hallegraef, 1993). La toxina que produce amnesia en el medio
marino es generada principalmente por distintas clases de algas, entre otras, la
més comUn es la especie Pseudonitzschia pungens f. multiseries , una diatomea
penada (Shumway y Cembella, 1993; Steidinger, 1993). La neurotoxina es
producida por varias especies del género Gymnodimium, una de ellas es G. breve

(Shumway y Cembella, 1993; Steidinger, 1993). Los dinoflagelados plancténicos
usualmente implicados en la incidencia de diarrea incluyen especies del género
Dinophysis spp., y algunas especies epifiticas/bénticas de dinoﬂagelados del
género Prorocentrum (Shumway y Cembella, 1993).

La ciguatera es producida; entre otros, por Gambierdiscus toxicus y algunas
especies de dinoflagelados bénticos del género Amphidinium, Prorocentrum,
Coolia (Bagnis, 1993), Ostreopsis lenticularis (Mercado et al., 1995).

Las toxinas que producen paralisis se dividen en tres grupos: a) Las toxinas
carbamatos (saxitoxina, neosaxitoxina, gonyautoxina 1, I, lil, IV) son las mas
toxicas, y las responsables de los sintomas de toxicidad, b) el grupo de las
sulfocarbamoil (B1, B2, C1, C2, C3, C4), y c) las toxinas decarbamoil (dc-
saxitoxina, dc-neosaxitoxina, dc-gonyautoxina I, II, Ill, V) son producto de la
conversion metabolica de los otros dos grupos de toxinas en los moluscos. La
toxicidad de las toxinas del grupo decarbamoil es intermedia entre las carbamatos
y sulfocarbamoil (Sullivan, 1993).

E] acido domoico es un aminoécido neurotoxico que provoca amnesia (Baden

y Trainer, 1993). La neurotoxina en un poliéter conocido como brevetoxina




(Shimizu et al., 1995). Las toxinas que provocan diarrea se dividen en tres grupos:
el 4cido okadaico y dinophysis-toxina; la pectenotoxina y la yessotoxina (Aune y
Yndestad, 1993).

Las toxinas que provocan toxicidad en peces por ciguatera son: la
ciguatotoxina (Park et al., 1995; Yasumoto et al., 1995), maitotoxina (Yasumoto et
al., 1995), scaritoxina, gambiertoxina, entre otras (Steidinger, 1993).

 Estos compuestos toxicos pueden ser &cidos grasos, cadenas peptidicas,
polisacéridos, aminoacidos, entre otros; estés sustancias pueden ser emitidas
como secrecion, excrecion o quedar en libertad después de la lisis de la célula
(Sullivan, 1993), los que pueden ser acumulados en glandulas digestivas por
moluscos bivalvos y otros filtroalimentadores (Shumway y Cembella, 1993). Los
peces herbivoros son los principales vectores de intoxicacién por ciguatera en el
hombre (Davin y Kohler, 1988; Andersen, 1996).

Para la determinacidn de ficotoxinas existen métodos directos e indirectos,
entre los directos se encuentran los analiticos y entre los indirectos se encuentran
los bioensayos en ratdn (Sullivan, 1993).

Con la aplicacion de técnicas analiticas, la variabilidad entre los resultados se
puede reducir hasta valores menores de 10 % en la concentracion de saxitoxina,
por ejemplo, determinéndose resultados mucho mas confiables en los cuales
pudiesen basarse las decisiones de regulacion (Sullivan, 1993).

El uso de la cromatografia liquida de alta resolucion ha permitido realizar
estudios cualitativos y cuantita(tivos en toxinas que provocan paralisis (Sullivan et
al., 1983), diarrea (Dickey et al, 1993), amnesia (Mackenzie et al., 1993),
neurosis (Shimizu et al., 1995) y ciguatera (Yasumoto et al. , 1995), donde las
ficotoxinas se pueden analizar individualmente o en grupo (Sullivan, 1993).

El método indirecto de bicensayo en raton resulta poco adecuado para
detectar diferencias de toxicidad (Costas et al., 1986), el error en los resultados
que se obtiene con este método puede exceder del 20% del verdadero valor. La

variabilidad excesiva que se obtiene a partir de los bioensayos con raton, es




frecuentemente citada forzando de esta manera a la busqueda de técnicas
alternativas (Sullivan, 1993).

El bioensayo en ratén no proporciona informacion acerca de la identidad de
las toxinas individuales que pueden estar presentes, este método indirecto esta
limitado a proveer solamente una aproximacion de la toxicidad total de la muestra,
que puede ser convertida en una cantidad con base en una toxina de referencia
(Sullivan, 1993).

Entre las ventajas que proporcionan los bioensayos en raton se pueden
considerar: la obtencién de resultados a un bajo costo en ausencia de
infraestructura analitica, el bioensayo se realiza de manera sencilla y la respuesta
se obtiene de manera casi inmediata (Andersen, 1996). El bioensayo en ratén fue
la base para descubrir, estudiar y regular todas las toxinas marinas (Sullivan,
1993). :

Al igual que en otras costas del mundo, la Bahia de Todos Santos, B. C.
recibe aportes de nutrientes originados en los desechos de aguas residuales
(Lopez-Ramirez, 1993) y de tipo industrial en diversas zonas de la bahia
(Cacho-Lopez,1993), permitiendo la eutroficacion (Segovia-Zavala et al,
1988). Con el enriquecimiento de nutrientes y de materia orgdnica en posible
la proliferacion de especies suceptibles de generar mareas rojas (Mosqueda-
Razo, 1995).

Ademas, de que los estudios de fitoplancton en la Bahia de Todos Santos,
son pocos, éstos han sido enfocados a su distribucién y abundancia (Rivas-
Lozano y Millan-Nuriez, 1991), variabilidad temporal (Millan-Nufiez y Loya-Salinas,
1993) y biomasa fitoplancténica (Aguirre-Buenfil, 1983).

En la parte norte de la bahia, Mosqueda-Razo, (1995) estudié la variabilidad
anual de la diversidad fitoplancténica, en el que hace un listado de géneros entre
los que destacan: Gonyaulax, Nitzschia, Gymnodinium 'y Prorocentrum que

incluyen especies suceptibles en generar florecimientos.




Entre las mareas rojas que han coloreado el agua en el area de estudio, se
encuentran las siguientes especies: i) Prorocentrum micans con una densidad de 2
« 10* células I durante junio de 1985 y de 2 x 10 células " en el mismo mes.
pero en el afio 1986; ii) Lingulodinium polyedra con una densidad de 1 X 10°
células I" (1991) y de 5 x 107 células I' en mayo de 1992, y i) Gymnodinium
splendens (=sanguineum) con una densidad de 1 x 10° células | ' (Orellana et al.,
1996).

Lingulodinium polyedra es uno de los dinoflagelados que era considerado
~ como no téxico (Bates et al., 1978, Patton et al, 1967). En contraposicién, los
resultados positivos de la presencia de neurotoxina en extractos de L. polyedra en
cultivo no axénico han sido reportados por algunos investigadores (Schradie y
Bliss, 1962).

En la Bahia de Todos Santos se cultiva comercialmente meijilldn, las
investigaciones realizadas para la sanidad de moluscos bivalvos en los moluscos
de la bahia corresponden a determinaciones microbiologicas (Orozco-Borbdn y
Safiudo-Wilheimy, 1988; Orozco-Borbon et al, 1994) y en otros estudios a la
contaminacién por metales pesados (Reynoso-Nufio y Jorajuria, 1988). A la
fecha, no se cuenta con trabajos de investigacion que reporten la presencia de
posibles ficotoxinas en mejillones de la Bahia de Todos Santos, B. C.
(SEMARNAP, 1996, Departamento de Acuacultura, comunicacion personal), lo que
motivé el desarrollo del presente trabajo, cuyo objetivo general es la
determinacion de biotoxinas' en moluscos bivalvos y su relacion con el
fitoplancton que las genera cuando son expuestos a los florecimientos
fitoplanctonicos.

Los objetivos particulares son: a) la determinacion de ficotoxinas en
fitoplancton y en mejillon Mytilus californianus de la Bahia de Todos Santos, B. C.
b) determinar la toxicidad en. fitoplancton y moluscos bivalvos durante los eventos
de marea roja, para conocer su aceptabilidad para el consumo humano. Las

hipotésis son: a) las especies fitoplanctonicas de la Bahia de Todos Santos




producen toxinas; b) el mejillén Mytilus californianus de Bahia de todos Santos es
aceptable para consumo humano.

Con respecto a las proliferaciones de microalgas téxicas en el suroeste
mexicano, se tiene que Pyrodinium bahamense var. compressum fue reportado en
1942 en las costas del suroreste Mexicano (Steidinger ef al., 1980). En 1987
Rosales-Loessener et al., (1989) reportaron una marea roja de Pyrodinium
bahamense var. compressum en las costas de Guatemala, resultando un total de
186 personas intoxicadas y 26 muertos por consumo de almejas (Alphichaena
kindermanni) recolectadas durante ese evento.

Hacia el suroeste del Pacifico, las mareas rojas han sido poco frecuentes e
incluso en algunas dreas no se tenia conocimiento de ellas, hasta hace veinte
afios. Del 7 al 21 de diciembre de 1989 se presentaron mareas rojas frente a las
costas de Chiapas y Oaxaca, producidas por Pyrodinium bahamense var.
compressum (Cortés-Altamirano et al., 1993)

Otra zona en la que recientemente se han presentado floraciones
microalgales es la Bahia de Acapulco en Guerrero, donde se conocen 3 o 4 brotes
muy fuertes, éstos se han detectado gracias a los informes técnicos del “Programa
Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos” (Cortés-Altamirano et al., 1995). Los
florecimientos repercuten distintamente a la salud, economia y pesqueria a lo largo
del litoral de la costa del Pacifico, por lo anterior el objetivo particular es la
determinacién de saxitoxina en moluscos bivalvos, procedentes de las costas de
Guerrero y Michoacén, para cértificar la aceptabilidad para consumo humano. La
hipotesis de trabajo es: los moluscos bivalvos del suroeste mexicano son toxicos

superando el limite permisible (80 ug de saxitoxina/100 gr de tejido).




I.- MATERIALES Y METODOS

/. 1 AREA DE ESTUDIO EN LA BAHIA DE TODOS SANTOS, B. C.

La Bahia de Todos Santos se encuentra localizada entre los paralelos 31° 40'
y 31° 50" de latitud Norte y de 116° 36'a 116° 50' de longitud Oeste. Esta limitada
al Sur por la peninsula de Punta Banda que es rocosa y montafiosa y por las Islas
de Todos Santos al Oeste, por el Norte con Punta San Miguel; y al Sureste por el
Estero de Punta Banda. La Bahia es un cuerpo de agua, que se considera
somero, porque el 80% de su profundidad es menor que 50 metros (Secretaria de
Marina, 1974).

En la Bahia de Todos Santos se encuentra el Puerto de Ensenada situado en
el extremo nororiental a los 116° 38' y 116° 37' de longitud Oeste y, los 31° 51" y
30° 50' rle latitud Norte (Fig. 1). El Puerto se encuentra protegido por un
rompeolas, cuya longitud es de 1640 m. Cuenta también con un espigdn localizado
al Norte d= la rada con una longitud de 855 m. Es clasificado como Puerto de

Altura y cuenta con una superficie aproximada de 1.95 km? (Macias-Carranza,

1996).
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Fig. 1 Localizacién de las areas de muestreo en la
Bahia de Todos Santos, B.C.

116,389




Il. 2 AREA DE ESTUDIO EN EL SUROESTE DE MEXICO

E| area de estudio en el suroeste de la republica se localiza a lo largo de Ia
costa del Pacifico Mexicano, entre los limites estatales de Michoacan y Guerrero.
El estado de Michoacan se encuentra localizado a los 18° 36’ de latitud Norte, en
el limite con el estado de Colima y 102° 12' de longitud Oeste, al Sur con el
estado de Guerrero (Morales-de la Garza et al ., 1988).

