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INTRODUCCION

Los fendmenos de Florecimientos Algales Nocivos (FAN) son cada vez mas frecuentes
y las areas geogréficas afectadas se han extendido en los ultimos afios. Las toxinas producidas
por los dinoflagelados en estas FAN, principalmente las paralizantes o VDM, son causantes
de problemas graves y crecientes para la salud publica y economia en nuestro pais,
particularmente entre las Regiones X y XII. Existe un gran interés en todo el mundo en el
desarrollo de técnicas y sistemas de deteccion temprana de los FAN y de sus consecuencias en
los mariscos de consumo humano.

La bioluminiscencia es una propiedad Unica de los dinoflagelados que los distingue de
los demas integrantes del fitoplancton y que puede reflejar su estado o actividad metabdlica
(Sweeney, 1987). Esta notable caracteristica se ha observado en algunas especies, entre ellas
las del género Alexandrium, conocidas por producir toxinas paralizantes o VDM.

La bioluminiscencia consiste en la emisién de destellos de luz azul-verdosa con una
emision méxima entre los 474- 476 nm, observables en los florecimientos en aguas costeras y
en cultivos (Wilson y Hastings, 1998). La luminiscencia se produce por estimulo mecanico, o
movimiento del agua circundante, que es detectado en la membrana externa (Hamman and
Seliger 1972, 1982), y ademas esta determinada por el ritmo circadiano, y su maximo ocurre
en la mitad de la fase nocturna y el minimo en la mitad de la fase diurna.

Nuestra hipdtesis de trabajo es que la presencia de dinoflagelados en la columna de
agua se puede determinar cualitativamente mediante el registro de la luminiscencia tanto en
muestra de fitoplancton como directamente mediante en la columna de agua.

En nuestros estudios preliminares en fitoplancton de red de la zona de Magallanes,
hemos determinado y registrado la bioluminiscencia de diferentes especies de dinoflagelados
mediante la metodologia descrita (Uribe y Espejo, 2003). Durante el crucero CIMAR 7
Fiordos, registramos por primera vez la luminiscencia in situ o directa mediante el uso de un
cuantometro. Esta fue la primera aplicacion de este instrumento fotosensible para registrar
luminiscencia. Este instrumento es lo suficientemente sensible para determinar la luz emitida
por los organismos luminiscentes en diferentes etapas del ciclo circadiano, y para determinar
la ubicacidn de estos organismos en la columna de agua mediante registro de perfiles de la luz
emitida. En las estaciones medidas, la bioluminiscencia correlaciond con la presencia de
dinoflagelados totales en la muestra de fitoplancton de red. En una de estas estaciones se logro
aislar Alexandrium catenella. Nuestros resultados preliminares sugieren que los registros de
luminiscencia tanto en muestras de fitoplancton como “in situ” podrian ser una herramienta
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importante en la deteccion temprana de la presencia y ubicacion de dinoflagelados
luminiscentes y toxicos como los del género Alexandrium en zonas donde los fendmenos de
floraciones nocivas son recurrentes como las aguas de los canales y fiordos de la XI region.
Recientemente, se ha determinado ademas que la integracién entre las mediciones de
bioluminiscencia y determinacion de clorofila por es uno de los métodos bio-6pticos mas
exactos para la localizacion de la distribucion de organismos primaros en el océano (Heine et
al., 2002).

OBJETIVO GENERAL

En el presente proyecto queremos explorar el posible desarrollo de un sistema de
localizacion o deteccion temprana de la presencia de diferentes dinoflagelados asociados a
eventos de floraciones nocivas (FAN) o mareas rojas en los fiordos y canales exteriores de la
XI Regidn, mediante la determinacion entre la luminiscencia registrada directamente o “in
situ” y en muestras fitoplancténicas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de Agua de Roseta

Se utilizaron muestras de agua recogidas con roseta en profundidades de 5, 10, y 25
metros en algunas estaciones.

Muestras de Fitoplancton

Se tomaron muestras de fitoplancton en red de 23 um en lances verticales hasta 30 m
de profundidad, se filtraron posteriormente en malla de Nylon de 100 um, para eliminar el
zooplancton, se concentraron en malla de 11um. Se conservaron refrigeradas y en oscuridad
para el registro de la luminiscencia.

Registro de luminiscencia en terreno

La luminiscencia emitida en las muestras de agua de roseta y de muestras de
fitoplancton se registré mediante un luminémetro portatil, o contador de fotones (Figura 1), en
alicuotas de 1 ml, antes, llamado registro inicial, y después de una estimulacion quimica. La
luminiscencia total fue aquella registrada después de estimulacion quimica agregando Acido
acetico suficiente para la obtencion de un pH final de 4.0. Se calcul6 la razon R, entre la
luminiscencia total con estimulacion y la luminiscencia inicial.

