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“Tan racional no es el ser humano, cuando destroza la fuente de su supervivencia “

Karen Baez



RESUMEN

Las Ciguatoxinas son compuestos tdxicos de origen marino producidos por especies del
género Gambierdiscus, cuya ingestion causa una enfermedad conocida como Ciguatera
(CFP). La intoxicacion se produce a través del consumo de pescado contaminado, esta
enfermedad es de origen tropical, pero desde 2005 se estan produciendo casos en

Canarias.

El impacto que ha tenido la Ciguatera sobre la salud publica en Canarias ha despertado
el interés de estudio dentro de la comunidad cientifica. En el marco de este proyecto se
han planteado dos posibles hipotesis para la aparicién de casos CFP en las islas, el
incremento de la temperatura del mar, y el aporte de hierro trasportado por el polvo

sahariano.

Otra parte fundamental de este TFG ha sido el cultivo artificial de Gambierdiscus sp en
el laboratorio, con el objetivo final de la extraccién y estudio de las Ciguatoxinas. Para
ello se han establecido las condiciones Optimas que permiten el cultivo de distintas
especies. Se han observado claras diferencias en los tiempos medios necesarios para el

cultivo de cada una.
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ABSTRACT

The Ciguatoxins are toxic compounds of marine origin produced by species of the
genus Gambierdiscus, whose ingestion causes a disease known as Ciguatera (CFP),
poisoning occurs through consumption of contaminated fish, this disease is of tropical

origin, but since 2005 it is being produced cases in the Canary Islands.

The impact that Ciguatera has had on public health in the Canary Islands has aroused
the interest of study within the scientific community. In the framework of this project,
two possible hypotheses have been proposed for the appearance of CFP cases in the
Islands, the increase in sea temperature, and the contribution of iron transported by the

saharan dust.

Another fundamental part of this final degree project has been the artificial cultivation
of Gambierdiscus sp in the laboratory, with the final objective of the extraction and
study of the Ciguatoxins. For this purpose, the optimal conditions that allow the
cultivation of different species have been established. Clear differences have been

observed in the average of time that it is necessary for the cultivation of each.
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1. INTRODUCCION

1.1 Contexto

El Instituto Universitario de Biorganica de la Universidad de La Laguna est& inmerso en
un proyecto sobre la Ciguatera, donde estan llevando a cabo cultivos de distintas
especies de Gambierdiscus, la parte experimental de mi TFG va ligado a este proyecto,

en el que he colaborado con Victor Hernandez Lopez bidlogo a cargo.

El trabajo de laboratorio se basa en establecer las condiciones idoneas de cultivo de las
especies productoras de Ciguatoxinas, con el objetivo de conseguir extraer las toxinas
que producen para su posterior estudio. Para ello he tenido que conocer las técnicas

necesarias para el cultivo de dinoflagelados.

El cultivo artificial de este organismo permitira el acceso a las toxinas que produzcan y
supone no tener que esperar a que se produzca un crecimiento descontrolado (“Bloom”)
de estos dinoflagelados en el medio natural. Por eso el objetivo principal es encontrar
las condiciones idoneas de cultivo para obtener un volumen de células lo

suficientemente grande que nos permita continuar la investigacion

Esto persigue mejorar los sistemas de deteccion, saber que especies son mas toxicas, y
conocer las concentraciones en las que nos empiezan a provocar sintomas, tanto
gastrointestinalest! que se producen en concentraciones menores, como los
neuroldgicos para los que ya se necesita una mayor concentracion de toxinas. M Todo
esto solo se podré lograr si se obtienen las suficientes densidades celulares y una buena

produccion de toxinas.

El trabajo bibliografico ha sido fundamental para documentar y confirmar o rechazar las
hipétesis planteadas que justifican el aumento de CFP en Canarias; el aumento de la
temperatura del mar, y el aporte de hierro por las calimas; asi como conocer mas a

fondo la enfermedad y sus efectos sobre la salud.
1.2 Definicion

La ciguatera es una enfermedad de origen alimentario que se produce al consumir
pescados que contengan en su interior altas concentraciones de toxinas producidas por
dinoflagelados del género Gambierdiscus, conocidas como Ciguatoxinas. Estas toxinas

producen diversos efectos, gastrointestinales, neuroldgicos y cardiovasculares. [
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Los dinoflagelados son organismos en su mayoria unicelulares y biflagelados, que son
abundantes tanto en el mar como en las aguas continentales, representando una parte

importante del fitoplacton y por lo tanto del principio de la cadena tréfica. )

Los dinoflagelados del género Gambierdiscus viven asociados a los arrecifes de coral y
a las macroalgas. Los peces que se alimentan de estas algas biotransforman y acumulan
las toxinas, que posteriormente son devorados por peces carnivoros de mayor tamafio, y
son éstos los que tienen grandes cantidades de toxinas que pueden causar dafos al ser

humano.

Cadena trOﬁca Ser humano

L ¢

Pez carnivoro

Pez herbivoro

Figura 1. Esquema explicativo de la cadena tréfica, hasta que las toxinas llegan al ser

humano.

Esta enfermedad es endémica de las zonas tropicales y subtropicales distribuidas
circunferencialmente, entre 30°N y 30°S I que afectan cada afio a entre 10.000-50.000
personas 4. Las zonas donde es comuin el consumo de peces de arrecife como Australia,
El Caribe, sur de Florida y el Pacifico meridional presentan las areas endémicas de la

enfermedad. (6
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Figura 2. Mapa distribucion de casos de Ciguatera. [']

1.3 Ciguatoxinas

Las Ciguatoxinas (CTXs) son poliéteres que constan de 13 a 14 anillos fusionados una
estructura rigida. Son moléculas termoestables, permanecen toxicas aiun después de la
coccion del pescado, y son también estables a las condiciones acidas y bésicas leves.
Carecen de olor y sabor, lo que hace muy dificil detectarlas. Por otro lado, otra
caracteristica asociada a su toxicidad es su liposolubilidad, permitiendo que se
acumulen en el tejido adiposo de los peces y de los humanos al ingerirlos,
produciéndose biomagnificacion a lo largo de la cadena tréfica. Segun el océano donde
se hayan aislado las toxinas, se usa un cédigo de letras para diferenciarlas; de esta
manera las C-CTX son las Ciguatoxinas aisladas en el Caribe, I-CTX aisladas en el
Indico y las P-CTX en el Pacifico. Se han descrito numerosos tipos de toxinas con
diferencias moleculares y toxicidad, la Ciguatoxina CTX-1 es la mas comun encontrada

en peces carnivoros. !
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1CH,0HCHOH OH
P-CTX-3 (P-CTX-2).  cH,oHCHOH H
P-CTX-4B (P-CTX-4A); 1CH,CH H

P-CTX-3C

Figura 3. Estructuras de algunas Ciguatoxinas [l

Durante el paso a través de la cadena alimentaria la biotransformacién oxidativa de las
toxinas las hace mas toxicas. En el estbmago de peces herbivoros, se observa una
biotransformacion incompleta, mientras que el metabolismo del pez carnivoro produce

una biotransformacion completa produciendo mayor toxicidad. [

Las especies del género Gambierdiscus producen dos tipos de toxinas marinas, las
Maitotoxinas (MTX) que son solubles en agua, y las Ciguatoxinas (CTXs) liposolubles.
Los MTXs son producidas por todas las cepas de Gambierdiscus mientras que las
Ciguatoxinas solo son producidas por ciertas cepas. Las MTXs al ser mucho mas
polares, es decir solubles en agua, son desechadas con facilidad, presentando menor

toxicidad.

Las toxinas se encuentran en mayor cantidad en higado, visceras y génadas de los peces
afectados. No se conoce la razon de porqué los peces son asintomaticos después de la
ingestion, y pueden seguir siendo toxicos durante afios. Aun asi es raro que acumulen la

suficiente cantidad de toxinas para que la ingestion pueda ser letal para los humanos.
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Si es cierto que se ha observado que los peces contaminados por ciguatera en su
natacion realizan un movimiento en zigzag, pero es un parametro muy dificil de medir

para asegurar la concentracion.

Aunque la gran mayoria de intoxicaciones por ciguatera se producen por la ingestion de
peces carnivoros, otras especies marinas también pueden contener Ciguatoxinas, por
ejemplo se han encontrado toxinas en Turbo argyrostoma (Un caracol marino), o
pequefios invertebrados como camarones Yy cangrejos pueden ser vectores de

trasferencia de toxinas a peces carnivoros. [l

1.4 Intoxicacion por pescado ciguatérico (CFP).

En la actualidad, la ciguatera es el tipo mas comun de intoxicacion alimentaria marina a
nivel mundial, con una estimacion de 10.000 a 50.0001! personas que padecen la

enfermedad anualmente.

El 4rea endémica de la enfermedad como ya hemos comentado, son las zonas tropicales,
en el Océano Pacifico, en el indico y en el mar Caribe tropical .. EI incremento de
casos de ciguatera fuera de su area endémica nos hace reflexionar que el problema es de

caracter mundial.

