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1. ANTECEDENTES

Los programas de monitoreo de Floraciones Algales Nocivas reflejan en su disefo la
estructura y funcion del mismo, y depe nde de las demandas especificas de sus usuarios,
como también de las reglas generales y regulaciones impuestas por la autoridad
competente (Andersen, 1996; Anderson et al, 2001; Andersen et al, 2004, Guzman et al,
2007). Si bien Smayda (2004) propone que los protocolos no deben ser fijos; también
enfatiza que las mediciones realizadas deben ser confiables, lo cual concuerda con lo
planteado por Andersen (1996), mediante definiciones de controles de calidad o niveles de
precision (Andersen & Throndsen, 2004 ). Ademas, no puede establecerse un Unico
procedimiento estandar para la evaluacion de la composiciéon y abundancia del fitoplancton
dado que las cuestiones que abordan los programas de seguimiento son de distinta
naturaleza y, por consiguiente, exigen pro tocolos especificos (UNE-EN15204, 2007). Por
otra parte, mientras mayor sea la base de datos, mayor sera la posibilidad de identificar
patrones que expliquen estos eventos (Franks & Keafer, 2004), o que permitan tomar
decisiones mas oportunas; ya que se h a reconocido que el analisis de fitoplancton en
monitoreos de toxinas permite identificar en forma temprana la presencia de especies
productoras de floraciones y de asociar niveles de abundancia de éstas con acciones de
prevencion de impactos (Todd, 2004); pero para ello se requiere contar con analistas
entrenados que apliquen metodologias comparables entre si. Esto no necesariamente
implica que una metodologia es mejor que otra en si, sino que como se menciona
previamente, debe responder las interrogantes que el programa de monitoreo ha definido
como relevantes, y si hay diversas aproximaciones operativas o metodoldgicas para
abordarlas, se debe optar por alguna de ellas, y generar actividades integrativas, como
talleres de capacitacion que logren este obj etivo.

Para el caso de Chile, y de sus programas de monitoreo dirigidos hacia microalgas marinas
nocivas, ya sea para garantizar la calidad sanitaria de los moluscos bivalvos de exportacion
o el control de la dispersion de especies nocivas (plagas), o par a proteger la salud publica;
deben realizarse esfuerzos tendientes a homogeneizar o estandarizar las metodologias
empleadas; en beneficio de una mejor comprension de estos fendmenos y de un uso mas
eficiente de la informacién recopilada. En forma adiciona | han surgido las obligaciones
asociadas al Reglamento de Plagas Hidrobioldgicas (D.S. MINECON N© 345/2005) que
requiere disponer de informacién confiable y oportuna, respecto de la distribucion y
abundancia de los taxones nocivos, a fin de que la Autorida d pueda adoptar las medidas
mas apropiadas segun los requerimientos de este cuerpo normativo.

Debido a esta necesidad, se requiere contar con profesionales entrenados en la
identificacion de la especie  Alexandrium catenella, recientemente declarada como
plaga de acuerdo al Reglamento precitado, y en las metodologias propuestas dentro de
este marco normativo y el desarrollo de habilidades para el reconocimiento e identificacion
de la forma vegetativa y quiste de este dinoflagelado, sin perjuicio de la inclu sién de otros
taxones nocivos.

El presente Manual recopila la informacién requerida en el cumplimiento de estos
requerimientos, y ha sido elaborado como parte de  las actividades del Proyecto “Curso
teorico-practico para el muestreo, identificacion y enume racion de Alexandrium
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catenella y otros taxa nocivos”, encargado por la SubSecretaria de Pesca al Instituto de
Fomento Pesquero, en colaboracion con el CERAM de la Universidad Austral de Chile .
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11. MANUAL TECNICO
Consideraciones previas

Este Manual tiene como objetivo principal entregar las metodologias y criterios requeridos
para el cumplimiento de la normativa vigente, Reglamento de Plagas Hidrobioldgicas o
REPLA (D.S. MINECON NO° 345/2005), y lo establecido en el Informe Técnico N°
2168/2008, en cuanto a la propuesta de programa de vigilancia y seguimiento de
Alexandrium catenella. Por su parte, el Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos
(PSMB) también cuenta con monitoreos de fitoplancton, con protocolos establecidos en
Normas Técnicas, especificamente LAB/NT5 (Enero 2009), el cual ha sido modificado
recientemente. Se ha considerado conveniente presentar ambas metodologias y realizar
una comparacion entre ellas, y a través de comentarios u observaciones derivadas de la
revision de literatura, entrega r una vision integradora y que facilite la comprension y
aplicacién de dichas metodologias.

1. Metodologias de Muestreo
1.1 Muestras Cualitativas de fitoplancton
1.1.1 Requerimientos PSMB : LAB-NT5

Antes de sumergir la red en el agua, es necesario ten er certeza de la profundidad en el
punto, para evitar tocar el fondo con la red y resuspender sedimentos.

Se ha determinado pasar de tomar 1 muestra en un punto con 3 arrastres a 30 m a una
muestra integrada de 2 puntos. La di stancia entre ambos puntos depende de la
hidrografia del area, pero debe apuntar a ser de 100 m. Con 2 arrastres verticales de 20 m
de profundidad en cada punto. De esta manera se da un mayor sustento estadistico al
muestreo de un area y se disminuye el nUmero de arrastres de 3 a 2.

Respecto de la red para la obtencién de la muestra, se amplia el didametro de tramado de
la mallade23 nmm aunrangode 20 - 25 mm (espacio filtrante). Las entidades de
muestreo deberan implementar programas de mantencion de las mallas, que consideren
una calibracion periddica de acuerdo al nivel de uso que se le dé a la red. Cuando exista
uso mensual, se recomienda efectuar una verificacién de calidad, minimo una vez al afio.

La muestra cualitativa obtenida sera fijada con formalina suficiente para que la  muestra
guede con una concentracion del 3% al 4%. Esto es aproximadamente 15 ml de formalina
100% para una muestra de 450 ml de agua de mar.

El rétulo de las muestras debe indicar sélo el codigo del formulario. La procedencia de las
muestras debe ser desconocida para el analista, de manera de evitar cualquier sesgo en la
evaluacion de la muestra. Asimismo, se considera importante que el muestreador consigne
las condiciones de muestreo en el formulario PSMB.
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1.1.2 Requerimientos Reglamento Plagas: Informe Técnico N° 2168/2008

Se deberan usar redes de =25 micrones (el PSMB recomienda 23 micrones). En cada
estacion se haran 3 lances por cada uno de los dos puntos de muestreo, separados
aproximadamente de 500 m. El arrastre se hara entre 20 m y superficie. El remanente del
filtrado se colectara y la suma de todos ellos pasara a conformar la muestra integrada de
una estacion determinada. Las muestras se recolectaran en frascos, con doble tapa para
evitar evaporacion. Se puede utilizar formalina o solucién lugol y mantener en oscurid  ad.
El diametro de la red no es definido; pero las redes mas utilizadas tienen de 20 a 30 cm

de didmetro. Es necesario informar el tamaiio a fin de poder estimar el volumen total de
agua filtrado.

