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RESUMEN

Las floraciones algales nocivas (FAN) pueden
definirse como eventos naturales en los que las
concentraciones de una 0 varias especies de
microalgas alcanzan niveles que causan dafio a otros
organismos del medio acudtico. En las Ultimas
décadas, se ha registrado un incremento en la
incidencia de las FAN a nivel mundial. Los impactos de
estos fendmenos incluyen: mortalidades masivas de
organismos silvestres y cultivados (mamiferos y aves
marinas, peces, mariscos, etc.), afectaciones en el
humano que van desde una leve intoxicacién hasta la
muerte por la ingesta de alimentos contaminados o
simplemente por contacto o inhalacion. En general, las
FAN provocan la alteracién del habitat marino vy
consecuentemente alteraciones en la estructura de las
cadenas trdficas. El método clasico para la deteccion y
enumeracion de especies formadoras de FAN, es la
observacion directa de material vivo o fijado, mediante
microscopia de luz. Sin embargo, este proceso es
tedioso y lento, y requiere de taxébnomos expertos. Para
resolver estos problemas, en los dltimos afios se ha
incrementado la atencion de la comunidad cientifica en
el uso y desarrollo de técnicas moleculares basadas
principalmente en el ADN ribosomal, para la
identificacion y enumeracion de especies formadoras
de FAN. En esta contribucion se presenta un analisis
de los fendmenos FAN, haciendo énfasis en aquellas
que afectan las costas Mexicanas asi como una
revision de las metodologias, basadas en herramientas
de biologia molecular, propuestas para resolver la
problematica de la deteccion oportuna y la identificacion
de las especies involucradas para determinar el riesgo

potencial al ambiente, a la salud y a las actividades
humanas.
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ABSTRACT

Harmful algal blooms (HAB’s) can be defined as
events where the concentration of one or several
harmful algae reaches levels which can cause harm to
other organism in the sea. For example by killing fish
and shellfish, our cause accumulation of algal toxins in
marine organism which eventually harm other organism
who will eat the toxic species. Over the last several
decades costal regions throughout the world have
experienced what appears to be an escalation in the
incidence of blooms. Impacts of these phenomena
include mass mortalities of wild and farmed fish and
shellfish; human illness and death from toxic seafood or
from toxin exposure through inhalation or water contact;
illness and death of marine mammals, seabirds, and
other animals; and alteration of marine habitats and the
trophic structure. For the purpose or reducing the
damage caused by HABs it is necessary the
development of techniques for precise identification and
monitoring of the HAB species. The classical approach
for detecting and enumerating phytoplankton species is
the direct observation by light microscopy of live or
preserved material, however, it is considered to be
tedious, time-consuming and requiring an appropriate
level of experience/expertise in  phytoplankton
identification. To solve these problems, attention has
increasingly focused on molecular techniques that use
genetic markers like ribosomal DNA.
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FLORACIONES ALGALES NOCIVAS

De las 5,000 especies de algas marinas
descritas (Andersen, 1996), aproximadamente 300
pueden presentarse en cantidades tan elevadas
(floraciones) que cambian el color de la superficie
del mar, en las denominadas mareas rojas
(Hallegraeff, 1995; Lindahl, 1998).

Las mareas rojas 6 los florecimientos algales
nocivos (FAN 6 HABs, por sus siglas e ingles), son
fendmenos biologicos que ocurren de manera
natural como resultado de la combinacion de
mecanismos fisicos, quimicos y biol6gicos, por
ejemplo, a consecuencia de procesos hidrograficos
como las surgencias, los frentes de contacto entre
dos masas de agua de diferente densidad, salinidad
o0 temperatura, & por alteraciones de origen
antropogénico (Alonso & Ochoa, 2004).