La incidencia de la enfermedad es dificil de estimar ya que muchas veces solo se
producen los sintomas de menor gravedad que corresponden con los sintomas de una

gastroenteritis y no se relaciona con un posible caso de CFP.
Los sintomas que produce la ciguatera son:

* Gastrointestinales: Produce los efectos tipicos de una gastroenteritis, vomitos,
diarreas, nauseas y dolor abdominal. Suelen aparecer durante las primeras 24

horas desde el consumo del organismo contaminado y durante uno o 3 dias. 1%

e Neuroldgicos: La intoxicacion puede producir parestesias (entumecimiento y
hormigueo) en las extremidades (pies y manos), prurito generalizado (picazon),
mialgia (dolor muscular), artralgia (dolor en las articulaciones) y fatiga. Un
sintoma distintivo informado por muchos pacientes es una alteracion o
"inversion" de la percepcion de la temperatura caliente / fria, en la que las
superficies frias se perciben como calientes para el paciente o producen

disestesia (sensacion desagradable, anormal). Esta disestesia relacionada con la
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temperatura se considera caracteristica de la CFP, aunque no todos los pacientes
informan experimentar este sintoma. (210111
La inversion de la temperatura esta relacionada con las fibras mielinicas de tipo
cutaneo que son las que responden a la mecanica, frio, calor. Por este mismo
mecanismo es por el cual una gran cantidad de pacientes sienten una alta
sensacion de picor. ! Las fibras mielinicas son aquellas que estan recubiertas de
mielina, que es una sustancia que permite viajar mucho mas répido a los
impulsos nerviosos. Lo que ocurre es que se produce una despolarizacion
intensa del nervio alterando dichas fibras. [
En los casos muy graves y raros los sintomas neuroldgicos pueden evolucionar a
coma o paro cardiaco. !

e Cardiovasculares: Se incluyen la bradicardia e hipotension, estos sintomas se

producen por intoxicaciones mas agudas. (€

Las alteraciones neuroldgicas pueden desaparecer en semanas, pero la picazon, fatiga, y

los dolores en las articulaciones pueden durar meses o afios. ]

No existe ninguna prueba analitica que confirme que el paciente sufre la enfermedad,
solo se puede confirmar si se encuentra presencia de Ciguatoxinas en el pescado que

hayan consumido. [

Las CTXs permanecen durante mucho tiempo dentro de nuestro organismo. Se observé
en un paciente gque tras 22 semanas de haber consumido pescado ciguatérico, se seguian
encontrado niveles moderados de Ciguatoxinas. Estas toxinas se trasmiten a través de la
leche materna, pueden atravesar la placenta, afectar al feto y también se han descrito la
trasmision sexual de Ciguatera. La miccidon dolorosa sugiere que se excretan por la
orina, pero tras observar que después de 22 semanas aun el paciente tiene
concentraciones de Ciguatoxinas, indica que la excrecion no puede ser rapida ni

completa.

Estas toxinas al ser acumuladas en el tejido adiposo y ser almacenadas durante largos
periodos de tiempo, pueden volver a producir la enfermedad si una persona por ejemplo

pierde rapidamente peso corporal. [l
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1.5 Tratamiento

No existe un tratamiento efectivo para la CFP. Los tratamientos que se administran
disminuyen los sintomas que produce la intoxicacion, es decir no existe una cura para la
enfermedad, sino que se administran medicamentos que permiten hacer mas llevadera la
misma. En primer lugar, cuando se conoce que el paciente sufre CFP seria conveniente
realizar un lavado gastrico para eliminar todas aquellas toxinas que ain no han sido
metabolizadas. Por otro lado, se administran opidceos para el dolor, antihistaminicos
para el prurito y antidiarreicos, sobre todo para la intoxicacion con Ciguatoxinas del
pacifico se usa el Manitol, que tiene efectos osmoéticos y eleva el pulso cardiaco 21, Por

Gltimo los sintomas cardiacos se tratan con los tratamientos especificos. [*°]
1.6 Sistemas de deteccion

Los sistemas de deteccion de toxinas deben ser simples y a su vez altamente sensibles,
por ello supone un gran desafio.

El método maés utilizado para la deteccién de Ciguatoxinas en peces es el bioensayo de
ratont! basado en el método descrito por Banner. EI método consiste en inyectar
extractos toxicos semi purificados o crudos en ratones y observar su comportamiento
durante 24 horas. Se le administran diferentes concentraciones y se observa su reaccion,
y también se controla su temperatura. Es recomendable realizar una purificacién
adicional para separar las Maitotoxinas de las Ciguatoxinas, ya que las Maitotoxinas
inducen efectos en ratones que se pueden confundir con el efecto de las Ciguatoxinas, a
pesar de las claras diferencias. El ensayo en ratdén no es adecuado como prueba para el
mercado, ya que puede variar mucho el peso del ratén y la relacion del tiempo de

muerte con la dosis no es lineal.

Otro método seria alimentar con el higado de pescados a gatos, mangostas y a pollos, y
observar su comportamiento, siendo un medio rapido para analizar su toxicidad.
Aunque esta prueba sea muy simple es muy engorrosa, poco cuantitativa y de dudosa

ética moral. [

Hace unos afios existia un test denominado cigua-Check, que determinaba rapidamente
la presencia de CTXs, pero fue retirado del mercado por la gran cantidad de falsos

positivos y negativos que daba. 2
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Debido a la escasez de métodos de deteccion rapidos y eficaces, los pescados deben
pasar mucho tiempo en los laboratorios para determinar la concentracion de CTXs; esto
supone una pérdida de tiempo y ganancias para los pescadores, por esta razén es muy

importante mejorar los sistemas de deteccion.
1.7 Ciguatera en Canarias

Hasta el afio 2004 no se habian hecho estudios en Canarias sobre la Ciguatera, pero tras
la intoxicacion de 5 personas por un Medregal capturado en la costa norte de las islas, se
empezaron a llevar a cabo diversas actuaciones. Actualmente un total de 108 personas
se han visto afectadas por la enfermedad en Canarias. !

Es posible que anterior a esta primera intoxicacion documentada hayan existido otras,

pero por su sintomatologia tan parecida a la gastroenteritis, se hayan ignorado.

Las toxinas comienzan a presentar sintomas cuando son acumuladas a lo largo de la
cadena trofica en suficiente cantidad, por lo tanto, los peces mas grandes, de mas edad,

son mas toxicos [

Debido al problema de Salud gque supone la Ciguatera en Canarias el Servicio Canario
de Salud (SCS) instaur6 un protocolo de actuacion, donde establecio las especies y los

pesos de las mismas que deben pasar por controles antes de ser puestos a la venta.

Las especies consideradas de riesgo por el Servicio Canario de Salud en Canarias son:
Medregal (Seriola dumerili), Medregal negro (Seriola rivoliana), Peto (Acanthocybium
solandri), Mero (Epinephelus marginatus), Abade o Abae (Mycteroperca fusca),
Pejerrey (Pomatus saltator), la Morena negra (Muraena augusti) y la Bicuda
(Sphyraena viridensis).

A continuacion, se muestra una tabla donde se recogen los casos de Ciguatera que se
han producido en Canarias, en la cual se observa que los problemas surgen de la pesca
recreativa, ya que los pescadores no llevan las capturas a pasar los anélisis establecidos.
Esto puede ocurrir por dos razones, en primer lugar, el desconocimiento, y por otro el
hecho de tener que pagar el analisis. Es primordial la concienciacién y divulgacion de la

informacidn sobre todo dentro del sector de la pesca recreativa.

La especie del Medregal ha sido el responsable de 2 de cada 3 intoxicaciones. Las
especies de Mero oscuro y el Mero de peine que suelen habitar en arrecifes rocosos han

sido responsables de los brotes de ciguatera mas recientes. ™!
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2005
2008

2009

2010
2011

2012

2014

2015
2015
2015

Confirmado (C)

Sospechoso (S)

N 0
Afectados

10

12

16

Zonao
Localidad

Fuerteventura

Tenerife

Tenerife

Gran Canaria

Tenerife

Tenerife

Gran Canaria

Lanzarote

Lanzarote

Tenerife

Tenerife

Lanzarote

Tenerife

Lanzarote

Tenerife

Especie

Medregal negro
(Seriola rivoliana)

Medregal
(Seriola sp)

Medregal (Seriola
sp)

Medregal (Seriola
sp)

Medregal (Seriola
sp)

Medregal (Seriola
sp)

Medregal (Seriola
sp)

Medregal (Seriola
sp)

Medregal (Seriola
sp)

Medregal (Seriola
sp)

Mero (Epinephelus
guaza)

Mero (Epinephelus
guaza)

Medregal (Seriola
sp)

Mero (Epinephelus
guaza)

Medregal (Seriola
sp)

Procedencia
Pesca
recreativa

Mercado
local

Pesca
recreativa

Desconocido
Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Pesca
recreativa

Tabla 1. Incidencias registradas por el SCS relacionadas con la CFP [€]

Area Quimica Organica

26

37

67

Desc.

Desc.

80

24

15

26

desc

18

Desc.

Desc.
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Nombre comun Limite Peso

Medregal Mayor 15 Kg
Peto Mayor 35 Kg
Abade Mayor 12 Kg
Pejerrey Mayor 9 Kg
Mero Igual o Mayor 19 Kg
Picudo Mayor 270 Kg
Pez espada Mayor 270 Kg

Tabla 2. Limites de pesos de las especies que presentan riesgo de producir Ciguatera.
Gobierno de Canarias. Viceconsejeria de Pesca, mayo 2012,

1.7.1 Presencia de Gambierdiscus en Canarias

Una de las acciones que se llevaron a cabo tras la aparicion de la enfermedad en las
islas, fue la realizacién de diversos estudios para conocer la presencia y distribucion del

género Gambierdiscus en Canarias.