1.1.3 Observaciones y comentarios

Las redes son uno de los elementos mdas comunes para muestrear plancton en general,
pero debido a su filtracion selectiva y la variabilidad de la eficiencia de filtrado frente a
muestras con mayor o menor cantidad de organismos mucilaginosos, no es adecuada para
muestreo cuantitativo de fitoplancton, ain cuando el volumen filtrado sea estimado con
flujdmetro, el cual fue desarrollado primariamente para muestreo de zooplancton. Sin
embargo, el material colectado con red es Util para propdsitos cualitativos y de deteccién
de especies que suelen ser poco abundantes en muestras cuantitativas (Reguera, 2002).

La red estandar usada para muestreo de fitoplancton es la que se indica en la Figura 1; sin
embargo, cuando la trama de la red es muy fina, se hace recomendable realizar
modificaciones a este disefio que permitan aumentar el area de filtrado y disminuir la
obstruccion de la malla con el material filtrado. Algunas de estas modificaciones son:
incorporar un cono invertido de tela no filtrante, reduciendo el area de la bocadelared o
aumentando la longitud del cono de malla (Fig. 2) .

_- Aro

Eridas
b

Agarradera del copo
/

A
\ Copo
Borde de tela
Cono de malla

Borde de tela

Figura 1. Red de fitoplancton (adaptado de Tangen, 1978).
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Aro de la red

Aro de la boca
de la red —

yd
Cono de tela no filtrante

Figura 2. Modificaciones a red estandar de fitoplancton (adaptado de Tangen, 1978).

Figura 3 y 4. Toma de muestras con red
(Archivo IFOP).

Es conveniente ademas que los arrastres se realicen lentamente y sin tirones bruscos,
para evitar al maximo la pérdida de muestras por resuspensién del filtrado o por
taponamiento de la malla de la red.

Las metodologias definidas en cada normativa difieren principalmente en el nimero de
arrastres por punto de muestreo; mientras que el PSMB establece sélo 2 arrastres por
punto, el REPLA indica 3 arrastres.

Respecto de la fijacion de la muestra, el reactivo que se usa generalmente es

formaldehido, de preferencia neutralizado con bdrax o ligeramente acido ( Anderson et al,
2001; Andersen & Throndsen, 2004). Los volimenes y concentraciones finales propuestas
por la Norma Técnica del PSMB LAB-NT5 es mas elevada al compararla con lo indicado por
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Throndsen (1978) que indica una concentracion final en la muestra del 1%; es decir, unos
5 ml por 500 mlde muestra.

1.2 Muestras cuantitativas de fitoplancton
1.2.1 Requerimientos PSMB: LAB-NT5

La toma de muestras se hara usando una manguera (€j. 2,5 cm de diametro). La muestra
se obtendra entre los 0 y 15 m de profundidad y se fijacon 7 — 10 gotas de lugol. La
muestra debe quedar de un color transparente.

El recipiente que recibe la muestra debe permitir que quede un espacio de cabeza
suficiente para homogeneizar la muestra.

1.2.2 Requerimientos Reglamento Plagas: Informe Técnico N° 2168/2008

Se sugiere la toma de muestras integradas, usando manguera (gj. 2,5 cm de diametro),
separando los estratos superficie -10m y 10 -20m. Sin embargo, para un programa de
vigilancia de emergencia se considera que no es necesario incluir el muestreo cuantitativo.
Estas muestras deben fijarse con solucion lugol y mantenerse en oscuridad para evitar la
discoloracion y degradacion del lugol.

1.2.3 Observaciones y comentarios

Los muestreadores de tubo han sido una solucidn simple para la necesidad de contar con
muestras de volumen adecuado para un muestreo representativo de la abundancia de
organismos fitoplanctdnicos (Venrick, 1978), desde que fue propuesta por Lindahl (1986).
La longitud maxima que se considera adecuada para este elemento es de 20 m, y puede
estar subdividido en segmentos de hasta 1-5 m (Reguera, 2002; Figs. 5-7). Su efectividad
€s mayor cuando se usa en sectores s omeros y aguas relativamente calmas (Franks &
Keafer, 2004).

Las muestras que se toman segun cada Normativa difieren en los estratos considerados:
para el PSMB se requiere solo una muestra tomada entre superficie y 15m, y para el
REPLA se debe tomar una muestra entre superficie y 10 m y otra entre 10 y 20 m.
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Marca de superficie
2
Cuerda de seguridad—
GD\- _Cunecmr de acoplamiento
rapido
—— Abrazadera
Mosqueton—

%  Llave de paso—

'— Peso (2 Kg)
Figura 5. Esquema de manguera para muestreo (Reguera, 2002).

Figura 6 y 7. Toma de muestras con manguera
(Archivo IFOP).
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La fijacion mas comun se realiza con lugol, de preferen cia acido (Throndsen, 1978). La
cantidad de fijador a agregar a la muestra lo indica el color que toma la muestra, el que es

descrito como café palido (Throndsen,

1978), o color

brandy o cofiac (Andersen &

Throndsen, 2004); generalmente este color se alcanza al agregar entre 8 a 12 gotas por

125 ml de muestra (Fig. 8).

Relacionado con los reactivos de mayor uso en la fijacién de muestras de fitoplancton, se
presenta la siguiente tabla comparativa de las caracterisitcas y ventajas entre la formalina

y el lugol:

Caracteristica Lugol Formaldehido

Costo por volumen Relativamente barato Barato

Cantidad a usar Gotas por 500 mlde ml por 500 ml de muestra.
muestra.

Toxicidad por manipulacién
de muestras

Levemente toxico, puede
ser danino en contacto

Volatil, vapores tdxicos, se
debe evitar contacto directo

directo con la piel y sise es | con la piel ymu cosas,
ingerido. potencial  carcindgeno vy
alérgeno.

Decantacién organismos Aumenta el peso de las | No acelera decantacién, la
células, lo cual produce una | decantacién de una muestra
mejor ymasr apida | puede tomar hasta 4-5 veces
decantacion. mas que una mues tra fijada

con lugol.

Alteracion organismos

Menor destruccion celular,
retiene mayor cantidad de
flagelos.

Altera y destruye células,
flagelos se pierd en
facilmente.

Coloracion de muestras

Cambia coloracion de las
células, dificulta observacion
de organelos y placas.

No cambia coloracion de las
muestras; pero se produce
decoloracion de muestras

preservadas por  mucho
tiempo.
Grupos mas adecuados para | Dinoflagelados atecados, | Diatomeas, dinoflagelados
trabajar otros flagelados, | tecados, cocolitoféridos,
cianobacterias  (estimacion | cianobacterias (identificacion
de biomasa). especies).
Duracidn de la fijacion Las muestras fijadas | Pueden durar afios sin
requieren atencion cada | mantencion; sélose debe
cierto tiempo por oxidacion | evitar evaporacién de las

del fijador.

muestras.

Tabla 1. Comparacién entre fijadores mas usados para muestras de fitoplancton
(informacion obtenida de Hasle, 1978; Throndsen, 1978; Andersen & Throndsen, 2004;

Cronberg & Annadotter, 2006).
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e

- ol

Fg

F

ur 8. ijacién de muestras cualtitativas (Formalina) y cuantitativa (Lugol)
(Archivo IFOP).