Este tipo de eventos es causado por diversos
microorganismos y algunas especies pueden ser
nocivas incluso a bajas densidades, es decir, sin
llegar a formar “blooms” 6 cambios de coloracion
aparente en las masas de agua (Anderson, 2003;
Van Egmond et al., 2005) que pueden presentarse
como rojo, verde, ocre o amarillo, haciendo
evidente su presencia (Van Egmond et al., 2005).
En general, las FAN son percibidas como dafiinas
por el hombre debido a sus efectos adversos en el
ambiente; repercutiendo directamente en la salud
humana, en las actividades de acuicultura,
recreacion, turismo y en las poblaciones naturales
de organismos marinos de zonas costeras; por lo
que el estudio de la problemética vinculada a estos
fenémenos ha adquirido gran relevancia.

Algunas especies de microalgas que producen
cambios en la coloracion en las masas de agua son
basicamente inocuas. Sin embargo, otras pueden
florecer tan densamente (del orden de 10° cellL)
que matan indiscriminadamente peces e
invertebrados (especialmente en sistemas de
cultivo intensivo), al agotar el oxigeno y/o bloquear
y dafiar sus branquias. Por otra parte, estan
descritas alrededor de 75 especies de microalgas
capaces de producir poderosas toxinas que se

transfieren a través de la cadena alimenticia
(moluscos, crustaceos y peces de escama) para ser
consumidas finalmente por el hombre, provocando
diversas enfermedades  gastrointestinales vy
neurolégicas (Hallegraeff, 1995; Sar et al., 2002;
Wang et al.,, 2005). Algunas especies producen
toxinas en baja concentracion debiendo contar con
millones de células por litro para ser toxicas,
mientras que otras, con unos cuantos cientos de
células por litro, resultan ser altamente perjudiciales
(Hallegraeff, 1995; Van Egmond et al., 2005).

Los eventos de mareas rojas toxicas vy
florecimientos de fitoplancton son producidos por
varias especies de microalgas entre las que
destacan, por la diversidad de especies
involucradas, los dinoflagelados (Cortés, 1998). Los
dinoflagelados son wuna basta division de
microalgas, que conforman una fraccion importante
dentro de los productores primarios de la cadena
trofica; son organismos unicelulares eucariéticos,
que pueden desarrollarse en forma simbiética,
parasitaria, béntica y/6 de vida libre. Estos
organismos, presentan una serie de caracteristicas
morfolégicas y fisiolégicas que les ha permitido
adaptarse a distintos héabitats (Cortés, 1998).
Dentro de estas caracteristicas destacan
fundamentalmente dos: 1) su capacidad de formar
parte de los eventos FAN y 2) su capacidad de
producir compuestos bioactivos (toxinas) que
pueden alterar los procesos celulares de otros
organismos.

TOXINAS

Las toxinas producidas por organismos
formadores de FAN son responsables de una serie
de enfermedades humanas asociadas con el
consumo de organismos marinos y, en algunos
casos, por su exposicion a las mismas en forma de
aerosoles. A nivel mundial, las toxinas producidas
por microalgas marinas son responsables de mas
de 60,000 incidentes de intoxicacion por afio, con
un 1.5% de mortalidad. Ademas de los efectos en la
salud humana, estas toxinas son responsables de
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la muerte de cientos de toneladas de peces y
moluscos, y se les ha implicado con la muerte de
mamiferos, aves y otros animales marinos a través

de su transferencia por la cadena trofica
(Hallegraeff, 1995).

Las toxinas producidas por organismos
formadores de FAN son inodoras, incoloras,

termoestables y estables bajo condiciones &cidas,
generalmente se acumulan en las visceras y otros
tejidos de los peces y moluscos, haciendo estas
partes especialmente peligrosas para su consumo

Tabla 1. Enfermedades humanas asociadas a FAN.