RL: LT/ Li
Se compararon estos valores entre los registros de las diferentes muestras y se
relaciond con la presencia de dinoflagelados en especial con la presencia de Alexandrium
catenella.
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Se optimizo el horario de registro segun el ciclo circadiano, haciendo los registros en la
media noche o mitad de la fase oscura y de mayor intensidad de la luminiscencia (Hamman
and Seliger, 1982). Las muestras positivas se guardaron refrigeradas y en oscuridad por un
méaximo de 8 horas para la observacion, analisis cualitativo de su contenido y el anélisis de la
luminiscencia en laboratorio.

Registro de luminiscencia /n situ

Los registros se realizaron mediante lances cada 1 metro y hasta una profundidad
méaxima de 30 m con un cuantdmetro marca Li-cor, usando un sensor esférico, orientado hacia
abajo.

Observacion y recuento

50 ml de las muestras con luminiscencia positiva, se conservaron para la determinacion
de abundancia relativa de las especies de dinoflagelados toxicos mediante la observacion de
una alicuota (0.1 ml) en tres réplicas, bajo un cubreobjetos de 18 x 18mm y mediante un
microscopio optico, usando un aumento de 10X. La mitad de estas muestras se mantuvo en
refrigeracion y en oscuridad, y se puso en cultivo con medio en f/2 (Guillard et al 1995) a 16
°C y con fotoperiodo de 10:14 h.

Aislamiento de dinoflagelados toxicos

Se aislaron en el laboratorio mediante el método de “fishing”, y se mantuvieron en
cultivo en frascos estériles en f/2 a 16° C con fotoperiodo de 14: 10 horas. (Guillard et al
1995).

RESULTADOS

Registro de luminiscencia

En un estudio preliminar, en el Crucero CIMAR 7 Fiordos etapa Il, se compard la
luminiscencia de las muestras de fitoplancton de red, con la obtenida en las muestras de roseta,
y se determind que en ambos tipos de muestras la condicion fisiologica del fitoplancton era
Optima obteniéndose valores de luminiscencia similares a los obtenidos en dinoflagelados en
cultivo. Aunque la luminiscencia puede ser detectada en muestra de agua de roseta, en las
muestras de red puede aumentarse la sensibilidad de la deteccion por la concentracion de la
muestra, la magnitudes de la emision en las muestras de fitoplancton de red es de Figura 1.

Los mayores valores en la razon R, se obtuvieron en aquellas muestras y/o alicuotas en
que se observé la presencia de dinoflagelados por microscopia, en la Tabla | y en la Figura 4
se sefialan especialmente las muestras en que se detectd la presencia de A. catenella. Por
ejemplo, en la muestra obtenida de la estacion 34 del crucero CIMAR 7 Fiordos etapa Il se
logré aislar A. catenella. Este resultado es muy importante porque permite contar con nuevos
clones para la continuacion de estos estudios de luminiscencia en laboratorio, con el fin de
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determinar posteriormente las caracteristicas fisioldgicas de su emision en mayor detalle, y en
diferentes condiciones.

Tablal. Razon entre luminiscencia estimulada / luminiscencia inicial R. en muestras de
fitoplancton de red.

SIN CON CON
DINOFLAGELADOS| DINOFLAGELADOS | ALEXANDRIUM
18.28 318.54 318.54
5.26 97.48 97.48
23.93 330.13 330.13
0.94 657.02 657.02
4.56 112.87
29.51 210.90
12.62 265.34
125.88
132.36
49.94
222.42
67.89
13.59 215.90 114.74 promedio

Registro de luminiscencia /n situ

El uso de un sensor esférico Li-cor permitid detectar la luminiscencia emitida
directamente en la columna de agua, en lances verticales o in situ. Estos registros se realizaron
en total oscuridad desde la toldilla del AGOR Vidal Gormaz. Este instrumento se utiliza
normalmente para determinar el decaimiento de la luz solar en la columna de agua, porque es
capaz de contar los fotones que llegan al sensor fotoeléctrico. Mediante este instrumento se
logré establecer la profundidad en la que se localiza la mayor cantidad de emision
luminiscente. El instrumento es suficientemente sensible para detectar luminiscencia emitida
incluso durante el dia, a profundidades en las que no hay interferencia de la luz solar. En esta
etapa del ciclo circadiano la emision de luminiscencia es mas baja, como se determino, por
ejemplo, en E. Elefantes, durante el CIMAR 7 Fiordos-11 en profundidades bajas estos valores
estan sumando la radiacién solar, por lo tanto no puede ser determinada la verdadera emision.
(Figuras 3y 4).