1.3 Sedimentos para quistes

El Programa de Sanidad de Moluscos Bivalvos no incluye monitoreo de quistes en
sedimento, mientras que segun el Informe Técnico N° 2168/2008, para el REPLA se
considera que “Seria de interés conocer la presencia de bancos o depdsitos de quistes, en
especial en areas donde habitan recursos bentoénicos; sin embargo, falta informacién
basica local que permita inferir que la presencia de bancos de quistes constituye un riesgo
de dispersion de la especie. Para la toma de muestras se sugiere seguir el procedimiento
indicado por Lembeye (2004) ”; sin embargo, en la publicacién citada no se especifica
claramente la metodologia de muest reo empleada, a excepcion de que se menciona que
“los muestreos se realizaron manualmente mediante buceo auténomo” . Por ello, en este
punto se entregaran los métodos mas reconocidos y presentados en diferentes
publicaciones cientificas que han sido usados  para la obtencion de muestras cuali o
cuantitativas de quistes en sedimento.

Para el muestreo superficial se pueden utilizar diferentes métodos , dependiendo de los
objetivos planteados en el estudio. Las trampas de sedimento se utiliza n cuando se quiere
conocer el nimero y la tasa de produccion de quistes de una especie. Si se desea conocer
la presencia de ciertas especies o las variaciones de las comunidades de quistes es
preferible utilizar un sacatestigo o un box core. Las dragas, ya sea de arrastre o de
mandibulas no son recomendables ya que pueden perder material ligero, en los cuales se
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encuentran muchos quistes recién formados. A continuacion se detalla los p rincipales
métodos de muestreo.

1.3.1 Método de la Trampa de sedimento

Este método esta disefiado para colectar los quistes que se estan hundiendo en la
columna de agua antes de que se depositen en el fondo marino y para obtener
informacién sobre la comunidad planctdnica que se refleja en la comunidad de quistes
recogida en la trampa. Las muest ras tomadas con trampa de sedimento se recomienda
utilizarla para solo para analisis cualitativos por las siguientes razones 1) No existe un
disefio estandar ampliamente aceptado de trampa de sedimento, ni de protocolos de
sedimentacion. Las corrientes marinas afectan el comportamiento de los quistes en su
hundimiento, la forma de la trampa y su posicion en la columna daran diferencias
cuantitativas en la concentracién de los quistes, 2) Los materiales resuspendidos del fondo
podrian depositarse en la trampa , lo cual complica la interpretacion de los datos de
sedimentacion.

1.3.2 Método de la Sonda sacatestigo (core)

Es un instrumento utilizado en geologia, que permite recuperar una columna de sedimento
de los primeros metros del fondo marino. Se utiliza p rincipalmente en sedimentos finos y
no consolidados que no deforma ni distorsiona la muestra al extraerla. Por lo tanto se
recomienda cuando se desee conocer el nimero y distribucién de los quistes de una
especie. En la figura se muestra un core de graveda d TFO que fue disefo por el
Laboratorio de Oceanografia Pesquera de la Universidad de Tokio (TUFOL). Este equipo es
apto para zonas costera someras a las que se puede acceder con pequenas
embarcaciones. Algunos investigadores prefieren utilizar diametros mayores que los
disefiados por TUFOL (5 cm en vez de 2,2 cm). Si se desea tomar muestras de sedimentos
de mayor longitud, también es (Util los saca testigos de piston.
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Figura 9. Sonda Sacatestigo disefiada por el Laboratorio de Oceanografia Pesquera de la
Universidad de Tokio. Matsuoka & Fukuyo (2000).
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1.3.3 Método del Succionador de sedimentos

Este es un sistema descrito por Dale & Dale (2002) y de muy facil uso. Esta fabricado con
un bulbo de una propipeta y un embudo con peso pegado en el extremo 0 puesto a un
tubo plastico de casi 20 m longitud.  El embudo se baja cuidadosamente hasta el fondo
del mar, luego se succiona el sedimento con la ayuda del bulbo y de las valvulas de
compresion hasta que el sedimento llegue al embudoy a la parte inferior del tubo de
polietileno. Una vez tomada la muestra, el sedimento, esta se vacia a un conteiner
plastico con la ayuda del bulbo y de las valvulas de compresidon por un mecanismo

reverso. Este sistema puede ser manipulado desde un bote o desde la playa y per mite
succionar los primeros centimetros de los sedimentos incluyendo la capa floculante.

Pv

! bulbo propipeta de goma

! bulbo de conexian del

tubo de cobre al tubo
l}.__..___ e de polietileno

\\ tubo transparente

flexible de polietileno

+— Sc )

! embudo plastico

- Lead
weight

Figura 10. Succionador de sedimentos utilizado para colectar las primeras capas de los
sedimentos marinos (Pv: valvula de compresion ; Sc: Abrazadera). (Dale & Dale, 2002).
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En la tabla que se adjunta se muestra un resumen de las técnicas de muestreos,

metodologias de preparacién de muestras, concentraciones y unidad de expresién de los

resultados utilizadas en los estudios de quistes de Alexandrium sp.
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Tabla 2. Métodos de muestreo utilizados en estudios sobre la distribucion quistes de

Alexandrium sp en sedimentos (Genovesi et al, 2007). RC: quistes de resistencia.
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2. Metodologias de Analisis

2.1 Muestras Cualitativas
2.1.1 Requerimientos PSMB: LAB-NT5

Se sugiere trabajar con la muestra sedimentada. Tiempo minimo de sedimentacion: 3
horas. Se analizaran 3 réplicas de la muestra de red decantada de 0,1 ml c/u, usando
cubreobjeto de 18 x 18 mm. Se promediara el nimero de células por répl ica.

La observacion y analisis microscopico debe hacerse en microscopio con contraste de fase.
Se permitira el uso de otros tipos de microscopios siempre y cuando permita una imagen
igual o mejor que el microscopio de contraste de fase y su tecnologia se encuentre
validada para el andlisis por publicaciones cientificas reconocidas.

El resultado se asigna al nivel que corresponda de la tabla de abundancia relativa (ver
escala).

Escala de abundancia relativa

Debido a las diferencias entre taxones y sus in terrelaciones, la escala no puede ser Unica.
Se debe implementar escalas para las principales especies nocivas.

1. acata, 1.
acuiminata,

Alexandrium . .
S e AL catenella, Pseudo-mitzschia
) ostenteldi, , ) .
IHscala , . Protoceratium spp-. australis v
Protoperdinium . .
) reticulatum | pseudodelicatissima
Crassipes,

Prorocentrum

MICHNS,

Ausente 0 0 0 0
Raro 1 1 -5 | -2 1 — 10
iscaso 2 60— 15 3—-10 11 —350
Regular 3 16— 35 11 —42 51 =210
Abundante 4 36 —75 43170 211 — 850
Muv abundante 5 76 — 155 171 — 6R2 851 — 3410
Pastremadamente 6 156 — 315 683 -2730 | 3411 - 13650
abundante
Hiper abundante 7 316 - 635 2731 - 10922 13651 — 54610

Tabla 3. Escala de abundancia relativa segiin LAB-NTS5.