(Van Egmond et al., 2005). Su actividad se basa en
su solubilidad; algunas son hidrosolubles
(tetrodoxinas, saxitoxinas y acido domoico) y otras
son liposolubles (acido okadaico, brevetoxinas y
ciguatoxinas); sin embargo, esta caracteristica no
se usa para su clasificacion. En general, la
clasificacion de estas toxinas se basa en los signos
y sintomas del tipo de sindrome o envenenamiento
que provocan (Tabla 1), algunas
acompafado por el nombre de la toxina o del
animal que las contiene (Poletti et al., 2003). Por

veces

Sindrome Organismos causante Toxina Ruta de adquisicién Manifestacion clinica
. , Transferencia a través .
Gambierdiscus toxicus L Gastroenteritis aguda,
Yy " de la cadena trdfica; .
Intoxicacion (béntico) sintomas neuroldgicos como

por ciguatera

Ostreopsis siamensis, etc. Ciguatoxina

consumo de
carnivoros

peces

parestesias

Alexandrium catenella, A.

minutum, A. tamarensis, Consumo de mariscos Parestesia y otras
Intoxicacion A. ostenfeldii, GymnodiniumS itoxi cultivados, o de vida manifestaciones neurolégicas,
- . axitoxinas . ; I
paralitica catenatum, Pyrodinium libre, en las &reas pardlisis muscular, problemas
bahamense var afectadas respiratorios y muerte
compressum, etc.
Consumo de mariscos .
) 3 Sintomas  neurologicos 'y
N . . cultivados en areas ) ) i
Intoxicacion Karenia brevis, i gastrointestinales,  dificultad
L. i Brevetoxinas afectadas; aerosoles L
neurotéxica K. brevisulcatum, etc. , para en la respiracion e
de las toxinas por

efecto de las olas

irritacion de ojos

Dinophysis acuta, D.

Acido okadaico y

Consumo de mariscos

Intoxicacion acuminata, D. fortii, o cultivados en aéreas Gastroenteritis aguda
. . . dinofisistoxinas
diarreica Prorocentrum lima afectadas
Consumo de mariscos Efectos neurotdxicos con

Intoxicacion por
Azaspiracidos

Protoperidinium crassipes  Azaspiracidos

cultivados en areas

afectadas

severo dafio en intestino e
higado

Intoxicacién
amnésica

Pseudo-nitzchia multiseries, .
P. pseudodelicatissima, P.
australis, etc.

Acido doméico y

sus isbmeros

Consumo de mariscos
cultivados en
afectadas

areas

Manifestaciones
gastrointestinales,
neurolégicas, generando
amnesia en casos Severos,
coma, muerte

Adaptado de Anderson et al., (2001).
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lo anterior, se les conoce como intoxicacion
paralitica por mariscos (paralytic shellfish poisoning,
PSP, por sus siglas en ingles),
diarreica por mariscos (diarrheic shellfish poisoning,
DSP), intoxicacion amnésica por mariscos (amnesic
shellfish poisoning, ASP), intoxicacién neurotoxica
por mariscos (neurotoxic shellfish poisoning, NSP) y
ciguatera (ciguatera fish poisoning, CFP) (Cortés et
al., 1998; Dawson & Holmes, 1999).

intoxicacion

SITUACION DEL LITORAL MUNDIAL

A nivel mundial, en las ultimas décadas se ha
observando un la frecuencia,
duracién, distribucién geografica, intensidad y
toxicidad de los episodios de FAN que han
impactado la salud y la economia humana, asi
como la vida marina (Hallegraeff, 1993).

