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Resumen

La proliferacion de cianobacterias productoras de toxinas en el agua
es conocida mundialmente como posible causa de mortandades masivas en
seres humanos, animales domésticos y fauna salvaje. El presente trabajo
estudia la muerte repentina de 5.500 aves y 20 toneladas de peces en el
Parque Natural de Donana, mediante el analisis fisico-quimico y téxico del
agua, la deteccion de toxinas en cadaveres y bioensayos en raton.

Introduccion

Desde el establecimiento del Parque Nacional de Donana en 1969 se
han descrito hasta dieciocho mortandades masivas de aves acuédticas en sus
marismas. Aunque el origen de la mayoria de estas muertes es todavia
desconocido, en el 2001 se consiguid, por vez primera, relacionar la
presencia de cianobacterias toxicas en las aguas de Dofiana con la muerte
masiva de flamencos [1]. Desde entonces se han detectado otras dos
mortandades en el Parque, una en Julio de 2004 y otra en Junio de 2005. En
la primera, ocurrida en la laguna de los Ansares, murieron cientos de peces
(carpas y lisas) y mas de 5.500 aves de 47 especies distintas. En la segunda,
ocurrida en el Cafio de Guadiamar, murieron mas de 20 toneladas de peces
en apenas tres dias. En ambas mortandades se pudo apreciar una coloracion
azul-verdosa del agua caracteristica de la presencia de cianobacterias.

Puesto que mas del 80% de las especies de aves acuaticas de toda
Europa se encuentran representadas en el Parque Nacional de Dofiana,
resulta de gran importancia determinar la causa de estas muertes masivas.
En este trabajo pretendemos determinar si las dos ultimas mortandades en el
Parque Nacional de Dofiana pudieron ser causadas, al igual que la ocurrida
en 2001, por cianobacterias toxicas.

Material y métodos

Analisis de agua. Se tomaron muestras de agua en tubos Falcon de
50 mL de las areas afectadas. Las muestras se transportaron refrigeradas en
oscuridad hasta su andlisis en el laboratorio. La determinacién y
cuantificacion de cianobacterias en el agua se llevdo a cabo mediante un
microscopio invertido (Axiovert, Zeiss, Germany), utilizando camaras de
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sedimentacion. También se llevd cabo un andlisis fisico-quimico del agua
“in situ” mediante una sonda multicanal (YSI 6802-CM) que registraba
temperatura, conductividad, oxigeno, pH, nitritos, nitratos y clorofila. Para
la determinacion de toxinas se sonico el agua mediante 3 pulsos de 20
segundos a 60 MHz (Vibracell ™, Sonics & Materials INC., Danbury CT,
USA) con el fin de romper las células. Posteriormente se eliminaron los
restos solidos en suspension mediante centrifugacion. El sobrenadante se
utilizé para la determinacion de microcistinas (Envirogard® Microcystins
QuantiTube Test Kit, Newark, USA) en las mortandades de 2004 y para la
determinacion de saxitoxinas (Ridascreen® Fast Saxitoxin, Darmstadt,
Alemania) en la mortandad de 2005. Se realizaron bioensayos en raton con
tres machos como control y otros tres de ensayo. A los ratones control se les
inyecto intraperitonealmente suero fisioldgico y a los utilizados para el
ensayo 1 mL de preparado de las muestras de agua.