Inicialmente, tras muestras recogidas en charcos intermareales de costas rocosas se

encontraron las siguientes especies [14-16:
G. cf polyniesensis

G. excentricus

G. australes

G. Silvae

Destacar que las especies G. excentricus y G. silvae fueron descritos por primavera vez

en las aguas de Canarias.

En un estudio méas reciente de distribucidon, abundancia y composicion del género
Gambierdiscus en las islas de El Hierro, Tenerife, Gran Canaria Fuerteventura y

Lanzarote. [l
Se encontraron las especies

G. australes

Area Quimica Organica 12



G. caribeus

G. carolineanus

G. excentricus

G. silvae

Del estudio se sacan las siguientes conclusiones:

v’ Las islas con mayor concentracion de células del género Gambierdiscus son
Lanzarote y Fuerteventura.

v Los picos mas altos de concentraciones dentro de cada isla se asociaron con
temperaturas del mar superiores a 20°C.

v' G. excentricus y G. australes son las especies dominantes en Canarias
representado el 98%.

v Canarias representa un punto critico de biodiversidad en cuanto a especies de
Gambierdiscus, bastante sorprendente debido a la pequefia extensidn geografica,
y al no ser un area endémica. El rango de densidades promedio de este estudio

coincide e incluso superan los valores comunes de las areas endémicas.

Esta alta diversidad de especies en las islas nos podria indicar que el género
Gamberdiscus lleva en Canarias mucho tiempo y que podria estar favorecido por un
clima mas célido en la época del Mioceno.lt! La presencia de G. excentricus y G. silvae

unicamente en Canarias, refuerza aun mas esta hipotesis.

Si estas especies no se encuentran en ningun otro lugar del mundo nos indica que han
estado aqui el suficiente tiempo para sufrir un proceso de separacion genética

convirtiéndolas en nuevas especies.

La alta diversidad de especies en Canarias hace que este archipiélago sea objeto de
estudio a nivel mundial.

1.7.2 Presencia de Gambierdiscus en Lanzarote y Fuerteventura

Estas dos islas prestan un especial interés debido a las altas densidades de
Gambierdiscus spp que hay en sus costas. Ademas cabe destacar que la especie

G. excentricus es la mas toxica que se ha descritol?l, encontrando altas densidades en

estas dos islas.
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Por ello el riesgo de consumir un pescado en las costas de Lanzarote y Fuerteventura es

mucho mas alta que en el resto de islas.

La presencia de mayores densidades en Lanzarote y Fuerteventura se podria explicar

por las siguientes razones:

v Poseen una plataforma continental menos profunda e inclinada que el resto de
islas, donde existe un mayor sustrato para que pueda desarrollarse el Bentos. [

v El fendmeno de “upwelling” en las aguas de Marruecos produce que las islas de
Lanzarote y Fuerteventura tengan una mayor concentracion de nutrientes que las
demas islas. "]

v El aporte de calima del desierto del Sahara cede nutrientes como el hierro que es

un elemento limitante, ya que se encuentra en bajas concentraciones en el mar.
[17,18,19]
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2. OBJETIVOS

Los objetivos que conforman este TFG son:

1.

El estudio y comprension de las causas ambientales y sociales por las cuales se
estan produciendo mas casos de Ciguatera en Canarias.

Evaluacion del impacto de los cambios de temperatura y de la frecuencia de las
calimas en Canarias.

Conocer las técnicas y las caracteristicas de los cultivos de dinoflagelados, en
mayor detalle los de Gambierdiscus.

Cultivar diferentes especies de Gambierdiscus spp con el objetivo final de

extraer y estudiar las Ciguatoxinas producidas.
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3. PARTE EXPERIMETAL

Este Trabajo de Fin de Grado consta de tres partes experimentales:

1. Cultivo artificial de especies del género Gambierdiscus y extraccion de las
Ciguatoxinas producidas.

2. El estudio de la variacion de la temperatura del agua del mar y el aporte de la
calima en Canarias.

3. Estudio de la sensibilizacién que tiene la poblacion canaria sobre la Ciguatera.
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3.1 Cultivo artificial de especies del genero Gambierdiscus y extraccion

de las Ciguatoxinas producidas.

3.1.1 Material fisico

v' Autoclave (PELTA), aparato cilindrico que se cierra herméticamente,
provocando altas presiones de vapor que nos permite esterilizar el material con
el que vamos a trabajar.

v Campana de flujo laminar (Telstar BH-100).

v" Filtros por bombeo (Gelman Sciences, Inc.), filtros de distintos diametros de
poro para esterilizar el agua de mar.

v" Bomba peristaltica (J.P Selecta®, modelo PR-2003).

v Matraces Erlenmeyer de distintos volimenes donde se realizan los cultivos.

v Vasos de precipitados, se usaron para cubrir los matraces y evitar que la muestra
se contamine.

v Mechero, tiene la finalidad de esterilizar las bocas de los matraces.

v Centrifugadora (Sorval@ RC-5B), maquina que aplica fuerza centrifuga a una
muestra para acelerar su decantacion o sedimentacion.

v Tubos de centrifuga, tubos especiales adaptados a la centrifugadora.

v" Sonicador (Selecta), aparato que aplica ultrasonido para producir la agitacién de
la muestra.

v Rotavapor (Buchi R-200), aparato de destilacion.

v" Microscopio (Leica DM/L), para la observacion celular.

v" Pipetas, permite extraer un volumen concreto de liquido.
3.1.2 Material biolégico

Lo primero y mas importante para poder comenzar con los cultivos es obtener las
células de cada especie de manera aislada. El Instituto Oceanografico de Vigo ha
llevado a cabo esta labor. En la localizacion La Punta del Higaldo en Tenerife se
recolectaron algas de la zona intermareal donde se forman charcos. Como ya he
comentado anteriormente las microalgas crecen sobre macrofitos superiores, por lo
tanto en estas algas aparecen distintos tipos de dinoflagelados. Gracias a la taxonomia y
el uso del microscopio se aislan las diversas especies. Esto nos permite la realizacion de

cultivos monoespecificos, es decir de una sola especie.
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Se han realizado cultivos de las siguientes especies:

Para hacer mas facil la identificacion de las especies se le asigna un acronimo que viene
dado desde Vigo.

e Gambierdiscus excentricus 0791

e Gambierdiscus carolinianus (Esta es la Gnica especie que no tiene un acrénimo
asignado)

e Gambierdiscus silvae 1180

e Gambierdiscus australes 1198

e Gambierdiscus australes 1270

e 1278, se desconoce aun cual es la especie.
3.1.3 Condiciones de los cultivos

Encontrar las condiciones dptimas en las cuales los microrganismos puedan crecer y que
ademas excreten metabolitos secundarios, como en nuestro caso las Ciguatoxinas, es un
procedimiento muy dificil y requiere mucho tiempo. Destacar que el cultivo de especies

de Gambierdiscus es algo innovador de los cuales no se tiene mucha informacion.

Se ha intentado establecer unas condiciones en las que todas las especies puedan crecer.
Aunque sean el mismo género, tienen diferentes tasas de crecimiento en los parametros

que hemos establecido.
Los factores principales que tenemos que tener en cuenta en los cultivos son:

e Medio de cultivo
¢ Intensidad de luz (Son organismos fotosintéticos)
e Temperatura

Medio de Cultivo

El medio de cultivo con el que hemos trabajado es el cultivo disefiado por Guillard y
Keller 2%, El medio debe cumplir con todas las exigencias nutricionales que necesiten

los microrganismos.

A la receta original del medio Guillard K se le hicieron unas pequefias modificaciones,
en base a la experiencia obtenida por el grupo de investigacion de Productos Naturales
Marinos del IUBO-AG de la ULL en este campo. [?!1 Estas modificaciones son el uso de
fosfato inorgénico en lugar de B-glicerofosfato como fuente de fosforo, sustituir FeCls
por FEEDTA y la eliminacion del NazSiOa.
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Para la prepacion del medio de cultivo se usa agua marina, la misma se debe filtrar para

conseguir las mayores condiciones de esterilidad, se pasa por filtros estériles de tamafio

de poro 5 pum, 0.65um y 0.22um, y de esta manera se van eliminando consecutivamente

las particulas y evitando que los filtros se obstruyan. Es necesario rebajar la salinidad

del agua a un 5% con agua destilada para conservar el equilibrio osmético.

Figura 4. Proceso de filtracion del agua marina.

Una vez se haya filtrado el agua se le afiaden las disoluciones patron de los distintos

nutrientes que previamente se han preparado, y se afiadirdn en las concentraciones

establecidas en la tabla.