Antes de 1980, se tenian reportes de eventos
FAN Gnicamente en paises como Argentina, Brasil,
Canada, Chile, Inglaterra, Jap6n, Nueva Guinea,
Peru, Escocia, Espafia, Estados Unidos, Venezuela
y Noruega. Sin embargo, a partir de 1980, los
reportes se han incrementado e incluyen nuevos
paises como Irlanda, Francia, Suiza, Dinamarca,
Rumania, Italia y Rusia, en Europa; Tailandia, Hong
Kong, India y Filipinas, en Asia; Australia y Nueva
Zelanda, en Oceania; y Guatemala, en América.
Del mismo modo, se han identificado nuevas
causas probables de la ampliacién de la distribucién
de fendmenos FAN en el mundo: a) el transporte de
esporas y quistes de reposo en las sentinas de los
barcos que descargan agua de lastre y colonizan
areas no contaminadas; b) el transporte de
mariscos portadores de células de resistencia de
una regioén a otra en las actividades de acuicultura;
c) mayor disponibilidad de nutrientes como
resultado de las actividades humanas que aceleran
la eutrofizacion; d) mayor interés por parte de la
comunidad cientifica por el estudio de estos
fenémenos; e) desarrollo de nuevas metodologias
con mayor sensibilidad y especificidad de deteccion
e identificacion; f) modificacién de la linea costera
en los sistemas de agua por la lluvia &cida,

incremento en
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deforestacién o contaminacion, y finalmente, @)
fenémenos naturales como “El Nifio”, que modifican
el clima mundial y la temperatura superficial de los
mares (Anderson et al., 2002; Sellner et al., 2003).

SITUACION DEL LITORAL MEXICANO

En México, en la mayoria de los casos, los
organismos causantes de FAN han sido
escasamente estudiados (Cortés et al., 1998). En la
Fig. 1, se presentan algunos de los puntos del litoral
mexicano que han sido fuerte y frecuentemente
afectados por FAN.
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Fig. 1. Localizacion de Estados de la Republica Mexicana
afectados por los eventos FAN (Ochoa et al., 2002).

Okolodkov y Géarate (2006), presentan una lista
de aproximadamente 605 especies (91 géneros) y
taxones infraespecificos de  dinoflagelados
(Dinophyceae), principalmente de vida libre, que
han sido reportados para el Pacifico Mexicano.
Entre ellos, se pueden mencionar como los géneros
mas importantes: Protoperidinium (111 especies),
Ceratium (63), Dinophysis (41), Gonyaulax (25),
Oxytoxum (22), Gymnodinium (22), Prorocentrum
(21), Alexandrium (17), Ornithocercus (12) vy
Amphidinium (12). Gémez (1998) realiz6 estudios
planctolégicos en las costas del Pacifico Mexicano,
en el Golfo de México y en el Mar Caribe durante
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1980-1992. Analizé 40 mareas rojas, de las que 30
fueron observadas durante el periodo de 1987-
1992,

Trece de ellas fueron toxicas, producidas
principalmente por Pyrodinium bahamense (2),
Gymnodinium catenatum 3), Scrippsiella
trochoidea (2), Protoperidinium sp., Gonyaulax
triacantha, Akashiwa sanguinea, Alexandrium sp.
Gonyaulax spp., Karenia brevis y Prorocentrum
minimum. Las otras 27 FAN fueron inocuas
producidas por organismos de los generos:
Myrionecta (15), Noctiluca (4), Ceratium (6),
Prorocentrum y Akashiwa.

En la region Noroeste de  México,
particularmente la Costa Occidental de la peninsula
de B.C.S. y Golfo de Baja California, es comun que
estacionalmente se presenten eventos FAN (Tabla
2), que impactan seriamente la vida marina y las
actividades economicas del Estado. Entre las
localidades mas afectadas se pueden mencionar
las bahias de Guaymas (BG), Kino (BK), Yavaros
(BY), Mazatlan (BM), Topolobampo (BT), La Paz
(BP), Concepcién (BC), Magdalena (BMg) vy
Banderas (BB), asi como las Islas Cerralvo (IC) y
Angel de la Guarda (IAG); las Lagunas Ojo de
Liebre (LOL), San Ignacio (LSI); las costas de Cabo
San Lucas (CCSL), Loreto (CL) y Canal de San
Lorenzo (CSL), entre otros (Cortés et al., 1996;
Géarate et al., 2001; Ochoa et al, 1997).
Especificamente, en la regiéon de Baja California
Sur las especies que han sido reportadas con
mayor frecuencia son: Gymnodinium catenatum,
Akashiwa  sanguinea, Noctiluca  scintillans,
Gonyaulax polyedra, Porocentrum dentatum,
Porocentrum minimum y Pseudo-nitzschia australis
(Cortés et al., 1996).