La zona costera del estado de Guerrero se extiende 420 km, desde la
desembocadura del rio Balsas, en el limite con el estado de Michoacan a los 17°
54’ de latitud Norte y 102° 12’ de longitud Oeste, hasta Punta Maldonado, al Sur
con el estado de Oaxaca a los 16° 15’ de latitud Norte y 98° 30’ de longitud Oeste.
Lé mayor parte de la costa se caracteriza por el litoral lagunar, aunque también
presenta algunas zonas rocosas y llanuras de bajo relieve. La plataforma
continental, tiene una profundiad maxima de 180 metros y una anchura pequena y
variable. El limite de la plataforma continental es irregular frente a las cercanias de
Zihuatanejo y Acapulco. Toda el drea costera de Guerrero presenta un clima
tropical subhtimedo, con lluvias en verano y sequia en invierno. La precipitacion
mas importante ocurre entre mayo y octubre, durante la presencia de los vientos

marinos del suroeste (Coronado-Molina y Amezcua-Linares, 1988) (Fig. 2).




10

- BEJUCD

TECPAN
PIEDRA TLACOYUNQUE

Fig. 2 Localizacion del area de estudio
en el suroeste mexicano.
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.3 RECOLECTA DE FITOPLANCTON Y MOLUSCOS BIVALVOS

Los muestreos de fitoplancton y de los moluscos se realizaron en Bahia de
Todos Santos de agosto a septiembre de 1995 (primer periodo), de febrero a
marzo de 1996 (segundo periodo) y en agosto de 1996 (tercer periodo) (Tabla ).
En noviembre de 1995 se recolectaron moluscos bivalvos en el suroeste mexicano
(Tabla Il). La Tabla | y Il muestra las replicas verdaderas.

Las rﬁuestras para el analisis cualitativo de fitoplancton se obtuvieron con la
ayuda de una red para plancton #20, arrastrada dentro de la mancha durante S
minutos a una velocidad de 3 nudos (Tangen, 1978); en una lancha con motor
fuera de borda. Para los andlisis cuantitativos de fitoplancton se recolectd agua
(Venrick, 1978) de superficie dentro de la mancha de marea roja. |

Se fij6 una alicuota de fitoplancton de red con solucion de formol al 4% y una
alicuota de agua de superficie con lugol, para su determinacién taxonomica
(Throndsen, 1978). La recolecta de los moluscos bivalvos se hizo
manualmente en la zona intermareal en las areas de muestreo. Las muestras de

agua y de los moluscos se trasladaron al laboratorio para la extraccion de

ficotoxinas.




Tabla |.- Fecha de recolecta de fitoplancton (*) y mejiliones (**)
en la Bahia de Todos Santos, B. C.

PERIODO| FECHA LOCALIDAD No.de
replicas
3/08/95 *Darsena portuaria 3
P 21/08/95 *Darsena portuaria 3
21/08/95 | **Rincén de Ballenas 5
23/08/95 | **Rincén de Ballenas 5
R 28/08/95 *Darsena portuaria 3
28/08/95 | *Rincoén de Ballenas 5
31/08/95 *Darsena portuaria 3
I 31/08/95 | **Rincon de Ballenas 5
4/09/95 **Rincén deBallenas 3
5/09/95 **Rincén de Ballenas 3
5/09/95 | *Darsena portuaria - 6
M 8/09/95 *Darsena portuaria 3
10/09/95 *Darsena portuaria 3
10/09/95 | **Rincén de Ballenas 3
12/09/95 **Rincdn de Ballenas 3
E 12/09/95 *Darsena portuaria 3
12/09/95 **Zona exterior del 2
_ muelle
19/09/95 **Darsena portuaria 3
19/09/95 **Rincdn de Ballenas 3
22/09/95 [*Zona exterior del muelle 2
22/09/95 *Darsena portuaria 3
R 24/09/95 *Darsena portuaria 3
24/09/95 | **Rincon de Ballenas 3
26/09/95 *Darsena portuaria 3
26/09/95 | ™Rincén de Ballenas 2
0 28/09/95 *Darsena portuaria 3




Continuacion de la Tabla |.

PERIODO | FECHA LOCALIDAD No.de
replicas

S 6/02/96 *Darsena portuaria 3

E 6/02/96 **Rincén de Ballenas 2
6/02/96 |**Zona exterior del muelle 2

G 19/02/96 *Darsena portuaria 3
19/02/96 **Rincon de Ballenas 2

U 19/02/96 |**Zona exterior del muelle 2
6/03/96 **Rincdn de Ballenas 2

N 6/03/96 |**Zona exterior del muelle 2
6/03/96 *Darsena portuaria 2

D 15/03/96 *Darsena portuaria 3
15/03/96 *Frente darsena . 3

0 15/03/96 [**Zona exterior del muelle 3

T *Darsena portuaria 6

E *Darsena portuaria 6

R *Medio de la bahia 6

C 8/09/96 *Area de cultivo de 6

E mejillones

R **Area de cultivo de

0O mejillones 3

TABLA II.- Fecha de recolecta de moluscos bivalvos en el suroeste de México.

FECHA LOCALIDAD MUESTRA REPLICAS
8/11/95 Zihuatanejo, Gro. Donax sp. 2
11/11/95 El Reventén, Gro. Crassostrea inidescens 2
11/11/95 Tecpan, Gro. Crassostrea iridescens 2
11/11/95 Tlalcoyunque, Gro. | Crassostrea iridescens 2
18/11/95 Bejuco, Mich. Crassostrea indescens 2
21/11/95 Bejuco, Mich. Crassostrea indescens 2
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1.4 Fitoplancton.

Para la identificacion a nivel género y especie se consuitaron los trabajos de:
Allen (1941), Balech (1962) y (1963); Dodge (1985); Orellana-Cepeda (1971);
Ricard (1987); Sournia (1967); Yamaji (1980), asi como una lista de especies
reportadas en la zona estudiada de muestreos realizados en las actividades del
Proyecto “Ecofisiologia del fitoplancton costero” (Orellana-Cepeda, 1994).

El conteo se realizd en un microscopio compuesto Wild Heerbrugg, utilizando
los aumentos 100x y 400x . Los conteos se hicieron usando una camara de conteo
Sedwick-Rafter (Guillard, 1978), por transectos horizontales cubriendo la totalidad
de la camara. Con la ayuda de un contador de células DC Counter, el cual permite
anotar 8 especies simultaneamente donde se registré el nimero de organismos de
cada especie encontrada.

La diversidad de especies comunmente se puede estimar a través de varios
indices (Siqueiros-Beltrones, 1990). Para conocer la estructura fitoplanctonica se
utilizé el indice de diversidad de Shannon-Weaver (Patten, 1962). La diversidad de
una comunidad comprende tanto el nimero total de especies en la muestra (S),
como la abundancia relativa (p)) (Peet, 1974). El indice de Shannon-Weaver (H’)

se estima apartir de la siguiente expresion:

m
H'= - p; Logzp;
i=1
donde: Pi = abundancia relativa de la especie iy dada por nj/N

n j = numero de organismos de la especie y

N = numero total de organismos contados en la muestra
(Margalef, 1977).
El indice de dominancia de Simpson se determind con los datos cuantitativos

obtenidos de los conteos con la cdmara Sedwick-Rafter. El indice de dominancia
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en una comunidad indica el efectivo total en la muestra (N), asi como el valor de
importancia relativa de la especie (n;).

El indice de dominancia de Simpson se obtiene a partir de la siguiente

ecuacion,

>J
]
1Mo
1=
ZF

.5 Extraccion de ficotoxinas que producen parélisis (Bricelj et al., 1990

y Boyer et al., 1987).

El agua de mar superficial que contenia fitoplancton, se centrifugd 100 ml a
1650 gravedades (g) durante 10 minutos, para precipitar las células. Una vez
formado el precipitado de células se decantd el sobrenadante, el precipitado se
enjuagd con agua destilada para eliminar sales. Después de eliminar las sales, se
agregd a cada muestra 5 ml de &cido acético 0.03 N (Bricelj ef al., 1990). Para la
extraccion de las toxinas se sometio la muestra al ultrasonido durante 10 minutos,
provocando la lisis de las células para liberar al medio acuoso el contenido celular
con las toxinas. Posteriormente se centrifugd a 1650 (g) durante 10 minutos, para
precipitar la pared celular de las microalgas. Para eliminar particulas que quedaron
en el sobrenadante, éste se hizo pasar a través de un filtro de celulosa de 0.45 pm.
Cada sobrenandante se almaceno en frascos de vidrio a temperatura de -20 ° C
hasta el bioensayo en ratén y analisis cromatografico.

Los moluscos recolectados se dividieron en tres submuestras. Las
submuestras se enjuagaron con agua dulce para eliminar impurezas, después se

desconcharon y se pesaron. Por cada gramo de tejido total se afiadid 1 ml de acido
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acético 0.03N, se homogenizd hasta obtener una pasta fina, posteriormente se

centrifugd a 2400 g durante 30 minutos, para separar el tejido de la fase acuosa.
E| sobrenadante que contenia las toxinas se pasd en filtros GF/C, para eliminar
particulas. Al igual que los extractos de fitoplancton, la fase acuosa se almaceno
en frascos de vidrio y se conservo a temperatura de -20 °C, hasta su aplicacion en

bioensayos y en analisis quimico.

I.6 Metodo biolégico para la determinacén de toxinas que provocan
parélisis (A.0.A.C., 1995).

Se usaron ratones albinos, machos, sanos con un peso entre 19 y 21
gramos. El peso de cada ratén se ley6 todos los dias en que se realizaron los
bioensayos, hasta en el momento de la inyeccion. Los ratones que no alcanzaban
el peso 6ptimo, se les alimentaba hasta que cada ratdn obtenia el peso requerido
para el bioensayo, se mantenian en ayunas durante 24 horas para comprobar la
estabilidad de su peso.

Para la estandarizacion del bioensayo se utilizé una solucién de referencia de
saxitoxina (1 ug de saxitoxina/ml), la cual se preparé diluyendo 1 ml (medido con
una pipeta Eppendorf de capacidad de 1000 pl del estandar de saxitoxina (100
ug/mi) en un matraz volumétrico de 100 ml y aforando con agua destilada
acidificada con HCI (pH de 3).

Una vez obtenida la solucién de referencia, se procedio a la estandarizacion
del bioensayo se realizé diluyendo 10 ml de la solucién de referencia (1 ug de
saxitoxina/ml) con 10, 15, 20, 25 y 30 ml de agua acidificada con HCI (pH de 3),
respectivamente. Las cinco diluciones se fueron emplearon en la estandarizacion
del bioensayo.

Para la estandarizacion se utilizé un grupo de 10 ratones para cada dilucion,
Antes de la inoculacion se pesaron individualmente y se registraron sus pesos
para posteriores célculos. A cada raton se les inyecto intraperitonealmente 1 ml de

la dilucién preparada.
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Se obtuvo la mediana del tiempo de muerte para cada grupo de 10 ratones
utlizados con cada dilucién. A partir de la mediana del tiempo de muerte se
determind las unidades ratén (U.R.) por mililitro (U.R./ml); aplicando la Tabla de
Sommer’s (Anexo ).

Con el peso de cada raton, se determiné el factor de correccion por peso
(Anexo ). Multiplicando las unidades raton por el factor de correccidn por peso se
obtuvo el valor de las unidades ratén corregidas (U.R.C.) por mililitro de dilucion
(UR.C/ ml). El factor de conversion (2.4) se obtuvo dividiendo los pg de
saxitoxina/m! calculados en las diluciones por las unidades raton corregidas. Este
factor representa la cantidad de saxitoxina expresada en g de saxitoxina
equivalente a una unidad ratén (A.0.A.C. 1995).