Nutrientes Mayoritarios

NaNOs 75.00 8.82 x10*
NH4CI 2.67 5.0x 107
NaH2POa4 1.38 1.0x 10
Tris 121.10 1.0 x10°®
Metales Traza

Na2EDTA.2H.O  33.6 9.00 x 10°
FEEDTA3H0O  4.30 1.46 x 10°
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MnClz. 6 H20 0.178 1 9.00 x 10”7

ZnS0a. 7 H20 0.02 1 8.00 x 10
CoClz. 6 H20 0.014 1 5.00x 10°®
NazM00O4.2H20  0.007 1 3.00x 10°®
H2SeO3 0.00129 1 1.00 x 10
CuSO0a. 5 H20 0.00250 1 1.00x 1078
Vitaminas

Tiamina. HCI 0.2 1 2.96 x 107
Biotina 0.01 1 2.05x 107
Cianocobalamina 1 1 3.69 x 101°

Tabla 3. Componentes del medio Guillard y Keller modificado 22?2

El elemento Tris [(2-amino(2-hidroximetil) 1,3-propanodiol], es una disolucion tampdn,
con esta disolucion se mantiene el pH constante del cultivo y no es necesario la adicion

de otras sustancias.
Irrandiancia y fotoperiodo

Al ser organismos fotosintéticos necesitan una cierta intensidad de luz, para estas
especies se ha trabajado entre 300-500 lux. El valor de la intensidad de la luz es muy
delicado ya que debe existir la suficiente intensidad para que se pueda realizar la
fotosintesis pero sin sobrepasarnos, porque se puede producir el colapso de los
fotosistemas y que los organismos mueran por fotoinhibicion. Cuando se le somete a
mucha intensidad de luz, los individuos tienden a unirse para protegerse de la radiacion
y al final acaban muriendo. Lo ideal en el cultivo es que todos los individuos crezcan
separados en el fondo. EI fotoperiodo que hemos establecido son 18 horas de luz y 6

horas de oscuridad.
Temperatura

La temperatura es un factor fundamental sobre todo para las reacciones metabolicas, ya
que todos los equilibrios de las reacciones quimicas que se producen dentro de los
organismos Vivos vienen regidos por unas ciertas temperaturas. Por otro parte cada

especie tiene unas temperaturas optimas para su reproduccion y crecimiento. Como ya
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se ha comentado en diversos estudios, y se observa también en las areas endémicas, las
temperaturas altas les favorecen, por lo tanto se ha trabajado en torno a 23 y 25°C.
Como solo existe una Unica camara de cultivo la temperatura ha sido la misma para

todas las especies.
3.1.4 Ciclos de cultivo

Lo primero es dejar los recipientes en los que se recibieron las especies desde Vigo,
durante 1 semana o 10 dias para que se aclimaten a las nuevas condiciones, dentro de la

camara de cultivo.

Los cultivos de microalgas se realizan a través de unos protocolos microbiol6gicos
estandar, tales como las técnicas asépticas y observaciones microscopicas para el
manejo de las mismas.

Para conseguir las condiciones de asepsia del cultivo es importante:

e Todos los utensilios como los filtros, los matraces y vasos de precipitado donde
se van a realizar los cultivos, se deben poner en el autoclave, para esterilizar
todo el material.

e Desinfeccion de la campana de cultivo con luz ultravioleta (Dafia el ADN y
ARN de las células) y limpieza con alcohol.

e Filtrado del agua de mar con la que se realiza el medio de cultivo.

e Uso de guantes y bata.

e El flujo de aire de la campana es de dentro hacia fuera, es decir hacia el exterior,
evitando que entren los microorganismos expulsandolos fuera de la campana
donde estamos realizando el cultivo.

e Ultilizacién de fuego para flambear la boca de los matraces.

Con estos procedimientos aseguramos que los cultivos se realizan en condiciones de

asepsia, aunque siempre hay que asumir el posible error humano.
Escalado

Los cultivos de las diferentes especies de Gambierdiscus se llevaron a cabo a través de
la técnica del escalado que consiste en ir aumentado progresivamente el nimero de
celulas en funcion de la cantidad de medio de cultivo que afiadamos, por ello existe un
equilibrio entre densidad celular y volumen, que nos permite tener la mayor cantidad

posible de células en el menor espacio, permitiéndonos un menor manejo de las mismas.
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El escalado se lleva a cabo en la fase exponencial del cultivo, donde esta en sus mejores

condiciones.
Esta técnica nos permite optimizar el crecimiento celular ya que:

e Se produce una renovacion del medio de cultivo y por lo tanto de nutrientes,
ajustando los nutrientes a las necesidades de cada volumen celular.

e En cada renovacion se desecha parte del medio de cultivo que contiene células
muertas.
Es importante tener en cuenta que a mayores voliumenes mayor debe ser la intensidad de
luz, porque las células se protegen unas a otras de la radiacion.

™
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]
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Figura 5. Camara de cultivo.

En la imagen se puede observar como los matraces que se encuentran en la parte
inferior (50 ml) a la derecha reciben menor cantidad de luz (300 lux Aprox), mientras
que las que estan arriba (250 ml) y a la izquierda reciben una mayor cantidad (500 lux
aprox).

Fases de crecimiento

Las fases de crecimiento en el cultivo de microalgas son cinco, la fase de latencia o

adaptacion, la fase exponencial, fase de declinacion de la fase exponencial, fase

estacionaria y la fase de apoptosis celular es decir la muerte.

En la fase de adaptacidén el crecimiento es lento, pero una vez aclimatadas a su nuevo
medio, la division celular se incrementa en funcion del tiempo. En la fase exponencial
las células se encuentran adaptadas, consumiendo los nutrientes y reproduciéndose de

manera asexual. Cuando los nutrientes se empiezan a consumir, se llega la fase
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estacionaria donde el factor limitante (carencia de nutrientes) y la velocidad de
crecimiento se equilibran, por lo que las densidades celulares se mantienen constantes
por un tiempo prolongado. Si el medio de cultivo no se renueva esta fase puede tener un
periodo muy corto. Por ultimo cuando hay una gran cantidad de células y gran escasez
de nutrientes se produce la fase de declinacion o muerte. Al producirse la muerte se
liberan azucares, proteinas y lipidos que aprovechan las microalgas que queden vivas,

aunque rapidamente colapsa. 2%l

Estacionaria

. Muerte
Exponencial

Latencia Tiempo de cultivo -é

Figura 6. Esquema de las diferentes fases del cultivo de microalgas.

El procedimiento en el laboratorio fue el siguiente:

Una vez que tengamos un cierto volumen celular en los recipientes que vienen de Vigo
con células mono especificas, (de una sola especie), se pasa la mitad de este frasco a un
matraz de 50 ml y la otra mitad a otro matraz de 50 ml, y se rellenan con 20 ml de

medio de cultivo GK.

El cultivo debe llegar a la fase exponencial donde se encuentran en su mejor situacion
para hacer un trasvase, cada especie crece a un ritmo diferente por lo tanto los tiempos

de escalado varian.

Para realizar el trasvase se coge un matraz de 50 ml que tenga la suficiente cantidad de
células, y se desecha la parte sobrenadante del cultivo, ya que normalmente las células
se encuentran en el fondo del matraz, al deshacernos de parte del medio de cultivo

desechamos células muertas que se encuentran en suspension.
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El medio que nos queda en el matraz lo agitamos para homogenizar el contenido de
células y se vierte la mitad del contenido en un nuevo matraz de 50 ml, ambos matraces
se rellenan con 20 ml de medio de cultivo. Este proceso debe repetirse hasta conseguir 3
matraces con la suficiente densidad celular que nos permita hacer un escalado a un
matraz de mayor volumen (250 ml). La necesidad de autoescalar se fundamenta en que
cuando la concentracion de células en el medio de cultivo es mayor su crecimiento

también lo es.

Nota: Se debe flambear la boca de los matraces con fuego para eliminar posibles

microorganismos.

Cuando obtengo 3 matraces con un alto contenido celular, desecho parte del medio
como en el anterior apartado y vierto el contenido integro de los 3 matraces en un
matraz de mayor tamafio rellenando con medio de cultivo hasta m&s o menos la mitad
del matraz, intentado que haya un equilibrio entre el aire y el medio, para que puedan

obtener la suficiente cantidad de oxigeno y dioxido de carbono.

A los 3 matraces de 50 ml se le volveran a afiadir medio de cultivo ya que en el fondo
del matraz quedan células retenidas, y se producird una renovacion del cultivo para

continuar con el ciclo.

Este procedimiento ha sido muy largo y diferente para cada especie, hay condiciones
que se desconocen que permiten que en ocasiones un cultivo crezca méas rapido que
otro. Lo primordial es la continua observacion de los cultivos, tanto de manera visual
para ver la densidad, como en el microscopio para ver la cantidad de células muertas y

asi ir controlando el proceso.

En el siguiente esquema se ve de manera grafica y clara el procedimiento del escalado
para conseguir cada vez mayores volimenes celulares, con la continua renovacién de

los cultivos para seguir aumentando el volumen celular.
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Figura 7. Esquema general del escalado.

Una vez obtenido el volumen celular que queremos es necesario someter el cultivo a
algun tipo de estrés, para provocar que los individuos produzcan las Ciguatoxinas.

Existen diferentes tipos de estrés:

e Estrés luminico: Se varia la intensidad o el fotoperiodo de luz.

e Estrés térmico: Modificar su temperatura

e Estrés por variacion pH: Variar levemente el pH del medio

e Estrés por falta de nutrientes: Se mantiene el cultivo durante un largo tiempo sin

renovar el medio de cultivo antes de extraer las toxinas.

El estrés al que hemos sometido nuestros cultivos es el estrés por falta de nutrientes, al
solo poseer una camara para todos no se pueden modificar las condiciones de

temperatura y luminosidad ya que impediria el crecimiento del resto.
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3.1.5 Extraccién Ciguatoxinas

Para llevar a cabo la extraccion de las Ciguatoxinas se usa un protocolo estandar 2!
mostrado en el siguiente esquema:

Gambierdiscus sp.