La relevancia del seguimiento de los FAN en la
region noroeste de México, radica en que BCS,
tiene como principal actividad econémica la pesca y
la acuicultura, presentando un desarrollo acelerado,
por lo que es necesario asegurar que los productos
generados cumplan con los estandares de calidad
para poder competir en el mercado internacional; lo

cual tendra como consecuencia el bienestar
econdmico local, regional, estatal y nacional.
Aunado a esto, las costas de La Paz y Cabo San
Lucas, son algunos de los principales destinos
turisticos, tanto para turistas nacionales como
internacionales.

IMPACTOS: ECONOMICO Y EN LA VIDA
MARINA

El impacto econémico de las FAN es quiza un
aspecto de vital relevancia a nivel gubernamental e
industrial, y presenta dificultad para su adecuado
calculo. Esto se debe a que no se reconocen o
reportan adecuadamente los costos que conllevan
esto fendbmenos, como son: salud publica, industria
de los alimentos y turismo.

Los costos econdmicos se encuentran
asociados a: 1) perdida de la produccién de granjas
acuicolas y depresion del mercado de mariscos por
desconfianza del consumidor aun cuando la
amenaza haya pasado (efecto halo); 2) oferta de
servicios de salud publica; 3) clausura de
actividades de recreacién y turismo al no poderse
asegurar el desarrollo sin riesgos de estas
actividades y a 4) limpieza y disposicion final de
flora y fauna acudtica perecedera presente en
playas y costas (Anderson et al., 2000).

Anderson et al. (2000) estim6é el impacto
econdémico anual por FAN en Estados Unidos. Para
1987-1992, el promedio del impacto capitalizado a
15 afios fue de $449,291,987 millones de dlls/afio;
de este impacto, el 45% se atribuye a servicio de
salud publica, el 37% a pesquerias y perdidas, el
13% a recreacion y turismo y el 4% a monitoreo y
mantenimiento Para tener una idea del impacto que
tienen las FAN en los ecosistemas marinos, tan
solo en el Estado de B.C.S. y Golfo de California,
se han registrados mortandades masivas de lobos
marinos, pelicanos, moluscos, langostas y peces
(entre otros organismos), en los que el agente
causal ha sido identificado como FAN (Tabla 2). En
el caso de mamiferos y aves marinas la muerte ha
sido consecuencia de cuadros de intoxicacion vy,
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Tabla 2. Eventos asociados con FAN en el Golfo de California y Costas de B. C. Sur

Localidad | Fecha Principales especies Impacto
(mes/periodo)
BPy GC' 04/1992 Oscillatoria erythraea No reportado
BPy GC’ 05/1993-06/1994 Mesodinium rubrum
BP? 04/1992 Prorocentrum mexicanum Muerte de medusas, peces y
BC? 12/1992 Noctiluca scintillans aves marinas
CsL® 03/1994 N. scintillans
BP? 04/1995 M. rubrum
ccsL? 01/1996 Pseudo-nitzschia sp. Muerte de >150 pelicanos café
Atil, 01/1996 Microcystis LPPB Perdida de peces
Sonora' (Oreochromis sp.)
cL' 02/1996 N. scintillans, Pseudo-nitzschia No reportado
Perdida de peces bentodnicos y
ccsL? 03/1996 Cyanobacteria LPPB, Chatonella sp. corales
IC* 06/1996 M. rubrum
LOL? 09/1996 Cylindrotheca closterium
LSI? 09/1996 Scrippsiella trochoidea Muerte de peces, medusas y
BP? 05/1997 M. rubrum aves marinas
BMg”® 12/1998 M. rubrum
BP? 11/1998 S. trochoidea
GC® 12/1998 M. rubrum No reportado
BP? 04/1999 S. trochoidea Muerte de peces, medusas y
aves
csL? 06/2001 Rhizosolenia debyana
BM® 03/1999-2000 P. mexicanum No reportado
BM° 01/2000 G. catenatum, N. scintillans
BPy GC’ 09/2000 Cochlodinium polykrikoides 180 peces
BB yGC® 07-12/2000 C. catenatum 13 especies de peces
afectadas
BP’ 03/2001 M. rubrum No reportado
csL? 06/2001 R. debyana
A. affine, C. furca, G. catenatum,
BPy GC® 12/2001, 2003 Gonyaulax digitalis, G. spinifera, P. | Acumulacion de PSP en
micans, P. rhathymum, P. minimum, S. | moluscos
trochoidea, C. polykrikoides.
BPy GC’ 06/2003 Chaetoceros debilis Mortalidad de Nematoscelis
BPy GC™ | 04/2004-05/2005 | Chattonella marina No reportado
IES™ 10/2004 Gonyaulax polygramma