Estas escalas se mantendran hasta que se puedan implementar escalas propias de las
macrozonas norte y sur del pais.
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2.1.2 Requerimientos Reglamento Plagas: Informe Técnico N° 2168/2008

Se sugiere trabajar con muestra sedimentada. Se analizaran 3 réplicas de 0,1 ml c/u de la

muestra de red decantada, usando cubre objeto de 18 x 18 mm. Se promediara el nimero
de células por réplica. La observacion y analisis microscdpico debe hacerse en microscopio

con contraste de fase. Para la definicion y escala de abundancia se usaran los niveles
descritos en la tabla siguiente:

Escala de Abundancia Relativa

Definieion de nivel de ESCALA A. catenella (cél./L)
Ausente 0 0

Raro 1 1-2
Escaso 2 3-10
Regular 3 11 =42
Abundante 4 43 -170

Muy abundante 5 171 - 682
Extremadamente abundante ) 683 — 2730
Hiper abundante 7 2731 = 10922

Tabla 4. Escala de abundancia relativa en Informe Técnico N° 2168/2008.

2.1.3 Observaciones y comentarios

El analisis cualitativo de la muestra de red es esencial en programas de seguimiento de
especies potencialmente nocivas, ya que, segun Reguera (2002), permite:

Registrar especies de interés que se encuentran en concentraciones inferiores a los
niveles de deteccion (10 - 40 cel’L™) de los analisis cuantitativos con camaras de
sedimentacion;

Deteccién inmediata de advecciones rapidas de densas poblaciones de organismos
nocivos, lo que puede dar lugar a tomar decisiones urgentes, tal como el «cierre
cautelar» de la extraccion de bivalvos, sin esperar a los resultados de los analisis;
Observar in vivo la morfologia y comportamiento natatorio de flagelados desnudos
dificiles de identificar en muestras fijadas;

Permite manipulaciones y tratamientos, necesarios para la identificacién
taxondmica de ciertas especies, imposibles de llevar a cabo en los individuos
sedimentados en las camaras.

La escala de abundancia relativa fue utilizada por primera vez por Avaria (1965); y ha sido
modificada por Guzman et al (2002) y Molinet et al (2003), entre otros. La escala
propuesta para ambas Normas Técnicas corresponde a las modificaciones realizadas por
Guzman et al (2007).

La escala propuesta no posee un nimero elevado de niveles (del orden de 7 u 8 niveles),
y los rangos han sido establecidos usando un criterio objetivo, en el que el nivel mas alto
de la escala (en este caso hiperabundante) al calificar la abundancia relativa no incorpor a
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estimaciones numérica que excedan el limite maximo de este rango superior. Se usa una
progresion geométrica de la escala para cada nivel, intentando simular en forma empirica
el crecimiento de poblaciones fitoplanctdnicas del tipo logaritmico o exponenc ial; y que
reflejan en el ambiente la alta variabilidad entre muestreos consecutivos que pueden
iniciar con una abundancia escasa o regular para rapidamente alcanzar niveles muy
abundantes o extremadamente abundantes.

La estimacidn de abundancia relativa es una herramienta que se aplica en los monitoreos
de la region de Magallanes desde 1994 hasta la fecha, y ha mostrado ser eficiente para
representar mas apropiadamente la distribucion de Alexandrium catenella, ademas de
proveer una estimacion semi -cuantitativa de la abundancia del taxén.  Los resultados
muestran la mejor representatividad de las estimaciones de abundancia relativa por sobre
aquellas de la densidad de A. catenella, aunque estas Ultimas son mas precisas, pero las
estimaciones de densidad en muchos casos son inconsistentes debido a que la forma
vegetativa de esta microalga no es detectada en los muestreos integrados, y menos aun
en los muestreos a profundidades discretas. Las graficas que se presentan en la figura 11
reflejan las diferencias entre ambas estimaciones, evidenciando la mayor sensibilidad en la
deteccion del método de abundancia relativa respecto del de la densidad.  Por tanto, las
estimaciones de abundancia relativa permiten establecer con mayor certidumbre las areas
de distribucion geografica del taxon, y ademas presentarlas en una escala ordinal
consistente con la abundancia de la especie en la naturaleza. Estos antecedentes son
relevantes para la adopcion de deci  siones para especies plaga FAN. Aunque las
estimaciones de abun dancia relativa y densidad estan correlacionadas, no existe entre
ambas variables una relacion Unica, por lo que no es posible predecir la densidad a partir
de estimaciones de la abundancia relativa. Pero se ha mostrado que a partir de
estimaciones de la abundancia relativa es factible disponer de una alerta temprana del
comportamiento de toxicidad en los mariscos.
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Figura 11. Comparacion entre estimaciones de Abundancia relativa y Densidad (cél/L) de
Alexandrium catenella para estaciones de monitoreo en la regién de Aysén para el
periodo 2007-2008.

Por lo tanto, la abundancia relativa es un estimador semicuantitativo de la abundancia
registrada en un area y periodo determinado. La escala prop uesta se ha ajustado a los
resultados obtenidos dentro de la mac rozona de la X a la XII region, durante un periodo
de monitoreo de casi 3 anos, y se han adaptado las escalas adecuadas para cada especie,
de acuerdo a los propios rangos de variacion obtenido s con la metodologia de analisis
descrita (Guzman et al, 2007).

Las princpales consideraciones para este método se refieren a que se debe trabajar con la
muestra sedimentada, lo que implica un mayor tiempo de decantacion, el cual puede

variar entre 4 a 12 horas. Las alicuotas de 0,1 ml que se toman del fondo del frasco que
contiene la muestra, pueden ser dificiles de obtener cuando la pipeta o gotario que se usa
se tapa por exceso de material aglomerado; pero se debe insistir hasta obtener una
alicuota que recoja la cantidad de muestra requerida  (Figs. 12 y 13). Finalmente, si la
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muestra se encuentra muy concentrada, es recomendable realizar diluciones que faciliten
la identificacion y contaje de los organismos nocivos, pero no se deben alcanzar diluciones
muy elevadas en las que se pierdan las células de organismos nocivos que se pueden
encontrar en bajos nimeros. En esas ocasiones, se pueden realizar diluciones de entre 3
a 5 veces, pero es necesario tener presente que esta dilucién debe ser usada como  un
factor de correccion para obtener los valores reales de abundancia relativa de las especies
nocivas detectadas (en este caso de  Alexandrium catenella), y asignar el nivel de
abundancia relativa correspondiente.

Figura 12. Preparacién de muestras de fitoplancton cualitativo para el
analisis de abundancia relativa (Archivo IFOP).

Figura 13. Microscopio con
contraste de fases, para
analisis de muestras
cualitativas (Archivo IFOP).
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2.2 Muestras cuantitativas
2.2.1 Requerimientos PSMB: LAB-NT5

Para la determinacion de la concentracién de células se debe aplicar el método de
Utermohl (1958), utilizando cubetas de sedimentacion. El volumen utilizado (5, 10 6 20
ml) dependera de la abundancia de la muestra. El tiempo de decantacion debera
estimarse para los distintos volimenes. Se sugiere estandarizar el volumen utilizado en 10
ml. El tiempo de sedimentacién minimo para 10 ml de muestra es 6 horas. Para el contaje
se requiere microscopio invertido y preferentemente con contraste de fase. Se debe hacer
con objetivo de 10x 6 20x y debe ser total. Los resultados se deben expresar en células
por litro (cél/L).