Centrifugacion
(3000 .10 min, 4 °C)

Rotura celular /Extraccion
30 ml MeOH/ 1*10° cells
Sonicador 30 min

Centrifugacion
(4000 g.15 min, 4 °C)

Separacion
sobrendante/Evaporar
disolvente

RESUSPENDER en 60%
MeOH (25 ml/ 1*10° cells) y

EXTRAER en DCM (50 ml/
1*10° cells)

Evaporar DCM

Congelar -20°C

hasta su utilizacion
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La extraccion se va a llevar a cabo con la especie Gambierdiscus excentricus 0791. Con
los cultivos que yo he realizado no he obtenido la densidad celular suficiente para hacer
la extraccion debido a que es la especie que mas tiempo necesita para crecer. No
obstante, en el laboratorio se me cedié un cultivo de esta especie ya que al ser la méas

toxica es la mas interesante para estudiar.

Las cantidades expresadas en el protocolo son referidas a un millon de células, por lo
tanto lo principal es obtener la cantidad de células que vamos a extraer y proporcionar

las cantidades.

Existen camaras de conteo que nos dan el numero total de células en un cierto volumen
pero el diametro de las especies con las que estamos trabajando es superior al didmetro
maximo con el que pueden trabajar las camaras, por lo que el conteo debemos realizarlo

manualmente para ello realizamos lo siguiente:
e Obtener el volumen total del medio de cultivo
Volumen = 3,1 Litros

e Del volumen total se extrae 1 ml y se vierte en un Eppendorf.
e Con una micropipeta se extraen 5 veces 10 microlitros.
e Con la ayuda del microscopio contamos la cantidad de células que hay en esos

10 microlitros 5 veces y hacemos la media.
X = 8,6 células en 10 microlitros.
Por lo tanto en 1 ml tenemos 860 células y en 3,1 L 2,666*10° células.
Calculos
Cantidad celular de la extraccion aproximada = 2,666*10°
Cantidades de las sustancias necesarias para la extraccion:

- MeOH
30 ml MeOH---> 1*10°
Xml MeOH----> 2.666*10°

X=80ml de MeOH
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- MeOH+H20

Xml MeOH +H,0----=> 2,666*10°

- DCM (Diclorometano)

somipem > 1100 [XEASISmIdeOeM ]

X ml DCM-----> 2,666*10°

Pasos para llevar a cabo la extraccion:

1° Se agita el matraz, para separar las células del fondo y homogenizarlas en el medio

de cultivo.

Figura 8. Cultivo después de la agitacion.
2° Una vez homogenizado se pasa el contenido a un tubo de centrifuga.
3° Se centrifuga durante 10 minutos.

Tras la centrifugacion las células van a quedar en la esquina del tubo como se observa
en la imagen. Tanto en el medio de cultivo como en el interior celular encontramos los
dos tipos de toxinas que produce Gambierdiscus (Ciguatoxinas y Maitotoxinas), pero
las concentraciones son diferentes, una mayor cantidad de Maitoxinas en el medio al ser
solubles en agua, y una mayor cantidad de Ciguatoxinas dentro de las células por su

liposolubilidad.
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' Medio de cultivo, donde existe mayor
proporcion de maitotoxinas.
Contenido celular, donde

/ encontramos la mayor proporcion de

Ciguatoxinas.

Figura 9. Tubo de centrifuga después del proceso de separacion.

4° Se extrae con una pipeta la mayor cantidad posible de medio de cultivo, y se deposita

en un bote estéril para su posterior analisis.

Figura 10. Proceso de extraccion del medio con ayuda de una pipeta.

5° Se vuelve a afiadir medio homogenizado en el tubo para centrifugar, y de esta manera

se concentraran todas las células en un solo tubo que nos facilita mucho el trabajo.
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Figura 11. Esquema del proceso de separacion del medio de las células a través de la

centrifugacion.
6° Rotura celular/ Extraccion

Una vez que hayamos centrifugado todo el volumen, extraemos con una pipeta la
mayor cantidad posible de medio y se afiaden los 80 ml de MeOH (Metanol) y se pone

el tubo en el Sonicador durante 30 minutos.

Con este proceso se produce la rotura de la membrana celular y gracias al Metanol que
es un disolvente organico, conseguimos que todo el contenido celular se extraiga. Se
encontraran las Ciguatoxinas, parte de las Maitotoxinas, y sustancias celulares como las

clorofilas.

Figura 12. Muestra en el sonicador
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7° Centrifugacion

Se vuelve a someter a una centrifugacion para separar el Metanol de todos los desechos
celulares como la pared celular o la membrana plasmatica e ir poco a poco depurando el

extracto.
8° Separacion sobredanante y evaporacion del disolvente.

Tras la centrifugacion se extrae el Metanol con los diversos compuestos celulares de

interés y se desecha lo demaés.

Se deposita el Metanol en un recipiente y se evapora en el rotavapor.

Figura 13. Evaporacion del Metanol en el Rotavapor.
9° Resuspender en 60% MeOH y extraer en DCM (Diclorometano).
Se afiaden los 66,65 ml de MeOH al 60% en Agua y posteriormente 133,3 ml de DCM.

El Diclorometano es un disolvente apolar, por lo tanto las Ciguatoxinas tendran mayor
afinidad y quedaran mayoritariamente disueltas en él, por el contrario las Maitotoxinas

se quedaran en el metanol.

Al afadir estos dos disolventes se crean dos capas inmiscibles claramente diferenciadas,
el DCM, al ser méas denso quedara en la parte inferior, y el MeOH+ H>0 en la parte

superior.
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Se extraé el DCM gracias a una pipeta, en el disolvente no solo encontraremos
Ciguatoxinas, sino también deben existir otras sustancias de caracter lipofilico de la
célula, pero no existen Maitotoxinas. De esta manera en los ensayos con las toxinas se

aseguran gue los efectos que se produzcan son solo causa de las Ciguatoxinas.

No se consigue una purificacion total de la toxina, pero si un compuesto con una alta

concentracion de las mismas.

MeOH + H,0

Figura 14. Proceso de separacion de dos fases con diferentes densidades.

10° Evaporacién y congelacion

Por ultimo solo se debe evaporar el disolvente y congelar la muestra a -20°C hasta su
utilizacion.

Estas toxinas seran usadas para bioensayo en Ratdn (ver apartado sistemas de

deteccion). Los ensayos estan programados en fechas posteriores a la presentaciéon de

este TFG, por lo que no podré presentar estos resultados.
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3.1.6 Resultados

Gambierdiscus excentricus 0791

En la observacion al
microscopio es la unica especie
que siempre permanece pegada

al fondo y la més estética que

Se encuentra.

Figura 15. Observacion microscopio G. excentricus.

>
50 mli Q}:?S

Renovacuh
Renovacion

27 dias 27 dias

— > A\ —>

250 ml

Figura 16. Esquema de cultivo G. excentricus.

El tiempo medio que necesitan los matraces de 50 ml para que el cultivo alcance la fase
exponencial es de 27 dias, es la especie que mas tiempo necesita, por lo tanto supone

que haya sido la que menos densidad celular hemos obtenido.

Se llego a un unico matraz de 250 ml, porque necesite dos meses para obtener las

densidades necesarias en los matraces de 50 ml.
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Gambierdiscus carolinianus

Se observan muchos individuos
en suspension el en
microscopio, asi como
movimientos en zigzag
(debido a los flagelos que

presentan)t!
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Figura 18. Esquema de Cultivo G. carolinianus.

El tiempo medio que tarda el cultivo en llegar a la fase exponencial donde se realiza el
trasvase del cultivo en 50 ml es de 9,8 dias, este dato se obtiene de la media de los
numerosos cultivos que se realizaron. Una vez vertido el contenido de 3 matraces al de
250 ml el tiempo medio de espera para tener un volumen suficiente es aproximadamente
25 dias.
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En 20 dias obtuve la densidad suficiente en los matraces de 50 ml para hacer pases a
250 ml, 30 dias menos que G.excentricus y en 70 dias pude hacer un pase a un matraz
de 2 litros.

Los matraces de 250 ml una vez pasados a volumenes mayores no se renuevan, se coge
una alicuota del cultivo y se pasa a un matraz de 50 ml para mantener el cultivo

comenzando de nuevo evitando que el cultivo se envejezca.

Gambierdiscus silvae 1180

Como se observa en la imagen
es la especie de menor tamario,
al microscopio se observan
células en suspension pero
normalmente en menor
cantidad que el resto de

especies.

Figura 19. Observacion microscopio G. silvae.
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Figura 20. Esquema cultivo de G. silvae.
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El tiempo de crecimiento de esta especie es muy similar a la anterior, pero su densidad
celular cuando alcanza su fase exponencial es menor que en las deméas especies. Con
esta especie hemos pasado el contenido a un matraz de un 1 litro y su crecimiento

también esta siendo bueno.

Necesité 24 dias para obtener la densidad suficiente en matraces de 50 ml para hacer el
pase a 250 ml, a partir de aqui 54 dias méas para obtener 3 matraces de 250 ml con
suficiente densidad, que me permitié obtener un cultivo de 1 Litro. Por lo tanto, el

tiempo total fueron 78 dias.

Gambierdiscus australes 1198

Al igual que las demas especies
se observan en suspension y en
movimiento gracias a los

flagelos que poseen.

Figura 21. Observacion microscopio G. australes 1198.
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Figura 22. Esquema cultivo G. australes 1198.