Este factor de conversion se utilizd para obtener la toxicidad en los moluscos,
apartir de los tiempos de muerte que se registraron al inocular intrapritonealmente
1 ml de extracto acuoso que contenia toxina (A.0.A.C. 1995). Las inoculaciones se
realizaron por triplicado de cada extracto problema. Se registraron los pesos de
los ratones utilizados en el bioensayo. Inmediatamente después de la inoculacién
se observaron signos de intoxicaciéon como son: perdida de movilidad, piloereccidn,
paralisis en extremidades posteriores y anteriores, ansiedad, convulsiones, jadeo
y muerte. Se anoté el tiempo de muerte de los ratones que fueron inoculados con
muestras toxicas.

Se determind la mediana del tiempo de muerte, incluyendo sobrevivientes.
De la Tabla de Sommer’s (Anexo |) se obtuvieron las unidades raton (U.R)
correspondientes al tiempo de muerte de cada ratdn inoculado con extracto de
moluscos contaminados por ficotoxinas que provocan paralisis. A cada peso de los
ratones se les calculd el factor de correccion por peso (Anexo |I) . Multiplicando
las unidades raton por el factor de correccion por peso, se obtuvo el valor de las

unidades ratén, corregidas por mililitro de dilucion (U.R. / ml) (A.O.A.C., 1995).
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Los animales que sobrevivieron al inocular los extractos acidos de tejido de
moluscos y fitoplancton, fueron observados durante las 48 horas después de la
inyeccion.

La toxicidad se calculo a partir de la siguiente ecuacion:

1g STX eq./100 grs de tejido de molusco = (ug saxitoxina/ml) x factor de dilucién

.7  Andlisis de toxinas que producen paréalisis por cromatografia
liquida de alta resolucién con reactor post-columna (Oshima et al., 1987,
Oshima,Y. 1995., Martinez et al., 1996).

Se utilizd un cromatégrafo liquido de alta resolucién  (HPLC, por sus siglas
en inglés High Performance Liquid Chromatography) Modelo 1050 con una
columna ODS develosil C18 fase inversa de 4.6 x 250 mm y un reactor post-
columna Pickering Modelo PCX 5100.

Las condiciones de andlisis utilizadas consistieron en una fase mévil de &cido
hexanosulfénico y acido heptanosulfénico 1.5 mM, acido acético 20 mMy HsPO4 5
mM ajustado con NHsOH a pH de 7.5, con un flujo de 0.6 mi/min. La fase oxidante
fue preparada con &cido peryédico 7 mM y HsPO4 50 mM ajustado con NaOH a pH
de 9y un flujo de 0.6 mi/min. La temperatura de reaccion fue de 75° C.

Como fase &cida se ocup6 el &cido acético 0.5 M. La longitud de onda de
excitacion fue de 340 nm y de emisién a 410 nm.

El limite de deteccion (LD) fue calculado en base a la técnica de la dilucion la
cual consiste en la resolucidn cromatografica de la concentracion minima
detectable.

En la curva de calibracién se utilizaron cinco soluciones de 0.1, 0.50, 1.50,

2.50 ug de saxitoxina/ml, acidificadas con acido acético 0.03 N a pH de 3. (En
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el Anexo lll se muestra la curva de calibracién obtenida de las diluciones
empleadas).

Antes de iniciar el analisis, se prelimpié cada extracto de fitoplancton y
moluscos, centrifugando a 16,000 g durante 5 minutos a 4°C 'y posteriormente
se ultrafiltrd, para eliminar los sdlidos en la muestra. La fase acuosa fue inyectada
en el cromatdgrafo liquido, donde era transportada por la fase movil y al entrar en
contacto con la fase oxidante formaba un derivado fluorescente. Finalmente, los

derivados fueron detectados a 410 nm.

I.8 Procesamiento de la informacion.

Para describir la estructura de la comunidad fitoplancténica se usé el indice
de diversidad de Shannon-Weaver (Margalef, 1977).

Los pérfiles cromatograficos obtenidos de los extractos de fitoplancton de las
mareas rojas provocadas por Lingulodinium polyedra y los de M. californianus
fueron comparados con el perfil que obtuvieron Lawrence et al., (1991) (Anexo V)
de un estandar con derivados de la toxina que provoca paralisis. Obtenido con el
método de post-columna, al igual que el utilizado en este estudio.

Sélo se trabajé con el estandar de saxitoxina, aprobado y proporcionado por
la Administracion de Drogas y Alimento (por sus siglés en inglés Food Drugs
Administration, FDA) de Estados Unidos de Norteameérica.

La identificacion de toxinas se basa en que existe una clara regularidad en la
aparicion de cada toxina en el cromatograma, lo que hace sencillo identificarlas. La
cualificacion de tales toxinas se considera vélida debido que el tiempo de retencion
son similares, cuando se utilizan las mismas condiciones de analisis.

El porcentaje de la toxinas presentes en los perfiles cromatograficos de
extractos acidos de fitoplancton y moluscos fue aplicado para mostrar variaciones

en las proporciones de los componentes téxicos (Sousa et al., 1995).
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La prueba de Wilcoxon se utilizé para investigar si existen diferencias
estadisticamente significativas en los resultados obtenidos en cromatografia liquida
de los extractos acidos de mejillones, de cada uno de los dias de muestreo en los
diferentes periodos.

La estadistica no parametrica de Wilcoxon para dos muestras independientes,
se aplicé para probar si existen diferencias estadisticamente significativas entre
ambos periodos de muestreo. El uso de esta prueba también permitira determinar
si los porcentajes de toxinas son similares en el primer y segundo periodo de
muestreo. Asi mismo, se determind si existen diferencias significativas entre la
abundancia fitoplanténica entre un sitio y otro.

Para demostrar el grado de asociacion entre grupos de toxinas que se
obtuvieron de los extractos de fitoplancton y mejillones, se utilizé la prueba de

contingencia (Zar, 1984).
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lll.- RESULTADOS

Evento de marea roja en la Bahia de Todos Santos, B. C., en veranoy

otorio de 1995 (primer periodo).

Fitoplancton.

En este periodo de muestreo de fitoplancton se presentaron florecimientos del
dinoflagelado Lingulodinium polyedra en la dérsena portuaria y en la zona exterior
del muelle, observandose un color rojo ladrillo en el agua.

Las condiciones atmosféricas en que se presentaron las mareas rojas durante
este periodo; fueron dias soleados y templados. Por ejemplo, el dia 3 de agosto
de 1995 (Fig. 3) se observo una densidad especifica de 793 x 10° cél I para L.
polyedra 'y de 254 x 10° células I para Gymnodinium sp. correspondiendo entre
ambos a 70 % del total. (La composicién fitoplancténica se presenta en el Anexo
V).

El indice de dominancia de Simpson para esta fecha correspondio a 0.53
(Anexo VI). El indice de diversidad especifica de Shannon-Weaver (H') para el dia
3 de agosto fue de 2.3. El dinoflagelado L. polyedra ocupd un 83 % y
Gymnodinium sp. el 17 % .

Durante el primer periodo se determiné una diversidad minima (Anexo VII) de
0.85 el 12 de septiembre de 1995 en la zona exterior del muelle. La composicidn
fitoplancténica de la marea roja en esa fecha, se presenta en el Anexo VIII, donde

se puede observar que L. polyedra ocupd el 91 % del total.
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Fig. 3.- Composicion porcentual de fitoplancton dentro de darsena portuaria en
la Bahia de Todos Santos, B. C., durante la marea roja del 3 de
Agosto de 1995.

El indice de dominancia de Simpson en la darsena portuaria fue de 0.91
durante el evento de marea roja del dia 22 de septiembre. El dinoflagelado L.
polyedra fue la especie dominante y se mantuvo en el plancton disminuyendo el
indice de dominancia a 0.6 el 26 de septiembre de 1995, en el mismo lugar (Anexo
VI).

Bioensayos
Los ratones usados como testigos y blancos de reactivos no mostraron signos
de intoxicacién. Estos permanecieron activos durante todo el bioensayo.
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Los signos observados en |os ratones inoculados con los extractos &cidos de
fitoplancton durante el primer periodo de marea roja de L. polyedra fueron
piloereccion y létargo. No se observo parélisis en las extremidades anteriores ni
posteriores de los ratones. Estos signos fueron notorios inmediatamente después

del inéculo intraperitoneal (Tabla 1li).

Tabla Ill.- Sintomas de intoxicacion observados en
ratones inoculados con extractos de fitoplancton
de la darsena portuaria en Bahia de Todos
Santos, B. C. en el primer periodo.

Fechas Piloereccién | Letargo
3/08/95 Sl SI
21/08/95 Si Sl
28 y 31/08/95 SI Sl
5, 8,10 ,12 y 19 /09/95 Si Sl
22, 24,626y 28 /09/95 Sl Si

Cromatografia

La Tabla IV muestra las composiciones porcentuales del contenido de
toxinas en extractos &cidos de fitoplancton —determinados en los pérfiles
cromatograficos, durante el primer periodo de muestreo. Dentro de la darsena
portuaria, los dias 3 de agosto y 22 de septiembre de 1995 aparecio solo la
neosaxitoxina (NEOSTX). El 28 de agosto la NEOSTX fue remplazada por la
gonyautoxina 2 (GTX2), con porcentaje superior al 50% de L. polyedra .

Los extractos &cidos de fitoplancton correspondientes al dia 31 de agosto,

presentan cinco derivados de toxinas que pueden causar pardlisis, |a toxina de
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mayor porcentaje (34.4) corresponde a saxitoxina (STX), seguida por las toxinas

sulfocarbamoil C1-C4y B2 que ocupan el 32.6 % y 18.2 %, respectivamente. La

NEOSTX presenté un porcentaje de 12.3, y el minimo de 2.5 % correspondio a la

toxina GTX2 (Tabla IV).

En la Tabla IV se puede observar que para el 22 de septiembre sélo se

detecto en el fitoplancton a la NEOSTX con el 100% mientras que para el dia 26

del mismo mes se presentaron las toxinas C1-C4, B2, GTX2y NEOSTX, de las

cuales la predominante fue la NEOSTX con 81.6% (Tabla IV).

TABLA IV.- Porcentaje de las principales toxinas identificadas en fitoplancton,

de la Bahia de Todos Santos, B. C., en el primer periodo (agosto-
septiembre de 1995).

Fecha |3/08/95] 28/8/95 | 31/08/95 | 22/09/95 | 22/09/95 | 26/09/95
LUGAR Zona Dentro
Dentro  de la dérsena exterior  dela
TOXINA al muelle darsena
C1-C4 32.6 24.7 8
B2 18.2 19 6.7
GTX2 100 25 2.2
NEOSTX | 100 12.3 56.3 100 81.6
STX 34.4
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Para el mes de septiembre se observo una predominancia porcentual de la
NEOSTX en extractos de fitoplancton, de los florecimientos ocurridos en la
darsena portuaria (por ejemplo: para el dia 3 de agosto, L. polyedra ocupd el 53%
de la composicién fitoplancténica) y en la zona exterior del muelle (para el dia 22
de octubre, el mismo dinoflagelado ocup6 un 75% de la composicion
fitoplanténica). Los de la darsena portuaria contienen ademas toxinas C1-C4 y B2

(por ejemplo Fig. 4a). La toxina que se presenté en un 100% en el perfil
cromatogréfico de las muestras de la zona exterior del muelle fue la NEOSTX (por
ejemplo Fig. 4b). En el Anexo Vil se presentan ejemplos de cromatogramas de
fitoplancton de la dérsena portuaria del 3/08/95 (a) y de fitoplancton del mismo

lugar del 31/8/95.
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Fig. 4a.- Perfil cromatogréfico caracteristico del florecimiento en la darsena
portuaria, del 22 de septiembre de 1995.
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Las respuestas de los ratones inyectados con extractos de mejillones
recolectados en los meses de agosto y septiembre (1995) en Rincon de Ballenas
(Tabla V), corresponden a signos de intoxicacion como son; piloereccion y letargo
posterior a la inoculacion del extracto acido. Estos signos permanecieron
aproximadamtente por 24 horas. Los extractos de mejillones del dia 23 de agosto
de 1995 causaron piloereccion, letargo y parélisis en las extremidades posteriores
en los ratones inoculados: éstos signos de intoxicacion fueron observados por 26
horas. Los ratones fueron recuperandose lentamente; a las 48 horas su actividad

se restablecio.