2.2.2 Requerimientos Reglamento Plagas: Informe Técnico N° 2168/2008

Para la determinacion de la densidad se debe aplicar el método Utermohl (1958),
utilizando cubetas de sedimentacién. El volumen utilizado (5,10 6 20 ml) dependera de la
abundancia de la muestra. El tiempo de decantacion debera estimarse para los distintos
volimenes. Se requiere para ello microscopio invertido y preferentement e con contraste
de fase. Los resultados se podran expresar en células por litro (cél/L).

2.2.3 Observaciones y comentarios

Esta metodologia, ampliamente conocida y usada en cuantificacion de fitoplancton, por su
utlidad para cuantificar organismos en baj as concentraciones en muestras cuantitativas ,
requiere de ciertas consideraciones a fin de asegurar resultados confiables. Se entregan
los mas relevantes obtenidos de Hasle (1978), Alveal et al (1995), Reguera (2002),
Andersen & Throndsen (2004), UNE-EN15204, (2007):

Las camaras usadas y que son originalmente recomendadas en la literatura son las
de sedimentacion (Figuras 14 y 15). Otras camaras de uso comun, como Palm er-
Maloney o Sedgewick -Rafter pueden ser Utlies en casos de elevadas
concentraciones de organismos de facil identificacién; dado que el menor volumen
que pueden contener no permite detectar especies en bajas concentraciones; y los
fondos gruesos de estas camaras, especialmente la Sedgewick -Rafter no permiten
una visién tan nitida de los orga  nimos que facilite una buena identificacién de
algunas especies.

Se requiere una homogenizacion adecuada de la muestra previo a su vertimiento
en la cdmara de conteo. Esto se logra con la agitacién suave, volteando el frasco
con muestra entre 100 a 200 veas a mano.

La sedimentacion debe ser homogénea en la cdmara para lograr una distribucién al
azar de los organismos en la cdmara; para ello, el vertimiento debe ser suave y no
forzado (p. €j. uso de propipetas), se deben mantener las cdmaras durante la
sedimentacién sobre una superficie horizontal, sin vibraciones, y en un ambiente
sin grandes variaciones de temperatura.

El tiempo de sedimentacién se ve afectado por el volumen de la muestra a
sedimentar, lo cual incide en la altura de la cdmara a utilizar ; el fijador usado y la
dimension lineal de las células a contabilizar. Algunas recomendaciones generales
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entregadas por las publicaciones revisadas indican 3 a 8 horas para decantar 10 mi
o bien 3-4 horas por cm de altura de cdmara de decantacion.

50 ccm

ﬁ — = ...
¥

L 1

Figura 14. Cilindros de sedimentacion (Hasle, 1978).

Figura 15. Preparacion de muestras de fitoplancton cuantitativo para analisis con el
método de Utermohl (Archivo IFOP).

Otro aspecto altamente relevante de esta técnica es cuantas células contar para obt ener
una estimacion confiable de la abundancia y composicion de la muestra, sin incrementar el
esfuerzo, y hacer con ello mas eficientes los analisis . Dada la complejidad del tema, no se
tratara en detalle en este punto y para obtener una buena aproximaci on se puede
encontrar en cualquiera de las publicaciones mencionadas previamente.
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Sin embargo, es recomendable y necesario que, aun cuando la abundancia total de la
muestra o de algunos organismos sea tal que requiera ser diluida o contada por franjas o
campos, hacer una revision total de la cdmara de conteo para detectar especies que se
encuentren en bajos nimeros y que puedan ser relevantes para el estudio en desarrollo,
como el caso de un monitoreo de microalgas nocivas.

2.3 Sedimentos para quistes

Ninguna de las normativas propone una metodologia para el andlisis de las muestras de
sedimento para observacion de quistes de Alexandrium catenella. A continuacion se
entrega el Protocolo de la técnica de tamizado de las muestras (extraido de Matsuoka &
Fukuyo, 2000):

2.3.1 Técnica de Matsuoka & Fukuyo, 2000 (extracto)
Materiales:

Tamices de abertura de malla de 106 yumy 20 um.
Espatula o cuchara metalica

Vasos precipitados- 250 mL, 100 mL y 20 mL

Agua de mar filtrada 1 micrén

Sonicador marca B. Braun Biotech, modelo Braun-Sonic
Camaras Sedgewick-Rafter

Placa petri

Pipetas Pasteur

Microscopio de luz con contrate de fase

Paso 1. Extraer con un cuchara metalica sedimento del envase plastico, para
depositarlo en un vaso plastico hasta completar un volumen de 5 cm®.

Paso 2. Traspasar los 5cm™ de sedimento a un vaso precipitado de 100 mL. Limpiar el
contenido del vaso con agua de mar filtrada, para asegurar que toda la
muestra se haya extraido. Aforar a un volumen de 80 mL con agua de mar
filtrada.

Paso 3. Llevar el vaso precipitado al sonicador marca B. Braun Biotech, modelo Braun —
Sonic, para realizar el proceso de sonicacion, por un periodo de 60 segundos, a
una frecuencia aproximada de 40 TL.  La finalidad del sonicado es separar los
quistes de las particulas adheridas.

Paso 4. Una vez finalizado el proceso de limpieza, se procede a filtrar la muestra. Para
ello, la muestra debe pasar por dos tamices, uno de 106 um vy el otro 20 um.

La filtracion se puede ayudar con agua de mar filtrada. Los quist es vy las
particulas finas pasan a través del tamiz de 106 pm y se acumulan en el tamiz
de 20 micras.
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Paso 5. Transferir el material retenido en el tamiz de 20 micras a una placa Petri,
removiendo las particulas con agua de mar filtrada.

Paso 6. La placa se gira con movimientos circulares, formando un remolino, de forma
que los quistes y las particulas ligeras se separen de los granos arena mas
pesados. Tras este proceso, los quistes y otras particulas finas se concentran
en el centro de la placa.

Paso 7. Verter cuidadosamente el agua sobrenandante con los quistes en suspensién a
un vaso precipitado y aforar con agua de mar filtrada a un volumen final de 20
mL.

Paso 8. Cuantificar el nimero de quistes utilizando una camara Sedgewick Rafter bajo
un microscopio de contrate de fase. Se recomienda contar un total de tres
réplicas por muestras.

Paso 9. Para obtener el nimero de quistescm 2, se multiplica el promedio de los

quistes encontrados por el volumen de aforo (20 mL) y luego se divide por el

volumen de la muestra (5 cm ).

e W L
Jﬁdi

Extraer 5 cc de Llevar a un volumen

muestra de De 80 ml Sonicar 1 min Filtrar I_a muestra
i en tamiz de 106 y

sedimento on tam

naY. L ﬁ

Verter el agua sobrenadante

Agitar formando

Transferir toda la un remolino a un vaso precipitado y afadir Extraer 1ml
muestra retenida agua de mar filtrada hasta de muestra y analizar bajo
en el tamiz de 20 um llegar a los 20 ml microscopio

a placa petri
Figura 16. Metodologia de Analisis de Quistes de Dinoflagelados en Sedimento
Extraido de Matsuoka y Fukuyo (2000).