Nota: 'Ochoa et al., 1997; *Gérate et al., 2001; *Garate et al., 2002; “Garate et al., 2003; *Cortés et al., 2003; ®Alonso et
al., 2005; ‘Garate et al., 2004a; ®Garate et al., 2004b; °Lopez et al., 2006; °Band et al., 2005; " Garate et al., 2006.
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en el caso de peces, ya sea por intoxicacion o
cianosis debida al abatimiento del oxigeno disuelto
disponible debido a las altas densidades de
microalgas que se han presentado (SEMARNAT &
PROFEPA 1997; Sierra-Beltran et al., 1997, 1998,
2005; Gallo et al., 2004).

Por ejemplo, la Marea Roja ocurrida durante
agosto-septiembre de 2007 en la zona de Punta
Abreojos tuvo un impacto significativo en los
principales recursos pesqueros y acuicolas de
importancia comercial, entre ellos: abulén, langosta,
caracol, almeja pismo y ostion de cultivo, ademas
de una gran variedad de especies de escama. Los
estudios del Instituto Nacional de La Pesca a través
del Centro Regional de Investigacién Pesquera en
La Paz (CRIP La Paz) realizados en septiembre de
2007 muestran una disminucién del 40 % en la
abundancia de abulén respecto al promedio de los
ultimos tres afios, y 80 % en el caracol. En el caso
de la langosta se observo una disminucién cercana
al 65% en la abundancia relativa, sugiriendo una
posible disminuciéon de mas del 50% de la captura
en la temporada 2007-2008. Ademas, se observo
95 % de mortalidad en el cultivo de ostion
(comunicacién personal Arturo Sierra-Beltran).

PROGRAMAS DE MONITOREO

Con el propésito de reducir el dafio ocasionado
por las FAN, se requiere de estudios basicos para
establecer las causas probables que las originan,
asi como sus efectos en los ecosistemas. Al mismo
tiempo, el desarrollo de un programa de vigilancia
y/o monitoreo, es un elemento operacional
necesario para el manejo y disminucion de los
efectos de las FAN, con la finalidad de efectuar una
deteccion temprana en los ecosistemas de las
densidades poblacionales de las especies que las
constituyen, ya que estos fenémenos generalmente
estan constituidos por mas de una especie.
Llevando un registro de estos fenémenos, se puede
establecer su periodicidad y/o interrelacion con
algunos otros eventos naturales, permitiendo dar un

paso adelante en su prediccion (Sellner et al.,
2003).