Tabla V.- Sintomas de intoxicacion observados en los ratones inoculados,
con extractos de M. califomianus de Rincén de Ballenas, en
la Bahia de Todos Santos, B. C.en el pimer periodo (agosto-
septiembre de 1995).

Fechas Paralisis Piloereccién | Letargo
21/08/95 No Si Si
23/08/95 Extremidades Si Si

anteriores
28 y 31/08/95 No Si Si
4,5 10y 12 /09/95 No Si Si
15, 19, 24 y 26 /09/95 No Si Si

En el primer periodo se obtuvieron perfiles de toxinas presentes en los
extractos de Mytilus californianus cuya composicion porcentual para el mes de
agosto y septiembre mostraron, que las toxinas C1-C4 ocuparon el mayor
porcentaje (Tabla V). La toxina B2 fue la segunda en importancia en la recolecta

del dia 28 de agosto y 10 de septiembre.
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TABLA VI.- Porcentaje de las principales toxinas en mejillon M. californianus de
Rincdn de Ballenas, en la Bahia de Todos Santos, B. C. en el primer
periodo (agosto-septiembre de 1995).

FECHA 23/08/95 | 28/08/95 | 31/08/95 | 10/09/95 | 19/09/95 | 24/09/95
TOXINA
C1-C4 54.6 58.4 95 66.3 96.4 93
B2 5.2 47.6 4.4 29 6.3
GTX2
NEOSTX 26.2 1.5 0.5 1.6 0.8
STX 0.3 0.7

La neosaxitoxina (NEOSTX) constituyo la segunda toxina en importancia en
los mejillones recolectados en Rincén de Ballenas el dia 23 de agosto (Fig. 5a),
mientras que para el 28 de agosto la toxina B2 fue la segunda en importancia
(Fig. 5b). En fechas posteriores a ese periodo, la NEOSTX se presentd en
porcentaje menor a 2 (TABLA VI). En el Anexo VIII de muestran ejemplos de
perfiles cromatogréficos de M. californianus de Rincon de Ballenas, de fechas

31/8/95 (c), 10/9/95 (d), 19/9/95 (e) y 24/9/95 (f).




ISp  160-
cr-cs 29

140-

120-

100-

80-

60- ] h\‘zfza
\ NEOSTX

12 3 456 7 8 910 11 12 13 14 15
Tiempo de retencion

(min)
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.2 Evento de marea roja en la Bahia de Todos Santos, B. C., en
invierno (segundo periodo), durante los meses de febrero y marzo de
1996.

Fitoplancton.

Durante el segundo periodo de muestreo (febrero a marzo de 1996)
realizado, se presenté un florecimiento de color rojo ladrillo; las areas visibles
del cambio de color en el agua de mar fueron la darsena portuaria, dentro y
frente de la misma y en la zona exterior del muelle. La composicién porcentual
determinada para el dinoflagelado L. polyedra fue superior a 68 % , en el

fitoplancton (Tabla VII).

Tabla VII.- Porcentaje de L. polyedra en eventos de marea
roja durante el segundo periodo (febrero a marzo
de 1996), en Bahia de Todos Santos, B. C.

) Fecha Lugar Porcentaje
19 febrero de 1996 Dentro de la 85
darsena
6 marzo de 1996 Frente de la 68.5
darsena
15 marzo de 1996 Dentro de la 85.3
darsena
15 marzo de 1996 Frente de la 96
darsena

El indice de dominancia de Simpson (Anexo VI) mas alto (0.96) que se
determiné para L. polyedra se encontré el 15 de marzo en frente de la darsena
portuaria (apréximadamente a 300 metros al oeste del espigon principal), en el
Anexo IX se muestra la composicién fitoplanctdnica para esa fecha.

L. polyedra ocup6 un 96% del fitoplancton total del brote del 15 de marzo de
1996 frente de la darsena portuaria (Figura 6), siendo el porcentaje mas alto de

este dinoflagelado que se determind para el segundo periodo.
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96%

Fig. 6.- Composicion porcentual de fitoplancton frente de la darsena portuaria,
durante la marea roja del 15 de marzo de 1996, en Bahia de Todos
Santos, B. C.

La abundancia fitoplancténica determinada para la misma fecha, correspondié
a 1.15 x 10 2 cél I durante el florecimiento. La marea roja del 15 de marzo dentro
de la rada presentd una composicion porcentual del 85% de Lingulodinium
polyedra (Fig. 7), cuya abundancia fitoplanctonica fue de 1.26 x1 0°cél”. El indice
de Simpson determinado para el mismo dinoflagelado y la misma fecha fue de 0.85

(Anexo VI), su composicién fitoplancténica se muestra en el Anexo X.
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Fig. 7.- Composicion porcentual de fitoplancton dentro de la darsena portuaria,
durante la marea roja del 15 de marzo de 1996, en Bahia de Todos
Santos, B. C.

El indice de diversidad especifica de Shannon-Weaver para el
fitoplancton del 6 de febrero de 1996 dentro de la darsena portuaria fue de 0.9yde
1.7 para el 3 de marzo de 1996 frente de la darsena portuaria (aproximadamente a
300 metros al oeste del espigon principal) (Anexo VII).

A los resultados antes descritos de ambos periodos, se les aplico la
prueba no parametrica de Wilcoxon para muestras independientes desequilibradas,
con o = 0.05. Esta prueba mostré que no existen diferencias significativas en la
dominancia del dinoflagelado L. polyedra entre los resultados obtenidos durante los
eventos de marea roja en el primer periodo (Anexo XI).

Con esta misma prueba se demostro que no existen diferencias significativas

en la abundancia fitoplancténica entre las microalgas del evento de marea roja del
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19 de febrero de 1996 (dentro de la rada) y el del 6 de marzo del mismo ano
(frente de la rada, a apréximadamente a 300 metrés al oeste del espigdn principal).

Bioensayos.

La respuesta que se observd en los ratones inoculados con extractos acidos
de fitoplancton recolectado en el segundo periodo fueron, piloereccioén y letargo;
ninguno de los ratones inoculados con extractos de fitoplancton de ese periodo
presentaron paralisis.

Cromatografia.

Los perfiles cromatograficos del fitoplancton del 6 de febrero de 1996 de la
darsena portuaria, estuvieron constituidas por las toxinas B2, gonyautoxina 3
(GTX3) y neosaxitoxina (NEOSTX) y para el 6 de marzo del mismo afio sdlo se
determind gonyautoxina 1 (GTX1)y B1 (Tabla VIIl). Los ejemplos de perfiles
cromatogréficos de fitoplancton de dentro de la dérsena del 6/2/96 (g) y 6/0/96 (h),

se presentan en el Anexdo VIII.

Tabla VIII.- Porcentaje de las principales toxinas identificadas
en fitoplancton de la Bahia de Todos Santos, B. C.
en el segundo periodo (febrero- marzo, 1996).

Lugar Dentro de la darsena
FECHA 6/02/96 6/03/96
TOXINA
B2 28.1
GTX1 48.2
B1 51.8
GTX3 29
NEOSTX 32.5

Los signos de intoxicacién observados en los ratones inoculados con
extractos acidos de M. californianus recolectados en los meses de febrero y mérzo
de 1996 (segundo periodo) se muestran en la Tabla IX. Los bioensayos
realizados con extractos de Mytilus californianus del dia 2 de febrero (1996),

provocaron pardlisis en las extremidades anteriores y posteriores, la paralisis
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permanecié aproximadamente por 6.30 hrs, después de este tiempo los ratones

siguieron presentando letargo hasta 27 hrs. después de la inoculaciéon. A las 48

hrs de haber realizado el bioensayo, los ratones recuperaron su actividad. Sdélo

para esta fecha se observo paralisis en las extremidades anteriores de los ratones

ensayados.

Tabla IX - Sintomas de intoxicacion observados en los
inoculados con extractos de M. californianus del segundo
segundo periodo (febrero-marzo, 1996), en Bahia de Todos

ratones

Santos, B. C.

Fecha Localidad Paralisis Piloereccion | Letargo
6/02/96 Zona exterior al extremidades

muelle anteriores y posteriores Si Si
19/02/96 Zona exterior al No Si Si

muelle
6/03/96 Rincén de Ballenas No Si Si
15/03/96 Rincén de Ballenas No Si Si

En la Tabla X se muestra la composicién porcentual de las toxinas presentes

en los extractos de los mejillones (Mytilus californianus ) del segundo periodo

(febrero a marzo de 1996). Las toxinas C1-C4, B2y GTX4 estuvieron presentes en

los perfiles cromatogréficos de los extractos de los mejillones-del mes de febrero.

La composicion porcentual de estas toxinas fue de mayor a menor, en el orden que

se mencionan.

TABLA X.- Porcentaje de las principales toxinas en mejilion M.californianus de
Bahia de Todos Santos, B. C., en el segundo periodo (febrero

- marzo de 1996).

Lugar Rincén de | Zona exterior Rincon de Zona exterior
Ballenas del muelle Ballenas del muelle
FECHA
TOXINA| 6/02/96 19/02/96 |6/03/9 | 15/03/96 15/03/96
6
C1-C4 47.3 48 40 48.5 45
B2 35.2 25 40 20 27
GTX4 20 7.2 6 10 8.5
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En éste periodo, la toxina B2 es la segunda en importancia porcentual
(ejemplo en la Fig. 8 a y b). Los extractos de M. californianus de Rincon de
Ballenas el dia 6 de febrero mostraron un porcentaje mayor de GTX4, por ejemplo
Fig. 8a. En el Anexo VIII se muestran ejemplos de los perfiles cromatograficos de
M. californianus de la zona exterior al muelle del 19/02/96 (I), de Rincén de
Ballenas del 15/3/96 (j) y de la zona exterior al muelle del 15/3/96 (K).
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Fig. 8a. Perfil cromatografico caracteristico M. californianus de Rincén de
Ballenas, del 6 de febrero 1996.




36

rsp

1600- C T
1400; L2

1200- l
1000-]

! s
8004

6004

400+

o AT PN

1 23 4 s 6 7 8 9 10 Tiempo de retencion

(min)

Fig. 8b. Perfil cromatogréfico caracteristico M. californianus de Rincon de
Ballenas, del 6 de marzo de 1996.

En referencia a los resultados obtenidos por el método quimico se determind
que la toxina C1-C4 fue la que obtuvo mayor porcentaje en los extractos acidos de
mejillones (M. californianus) para ambos periodos. Usando la prueba estadistica
no parametrica de Wilcoxon para muestras independientes, se demostré que los
porcentajes de la toxina C1-C4 para ambos periodos no son significativamente
distintos al o= 0.05.

Usando la prueba de contingencia (Anexo Xll) se determind el grado de
asociacion de dos conjuntos de datos a fin de probar su significancia. Es decir en
el primer periodo, los perfiles cromatograficos que se obtuvieron de los extractos
acidos de fitoplancton y de mejillones de la misma fecha (31 de agosto/995),
demostraron que estadisticamente ambos grupos de datos estan relacionados. En
ambos perfiles se presentaron las toxinas C1-C4, B2, NEOSTX y STX (Tabla VI)
excepto para los perfiles de fitoplancton donde también aparecié la GTX2 (Tabla
V).
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En el segundo periodo, con la misma prueba se demostrd que las toxinas
presentes en los extractos de fitoplancton del 6 de febrero de 1996 de dentro de la
dérsena portuaria y las toxinas de los extractos de mejillones de Rincon de
Ballenas en la misma fecha, no tienen relacién significativa, en cuanto a las
toxinas presentes en cada grupo de datos, ésto se debe a que son de diferentes
lugares. Cabe mencionar que los perfiles cromatogréficos de los extractos de
fitoplancton contenian las toxinas B2, GTX3 y NEOSTX (Tabla Vlil); y los perfiles
de los extractos de mejillones C1-C4, B2 y GTX4 (Tabla X).