2.3.2 Almacenamiento y fijacion de las muestras de sedimento:

Las muestras de sedimento para analisis de quistes se pueden mantener sin fijacion por
un periodo de tiempo, si son almacenadas a temperaturas bajas, condiciones an dxicas y
oscuridad. El rango de temperatura de almacenamiento para las especies de ambientes
temperados es de 2-4 °C. Para evitar los estimulos luminosos se recomienda envolver los
frascos con papel aluminio. Las condiciones an Oxicas se mantienen llenando los frascos
hasta el borde con agua de mar, para luego cerrarlos en forma apretada, tomando la
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precaucion de no dejar burbujas en el frasco.  Sin embargo, el método mas idéneo para
prevenir la germinacion de los quistes es introducir gas nitrdgen o en los viales de las
muestras.

Como los quistes pueden mantenerse vivos por un largo periodo de tiempo, la fijacion no
se utiliza comUnmente. Ademas, los fijadores pueden modificar la apariencia del
contenido de ellos, caracter que es importante en la identificacion. En el caso que se
decida fijar la muestra, se utilizan formalina neutra y glutaraldeh ido (Matzuoka & Fukuyo,
2002). Para muestras refinadas (después de la limpieza) es recomendable el uso de la
formalina neutra (2 -3%) o glutaraldehido (10%) . Si se desea fijar la muestra de
sedimentos, se adiciona formalina (37%) a una concentracion final de 5 -10%.

3. Identificacién de dinoflagelados de interés
3.1 Técnicas de identificacion de dinoflagelados en microscopia dptica

Casi todos los géneros de dinoflagelados tecados son clasificados de acuerdo a la
configuracion de sus placas (Taylor et al., 2004). Por ello, estas caracteristicas son e n
algunos casos esenciales para la correcta identificacion de especies, sin embargo, la
microscopia de luz convencional no siempre es adecuada para estos propositos. Es
necesario realizar algunas modificaciones o actividades extra, las cuales se entregan a
continuacién:

3.1.1 Separacion de placas
El método mas simple y barato, pero el que requiere mas esfuerzo y dedicacion es la

separacion de placas, por medio de secado de la muestra o de la adicidn de hipoclorito de
sodio, y posterior presion del cubreobjeto para desarmar y observar las placas (Fig. 17).

Discerning the plate pattern |

Figura 17. Separacion de placas.
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3.1.2 Tincidn de placas

La solucién para tincion IF (Imamura y Fukuyo), de acuerdo a Taylor et al. (2004), es
preparada con:

2.6 g yodo

5.0 g potasio de yodo
4.0 g hidrato de cloral
10 ml agua destilada

Esta solucion facilita la observacion de placas cuando son separadas siguiendo las
indicaciones del punto 3.1.1 (Fig. 18)

Figura 18. Placas desarmadas y tefiidas (Fukuyo, 2000).
3.1.3 Campo claro — Contraste de fases - Epifluorescencia

Estas técnicas de microscopia son aplicadas para la visualizacion de dinoflagelados y otros
organismos, arrojan distintos resultados . Como ya se ha mencionado, la microscopia
tradicional de campo claro no permite distinguir claram ente las placas de los
dinoflagelados; mientras que el contraste de fase, ainque Utill para muchos otros
organismos, en dinoflage lados . Mientras que la epifluorescenci a, cuando se aplica
Calcofluor u otro compuesto similar de acuerdo a la técnica descrit  a en Fritz & Triemer
(1985) y Taylor et al (2004), las placas son facilmente discernibles sin mayor esfuerzo o
preparacion extra (Fig. 19). Sin embargo, el costo de este equipamiento aln hace que la
técnica no sea accesible para la mayoria de los laborato rios.
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bright field : epi-fluorescence
Figura 19. Comparacién de dlnoﬂagelados observados con las técnicas descritas
(Larsen, 2008).

3.2 Fase vegetativa
3.2.1 Tabulacién en dinoflagelados

La tabulacion se refiere al conteo e identificacion de placas en una serie especifica. El
sistema Kofoidiano de nomenclatura de placas hay 6 series transversales principales:
apical ('), intercalar anterior (a), precingular ("), postcingular ("), intercalar posterior (p) y
antapical (""). A estas series se les asigna un nimero de acuerdo a la cantidad de placas
que el dinoflagelado tiene en ellas, y se le denomina Formula de placas a la tabulacién de
estas series para un dinoflagelado.

Otros componentes se han agregado a la férmula, como el APC (complejo del poro ap ical),
compuesto por Po (placa del poro), y placa X (o preapical) ; ademas de las placas sulcales
y cingulares (Steidinger & Tangen, 1997; Fig. 20).
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Figura 20. Esquema de tabulacion de un dinoflagelado peridinioide
(Adaptado de Larsen, 2008).

Comparacién entre Gonyaulacales y Peridiniales

Muchas especies tdxicas pertenecen al grupo de dinoflagelados gonyaula cales. Por su
similitud con los peridini ales, y porque éstos los Ultimos se encuentran dentro de los
componentes mas comunes de dinoflagelaods tecados en muestras de fitoplancton en la
zona, es relevante presentar ciertos aspectos basicos que permitan distinguirlos.

Algunas de las diferencias principales entre dinoflagelados peridini ales y gonyaulacales se
muestran en la Figura 21. Los dinoflagelados gonyaula cales presentan asimetria general
en el arreglo de sus placas (Fig. 21A y B); la placa X o preapical nunca esta presente (Fig.

21C) (Larsen, 2008).

La tabulacion general de la zona apical de los peridi niales se expresa como 4', 33, 7";
mientras que la de los gonyaulacales se expresa como 4', 6" (Fig. 22)
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Figura 21. Diferencias entre las placas de dinoflagelados peridinioides (der) y gonyaulacoides (izq)
(Adaptado de Larsen, 2008).

Protoperidinium Alexandrium

Figura 22. Tabulacion apical de dinoflagelados peridiniales y gonyaulacales (Larsen, 2008).
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3.2.2 Gonyaulacales

Dentro de este grupo, el género Alexandrium es el que cuenta con mayor cantidad de
especies productoras de veneno paralizante, aunque no todos sus miembros son tdxicos
(Taylor et al, 2004).

Presenta la formula de tabulacion apical descrita para el grupo de gonyaulacales (4', 6") y
aungue se observa, como en otros géneros del grupo, un grado de torsidn que genera
asimetria en las placas, no hay sobreposicién del cingulum, sino que sélo un leve
desplazamiento de alrededor 1 a 1 ,5 anchos del cingulum (Steidinger & Tangen, 1997;
Fig. 23A). El APC tiene una placa en forma triangular que es la placa del poro o Po y una
abertura como ranura en forma de coma (poro apical), en algunas especies se  presenta
un segundo poro ubicado en la placa o poro de unién anterior (Taylor et al, 2004; Fig.
230C).

Las principales caracteristicas que permiten identificar especies dentro de este grupo son

la morfologia de la placa 1' y 6"; la presencia/ausencia del poro ventral, morfologia de

APC, sa y p(zonas en gris en la Fig. 23), forma y tamafo general y formacién de cadenas.
Las medidas que se realizan para estimar tamafios son la longitud (apice  -antapice) y el

transdidametro (medida del cingulum sin considerar los bordes o listas sulcales)

Complejo del poro apical (APC)
Poro ventral :

-~

A AN ,

'y AN
(AT (<

e h L
2) ™) .‘? S \
N TN / 1 4

\ HIA \\
- \\-. \"\ / IL'
(A ‘“-/:«-1\ Y/

Placa del poro (Po) ~ -
G

\

Poro de unién anterior %—ﬁ ““Poro apical (coma)

P :-3:..“ Poro de unién ____7—
e RS
il A |
.'L--.