Esta especie presentd un crecimiento mas lento que las dos anteriores por lo que no se
obtuvieron volimenes mayores de 250 ml. Solo se han llegado a duplicar los de 250 ml,
con la finalidad de obtener 3 matraces con la suficiente cantidad para llegar a hacer el
pase a un volumen superior. El cultivo de 250 ml necesita un mes y medio para obtener

la suficiente densidad celular.

Gambierdiscus australes 1270

Observacion al microscopio
similar a las demas especies,
observacion de movimientos en
zigzag y se observan en

suspension.

Figura 23. Observacion microscopio G. australes 1270.
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Figura 24. Esquema de cultivo G. australes 1270.

Con el cultivo de esta especie hubo un problema, el cultivo comenzd bien y en la
renovacion de los matraces de 50 ml iban creciendo bastante bien, pero una vez que se
paso el volumen al matraz de 250 ml apenas habia crecimiento. Un mes maés tarde lo
que se hizo fue dividir el volumen para afiadir mas medio de cultivo e intentar salvar el

cultivo, pero sigue estancado, no se sabe muy bien la causa.

1278

Observacion similar a las

demaés especies

Figura 25. Observacion microscopio 1278.
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Figura 26. Esquema de cultivo 1278.

El tiempo medio de cultivo en 50 ml es de 13 dias y en 250 ml un mes y medio, por lo

tanto, el tiempo total necesario para realizar el cultivo fueron 116 dias.
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3.2. El estudio de la variacion de la temperatura del agua del mar vy el

aporte de la calima en Canarias.

Las dos teorias planteadas para que exista una mayor densidad de especies productoras

de Ciguatoxinas son:

e El aumento de la temperatura del agua del mar.

e Aporte del hierro (nutriente limitante) por el polvo sahariano.
3.2.1 Aumento de la temperatura del agua de mar.

Como ya se ha comentado, las areas endémicas de las diferentes especies de
Gambierdicus son las areas tropicales, donde las temperaturas del agua del mar son

superiores a las de las Islas Canarias.

Los cambios climaticos estan produciendo la tropicalizacion del clima de Canarias 724,
llegando a las costas nuevas especies marinas de origen tropical. En el caso de las
especies productoras de Ciguatoxinas, como ya comenté no creo que se trate de un
proceso de migracion, sino que han estado en Canarias durante mucho tiempo. Por lo
tanto se deben estar dando nuevas condiciones ambientales que les esta permitiendo

desarrollarse mucho mejor.

Este proceso se ha podido ver en muchas especies nativas en Canarias pero de origen
tropical como la vieja (Sparisoma cretense), la catalufa (Heteropriacanthus cruentatus),
el gallo azul (Aluterus scriptus), o los géneros de algas Caulerpa y Lobophora, que han
experimentado un crecimiento poblacional debido a las nuevas condiciones climaticas.
Incluso existe una migraciéon de especies dentro de las islas, donde las mas exigentes

con la temperatura han migrado a las islas mas frias. "]

Todos los organismos tienen un rango de temperaturas Optimas donde pueden
desarrollarse, esto es debido a que la temperatura controla equilibrios quimicos de las

reacciones metabolicas que se producen en los organismos. [?°]

En el siguiente esquema se muestra como a medida que nos alejamos por encima o por
debajo de la temperatura Optima para reproducirse la especie solo serd capaz de crecer
pero no de reproducirse, existe un intervalo donde es incapaz de crecer ni reproducirse,

y hay temperaturas que son totalmente letales para el organismo.
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Es logico pensar que el aumento de la temperatura del agua del mar podria estar
favoreciendo la reproduccién de las especies productoras de Ciguatoxinas al acercarnos

a su temperatura optima.

Temperatura P = Ll
= Crecimiento
vegetativo
letal crecimiento  reproduccion crecimiento letal '\)\ Crecimiento y
" / reproduccion
Temperaturas minimas ‘ Temperaturas maximas  Z

Figura 27. Esquema que muestra la actividad de los seres vivos en funcién de la

temperatura (Marta Sanson).

Para comprobar esta hipotesis, se ha realizado una busqueda bibliogréfica de estudios de
temperatura del agua del mar, con especial atencion en Canarias. A continuacion se

exponen los datos encontrados:

A partir de los afios 80 ya se observa de manera global un calentamiento de la

temperatura del agua de mar cercano a 0,2°C por década.

En el siguiente grafico se ve representada la variacion de la temperatura en el periodo
1961-1990. Las lineas continuas son las medias de 10 afios, los puntos los valores

anuales, y las areas sombreadas los intervalos de incertidumbre de las medias.
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Figura 28. Grafico que muestra el calentamiento de la temperatura del mar de manera
global. 2]

Por otro lado una investigacion realizada en Canarias comprob6 que en el periodo de
1982-2013 (32 afios) ha existido una tendencia de calentamiento del agua del mar con

un valor medio de 0,28°C/década, pudiendo llegar en verano a 0,90°C/década. 2]

Canarias tiene una particularidad en sus aguas, y es que como Lanzarote y
Fuerteventura se encuentran situadas muy cercas de las aguas frias del afloramiento
costero sahariano, existe un gradiente térmico entre las islas orientales y occidentales.
Otra caracteristica en la temperatura es que su variacion entre el invierno y el verano es
mucho menor en comparacion con otras zonas templadas y subtropicales con valores
extremos entre 17,5°C y 25°C. [17:18]

En el siguiente grafico de un estudio en el periodo 1948-2006, se observa la clara
diferencia de temperatura entre La Graciosa, parte mas oriental de Canarias y El Hierro,
parte mas occidental. Se puede apreciar en él la clara tendencia hacia el aumento de la

temperatura, no obstante, no se manifiesta de manera uniforme, existiendo periodos mas
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frios. En verano de 2004, se produce el pico mas alto de temperatura de agua de mar

recogido en Canarias, donde se alcanzaron los 27/28°C 7]

Se observa que no es a partir de 1997 hasta que no se empiezan a producir temperaturas

medias superiores a 22°C.

Temperaturas Medias

? Tm Restinga
o Tm Canarias
=)
§_ Tm Graciosa
[

Anos

Figura 29. Temperaturas medias superficiales de Canarias en el periodo 1948 a 2006.[17]

Una vez demostrada la tendencia hacia el calentamiento de las aguas de Canarias a lo
largo de las Gltimas décadas hasta 2006, nuestro siguiente paso fue intentar obtener los

datos de temperatura de los Gltimos 10 afio para comprobar:

e Los periodos de tiempo donde las temperaturas son superiores a 20°C, en base a
un estudio realizado en Canariast!! donde se indica que a temperaturas superiores
las densidades de Gambierdiscus fueron mayores. Con este dato pretendemos
hacernos una idea del periodo donde existe riesgo de sufrir una intoxicacion.

e Los periodos donde las temperaturas son superiores a 23°C, temperaturas en las
que se han realizado los cultivos artificiales de manera satisfactoria. A partir de
estas temperaturas la reproduccién debe ser mucho mas optima, y el riesgo

mayor.

La Colaboracién del Instituto Oceanografico de Santa Cruz ha sido fundamental para
realizar esta parte del trabajo. No existe una base de datos a disposicion de los usuarios,

donde se puedan recoger las temperaturas superficiales de las aguas de Canarias ,sin

Area Quimica Organica 43



embargo, gracias al Instituto Oceanografico de Santa Cruz, se tuvo acceso a algunos

datos fundamentales para estudiar mi hipatesis.

Para facilitar el trabajo se seleccionaron varios puntos de las aguas de Canarias,
eligiendo, dos puntos de cada isla uno en la zona norte y otro en la zona sur, totalmente

al azar.

30°N

30'

29°N
30"
28°N

30'

270N — _ _ _

18°W 17°W 16°W 15°W 14°W 13°W  12°w

Figura 30. Puntos seleccionados para la obtencidn de datos de temperaturas

superficiales.

De cada uno de los puntos obtuvimos las temperaturas medias diarias, desde el afio
2013 hasta el dia 6 de junio de 2018, puesto que, no poseian mas datos de afios
anteriores. Me hubiera gustado poder trabajar desde el afio 2005, donde comenzaron a

existir casos de Ciguatera pero la falta de informacién lo ha impedido.

A partir de todos estos datos se realizaron una serie de graficos que permiten visualizar

de manera rapida toda la informacion y entresacar los resultados.

En la realizacion de todos los esquemas se han establecidos dos marcas de temperatura
20°C y 23°C. Posibilitando una visualizacion rapida de los periodos que estén por

encima.

Para ello se ha realizado un grafico general donde se han obtenido las medias entre los
dos puntos de cada isla, representando todas las islas en un mismo gréfico. Y se ha
representado cada isla por separado con los datos de sus respectivas dos costas. Estas

figuran se recogen en el apartado de resultados.
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3.2.2 Aporte del hierro (nutriente limitante) por el polvo sahariano.

El aumento de temperatura no es la Unica causa, ya que se puede estar produciendo un
efecto de sinergia entre las mayores temperaturas y el aporte de hierro por las

calimas.[*"]

El hierro es un nutriente esencial para el desarrollo de los organismos, por ello es
fundamental para el crecimiento de Gambierdiscus spp. Se encuentra en bajas
concentraciones en el agua del mar, por esta razon es un elemento limitante para el
crecimiento. Ademas las entradas significativas de hierro en el mar podrian estimular la
fijacion de nitrogeno favoreciendo el crecimiento de las comunidades de fitoplacton

(entre ellos los dinoflagelados). [*7:18.19]

El impacto de la calima en los ecosistemas marinos ha sido investigado por diferentes
autores (Gelado-Caballero, Neuer, Gonzélez-Ramos), donde se ha observado la
importancia del aporte de nutrientes como el aluminio y el hierro, en las aguas que

rodean al archipiélago.