La prueba de contingencia (Anexo Xll) indicd que en el conjunto de datos de
las toxinas de los extractos de fitoplancton del 6 de febrero de 1996 de dentro de la
déarsena y de las toxinas de los mejillones de Rincon de Ballenas el 6 de marzo
del mismo afio, existe relacion entre los derivados de toxinas del fitoplancton y
mejillones.

La misma prueba se utilizé para comparar el conjunto de datos de las toxinas
de fitoplancton del 6 de febrero de 1996 de dentro de la dérsena portuaria, y el
grupo de datos de las toxinas de mejiilones de la zona exterior del muelle el 19 de
febrero del mismo afo, también se determind que existe relaciébn en ambos

conjuntos de datos.

lIl.3 Evento de marea roja en Bahia de Todos Santos, B. C. en agosto de

1996 (tercer periodo).

El 9 de agosto de 1996 en la Bahia de Todos Santos, B. C., se presentd un
florecimiento donde las especies mas importantes fueron Gymnodinium flavum y
Heterocapsa sp. El color que se observé durante el evento fue amarillo paja. Los
tres sitios estudiados fueron el drea de cultivo de mejillones, al medio de la bahia y
dentro de la darsena portuaria.

La concentraciéon del fitoplancton en el area de cultivo de los mejillones

alcanz6 una densidad de 5.5 x 10° cél I, correspondiendo a G. flavum 2.9 x 10°
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cél I (53%) y a Heterocapsa sp. una densidad de 2.5 x 10° cél I (45%), ambas
especies formaron parte del 98% del total.

Al medio de la bahia se determiné una densidad de 3.1 x 10° cél I
correspondiendo a G. flavum 1.6 X 10° cél I (54%) y a Heterocapsa sp. una
densidad de 1.3 x 10° cél I (45%); ambas especies representaron el 99% del
total.

Dentro de la darsena portuaria la densidad fue de 7.9 x 10° cél I, a G. flavum
se le determiné una densidad de 4.5 x 10° cél I” (56.4 %) y a Heterocapsa sp. una
densidad de 3 x 10° cél I'" (39.4%), ambas especies alcanzaron el 95.8% de la
densidad total. La codominancia se produjo en los tres lugares de muestreo.

En la Figura 9 se observa la composicion porcentual del fitoplancton en el area

de cultivo de mejillones en la Bahia de Todos Santos, B. C.

Otros
dinoflagelados
Heterocapsa 2%
sp.
45%

Gymnodinium
flavum
53%

Fig. 9.- Composicion porcentual del fitoplancton de 9 de agosto de 1996, en el area
de cultivo de mejiilones en Bahia de Todos Santos, B. C.

Mediante la prueba de Wilcoxon (Anexo Xl) se determind que existen
diferencias estadisticas significativas (x=0.05) entre la abundancia del fitoplancton

en las tres areas, asi como en el fitoplancton del drea de cultivo de mejillones y la
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darsena portuaria. Estadisticamente no existen diferencias significativas entre la
abundancia del fitoplancton de medio de la bahia y el area de cultivo de mejillones.
Los sintomas observados en los ratones que fueron inoculados con extractos
acidos de mejillones y de fitoplancton durante el florecimiento de Gymnodinium
flavum y Heterocapsa sp. fueron: piloereccion y el letargo; estos signos

permanecieron por espacio de cuatro horas.

IV.4. EVENTO DE MAREA ROJA EN EL SUROESTE MEXICANO, DURANTE
OTONO DE 1995.

El dinoflagelado Pyrodinium bahamense var. compressum fue la especie
dominante del florecimiento ocurrido el mes de noviembre y parte de diciembre en

los estados de Michoacéan y Guerrero.

Bioensayos.

Las toxicidades determinadas por el bioensayo en ratén con extractos de
ostiones del género Crassostrea iridescens y amejas del género Donax sp.,
presentaron valores superiores al limite permisible (80 g de STX/100 grs. de tejido
de molusco) (Tabla XI). Los moluscos bivalvos estudiados estuvieron expuestos de
manera natural al florecimiento.

El florecimiento de Pyrodinium bahamense var. compressum fue detectado
por el color rojizo del agua de mar. Su toxicidad fue suficiente para afectar la fauna
como peces, tortugas y langostas. Al ostién Crassostrea iridescens se le
practicaron pruebas de toxicidad por bioensayo en ratén encontrando 298 ug de
STX /100 grs. de tejido, en el Bejuco, Michoacan (Tabla XI).

El molusco bivalvo Crassostrea iridescens de Tecpan, Gro., alcanzd
toxicidades de 6,300 g de STX /100 grs. de tejido. La almeja Donax sp. habia
bioconcentrado 520 ug de STX /100 grs. de tejido (Tabla XI).
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Tabla. XI.- Toxicidad promedio determinada en dos especies de
moluscos bivalvos del suroeste mexicano durante
el evento de marea roja de Pyrodinium bahamense
var. compressum.

Localidad Fecha ug STX/100 grs |  Tipo de

de tejido total muestra

Zihuatanejo, Gro. 8/Nov1995 520 Donax sp.
El Reventdn, Gro. 11/Nov/1995 1,300 C.indescens
Tecpan, Gro. 11/Nov/1995 6,300 C.indescens
Piedra Tlalcoyunque, | 11/Nov/1995 1,850 C.indescens

Gro.
Bejuco, Mich. 18/Nov/1995 600 C.indescens
Bejuco, Mich. 21/Nov/1995 300 C.indescens
Cromatografia.

Los analisis cuantitativos realizados por cromatografia en extractos &cidos de
los mismos moluscos, también mostraron respuesta de la presencia de saxitoxina
y otras toxinas. Los extractos del ostion C. iridescens mostaron la presencia de
saxitoxina y otros compuestos (Fig. 10). La almeja Donax sp. también presento
saxitoxina y otros compuestos (Fig. 11).

Las concentraciones de saxitoxina que se determinaron por el método
quimico en los moluscos del suroeste mexicano se muestran en la Tabla XIl.
Estos valores fueron superiores al limite permisible para consumo humano (80 pg

STX /100 grs. de tejido).
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Fig. 10.- Perfil cromatografico caracteristico del ostién C. iridescens, del suroeste
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Fig. 11.- Perfil cromatografico caracteristico de la almeja Donax sp. del suroeste
mexicano.
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La maxima concentracién (1,900 pg STX/100 grs. de tejido de ostion) se
determiné en Tecpan Gro. y la minima en el Bejuco, Mich. (100 ug STX/100 grs.

de tejido de ostion) (Tabla XI).

Tabla XIl. Concentraciones de saxitoxina en dos especies de moluscos
bivalvos del suroeste mexicano.

LOCALIDAD ug STX eq. x100 g de Especie
tejido de molusco
Bejuco, Mich. 100-224 C. iridescens
Piedra Tlalcoyunque, 118-1,660 C. indescens
Gro.
Tecpan, Gro. 566-1,930 C. indescens
Reventoén, Gro. 113-1,660 C. irdescens
Zihuatanejo, Gro. 125440 Donax sp.
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IV. DISCUSIONES.

BAHIA DE TODOS SANTOS, B.C.

En la Bahia de Todos Santos, B. C. son comunes las mareas rojas, al
igual que en otras zonas costeras (Segovia et al., 1988). Se ha estudiado
mucho en diversas especies de microalgas, sin embargo los estudios
relacionados al dinoflagelado L. polyedra, en la produccioén o no; de sustancias
quimicamente nocivas, han sido contradictorios.

En este estudio se utilizaron extractos &cidos de fitoplancton (>53% de L.
polyedra) para determinar la posible toxicidad de ellos. Los extractos acidos de
L. polyedra han sido utilizados para probar la posible toxicidad de este
dinoflagelado, pues Schradie y Bliss, (1962) reportan la muerte de ratones
inoculados con extractos de L polyedra, en una hora. Los sintomas que
presentaron los ratones fueron similares a los primeros signos observables en
ratones inoculados con extractos de moluscos contaminados por ficotoxinas
que producen paralisis.

En la Bahia de Todos Santos, B. C., la mayoria de los eventos de marea
roja estudiados en este trabajo estuvieron asociados a la presencia del
dinoflagelado L. polyedra principalmente. Esta especie ha estado presente
desde las costas de California (Patton et al., 1967), hasta las costas de Baja
California Sur (Orellana et al., 1996), en diferentes épocas del ano.

Durante el estudio de variabilidad anual de la estructura fitoplanctonica
realizado por Mosqueda-Razo (1995) en la Bahia de Todos Santos., encontro
que L. polyedra formé parte de la composicion fitoplanctonica durante todo el
afo de muestreo. En este estudio la misma especie fue la mas importante en
cuanto a porcentaje (> 53%) durante los eventos de marea roja, por o que se
le considera la causa principal del color rojo ladrillo en la Bahia de Todos

Santos, B. C.
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La abundancia fitoplancténica maxima que se determind durante este
estudio fue de 1.3 x 10° cel I'. La composicién porcentual de L. polyedra fue
del 85% (Fig. 7) en el florecimiento del dia 15 de marzo de 1996 (Anexo X) en
Bahia de Todos Santos, B. C, causado por el dinoflagelado L. polyedra. Esta
concentracion es menor en comparacion al evento de marea roja de 1992 en la
misma drea donde esta especie alcanz6 dentro de la manchas,
concentraciones de 9 x 10 ° cel I Orellana et al., (1996).

La densidad fitoplancténica maxima se sefialé en el texto anterior, se
determiné en un evento de marea roja que se desarroll6 a finales de invierno,
sin embargo el que reportan Orellana et al., (1996) ocurrié durante la
primavera, existiendo condiciones climaticas diferentes en ambas estaciones
del ano.

Los valores de diversidad encontrados con el indice de Shannon-Weaver
variaron entre 0.85 bits cel” a 2.3 bits cel’ , para los florecimientos del primer y
segundo periodo. El méximo valor de 2.3 bits cel’ fue debido a que ese
fitoplancton se recolectd fuera de la mancha de marea roja. De acuerdo a los
valores de diversidad que seriala Margalef, (1977) (1 a 2 bits cel”) el resto de
los valores (Anexo VII) quedaron dentro de los establecidos para la zona
costera. Excepto el valor de 2.3 bits cel™.

Sin embargo, los indices de diversidad encontrados por Mosqueda-Razo
(1995) en la Bahia de Todos Santos son mayores que los reportados en este
estudio. La diferencia entre ellos es atribuida a que durante esta investigacion
se trabajo con mareas rojas.

La presencia de florecimientos de L. polyedra en el primer (agosto-
septiembre/1995) y segundo periodo (febrero-marzo de 1996) de muestreo,
estuvieron re!acionadoé a dias con sol y templados. Legovic et al., (1991) han
reportado que L. polyedra es muy abundante en las aguas costeras del sur de
California durante calma, condiciones célidas, flujo de materia organica y

nutrientes inorganicos en épocas de surgencia.
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A diferencia del tercer periodo, el color del agua fue amarillo y estuvo
relacionado con las especies Gymnodinium flavum y Heterocapsa sp. La
densidad fue de 9.9 x 10 % cel ', dentro de la dérsena; en este brote G. flavum
tuvo una densidad de 4.5 x 10° cel I y Heterocapsa sp. de 3.1 x 10° cel I,
sumando ambas especies alcanzaron el 96 %. En otros sitios como en el area
de cultivo de mejillones se determind una densidad de 2.9 x 10° cel I'' para G.
flavum y de 2.5 x 10° cel I para Heterocapsa sp. éstas especies ocuparon el
98% del total, la densidad fitoplanctonica registrada fue 5.5 x 10°% cel I'. La
densidad minima (3 x 10 *cel I'") se determind en medio de la bahia, durante
dicho florecimiento. G. flavum tuvo una densidad de 1.6 x 10° cel "y a
Heterocapsa sp. 1.3 x 10° cel I"', ocupando el 99 % del total.