{ ™. posterior .7 s it
. ‘\Ip F 4 i J I '1 :

" Placa sulcak_ [ 3" (€
- posterior
Figura 23. Arreglo de las placas en el género Alexandrium. A: Vista ventral;
B: Vista dorsal; C: Complejo del poro apical (APC); D: Vista apical; E: Vista antapical
(adaptado de Balech, 1995 y Larsen, 2008).
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Alexandrium catenella

El Informe Técnico N° 2168/2008 indica que " Para el estudio de dinoflagelados se sugiere
utilizar como guia taxondmica el trabajo de Fukuyo & Taylor (1989); y también, en
Internet  se pueden encontrar direcciones de orientacion al tema (e.g.
www.nmnh.si.edu/botany/projects/dinoflag/Taxa/Acatanella.htm)". Esta Ultima referencia
es la mas util, al contener una buena descripcion de la especie y lam inas con figuras de las
principales caracteristicas de la especie, las que se entregan en la Figura 24.

Otras descripciones se encuentran en Stedinger & Tangen (1997); Balech (1995, 2002) y
Taylor et al (2004); todas éstas resaltan que se presenta en largas cadenas, es de tamano
medio a pequefio (longitud 20-40mm, transdiametro 18-37 mm), presenta compresion
antero posterior, con Po ancha, y con poro de unién anterior ubicado en la zona dorsal
derecha de la placa Po, y la ausencia de poro ventral en la pla ca 1'. Estas caracterist icas
también se destacan en la Figura 25 y una fotografia de una tipica cadena observada en
muestras de la XI regidn se entrega en la Figura 26 .

foramen’

—

e

b
ot —:1..‘
‘!

reckawn bor Balech 15595)

Figura 24. Alexandrium catenella. 1: MEB: vista ventral; 2: MO: cadena de 4 células;
3. MO: vista apical y Po; 4. MEB: APC con Po, aap (poro de union anterior); 5: esquema
con detalle de placas; 6: MO: quistes de resistencia
(Fuente: www.nmnbh.si.edu/botany/projects/dinoflag/Taxa/Acatanella.htm).
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Photos: Y. Fukuyo Alexandrium catenella

Figura 25. Alexandrium catenella (Fukuyo, 2000).

Figura 26. Alexandrium catenella en muestra de la region de Aysén (Archivo IFOP) .
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Alexandrium ostenfeldii

La descripcién que entrega Taylor et al (2004) destaca que tiene una forma globosa, y la
primera placa apical (1') se distingue por tener el margen superior derecho abruptamente
céncavo con un gran poro ventral excavado en el borde, en el punto de inflexion (Figs. 27-
29). Su longitud es en promedio mayor que el de A. catenella, con 40-56 nm de
longitud y 40-50 nm de transdidmetro. Se asemeja a A. peruvianum, y Balech (2002)
considera que ambas pueden ser variedades de la misma especie.

Esta especie ha sido detectada en la zona en forma poco frecuente y en bajas
abundancias; y por el hecho de no formar cadenas, es mas dificil su identificacion, es
probable que esta especie pueda ser confundid a con otros dinoflagelados tecados como
Protoperidinium o Scrippsiella. Solo la revision de sus placas, especialmen te la 1',
permite identificarla correctamente (Fig. 29b).

Aléxandrium ostenfeldii

Figura 27. Alexandrium ostenfeldii. Observacion de forma general y caracteristicas
diagndsticas de la especie (Larsen, 2008) .
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)

— a) b)

Figura 29. Alexandrium ostenfeldii. a) Diagrama de las placas segun Balech (1995);
b) Fotografia de un especimen dudoso, probable A. ostenfeldii encontrado en muestras
de la regién de Los Lagos (Archivo IFOP).
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Alexandrium tamarense

Steidinger & Tangen (1997) y Taylor et al (2004) la describen como una especie de
tamafio mediano a pequefio, con forma variable, algo pentagonal y la hipoteca es algo
trapezoidal, a veces el lado izquierdo es mas largo que el derecho. La primera placa apical
(1") tiene un pequefio poro ventral. Es solitaria, pero puede ocurrir en pares  (Figs. 30 y
31).

Esta especie no ha sido registrada en la zona, pero es detectada en la costa de Argentina
hasta el Canal Beagle, siendo entones probable que también esté presente al menos en la
zona sur del pais.

Alexandrium
tamarense

Flgura30 Alexandrium tamarense Observauon de f0|:'n‘1m:;1‘I general y caracteristicas
diagnosticas de la especie (Larsen, 2008) .
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o
Balech 1995 &

Figura 31. Alexandrium tamarense. (Larsen, 2008).

Protoceratium reticulatum

El género Protoceratium también pertenece al grupo de los gonyaulacales; pero la
tabulacién de la epiteca es distinta, su férmula se expresa como 3', 6" . La especie
Protoceratium reticulatum tiene como sinénimo la especie  Gonyaulax grindleyi
(Steidinger & Tangen, 1997). Taylor et al. (2004) la describen como células ovales y
fuertemente pigmentadas, con un desplazamiento cingular del tipo gpnyaulacal. El
cingulum es anterior al punto medio de la célula (la hipoteca es mayor que la epiteca). La
superficie esta densamente reticulada de tal forma que las suturas de las placas son
dificiles de ver en una célula intacta  (Figs. 32y 33) . La primera placa apical (1') es
angular con lados largos y paralelos y un poro ventral prominente en su lado izquierdo,
también esta presente el APC. Longitud 28-53 nm, transdiametro 25-45 nm.

Figura 32. Protoceratium reticulatum. Observacion de aspecto general
(Fukuyo, 2000).
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Figura 33. Protoceratium reticulatum. a) Aspecto general a través de MEB (© Alfred
Wegener Institute); b) Fotografia de especimen encontrado en muestras de la XI regién
(Archivo IFOP).

3.2.3 Dinophysiales

Este grupo, junto con los prorocentrales, pertenece a los denominados como "bivalvos",
los cuales presentan la teca usu almente aplastada bilateralmente, esta formada por dos
valvas, derecha e izquierda. En los dinophysiales, el cingulum esta bordeado por un par
de formaciones membranosas o aletas. En el borde ventral, generalmente estrecho, se
ubica el sulcus, delimitado a ambos lados por las aletas sulcales (Balech, 2002). Una
representacion de estas caracteristicas se entrega en la Figura 34.

Figura 34.
Terminologia Dinophysis

. Lado ventral

. Lado dorsal

. Cingulum

. Lista sulcal izquierda
. Lista sulcal derecha
. Longitud célula

. Linea media

8. Ancho célula

NOUDhAWN -

(Adaptado de Larsen, 2008).
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Las caracteristicas morfolégicas que identifican a las especies dentro del grupo son el
contorno general en vista lateral; relaciones entre los eje s longitudinal y medio, apéndices
0 espinas posteriores profundida y espesor de la epiteca en vista lateral, forma de las
aletas sulcales (Balech, 2002) . La configuracion de las placas y caracterisitcas
morfologicas de las placas pueden tener importancia en taxonomia, pero es prematuro
separar especies sobre la base de variaciones menores (Taylor et al, 2004). En todo caso,
el género requiere una revision para distinguir o unificar ciertas especies que presentan
variaciones morfoldgicas que las hacen similares entre si.