Figura 31. Entradas de polvo sahariano en Canarias (1999). [8]

Las entradas de polvo sahariano en verano resultan las mas peligrosas ya que las
temperaturas del agua de mar se encuentran en sus maximos, por suerte solo representan
el 18%.

Existe la teoria ain no demostrada que el desplazamiento del anticiclén de las Azores,
estd produciendo mas episodios de calima en las islas Canarias, teoria avalada por
muchos profesionales.
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En una noticia recogida por el periodico el dia se indica: “El desplazamiento del
anticiclon de las Azores hacia el este, junto a su intensificacion y su alongamiento a
partir de la década de los afios 80, ha hecho que en invierno se duplique la intensidad y
la frecuencia de calima o polvo del desierto en la zona subtropical oriental del Atlantico
norte, en la que estd Canarias, dentro de la capa de mezcla marina. Asi lo ha explicado
en una entrevista con Silvia Alonso, del Centro de Investigacion Atmosférica de lzafia,
en Tenerife, quien ha indicado que el cambio en el anticiclon de las Azores ha hecho
que se incremente la intensidad y la frecuencia de los vientos de componente este en el

Sahara Occidental y en el norte de Mauritania”. [2°]

Si este es el caso, existe un mayor aporte de calima, lo que significa un mayor aporte de
hierro en las aguas de Canarias, por lo tanto mejores condiciones para el crecimiento de

fitoplacton. 24l

3.2.3 Resultados

Los resultados que tienen una mayor trascendencia para nuestro trabajo obtenidos en el

trabajo bibliografico son los siguientes:

- Existe una tendencia clara hacia el aumento de la temperatura de Canarias en las
ltimas décadas, que ademé&s estd favoreciendo el aumento poblacional de
especies de origen tropical.

- La temperatura es un parametro fundamental para la reproduccion de los
Organismaos.

- El aporte de hierro por las calimas supone una mejora en el crecimiento del
fitoplacton.

- Respecto a los graficos elaborados con los datos aportados por el Instituto
Oceanogréfico, se representan a continuacion.
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Temperaturas superficiales
Islas Canarias (2013/2018)
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Figura 32. Grafico general de las temperaturas superficiales en las Islas Canarias
(2013/2018).

En esta gréafica general se puede observar que durante mas de la mitad del afio las
temperaturas son superiores a 20°C, pudiéndose afirmar que hay un largo periodo donde

las densidades de Gambierdicus spp pueden ser altas en Canarias.™!

Existe ademas un periodo donde las temperaturas son superiores a los 23°C,
temperaturas que consideramos Optimas para el crecimiento de Gambierdiscus spp en el

cultivo artificial.
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Temperaturas medias mensuales aino
2015 Tenerife
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Figura 33. Temperaturas medias mensuales en el afio 2015 en Tenerife.

En la figura 33 se observa que la tendencia de todas las islas hacia el aumento y la
disminucion de la temperatura dentro de cada afio es el mismo, por consiguiente se

muestra este grafico a modo de ejemplo para observar los cambios.

Los meses de enero a abril supondrian los de menor riesgo para el crecimiento y
reproduccion de Gambierdiscus spp, ya que las temperaturas medias se encuentran por
debajo de los 20°C.

En mayo, junio, parte de julio, parte de noviembre y diciembre las temperaturas son

superiores a 20°C.

Es a partir de julio y hasta mediados de noviembre donde se puede presentar una mayor

densidad de Gambierdiscus spp en las costas de Canarias.

Al existir un gradiente de temperatura entre las islas, no se mostrara exactamente el
mismo patrén en todas, pero si nos sirve para hacernos una idea de los meses de mayor

riesgo.
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A continuacion, se muestran los graficos de cada una de las islas por separado que

permiten ver la informacion de manera mas clara:

Temperaturas superficiales
Tenerife (2013/2018)
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Figura 34. Temperaturas superficiales en dos puntos de la Isla de Tenerife (2013/2018).

Las temperaturas en ambas vertientes de la isla presentan ciertas diferencias, como va a

suceder en todas las representaciones.

Dentro de este periodo el afio 2015 se presenta como el afio donde las temperaturas han
alcanzado mayor valor llegando a los 26°C, coincidiendo con dos episodios de

Ciguatera en la isla.

Temperaturas superficiales
Gran Canaria (2013/2018)
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Figura 35. Temperaturas superficiales en dos puntos de la Isla de Gran Canaria
(2013/2018).
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En este Gltimo afio (2018) se pueden observar diferencias mas marcadas entre la costa
sur y Norte de Gran Canaria, los intervalos de la costa sur en el 2018 junto con el afio
2015 presentan los valores de temperaturas mas altos.

Temperaturas superficiales
Fuerteventura (2013/2018)
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Figura 36. Temperaturas superficiales en dos puntos de la Isla de Fuerteventura
(2013/2018).

En todos los demas puntos se observa como la costa sur siempre es mas calida que la
norte por motivos ldgicos, pero en Fuerteventura como podemos observar ocurre lo
contrario. Esto se debe a que el punto de la costa sur se encuentra mas cerca de Africa,

por lo tanto, de las aguas frias.
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Temperaturas superficiales
Lanzarote (2013/2018)
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Figura 37. Temperaturas superficiales en dos puntos de la Isla de Lanzarote
(2013/2018).

de nutrientes, y mas superficie donde producir Bentos.

Temperaturas superficiales
La Gomera (2013/2018)
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Figura 38. Temperaturas superficiales en dos puntos de la Isla de La Gomera
(2013/2018).

Area Quimica Organica

Los rangos donde las temperaturas son superiores a 23°C tanto en Lanzarote como en
Fuerteventura son menores que en las demas islas, no obstante, existen. Mantienen la
tendencia de las demaés islas al tener mas de la mitad del afio temperaturas superiores a
20°C. A pesar de gue sus temperaturas son inferiores existen otros fenémenos que les

confieren una cierta ventaja, ya comentados, el fendmeno de “upwelling”’, mayor aporte
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Temperaturas superficiales
La Palma(2013/2018)
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Figura 39. Temperaturas superficiales en dos puntos de la Isla de La Palma
(2013/2018).

Temperaturas superficiales El Hierro
(2013/2018)
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Figura 40. Temperaturas superficiales en dos puntos de la Isla de El Hierro (2013/2018).

En las islas occidentales se presentan las mayores temperaturas recogidas en las Islas
Canarias, aun asi no se han producido casos de Ciguatera al menos demostrados

clinicamente.
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3.3 Estudio de la sensibilizacién que tiene la poblacion canaria sobre la
Ciguatera.

3.3.1 Realizacion de una encuesta.

Las intoxicaciones por pescado contaminado con Ciguatoxinas se producen
principalmente a través de la pesca deportiva. El desconocimiento de la poblacion
conlleva al consumo de este pescado, sin conocer las consecuencias. Todo producto que

se comercializa debe pasar controles de calidad, por lo que no deberia haber ningun

pescado que cause Ciguatera a la venta.

Para conocer el grado de conciencia que tiene la poblacion canaria acerca de la
enfermedad se realizd una encuesta, intentado que llegara a gente de todas las islas y

también a pescadores deportivos.
Las preguntas que se realizaron en la encuesta son:
1. ¢A qué isla perteneces?

Esta pregunta se establecid con la finalidad de conocer si existe alguna isla en la que
exista una mayor concienciacién, con el punto de mira en Lanzarote y Fuerteventura ya

que es donde maés casos de Ciguatera se han producido.
2. ¢ Conoces los cambios en el clima que se estan producido en Canarias?

e Si

e No
Con esta informacion pretendemos obtener un balance general del nivel de
conocimiento acerca de los problemas ambientales que se producen en Canarias.
3. ¢Sabes que es la Ciguatera?

e Si

e No
4. En caso afirmativo ¢Sabes que se han producido casos en Canarias?

e Si

e No

Gracias a esta pregunta sabremos si las personas que conocen la enfermedad, es por su

origen tropical o si realmente saben que se estan produciendo casos en Canarias.
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5. Se explica que es la enfermedad y se comenta que esta aumentado el crecimiento
de los dinoflagelados que producen la enfermedad, y a continuacion se establece la
pregunta.

¢A qué crees que es debido esto?

e Aumento de la temperatura del mar.

e Vertidos descontrolados.

e Mayor aporte de nutrients.

e Contaminacion por metales pesados.

e Aporte de nutrientes escasos en el mar.

6. ¢Sabias que al igual que los dinoflagelados que producen la Ciguatera, en
Canarias hay muchos més dinoflagelados tdxicos?

e Sj
e No

Se han encontrado en las aguas canarias numerosas especies de dinoflagelados que
producen toxinas que afectan a nuestra salud, lo Unico que su crecimiento se mantiene
en fase de letargo y no llegan a proliferar en suficiente cantidad para causar dafio. Pero
al igual que Gambierdiscus que ha encontrado sus condiciones Optimas para crecer,

estas especies también pueden hacerlo gracias al cambio climatico.

Por ello se realiza esta pregunta, para asi descubrir el grado de conciencia de la
poblacion con este posible problema ambiental y de salud publica.