En los registros nocturnos obtenidos en el Crucero CIMAR 8 Fiordos-Il se pudo
observar ademas diferencias en las profundidades de las emisiones maximas en las estaciones
donde se encontré presencia de Alexandrium y dinoflagelados por microscopia de las muestras
de fitoplancton, en forma coincidente con lo observado en los registros de luminémetro. La
emision de luminiscencia detectada a profundidades mayores pensamos que corresponde
mayormente a la emitida por organismos del zooplancton, debido a que en muestras de estas
profundidades (superiores a los 20 m.) se encontraron variedades de copépodos y otros
organismos luminiscentes y fueron observados en el microscopio invertido.
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DISCUSION

La exploracién de las caracteristicas de la luminiscencia en especies de dinoflagelados
toxicos, en los canales y fiordos de la region de Aysén, es de gran importancia porque podria
permitir el desarrollo de sistemas de deteccion dinoflagelados. Los resultados preliminares que
se muestran sugieren, en estas primeras etapas que podria ser importante desarrollar esta linea
de investigacion aplicada en el futuro acompafando investigaciones en las caracteristicas
especificas de la emisién de luminiscencia de los dinoflagelados tdxicos de nuestras costas
australes, con el fin de disefiar técnicas especificas y complementarias a las existentes, para su
deteccion temprana. Por ejemplo parece especialmente relevante poder establecer
experimentalmente las diferencias en frecuencia, ritmos, intensidades, tiempo de respuesta y
pulsos de la luminiscencia de diferentes especies toxicas y no toxicas de dinoflagelados en
diferentes condiciones y estimulos.

Es posible que las sefiales de luminiscencia tengan rasgos especificos que sean propios
de grupos y especies de dinoflagelados, en forma analoga a lo que se observa en la
comunicacion coordinada mediante sonido en los vertebrados como aves y anfibios que,
aunque son emitidos en rangos de longitud de onda similar, al hacer un analisis mas detallado,
con los instrumentos apropiados, se pueden distinguir patrones de frecuencias, ritmos, tonos,
que los hace caracteristicos para una especie o0 grupo. La luminiscencia de los insectos por
ejemplo, es un mecanismo de comunicacion entre individuos de un grupo o especie durante el
cortejo y apareamiento (Knaust, 1988, Lloyd, 1983; Levandowsky 1987).

Estos sistemas podrian llegar a ser un aporte a los programas de monitoreo de mareas
rojas. La perspectiva de una aplicacion o desarrollo de estas nuevas técnicas para la deteccion
de dinoflagelados tdxicos nos parece de gran relevancia, dada la importancia e impacto
econémico y de salud publica de los florecimientos algales nocivos en la XI Region. La
exploracién de la emision de luminiscencia realizada permitid, en conjunto con la observacién
microscopica de muestras de fitoplancton vivo a bordo, nos permitié adaptar un instrumento
sencillo y de uso comun en la bio-6ptica como el cuantometro, que se puede modificar y
complementar para hacer registros de areas o cortes de la columna de agua para obtener una
mejor localizacion de los dinoflagelados luminiscentes. Por otra parte se pudieron observar
diferencias en los registros directos en las estaciones con presencia de Alexandrium con las
estaciones en las que no se observo este dinoflagelado téxico, estos datos coincidieron con lo
obtenido al comparar los valores de R, de estaciones con dinoflagelados y sin dinoflagelados,
y con Alexandrium.

En estudios recientes se ha logrado identificar la emisién luminiscente de grupos de
organismos diferentes como celenterados y dinoflagelados mediante un registros de la
respuesta al estimulo de la agitacion del agua simultaneo al registro de la emision luminiscente
en cortes de cortes y transectos de la columna de agua, y mediante el uso de un equipo
especialmente disefiado para este proposito con la adicion de camaras especiales de video. La
determinacion de la diferencia en la emision se basa en el tiempo de la respuesta luminiscente
de estos organismos, siendo en el caso de los dinoflagelados, los tiempos més cortos en el
rango de 30 a 300 milisegundos. También en estudios de escala mas detallada se ha podido
registrar la emision de luminiscencia de diferentes especies de dinoflagelados (Widder et al
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1993, Wider, 2001). Los registros obtenidos en algunas estaciones de los canales y fiordos de
la Regidn de Aysén, nos han permitido establecer el rango de intensidad de la luminiscencia in
situ, y 0 sugieren que la razon entre la luminiscencia estimulada quimicamente y la
luminiscencia basal en las muestras de fitoplancton que se puede utilizarse como un indicador
de la presencia de dinoflagelados en una muestra de fitoplancton de red vivo. Esperamos que
estos datos preliminares puedan ser complementados con futuros estudios tanto
experimentales como de campo en las aguas de la zona de Aysén, de frecuente presencia de
dinoflagelado téxico Alexandrium catenella .
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Luminiscencia en muestras de fitoplancton de red
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Figura 1.Registro de Luminiscencia en unidades relativas de luz (RLU), en m,uestras
de fitoplancton de red y de agua de roseta.
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Figura 2.Valores de larazon R, obtenidos en muestras de fitoplancton de red.
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Figura4.Luminiscencia en estaciones con presencia de Alexandrium (A) y sin
Alexandrium (B).
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