Dinophysis acuta

Células grandes, en vista lateral, células ovoides con extremo posterior puntudo. La parte
posterior de la hipoteca muestra una forma triangular. Profundidad dorso -ventral maxima
bajo la mitad de la longitud de la célu ka (Fig. 35). Longitud 54-94 nm, y profundida dorso
ventral 43-60 nm.

i d
Fig. 35. Dinophysis acuta. Forma general (Larsen, 2008).
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Se ha observado que existen algunas diferencias entre ejemplares de Noruega y Japdn
(Taylor et al, 2004), y Hemisferio Norte y Chile (Lassus et al, 1998; Fig. 36)).

.. . b)
Figura 36. Dinophysis acuta. a) ejemplares de Chile; b) ejemplares del Hemisferio
Norte (Lassus et al, 1998).
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Dinophysis acuminata

Son células ovales 0 a menudo oval elongadas en vista lateral. Profun didad dorso ventral
maxima cerca de la longitud media. Epiteca baja, plana o débilmente convexa, invisible
en vista lateral. Antapice es redondeada y suave, o con algunas pequenas protuberancias
(Fig. 37). Longitud 40-50 nm, profundidad dorso-ventral 30-40 nm.

La morfologia de esta especie es variable, y pueden encontrarse formas que se asemejen
a otras especies.

» ’ '_I"
N -
e — f

Figura 37. Dinophysis acuminata. Forma general (Larsen, 2008).
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3.3 Fase de resistencia (quistes)
3.3.1. Caracteristicas generales

Los dinoflagelados se presentan la mayor parte de su ciclo de vida como organismos
flagelados libres que se reproducen en forma asexual por division binaria. En ciertas
condiciones ambientales se producen los gametos, los cuales se unen para dar origen a un
zigoto movil (planozigoto). Los planozigotos de algunas especies puede producir una
meiosis en plancton, mientras otros dinoflagelados, después de algunos dias en plancton,
pierden sus flagelos y forman una pared celular nueva, resistente a las condiciones
ambientales adversas. Estas células se depositan en los sedimentos como un hipnozigoto
0 quiste de resistencia.

Se conoce que alrededor del 20% de las especies de dinoflagelados producen quist es de
resistencia, incluyendo varias especies que producen FAN:  Alexandrium andersonii,
Alexandrium affine, Alexandrium fundyense, Alexandrium catenella,
Alexandrium minutum, Alexandrium tamarense, Pyrodinium bahamense,
Lingulodinium polyedra, Protoceratium reticulatum, Gymnodinium catenatum.
En el caso del género  Dinophysis, se han observado quistes de resistencia en dos
especies, D. acuta y D. tripos (Moita & Sampayo, 1993) pero éstos no han sido
estudiados en detalle en su morfologia, ni la estructura d e la pared y del arqueopilo.
Tampoco nunca se han observado en sedimentos recientes.

Las caracteristicas encontradas en las paredes de algunos quistes pueden reflejar
caracteristicas de los estadios vegetativos, por ejemplo sulcus, cingulum o los patron es de
las placas. Sin embargo, estas caracteristicas son estructuras independientes de las
paredes de los estados vegetativos. En la terminologia de quistes es comun usar el prefijo
“para” para describir estas caracteristicas morfoldgicas (e.g. parasulcus, paracingulum).

Las principales caracteristicas morfoldgicas utilizadas para la identificacion de quistes son
la forma del quistes y su ornamentacion, estructura y color de la pared, y tipo de
arqueopilo o abertura a través de la cual sale al exterior | a célula de germinacion. En
general, la forma de los quistes es simple, lo que hace imprescindible emplear una
combinacién de caracteres, tales como el tipo de arqueopilo, morfologia de las
ornamentaciones, estructura y color de la pared celular, y paratabulacion.
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Figura 38. Comparacion entre la nomenclatura utilizada en la fase vegetativa y en los
quistes de los dinoflagelados.

La pared celular esta constituida por un biopolimero, de estructura similar a la
esporopolenina de las esporas y de los gra nos de polen de las plantas superiores, y rara
vez de carbonato de calcio (e.g. Scrippsiella). La pared de los quistes puede ser lisa u
ornamentada, estas Ultimas son prolongaciones de la pared celular parecidas a procesos y
levantamientos. El color de la pared es variable, pero la mayoria de las veces es
transparente, amarillo palido, marrén o marron palido.

Matsuoka & Fukuyo (2000), proponen una clave para la identificacion de quistes de
dinoflagelados en base al color de la pared celular, forma del quiste y ornamentaciones. A
continuacién se muestran las Figuras 17 -1, 17-2 y 17-5 que permiten la identificacion de
los quistes de A. catenella y P. reticulatum. Si desea obtener el resto de las claves
debe dirigirse a Matsuoka & Fukuyo (2000) y/o westpac-Hab.
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CLAVE DE IDENTIFICACION DE QUISTES DE DINOFLAGELADOS

(Matsuoka & Fukuyo, 2000)
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3.3.2 Alexandrium catenella

Caracteristicas Morfolégicas: Los quistes de resistencia son cilindricos con extremos
redondeados, pared celular transparente y compuesta por dos capas, sin
ornamentaciones, cubiertos por una capa de mucilago. Los quistes vivos contienen
numerosos granulos incoloros de almiddn y gotas de aceite, y uno o dos cuerpo S
pigmentados de color rojo. Tamafho: pequefo, 38 -56 pm de largo, 23 -32 pm de ancho
(Matsuoka & Fukuyo 2003). En Chile, se determino una longitud de 40 -54 pmy de 25 -
37.5 ym en muestras provenientes de Aysén y Magallanes (Lembeye 2004). Arqueopilo:
se desconoce en detalle, probablemente por su pared celular fragil.

Figura 39. Quiste de resistencia de Alexandrium catenella,
proveniente de sedimentos de la X region.

Comentarios: Los quistes de A. catenella son morfolégicamente iguales a los de A.
tamarensis, Yy no es posible distinguirlos en bases a sus caracteristicas morfoldgicas. Una
manera de diferenciarlos es a través de experimentos de germinacion. Estos quistes
también son similares a los de A. ostenfeldii excepto por el diametro de los quistes.

3.3.3 Protoceratium reticulatum

Caracteristicas morfoldgicas: quistes esféricos con numerosos procesos con el
extremo capitado. Procesos son largos y simple, generalmente huecos. Es posible observar
especimenes con procesos reducido s, a veces aparecen como pequenos nddulos en la
superficie de los quistes. Pared celular incolora . Tamano: diametro: 38 um, procesos 8-10
pm. El arqueopilo es simple y esta formado por la pérdida de la tercera precingular
paraplaca.
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igura proveniente de
los sedlmentos de la X Region c¢) espécimen con procesos muy cortos y arqueopilo visible
(flecha).
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