Andlisis de cadaveres. Se recogieron cadaveres en las zonas
afectadas y se realizd la necropsia en menos de 24 horas (en 2004 se
recogieron cadaveres de peces, aves herbivoras y aves piscivoras (para mas
informacion buscar en [2]), mientras que en 2005 solo se recogieron
cadaveres de peces). Los higados y ventriculos se almacenaron en
congelacion (-20° C) hasta el momento de ser analizados. Para extraer las
toxinas de los ventriculos (buches) se realiz6 un lavado de los mismos con 2
mL de PBS. De esta mezcla se recogié 1 mL y se sonicd, para romper las
células, con 3 pulsos de 20 segundos a 60 MHz (Vibra cell™ Sonics &
Materials INC. Danbury CT, USA). Finalmente, las muestras se
centrifugaron para eliminar los restos de células rotas en suspension. Para la
extraccion de las toxinas de los higados, se homogeneizaron alicuotas de
2,5g de higado en PBS (Art Micra D1, Alemania). El homogenizado se
sonico (Vibra cell™ Sonics & Materials INC. Danbury CT, USA). Las
muestras fueron centrifugadas para eliminar los restos celulares, y el
sobrenadante fue utilizado para la determinacion de microcistinas
(EnviroGard® Microcystins QuantiTube Test Kit, Newark, USA) vy
saxitoxinas (Ridascreen® Fast Saxitoxin, Darmstadt, Alemania).

Resultados

Mortandad Julio 2004. Las muestras de agua recogidas en el lucio
de los Ansares contenian distintas especies de cianobacterias, siendo la mas
abundante Microcystis aeruginosa (hasta 62.000 colonias mL™). La
toxicidad registrada en el agua alcanzé 15,3 pg mL™ de microcistina LR
equivalente. Durante la necropsia de los cadaveres se observd equimosis
hepatica y presencia de cianobacterias en los ventriculos en una
concentracion superior 10° colonias mL™. El analisis de microcistinas revelo
que la concentracion de toxina en el higado de todos los animales variaba
entre 25,7 y 75,9 ng mL™, mientras que en los ventriculos excedia de los
120 pg mL". En los bioensayos realizados, todos los ratones problema
murieron en menos de 24 horas, mientras los controles permanecian vivos.
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Mortandad Junio 2005. El agua de Cafio de Guadiamar presentaba
una concentracion de 88.880 colonias mL™" de Anabaena circinalis. El
analisis fisico quimico del agua “in situ” evidencié que su temperatura era
de 31° C, la concentracion de clorofila de 106 pug L, pH de 8,86 y la
concentracién de NO;™ de 286,7 pug L. La concentraciéon de saxitoxina
detectada en el agua era de 492 pug L. La concentracién de saxitoxina en
higado de los peces se estimd en 1057 pg Kg™'. En el bioensayo con ratones
todos los animales murieron rapidamente con signos de PSP.

Discusion

En Julio 2004 se observo una capa opaca verde-azulada en la
superficie del agua de la laguna de los Ansares. En poco tiempo aparecieron
muertos en la misma zona cientos de peces (fundamentalmente carpas y
lisas) y miles de aves. Esta mortandad en masa acab6 a principios de Agosto
tras afectar a mas de 5.500 aves de 47 especies distintas (Equipo de
Seguimiento de Procesos Naturales, Estacion Bioldgica de Donana, CSIC),
entre las que se encontraban especies en peligro de extincion como
Marmaronetta angustirostris y Oxyura leucocephala.

La extrema abundancia de cianobacterias como Microcystis
aeruginosa 'y Pseudanabaena catenata en el agua, asi como la distribucion
espacio-temporal del patron de mortalidad, presumia que la causa de esta
catastrofe natural era una intoxicacién por cianobacterias toxicas. Las
cianotoxinas que pueden generar las dos especies encontradas en el agua son
hepatotoxinas y neurotoxinas. Las microcistinas (hepatotoxinas) provocan la
desestructuracion del citoesqueleto hepatico, lo cual implica la aparicion de
hemorragias intrahepaticas [3.,4,5,6,7,8]. Los resultados de las necropsias
practicadas (hemorragias hepaticas) eran compatibles con la intoxicacion
por hepatotoxinas. Puesto que la cantidad de microcistina acumulada en el
higado de los cadéveres, previamente absorbida por el intestino, era
suficientemente alta para provocar la muerte de los animales, y el bioensayo
con ratén resultd positivo, podemos concluir que la intoxicacion por
microcistinas fue la causa de la mortandad de 2004.