Los objetivos a los que se apegan los
programas de monitoreo son los siguientes 1)
proteccién a la salud publica; 2) proteccion a los
recursos explotados y su mercado (de vital
relevancia debido a que la acuicultura es una de las
principales actividades econdmicas a nivel
mundial); 3) aplicacion de planes de contingencia y
mitigacion (v. gr. cosecha anticipada, salvaguarda
de reproductores, traslado de jaulas, etcétera) y 4)
adquirir capacidad de prediccion de eventos FAN
(Sar et al., 2002). Sin embargo, el establecimiento
real de los programas de monitoreo, presenta una
fuerte problematica, relacionada con la insuficiencia
de equipo y personal capacitado, aunada al
inadecuado  monitoreo de los parametros
ambientales. En los monitoreos se deben incluir a)
observacion bioldgicas (caracterizacion de especies
toxicas y otras especies de fitoplancton) y deteccion
de toxinas; b) observacion fisica (temperatura,
velocidad y direccion del viento, atenuacién/turbidez
del agua) y c) observacién quimica (clorofilas,
salinidad, oxigeno y nutrientes) (Anderson et al.,
2001). Con la finalidad de establecer un ejercicio de
monitoreo a nivel nacional, la Unidad de Educacion
en Ciencia y Tecnologia del Mar de la Secretaria de
Educaciéon Publica (hoy Direccion General)
DGECyYTM-SEP, inicio un Programa Nacional de
Investigacion en Microalgas Nocivas y Biotoxinas
Marinas, en colaboracion entre los planteles
educativos dependientes de la UECYTM-SEP, el
cual opero bajo la coordinacion del CIBNOR desde
1998 hasta el 2002, en que la SEP tomo la
responsabilidad de continuar con el Programa
(Sierra-Beltran et al., 1996; Sierra-Beltran & Cortés
1999). En BCS, desde 1992 el CIBNOR inicio por
cuenta propia actividades de monitoreo, cubriendo
algunos puntos de las costas del Golfo y del
Pacifico (Sierra-Beltran et al., 1996; Ochoa et al.,
1997). A los pocos afios, el costo de los recorridos
para la obtencion de las muestras a analizar, hizo
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imposible dar continuidad de esta actividad de
manera permanente, sin embargo, se continua
trabajando mediante muestras de oportunidad y
asistiendo, en colaboracién con otras dependencias
oficiales (Secretarias de Salud, de Marina y de
Pesca, PROFEPA, SAGARPA, etc.) a todos los
eventos que ocurren en el estado.

DETECCION DE FAN: PASADO Y PRESENTE

Hoy en dia, el método de monitoreo mas
ampliamente utilizado es la microscopia de luz; esta
técnica provee una confirmacién visual de la
presencia de especies en las muestras de agua y
genera un estimado de la abundancia de células.
Esta metodologia ha sido probada como adecuada
para la deteccion de algas tdxicas (Scholin &
Anderson, 1998), sin embargo, frecuentemente
requiere de taxénomos expertos, presenta un
elevado consumo de tiempo Y,
desafortunadamente, no presenta suficiente
resolucion para la identificacion a nivel especie de
todos los organismos formadores de FAN, lo que
dificulta un rapido analisis (Miller & Scholin, 1998).
La baja resolucion del método se debe a que
muchas caracteristicas taxondmicas son reveladas
mediante microscopia electrénica, como tamafio y
forma de la célula, posicion de cloroplastos, arreglo
de las placas y complejos de poros apicales
(Hallegraeff, 1993). Un método alternativo para
detectar las células de fitoplancton, basado en sus
propiedades morfologicas y Opticas utilizando el
principio de la citometria de flujo, es el uso del
instrumento FLOWCAM
(http://www.fluidimaging.com/default.aspx).