7. ¢Eres pescador?

e Si
e No

Esta pregunta nos permite conocer por separado el grado de conciencia de los
pescadores y la poblacion en general.
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3.3.2 Resultados

El nimero total de encuestas realizadas es de 226, de las cuales se han obtenido los siguientes

resultados:

1., De que Isla eres?

0,
3% 3%

M Tenerife

M Lanzarote

M Gran Canaria
M Fuerteventura
M LaGomera

M La Palma

Figura 41. Resultados pregunta 1 encuesta.

El mayor numero de respuestas con una marcada diferencia ha sido de Tenerife. Debido
al bajo nimero de respuestas en Lanzarote y Fuerteventura no se sacaran conclusiones

al respecto ya que no serian representativas.

2.;Conoces los cambios en el clima que se
estan produciendo en Canarias?

M Si

 No

Figura 42. Resultados pregunta 2 encuesta.
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Existe un alto porcentaje de los encuestados que conocen los cambios que se estan
produciendo en el clima representando el 75%, no obstante, en la realizacion de la
encuesta esperaba un resultado mucho mayor, ya que considero, que los cambios son

tan importantes que la poblacién deberia conocerlos.

3. {Conoces el término Ciguatera?

M Si

M No

Figura 43. Resultados pregunta 3 encuesta.

Como se puede observar el 74% de los encuestados desconocen el término de la

Ciguatera.

4. En caso afirmativo de conocer la enfermedad
(. Sabes que han habido casos en Canarias?

M Si

H No

Figura 44. Resultados pregunta 4 encuesta.
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Esta pregunta resulta de gran interés, ya que el 37 % de las personas que respondid, que
conocia la enfermedad, ignoraba que se ha producido en Canarias. Esto representa que
solo el 13,6% de los encuestados sabe que se puede producir la enfermedad en las islas.

5. ¢A que crees que es debido esto?

La opinion de casi todos los encuestados corresponde a estas respuestas:

e Aumento de la temperatura del agua del mar.
e Vertidos descontrolados.
e Mayor aporte de nutrientes.

6.;Sabias que al 1gual que los dinoflagelados que
producen la Ciguatera, en Canarias hay muchos
mas dinoflagelados toxicos?

M Si

M No

Figura 45. Resultados respuesta 6 encuesta.

El 27% de personas que conocen el problema de la presencia de dinoflagelados toxicos
en Canarias coinciden en su mayoria con los encuestados que respondieron

afirmativamente a la tercera pregunta de la encuesta.
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7. (Eres pescador?

MSi

H No

Figura 46. Resultados respuesta 7 encuesta.

El 66,6% de los pescadores encuestados tienen conocimiento de la enfermedad en
Canarias, por lo tanto existe una clara diferencia entre el grupo de los pescadores y el
resto de la poblacion, no obstante es necesario que todos los pescadores conozcan los
riesgos, para que no se produzcan mas casos de CFP.
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4. DISCUSION RESULTADOS

Las condiciones de cultivo que hemos establecido 23°C y 25°C, con la intensidad de 300
lux y 500 lux y el medio de cultivo Guillard K, han permitido un crecimiento idéneo de

las distintas especies, exceptuando G. autrales 1270.

Establecer las condiciones iddneas de cultivo y obtener densidades celulares de las
diferentes especies solo es el comienzo del proyecto en el que he participado. El

siguiente paso es estudiar las toxinas excretadas para mejorar los sistemas de deteccion.

Los datos de temperatura donde hemos demostrado un crecimiento idoneo de
Gambierdiscus spp, ha fundamentado la hipétesis de que el aumento de la temperatura

en Canarias favorece su desarrollo.

Si las especies productoras de Ciguatoxinas se encuentran un aumento de la temperatura
del agua del mar, junto con una mayor concentracion de hierro, es muy probable que su

reproduccion y crecimiento se vea favorecida y por lo tanto que su densidad sea mayor.

Los resultados obtenidos tras el estudio bibliografico y los datos cedidos por el Instituto
Oceanogréfico refuerzan las hipotesis planteadas al comienzo del trabajo, pero es

necesario hacer un estudio en profundidad que lo confirme.

El problema que surgid este verano en las costas Canarias con el afloramiento de las
cianobacterias Trichodesmium spp es una clara alerta de la situacion de cambio a la que

se esta enfrentando Canarias.

Trichosidesmium spp, es una especie nativa de las aguas de Canarias. En el verano del
2017 se produjo un “Bloom” que puso en alerta a toda la poblacién.

Esta proliferacion masiva se produjo por:
-Aumento de la temperatura del mar.
-Disminucion viento (episodio de calma).
-Aporte de polvo sahariano.

Estas condiciones provocan que aumente su tasa de reproduccion y se produzcan
proliferaciones de millones de Tricomas por litro, todos los “Blooms” se observaron

cuando las temperaturas fueron superiores a 23°C. 1718301
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Es interesante destacar que en las aguas de Canarias se han encontrado junto con los
dinoflagelados productores de las Ciguatoxinas, muchos otros dinoflagelados que
también son toxicos 2. Por ello estas condiciones que han favorecido a la proliferacion
masiva de Trichosidesmum spp, pueden estar favoreciendo, o favorecer en un futuro a
los dinoflagelados tdxicos que se encuentran en las aguas de Canarias, no obstante, por

suerte, las cianobacterias de este género no producen efectos graves a la salud humana.

Llama la atencion que no se hayan dado casos de Ciguatera en las Islas occidentales, la
teoria principal es que la poblacion de estas islas es muy inferior a las de las islas
orientales, reduciendo enormemente las probabilidades de sufrir una intoxicacion. A
parte de que como ya sabemos poseen poca plataforma continental que permita el

desarrollo de Bentos.

El mes de Noviembre de 2016 EI Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
ambiente prohibi6 la pesca recreativa en el Puerto de La Restinga, en El Hierro, tras
detectar Ciguatoxinas. Segun una resolucion de la Direccion General de Recursos
Pesqueros y Acuicultura tras recibir un informe de banco Espafiol de Algas, que indica

un Bloom del dinoflagelado Gambierdiscus caribaeus.

Es en EI Hierro donde por primera vez se prohibe la pesca a causa de un “Bloom” de
una especie productora de Ciguatoxinas, y puede guardar estrecha relacion con el
aumento de temperaturas o cierto aporte de nutrientes, debidos a la erupcién del Volcan
submarino en 2011.

Se plantea tras la encuesta realizada que la principal causa de la incidencia de la
enfermedad en Canarias es el desconocimiento de la poblacion, ya que si se pasaran los
controles reglamentarios no se llegaria a consumir pescado contaminado, por lo que
resulta de gran importancia la realizacién de camparias de informacion y sensibilizacion,
sobre todo a los pescadores recreativos. Una buena forma de advertir del problema seria

a traves del proceso de obtencion de la licencia de pesca.
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5. CONCLUSIONES

1. La alta biodiversidad de Gambierdiscus en Canarias, incluso la presencia de especies
que solo se han descrito en sus costas, conlleva a pensar que estos dinoflagelados llevan
mucho tiempo en las islas, y ahora se estan produciendo las condiciones idoneas para su

crecimiento.

2. Las posibles causas por las que hay mayor densidad de Gambierdiscus spp en
Canarias, es el aumento de la temperatura del mar, producida por el cambio climatico y

el aporte de hierro por las calimas saharianas.

Un estudio realizado en las islas para conocer la presencia y distribuciéon del Género
Gambierdiscus, demuestra que existe, mayor densidad de Gambierdiscus spp, cuando
las temperaturas son superiores a 20°C. Las temperaturas éptimas que se han observado
para el crecimiento en los cultivos artificiales han sido entre 23-25°C. Tras el estudio
bibliogréafico se ha constatado que gracias al cambio climético, la temperatura del agua
del mar en muchas ocasiones es superior a 23°C, afirmacion que ayuda a defender

nuestra hipétesis.

La tropicalizacién del clima en Canarias estd favoreciendo el aumento poblaciones de

especies de origen tropical.

El hierro es un elemento traza para el crecimiento del fitoplacton, que se encuentra en
bajas concentraciones en el mar, un aporte extra de hierro mejora el crecimiento, al ser
un nutriente limitante, el efecto de sinergia entre el aumento de la temperatura y las
entradas de polvo sahariano puede estar favoreciendo el crecimiento de Gambierdiscus

en Canarias.

3.Tras la encuesta realizada, se deduce que existe un gran desconocimiento de la
enfermedad en las islas, razén principal por la que hay tantos casos de Ciguatera en
Canarias. Es necesario hacer una campafia de concienciacion sobre todo al sector
pesquero, para que se realicen los analisis oportunos del pescado antes de ser

consumido.

Para ello es muy importante mejorar los sistemas de deteccion, que sean rapidos y

fiables.
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5. En Canarias se han encontrado altas densidades de G. excentricus representado la
especie mas toxica del género Gambierdiscus. Esto significa que una menor densidad
puede ser igual de tdxica que cualquier otra especie méas abundante. Por lo que hay que

tener especial cuidado en Canarias

6. Las islas de Lanzarote y Fuerteventura presentan una mayor densidad de
dinoflagelados productores de la Ciguatera, ademas de que la especie mas abundante es

G.excentricus. Por esta razon es la zona de Canarias con mayor riesgo.

7. Este proyecto solo es el comienzo de un largo camino, ya se cuentan con cultivos
artificiales de 5 especies y extractos con los que analizar las Ciguatoxinas e iniciar el

desarrollo de métodos de deteccion.
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