En la darsena portuaria se determiné la densidad mas alta para
Heterocapsa sp., lo que llevaria a una nueva hipdtesis sobre la relacion que
puede existir entre esta especie y el aporte de materia organica proveniente del
desarrollo urbano. Cabe mencionar que hasta la fecha no se habia reportado a
esta especie como causante de florecimiento en la Bahia de Todos Santos, B.
C.

' Heterocapsa sp. ha sido reportada por Uchida et al. 1995, como la especie
causante de brotes en las bahias de Japén, durante verano y otofio, reportando
densidades de 80 x 10° cel I'". Esta densidad es superior a la que se determind
durante este estudio en la bahia. Tanto este florecimiento como el reportado
por Uchida et al., (1995) coinciden en verano, por lo que también puede estar
relacionado con la temperatura. Uchida et al, (1995) han reportado que
Heterocapsa sp. es la responsable de la pérdida de movilidad y lisis de
Gyrodinium instriatum, esta situaciéon se presenté cuando Heterocapsa sp.
estaba en contacto con Gyrodinium instriatum, la razén de esta respuesta es la
excrecion de compuestos quimicos. Sin embargo, durante el florecimiento de

Gymnodinium flavum y Heterocapsa sp. no se reporté ningun tipo de darno a la
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fauna de la Bahia de Todos Santos. En tanto que en las bahias de Japon esta
microalga ha causado dafios a los bivalvos (Uchida et al., 1995).

Las densidades determinadas en la bahia fueron menores en comparacion
a las reportadas durante el brote del mismo dinoflagelado, en el mismo mes y
afio en Eréndira, B. C., donde el florecimiento alcanzé una densidad de 14.5 x
10%cel " (Flores et al., 1996).

G. flavum ha sido considerado como uha de las especies toxicas para los
peces (Taylor, 1989), sin embargo para otros autores (Sullivan, 1993) la
produccién de alguna biotoxia es dudosa. En la Bahia de Todos Santos no se
observo, ni reporté la muerte de fauna en la zona costera ni durante ni después
del florecimiento, sin embargo la empresa Abulones Cultivados en Eréndira, B.
C. a 100 km. al sur de la Bahia de Todos Santos tuvo pérdidas economicas
considerables, por la mortalidad de larvas de abulédn, la causa de la mortalidad
no fue atribuida directamente con la especie que produjo el brote (Flores et al,
1996), sino al cambio de la calidad del agua durante el evento.

Holmes et al. (1967) reportaron un florecimiento de color amarillo de G.
flavum en Mission Bay en el estado de California en 1961 (pero no se
especifican densidades ni porcentajes), el color que se observd durante el
florecimiento G. flavum y Heterocapsa sp. en la Bahia de Todos Santos fue
también amarillo.

En este estudio, la composicion porcentual de G. flavum oscilé entre 53-
56% de la composicion del fitoplancton cuantitativo. Cullen et al., (1987)
reportan una florecimiento en la zona costera de La Jolla, California de este
mismo dinoflagelado  con una densidad de 6x10° cel I, la composicion
porcentual que ocup6 G. flavum fue de 80-99%, este florecimiento ocurrid
desde a finales de julio y hasta principios de agosto de 1982, época que
coincide con el florecimiento del tercer periodo.

Los florecimiento de G. flavum se refieren, parecen ser favorecidos por el

transporte de microalgas de aguas subtropicales e incluso aguas tropicales,
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hacia las areas donde se han reportado los brotes (Peldez, 1987), como en la
zona costera de Baja California, Méx. y California, EUA.

Durante el primer y segundo periodo, las toxinas que se determinaron en
los pérfiles de fitoplancton fueron las de la familia de los carbamoil y en
moluscos se observaron las toxinas de la familia N-sulfocarbamoil. Las toxinas
de la primera familia son frecuentemente detectadas en extractos de
dinoflagelados toxicos (Sullivan, 1993), éstas fueron predominantes en los
extractos de microalgas (Tabla IV y VIII), son consideradas como las que
ocasionan los sintomas observables de intoxicacion en ratones (Sullivan,
1993).

Las toxinas N-sulfocarbamoil (C1, C2, C3, C4, B1 y B2) tambiéen se han
encontrado en moluscos (Boyer et al., 1987), en este trabajo éstas toxinas
fueron las que ocuparon mayor porcentaje en los mejillones, lo que explica los
resultados obtenidos en los bioensayos debido a su baja actividad bioldgica en
el bioensayo en ratén (Boyer et af ., 1987).

Los sintomas que se observaron en los ratones inoculados con extractos
acidos de fitoplancton de Bahia de Todos Santos, B. C., cuyas densidades
aproximadas fueron de 1 x 10 >cel I en el primer periodo y segundo periodo,
pudieran ser producto de la alteracion de los 6rganos nerviosos terminales,
que al ponerse de manifiesto toxinas en baja concentraciéon mantienen los
transmisores de impulsos nerviosos alterados (com. personal. Dr. Lucio Murioz
Cabrera).

En la practica, sin embargo, los limites muy bajos de toxicidad no se
pueden detectar (Bates y Rapoport, 1975). Durante los bioensayos realizados
con extractos de fitoplancton y mejillones de la bahia no se observo muerte en
los ratones inoculados, lo que posiblemente se atribuye a concentraciones muy
bajas de las toxinas durante durante los periodos de estudios.

Bates et al., (1978) utilizd extractos acidos de L. polyedra en cultivo y de

fitoplancton en muestras recolectadas durante un florecimiento de L. polyedra
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en la costa de La Jolla, California en febrero de 1969, septiembre y noviembre
de 1974, de los cuales realizd bioensayos en ratdn y peces obteniendo
resultados negativos, descartando la posibilidad de la presencia de saxitoxina
en los extractos. En este estudio al igual que el anterior los bioensayos no
fueron positivos, es decir; después de 24 horas posterior al inoculo los ratones
sobrevivian.

Por otra parte, Bruno et al ., (1990) en los bioensayos en ratdbn con
extractos acidos de fitoplancton, donde L. polyedra ocupd el 82 % de la
comunidad fitoplancténica, determinaron tiempos de muerte entre 3y5
minutos. Otros autores (Belin et al. 1995) identifican a L. polyedra como
productora de ictiotoxinas solubles en agua, estos compuestos quimicos
pueden ser los responsables de la mortalidad de moluscos en el Mediterraneo
en 1977. En contra parte, durante este estudio no se report6 daro a la fauna.

Durante los periodos de estudio se observo que L. polyedra ocup6 el
mayor porcentaje en la composicion fitoplanctonica, entre otras especies se
encontraron a Peridinium divergens, Gymnodinium sp. Otros autores (Bruno et
al., 1990) reportan los géneros Peridinium, Scrippsiella y Gyrodinium como
especies que formaron parte de la composicion fitoplanctdnica en una marea
roja donde L. polyedra ocup6 el 82% del total de la muestra. Ellos atribuyen a
L. polyedra la presencia de saxitoxina en su extracto, pero no especifican la
densidad de cada especie en dicho evento. En este trabajo se demostré que la
presencia de saxitoxina no se relaciona a esta especie,debido a que L.
polyedra produce una ictiotoxina conocida como yesotoxina (Tubaro et al,
1997).

Los géneros que se reportan como los mas frecuentes en la composicion
fitoplancténica de los florecimientos, en los periodos estudiados, no se
encuentran en las listas de las especies que son toxicas (Steidinger, 1993). Sin

embargo L. polyedra esta clasificado como productor de sustancias toxicas.
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Esta especie esta considerada como una de las 11 especies toxicas que
causan florecimientos en las costas de China (Tseng et al., 1993)

Las variaciones observadas en la composicion de toxinas en los extractos
de fitoplancton durante el evento de marea roja en la zona exterior del muelle y
la darsena portuaria son notorias, en los extractos acidos de fitoplancton del 31
de agosto de 1996, se identificaron cinco tipos de toxinas (Tabla IV), las de
mayor porcentaje correspondieron a la saxitoxina (STX). La evidencia de la
presencia de STX también se puede observar en el fitoplancton (Tabla V) y en
mejillones (Tabla VI). Bruno et al., (1990) reportd concentraciones de 0.022
ug/ml en las muestras recolectadas durante el florecimiento donde L. polyedra
ocupo el 82% de la composicién fitoplanctonica.

Los dinoflagelados téxicos producen solamente una pequena cantidad de
STX en relacién hacia las otras toxinas (Sullivan et al., 1983), la evidencia de la
saxitoxina encontrada en este trabajo en el fitoplancton puede ser el efecto
sinérgico entre otras especies. En mejillones, puede atribuirse a la
biotransformacion de las toxinas (Shumway et al.,1993). Las toxinas que se
presentaron en menor pocentaje fueron C1-C4, B1 y B2, éstas son
consideradas dentro del grupo de las toxinas N-sulfocarbamoil (Cembella et
al., 1993).

En los perfiles cromatogréficos del fitoplancton del 22 de septiembre
dentro de la darsena se reconocieron las toxinas C1-C4, B2 y NEOSTX, la
composicién del fitoplancton correspondié al 72 % de L. polyedra y 5% de P.
divergens, entre otras especies. La composicién microalgal del dia 22 del
mismo mes en la zona exterior del muelle fue representada por L. polyedra
(71%) y P. divergens (16%), entre otras especies. Los perfiles cromatograficos
solo se reconocié la NEQSTX, la diferencias en contenido de toxinas en ambos
lugares puede ser debida a las especies que se encontraron en menor

porcentaje, como un efecto sinérgico.
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La comparacion entre los indices de dominancia no demostrd diferencias
significativas debido a que L. polyedra siempre presentd una densidad superior
al 50 %. Tampoco existen diferencias (a=0.05) en la abundancia fitoplancténica
de las mareas rojas analizadas, debido a las densidades se mantuvieron dentro
del mismo orden de magnitud (1x10° cel I'").

La neosaxitoxina predominé (Tabla IV) en ambas localidades, con
porcentajes no menores del 70 % de L. polyedra. En relacion a la presencia de
diferentes derivados quimicos en las diferentes muestras, los investigadores
indican que la misma especie puede presentar o no toxinas, ésto depende de la
localizacion geogréfica (Boyer et al., 1986), aunque las areas de estudio estén
muy cercanas, se puede observar diferencias en los pérfiles cromatograficos.
Esta diferencia determinada a través de los pérfiles cromatograficos de
fitoplancton de la misma fecha, pero de diferente area la podemos atribuir,
entre otras; a la génetica y fisiologia del fitoplancton, a las “condiciones
ambientales en que se desarrolla la misma especie, que posiblemente le
puedan favorecer la produccion ciertos de ciertos tipos de toxinas.

La presencia o ausencia de la saxitoxina en extractos de L. polyedra ha
sido discutida por varios autores (Bates et al., 1978), los resultados obtenidos
en este trabajo pueden mostrar la presencia de un grupo representativo de las
toxinas que provocan pardlisis (Tabla IV), estos resultados pueden ser
confirmados por los obtenidos por Bruno et al., 1990 con la misma especie (L.
polyedra) durante un evento de marea roja (con una dominancia del 82 %).

No se descarta la posibilidad de que L. polyedra sea capaz de generar
sustancias toxicas (Steidinger, 1993). Se le ha asociado en la mortandad de
peces y fauna circundante posterior a los florecimientos de L. polyedra
(Schradie and Bliss, 1962). Durante y después de la marea roja estudiada en
el primer y segundo periodo en Bahia de Todos Santos, no se reportd
mortalidad de peces o fauna circundante. Como lo asocian otros autores, en la

sona costera costera de San Diego (Schradie and Bliss,1962). Sin embargo,
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Tolomio y Moschin, (1995) atribuyen a los brotes de este dinoflagelado, la
mortalidad de peces en la Laguna Venecia (Mar Adriatico) por efectos toxicos
de esta especie, donde su toxicidad ha sido demostrada.