El proceso de intoxicacion que produjo las mortandades masivas
podria resumirse en los siguientes acontecimientos: en Junio de 2004 hubo
una proliferacion importante de cianobacterias que produjeron microcistina.
Esta se acumuld en el zooplancton, en invertebrados acuaticos y en los
peces herbivoros exponiendo a sus depredadores (limicolas y aves
piscivoras) a la accidon de las toxinas. Las anatidas ingirieron directamente
gran cantidad de cianobacterias (se encontraron en los ventriculos mas de
10° colonias mL™" de M. aeruginosa) y murieron tras su consumo. Como se
esperaba, se detectd una cantidad muy elevada de microcistina en las
muestras de higado de todas las aves analizadas, confirmando el paso de la
toxina a través de la cadena trofica. Sin embargo no todas las especies se
vieron afectadas de la misma manera puesto que, mientras los consumidores
directos de algas murieron de forma aguda (presentaban una buena
condicién corporal), las aves piscivoras murieron tras un proceso mas lento
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(presentaban una mala condicion corporal). Si se consumen microcistinas a
elevadas dosis, es de esperar que la muerte de los animales se produzca de
forma rapida, encontrando caddveres con una buena condicién corporal,
como las andtidas necropsiadas. Por el contrario, si la cantidad de toxina que
se ingiere es menor, los dafios hepaticos se manifiestan de forma progresiva
a medida que ésta se va acumulando, por lo que el animal puede sufrir una
pérdida de peso significativa antes de morir, que es probablemente lo que
ocurrié con las limicolas encontradas, muy delgadas pero con elevadas
concentraciones de microcistina en el higado.

En la mortandad de Junio de 2005, veinte toneladas de peces
murieron en el Cafio de Guadiamar en tan solo tres dias. En esta ocasion la
coloracion del agua también era azul-verdosa y espesa en superficie, puesto
que las condiciones fisico-quimicas del agua eran muy apropiadas para el
crecimiento de microorganismos fotosintéticos del plancton. Se detectaron
abundantes colonias de Anabaena circinalis, especie productora de
neurotoxinas y hepatotoxinas. En este caso no se procedi6 al estudio de las
necropsias ya que la velocidad de autolisis de los érganos de los peces es
muy rapida y no los permite valorar [9]. Los sintomas de los ratones
bioensayados (incoordinacion motora, letargia y paralisis), eran compatibles
con los producidos por saxitoxinas. Teniendo en cuenta que la LDsg oral de
PSP, oscila entre 128 pg Kg' de peso vivo para las cobayas y los 420 pg
Kg' de peso vivo para los ratones (revisado por [10]) y que los niveles
maximos permitidos para el consumo de moluscos en Espana son de
80ug/100g [11], parece evidente que la muerte de los peces se debio a la
ingestion masiva de esta toxina.

En el curso de la mortandad de peces de Junio de 2005, producida
por saxitoxinas, no se encontraron aves muertas, si bien se vieron
agrupaciones de milanos negros (Milvus migrans) y cigilienas blancas
(Ciconia ciconia) comiendo de los restos de peces muertos. El que no se
encontraran caddveres de aves no indica que estas no murieran 0 no se
vieran afectadas por las toxinas ingeridas, ya que las aves son capaces de
desplazarse varios kilometros en poco tiempo y pueden comer en areas muy
distantes de los lugares donde pudieran quedar postradas o muertas [12].

Conclusiones

1. La mortandad de peces y aves en 2004 se produjo como consecuencia de
la proliferacion en las aguas del Parque Nacional de Donana de
cianobacterias toxicas de la especie Microcystis aeruginosa.

2. La intoxicacion por microcistinas afecto a toda la cadena trofica, desde
el zooplancton hasta aves piscivoras.

3. La mortandad de peces en 2005 se produjo como consecuencia de la
proliferacion en las aguas del Parque Nacional de Dofana de cianobacterias
toxicas de la especie Anabaena circinalis.
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4. Las proliferaciones masivas de cianobacterias toxicas en el agua de
Dofiana parecen ser un hecho recurrente que podria explicar muchas otras
mortandades masivas ocurridas anteriormente.
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