Los perfiles cromatograficos de fitoplancton (6/2/96), presentaron las
toxinas B2, GTX3 Y NEOSTX (Tabla VIII). La composicion del fitoplancton para
esta fecha correspondié al 85% de L. polyedra y el 8.4% de P. micans, entre
otras especies; la abundancia fitoplanctdnica para ese evento fue de 5.8 x 10°
cel I' . La presencia de las toxinas en los extractos fitoplanctonicos no
presentaron una relacion directa con la abundancia de L. polyedra, ni tampoco
a P. micans. Esta especie se considera como no toxica, incluso se ha usado
como control en la tasa de filtracion de mejillones, los cuales no mostraron
ninguna respuesta de acumulacion de toxinas (Pillet y Houvenaghel, 1995).
Por otra parte, en el fitoplancton del 6 de marzo de la dérsena se identificaron
las toxinas GTX1 y B1 (Tabla VIli) y la composicion fitoplancténica estuvo
compuesto por el 68.5% de L. polyedra, el 16 de Gymnodinium sp. y el 11.4%
de P. divergens, entre otras especies, con una densidad de de 1.1 x 10°cel I'".

Los resultados estadisticos que se obtuvieron cuando se compard la
abundancia fitoplancténica de la marea roja del 19 de febrero de 1996 de la
darsena y del 6 de marzo del mismo afio frente de la darsena portuaria, se
deben a que las especies que florecieron en el mes de febrero, hayan sido las
mismas y que las condiciones ambientales no sufrieron cambios, permitiendo
que éstas se mantuvieran.

De la misma manera se determind que no existen diferencias significativas
en la abundancia de las especies encontradas en la marea roja del 15 de
marzo de 1996 de la darsena portuaria y del mismo dia enfrente de la darsena.

Las toxinas que se mostraron en los pérfiles cromatograficos del

fitoplancton en el presente trabajo tuvieron en comun las toxinas C1-C4, B1,
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B2 GTX1-3 y NEOSTX (Tabla IV y VIII), otros estudios han mostrado que las
toxinas C1-C4, B1 y B2 fueron las de mayor abundancia el Alexandrium
tamarensis, y los porcentajes minimos correspondieron para las toxinas
NEOSTX y STX (Anderson et al., 1996).

Otros dinoflagelados toxicos muestran en su pérfil toxico B1, C2, GTX3 y
STX (Sullivan et al.,1983). Bruno ef al. (1990) considera que la presencia de la
saxitoxina es la evidencia clara experimental de la produccién de saxitoxina por
un clono de L. polyedra. El presente trabajo permitié identificar por
cromatografia liquida (Fig. 4a y b), la presencia de toxinas paralizantes en el
fitoplancton durante eventos de marea roja donde L. polyedra alcanzé mas del
50% del total de la muestra, con densidades que oscilaron entre 1.3 x 10 °céll™.
hasta de 7.9 x 10 °cél I,

Sullivan et al., (1983) encontraron B2, C2 GTX3 y STX en perfiles de
dinoflagelados (Gonyaulax sp.) y C1 y GTX2 en mejillones que fueron
expuestos a florecimientos, ésto posiblemente debido a la epimerizacion de C2
y GTX3

Las toxinas que producen paralisis, son un problema epidemioldgicos en
muchas de las areas costeras del mundo, ésto involucra la acumulacién de
neurotoxinas potentes de origen microalgal, en los moluscos (Sullivan et al.,
1983). Los moluscos que se estudiaron estuvieron de manera natural
expuestos a florecimientos de L. polyedra (55-60%) en los que se determind la
presencia de toxinas N-sulfocarbamoil (C1, C2, C3, C4, B1 y B2). Esta
diferencia en los perfiles de origen fitoplanctonico, estan reportados por
Sullivan et al., 1983, haciendo notar diferencias en los niveles relativos de
varias toxinas entre dinoflagelados y moluscos y entre diferentes especies de
moluscos colectados en la misma area.

La variacion observada de porciones de toxinas en extractos de M.
californianus ~ caracterizada por las toxinas N-sulfocarbamoil C1-C4 y B2,

durante el primer (Tabla VI) y segundo periodo (Tabla X), estadisticamente no
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difirieron. Aunque también se mostraron la NEOSTX y la STX en el verano
(Tabla VI), en el invierno (segundo periodo) se presentd la GTX4.
Porcentualmente las toxinas N-sulfocarbamoil fueron predominantes en los
mejillones analizados para ambos periodos (Tabla VI y X). El porcentaje de la
neosaxitoxina para algunos extractos fué muy bajo, excepto para el primero
(23 de agosto, 1995) que se presenté un 26.2 %. Esto puede deberse al tiempo
de exposicién al florecimiento, a la retenciéon de toxinas, entre otros factores
(Cembella et al., 1993).

Las sefiales observadas en los cromatogramas de los extractos de
mejillones, son mayores que los de fitoplancton (Fig. 4 ay by Fig. 5 ay b).
Esto es debido a que los moluscos concentran en sus glandulas digestivas
ficotoxinas (Boyer et al., 1986).

El volumen que pueden llegar a filtrar estos organismos varia de especie a
especie (Bricelj et al.,1990), en promedio pueden llegar a filtrar de 6.4 Its d’gr
de peso hiimedo de molusco (Silvert y Cembella, 1995).

La predominancia de los componentes toxicos en moluscos bivalvos
indican la ingestion reciente de dinoflagelados ricos en esos compuestos
quimicos  (Shumway y Cembella,1993). Sin embargo las diferencias
encontradas en la composicién de toxinas entre bivalvos y la composicion del
fitoplancton del primer périodo pueden deberse a dos mecanismos: 1)
retencion selectiva y eliminacion de toxinas especificas, y 2) biotransformacion
entre componentes téxicos entre los tejidos del molusco (Shumway y. Cembella
1993, Cembella et al.,1993).

Con respecto a las N-sulfocarbamoil, Kotaki et al. (1985) senala que las
altas concentraciones de esta toxina pueden indicar que recientemente los
moluscos fueron expuestos a un florecimiento tdxico. Podemos asumir una
interconversion metabdlica de las tdxinas en los tejidos de los moluscos que
fueron analizados, pudiendo ser la razon de la desimilitud en los pérfiles de las

toxinas (Sullivan et al., 1983).
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La prueba de contingencia mostré el grado de asociacion del conjunto de
datos de las toxinas de fitoplancton y mejillones del 31 de agosto de 1995,
determinando que existe relacion significativa entre ambos grupos de datos de
toxinas, aunque las dreas de muestreo de fitoplancton (dentro rada) y
mejillones (Rincdn de Ballenas) estén distantes, esto puede ser debido a la
interconversion metabdlica de las toxinas en las moluscos (Shumway Y
Cembella, 1993). En contra parte, en el fitoplancton de dentro de la darsena
del 6 de febrero de 1996 y los mejiillones de Rincon de Ballenas de la misma
fecha, no se encontro relacion significativa entre ambos grupos de toxinas. Las
diferencias estadisticas encontradas pueden ser atribuidas a procesos
biolégicos de los filtroalimentadores, asi como a la retencion selectiva y
eliminacion de toxinas (Cembella et al., 1993), la similitud puede atribuirse a
que el florecimiento alcanzé ambos lugares.

Con la prueba de Wilcoxon se demostré relacion significativa entre las
toxinas de fitoplancton (dentro de la darsena) del 6 de febrero de 1996 y las
toxinas en mejillones (Rincon de Ballenas) del 6 de marzo del mismo afo, y
para el grupo de datos de toxinas de fitoplancton del dia 6 de febrero y de
mejillones del 19 de febrero del mismo afo, también se determind relacion
significativa entre los datos. Lo que significa que los moluscos pueden
acumular y en su caso biotransformar toxinas las cuales pueden mantenerse
por varias semanas en |0s tejidos de los bivalvos (Sullivan et al., 1993).

La variacién en toxinas en fitoplancton y mejillones pueden debido a la
combinacion de factores, incluyendo la sincronizacion, persistencia, y magnitud
de los florecimientos toxicos, la toxicidad especifica por célula y la composicion
de la toxina del organismo contaminante; efectos ambientales sobre el
metabolismo de los moluscos bivalvos, y tal vez a las diferentes gendtipicas
entre las poblaciones de los moluscos (Shumway y Cembella, 1993).

Los componentes toxicos obtenidos de fitoplancton y de mejillones

recolectados durante eventos de marea roja, pueden ser la base del
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seguimiento del monitoreo de especies fitoplanctonicas productoras de
florecimientos en la Bahia de Todos Santos, considerando que la produccion
anual de mejilones en la bahia es de aproximadamente de 100 ton/afo (para
1996) (SEMARNAP, Delegacion B. C., 1996, comun. personal).

Los mejillones se detoxifican mas répidamente que otras especies como:
S. giganteus y Spisula solidissima, las cuales muestran retenciones
prolongadas de biotoxinas posteriores a la desaparicion de los florecimientos
(Bricelj et al.,1990). Con estas carateristicas de los mejillones y el desarrollo de
' materiales de referencia para la determinacién de toxinas que provocan
paralisis, con el uso de los mejillones se puede obtener el 95% de limites de
confianza en la determinacion de este familia de toxinas (Van Egmond, 1996).

Los bioensayos para el monitoreo y certificacién de la Bahia de Todos
Santos, B. C. que han realizado en el Laboratorio de Salubridad en la ciudad
de México con mejillones de la Bahia de Todos Santos, desde 1992 hasta
diciembre de 1997 no han obtenido resultados positivos de la presencia de
biotoxinas en mejillones recolectados durante florecimientos de en la Bahia de
Todos Santos (J. C. Gardufio. Subdelegacién de la SEMARNAP en Ensenda,
B. C. 1996, comun. Personal), sus resultados coinciden con los que obtuvimos

en los bioensayos en ratén.
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IV.Il.- SUROESTE MEXICANO

Las toxicidades reportadas para los ostiones del suroeste mexicano fueron
de hasta 6, 300 ug STX /100 grs. de tejido, en Tecpan, Gro. (11 de Nov. 1995).

Los ostiones estuvieron de manera natural expuestos al florecimiento del
dinoflagelado toxico. Las toxicidades sobrepasaron el limites maximo para
consumo humano (80 ug STX / 100 grs. de tejido, A.O.A.C, 1995).

Sin embargo en esa misma fecha pero en El Reventén se determind una
toxicidad de 1,300 pg STX/100 grs. de tejido de ostion y en Piedra
Tlalcoyunque, Gro. de 1,850 ug STX/100 grs. de tejido. Las diferencias en las
toxicidades pueden deberse a las densidades del florecimiento en las
diferentes areas, y al tiempo de exposicion de los moluscos al brote (Cembella
et al. 1993).

Con respecto al Bejuco Mich. el 18 de noviembre de 1995 se determiné
una toxicidad de 600 ug STX/100 grs. de tejido de ostién, tres dias después se
reportaron 300 pg STX/100 grs. de tejido de ostion. El decremento de la
toxicidad puede atribuirse a la etapa de dispersion del fitoplancton (Cortés-
Altamirano et al. 1993), o a las consideraciones que asumen Shumway y
Cembella (1993) que son; la retencion selectiva y eliminacién de toxinas
especifica y a la biotransformacion entre componentes toxicos entre los tejidos
del molusco.

En diferencia con nuestros datos de toxicidades, Cortés-Altamirano et al.
(1993), reportaron valores maximos de 629 ugSTX/100 grs de tejido de ostion
C. iridescens de Huatulco Oax. y de 811 pgSTX /100 grs de tejido de ostion en
la Ventosa, Oax. La época de ambos florecimientos coincidié en el mes de
‘ noviembre, pero en su caso en 1995 y 1989, respectivamente.

Durante el evento de marea roja de noviembre de 1995, se reportaron 196
intoxicados y siete muertos (Orellana-Cepeda, 1996), por la ingestion de
moluscos que estuvieron expuestos al brote. Cortés-Altamirano et al. (1993),

durante su estudio reporta 99 intoxicados y tres decesos. En el evento de
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noviembre de 1995, al igual que el evento anterior se implemento la
cuarentena por las autoridades de la SEMARNAP, para evitar que mas
personas fueran intoxicadas.

Este mismo dinoflagelado causd marea roja en las costas de Guatemala
donde reportaron toxicidades de 6,000 ug STX/100 gr de tejido de la almeja
Amphichaena kindermanni, en el verano de 1987, ocasionando 26 muertes y
decenas de personas intoxicadas (Rosales-Loessener et al., 1989), la toxicidad
reportada es similar a la que se determiné en Tecpan, Gro. (6,300 ug STX/100
gr de tejido de ostion), en noviembre de 1995. En la almeja Donax sp. de
reportd una toxicidad de 520 pg STX/100 gr de tejido, en Zihuatanejo, Gro. el 8
de noviembre de 1995.

El evento de marea roja causd serios problemas de salud publica,
impactos socio-economicos en las regiones turisticas. Debido a lo anterior, se
hace aun mas importante e imprescindible el estudio de las especies
fitoplancténicas productoras de toxinas, y su efecto en la salud del hombre.

Los analisis quimicos cuantitativos mostraron la presencia de otras toxinas
en los extractos de ostiones y almejas que fueron contaminados por
Pyrodinium bahamense var. compressum, los valores determinados por
cromatografia son menores a los obtenidos en bioensayo en ratdn, ésto es
debido a que los métodos bioldgicos dan una respuesta de la toxicidad total de
las muestras estudiadas (Sullivan, 1993), y en los resultados cuantitativos del

suroeste solo se indico la concentracidon de la saxitoxina.
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V.- CONCLUSIONES.
1.- Se determind por primera vez en la Bahia de Todos Santos, B. C., la

presencia de toxinas similares a las que producen paralisis en extractos acidos
de fitoplancton con abundancia superior del 50% de dinoflagelado L. polyedra.,

en muestras de la Bahia de Todos Santos, B. C.

2.- Se reporta por primera vez en la Bahia de Todos Santos, B. C. la

microalga Heterocapsa sp. como causante de marea roja.

3.- Se identificd la presencia de saxitoxina tanto en fitoplancton como en

mejillones de Bahia de Todos Santos en el evento de marea roja de verano.

4.- Las toxinas que se identificaron no tuvieron impacto negativo

observable a la fauna circundante en la Bahia de Todos Santos, B. C.

5. Los niveles de toxicidad alcanzados en la Bahia de Todos Santos, B.
C. no sobrepasaron el limite permisible (80 g SXT eq./100 grs de tejido de

molusco) para consumo humano.

6.- Los niveles de toxicidad alcanzados en el suroeste mexicano con la
almeja Donax sp. sobre pasaron en un orden de magnitud y en dos ordenes de

magnitud al limite permisible para consumo humano en ostion C. iridescens

7 - Considerando el uso de organismos centinelas certificados para la
determinacién del contenido de ficotoxinas y para mejorar la calidad de la
metodologia analitica, con esta investigacién se pueden iniciar gestiones para
trabajar en un monitoreo a nivel nacional, donde se valoren las toxinas tanto en

fitoplancton como en moluscos bivalvos.
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VI. RECOMENDACIONES.

1).- Se propone realizar un programa nacional de monitoreo.

2).- En caso de contingencia ambiental se recomienda:

a) identificar la especie 0 especies causantes del florecimiento,
b) aplicar el método bioldgico,

c) identificar las toxinas por método quimico

3).- Se recomienda el uso del método quimico para la identificacién de

ficotoxinas.
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ANEXO I. Tiempo de muerte en unidades raton para la toxina que provoca
paralisis. Tabla de Sommer’s (A.O.A.C. 1995).

TIEMPO _TUNIDADES]  TIEMPO | UNIDADES | TIEMPO | UNIDADES | TIEMPO |UNIDADES
DE MUERTE| RATON | DEMUERTE | RATON | DEMUERTE | RATON |DEMUERTE| RATON
1:00 100.0 3:00 3.70 55 1.96 30 1.13
10 66.2 5 3.57 5:00 1.92 10:00 1.11
15 38.2 10 3.43 - 5 1.89 30 1.09
20 26.4 15 3.31 10 1.86 11:00 1,075
25 20.7 20 3.19 15 1.83 30 1.06
30 16.5 25 3.08 20 1.80 12:00 1.05
35 13.9 30 2.98 30 1.74 13 1.03
40 11.9 35 2.88 40 1.69 14 1,015
45 10.4 40 2.79 45 1.67 15 1,000
50 9.33 45 2.71 50 1.64 16 0.999
55 8.42 50 2.63 6:00 1.60 17 0.98
2:00 7.67 55 2.56 15 1.54 18 0.972
5 7.04 4:00 2.50 30 1.48 19 0.965
10 6.52 5 2.44 45 1.43 20 0.96
15 6.06 10 2.38 7:00 1.39 21 0.954
20 5.66 15 2.32 15 1.35 22 0.948
25 5.32 20 2.26 30 1.31 23 0.942
30 5.00 25 2.21 45 1.28 24 0.937
35 473 30 2.16 8:00 1.25 25 0.934
40 4.48 35 2.12 15 1.22 30 0.917
45 4,26 40 2.08 30 1.20 40 0.898
50 4.06 45 2.04 45 1.18 60 0.875
55 3.88 50 2.00 9:00 1.16




ANEXO Il .- Correccion por peso de ratén ( A.O.A.C. 1995).

Peso del raton (grs)

Unidades ratén

peso del raton (grs)

Unidades ratén

10.0 0.500 16.5 0.860
10.5 0.530 17.0 0.880
11.0 0.560 17.5 0.905
1.5 0.590 18.0 0.930
12.0 0.620 18.5 0.950
12.5 0.650 19.0 0.970
13.0 0.675 19.5 0.985
13.5 0.700 20.0 1.000
14.0 0.730 20.5 1.015
14.5 0.760 21.0 1.030
15.0 0.785 21.5 1.040
15.5 0.810 22.0 1.050
16.0 0.840 22.5 1.060

12
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ANEXO Ill. Curva de calibracién del estandar de la saxitoxina.

Isp
a
2.00e+004 7
1.50¢4004 -
g
1.00e+004 o
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ANEXO V.- Perfil cromatografico u
porcentajes de toxinas.

rsp

sado como base para la determinacioén de
Tomado de Lawrence et al., 1991

cti-4
GTX 1
GTX 2
NEO
GTX 4 lSAX
- GTX3
32\ 83 L l
B U\j\
o 4 8 12 16 20

tiempo de retencidn
(min)
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ANEXO V.- Composicién fitoplancténica del dia
3 de Agosto de 1995, dentro de la '

Lingulodinium polyedra 793

Gymnodinium sp. 254

Peridinium divergens 312
Ceratium falcatum 18

C. cf. divaricum 13

C. furca 10
C. minimum 3
Peridinium globulus 1
Peridinium steinii 19
Prorocentrum micans 5
Dinophysis ovum 4
Pyrophacus horologicum 4
Oxytoxum scolopax 2
Heterocapsa sp. 1
Bidulphia mobiliensis 1

Bacillaria paradoxa 35
Noctiluca scintillans 8




ANEXO VI.- Indice de dominancia de Simpson para
L. polyedra en los eventos de marea roja.
Lugar Fecha Indice

Dentro de la darsena 3/agosto/1995 0.53

Zona exterior al 12/agosto/1995 0.91
muelle
Dentro de la darsena | 22/septiembre/1995| 0.91

Dentro de la darsena | 26/septiembre/1995| 0.60

Frente de la darsena 15/marzo/1995 0.96

Dentro de la darsena 15/marzo/1996 0.85

ANEXO VII.- Indice de diversidad especifica de Shannon-Weaver (H’),
determinada para el primer y segundo periodo de muestreo de fitoplancton.

FECHA H’ LUGAR
9/SEPTIEMBRE/1995 1.25 Dentro de la rada
12/SEPTIEMBRE/1995 0.85 Zona exterior al muelle
12/SEPTIEMBRE/1995 1.3 Dentro de la rada
19/SEPTIEMBRE/1995 1.7 Dentro de la rada
22/SEPTIEMBRE/1995 1.3 Dentro de la rada
24/SEPTIMEBRE/1995 1.9 Dentro de la rada
26/SEPTIEMBRE/1995 1.5 Dentro de la rada

6/FEBRERO/1996 0.9 Dentro de la rada
B6/MARZO/1996 1.7 Frente de la rada




ANEXO VIII.- Ejemplos de perfiles cromatograficos de fitoplancton y M.

californianus, de la Bahia de Todos Santos, B. C.
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continuacion del Anexo VIIl.
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ANEXO IX.-Composicién fitoplanctonica del
florecimiento del 12 de septiembre de 1995,
en la zona exterior al muelle.

Lingulodinium polyedra 91
Gymnodinium sp. 1.4

G. flavum 1.3
Peridinium divergens 3.35
P.steinni 0.5
Oxytoxum scolopax 0.08
Prorocentrum micans 0.85
P. gracile 0.17
Pyrophacus horologicum 0.08
Biddulphia mobiliensis 0.08

ANEXO X.- Composicién fitoplancténica del 15
de marzo de 1996, frente de la darsena portuaria.

ESPECIE DENSIDAD
(X10° cel I
L. polyedra 983
Prorocentrum micans 32
P. gracile B
Peridinium steinni 1
Ceratium fusus 1
C. minimum 2

79




ANEXO XI.- Composicion fitoplancténica del 15
de marzo de 1996, dentro de la darsena

portuaria.
ESPECIE DENSIDAD
(X10° cel I'"
L. polyedra 1,077
Gymnodinium Sp. 120
Prorocentrum micans 45
P. gracile 6
Ceratium furca 4
C. fusus 1
C. cf. divaricum 1
Dinophysis ovum 1
Peridinium steinii 5
Oxytoxum scolopax 1

ANEXO XIl.- Prueba de Wilcoxon para muestras independientes
o=0.05.

desequilibradas.

Ho= son iguales las abundancias fitoplancténicas en ambas areas.
Ha= son diferentes las abundancias fitoplanctonicas en ambas areas.

Fitoplancton de: TLlerit | TUerit | Tlea | TUca Ho Ha
Dentro de la darsena 3/8/95 57 95 35 46 se rechaza
Dentro de la darsena 22/9/95
Dentro darsena 22/9/95 83 127 49 57 se rechaza
Zona exterior al muelle
22/9/95
Dentro darsena 19/02/96 12 28 20 25 se rechaza
Frente darsena 6/3/96
Dentro darsena 15/3/96 6 18 10 18 se rechaza
Frente darsena 15/3/96 ‘

Medio bahia 9/08/96 33 63 60 60 se rechaza
Area  cultivo  mejillones

9/08/96

Medio bahia 9/8/96 63 108 66 114 se rechaza
Dentro darsena 9/8/96

Area  cultivo  mejillones| 48.5 | 87.5 35 67 se

9/08/96 rechaza

Dentro darsena 9/8/96
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ANEXO XIIi. Prueba de Contingencia a=0.05

Ho= Las dos clasificaciones de toxinas son independientes.
Ha= Las dos clasificacones de toxinas son dependientes..

Lugar Muestra xcrit= Xa(r-1)(c-1) | xX°calc|  Ho Ha
Dentro darsena Fitoplancton 31/8/95 213 0.002 se rechaza
Rincén de Ballenas Mejillon 31/08/95
Dentro darsena Fitoplancton 6/02/96 9.49 13.94 | se rechaza
Rincdn de ballenas Mejillones 6/03/96
Dentro darsena Fitoplancton 6/02/96 9.49 7.57 se rechaza
Zona exterior al Mejillones 19/02/96
muelle