En los dltimos 10 afios se ha observado, a nivel
mundial, un incremento en el uso de técnicas
moleculares para estudiar aspectos ecoldgicos y
evolutivos del fitoplancton. Los aspectos evolutivos
se han enfocado principalmente a las relaciones
filogenéticas entre las especies y sus implicaciones
en la taxonomia. Por otra parte, en los estudios
ecoldgicos se han usado herramientas moleculares
para investigar la biodiversidad genética, para
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identificar y tamizar poblaciones de fitoplancton en
presencia de fitoparasitos o su habilidad para
producir toxinas (Bruin et al., 1993). Hoy en dia, la
biologia molecular provee a los ficologos de un
paquete de valiosas herramientas para el estudio
de las relaciones genéticas de las cepas,
poblaciones o niveles taxonémicos mayores. Sin
embargo, la aplicacibn de  herramientas
moleculares para resolver preguntas cientificas
especificas no es directa, ya que existe un gran
ndmero de técnicas disponibles. Cada técnica
molecular se basa en un nimero de suposiciones
tedricas tales como los criterios de homologia,
independencia del marcador, equilibro de Hardy-
Weinberg, etc. Ademas, las diferentes técnicas
tienen sus propias fortalezas y debilidades en
aspectos metodoldgicos tales como la resolucion,
costo, instrumentacion y experiencia técnica
requeridas. Por otra parte, las especies difieren en
su variacion genética en loci especificos; de aqui
gue una técnica que revela un alto nivel de
polimorfismo en una especie no necesariamente
revela el mismo nivel de polimorfismo en otras.

En particular, una de las atractivas ventajas que
se puede explotar de las técnicas moleculares, es
que estas proveen marcadores moleculares los
cuales permiten identificar con una alta sensibilidad
a diferentes organismos; puesto que se basan en la
secuencia Unica de nucleétidos propias del ADN de
los organismos.

La primera técnica molecular que fue disponible
para estudios de investigacibn genética en
fitoplancton fue la electroforésis de aloenzimas (o,
en su caso, isoenzimas). De ahi que los primeros
estudios realizados para investigar las similitudes
genéticas en fitoplancton se realizaron con las
diatomeas marinas Thalassiosira pseudonana y T.
fluviatilis (Murphy & Guillard, 1976). Posteriormente,
Gallagher (1980) realiz6 estudios genéticos en
poblaciones en Skeletonema costatum con la
misma técnica. En 1997, Chinain et al. trataron de
correlacionar, sin éxito, la producciéon de toxinas
con la variacion de isoenzimas en Gambierdiscus
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toxicus. Desde estos primeros estudios a la fecha,
se ha encontrado que la resoluciéon de la técnica no
es alta (a nivel fenotipico y genético), ya que se
puede encontrar variacion entre-, pero no dentro-
de poblaciones, por lo que esta técnica puede
desestimar seriamente el nivel de variacion
genética, si se compara con otras técnicas
moleculares.

RFPL, RAPDS, AFLP

El polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP, por sus siglas en ingles) fue
una de las primeras técnicas moleculares usadas
en estudios de fitoplancton que, combinada con la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en ingles), resulta ser mas
simple y rapida en la obtencion de resultados (Bruin
et al., 1993). La técnica PCR-RFPL ha sido usada
para la identificacion de marcadores genéticos
especificos de grupo y/o cepa en organismos del
genero Alexandrium aislados de todo el mundo
(Judge et al., 1993; Adachi et al., 1994; Scholin &
Anderson, 1994), usando los genes de la subunidad
pequefia del ARN ribosomal (SSU rRNA, por sus
siglas en ingles).

Mediante esta metodologia se han generando
marcadores taxonomicos y biogeogréaficos Utiles
para rastrear la dispersion regional o global de
poblaciones particulares. Con estas técnicas (RFLP
y PCR-RFLP) es posible encontrar numerosos
polimorfismos entre cepas, tanto en regiones
codificantes como no codificantes, pero demanda
mayor experiencia técnica y tiempo para el
desarrollo de un numero suficiente de marcadores
polimdrficos que otras técnicas basadas en la PCR
como el Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar
(RAPD, por sus siglas en ingles) y el Polimorfismo
en la Longitud de los Fragmentos de Amplificacion
(AFLP, por sus siglas en inglés).

Los RAPDs se basan en el uso de cebadores
cortos, unicos (8-10 bases), sintetizados de manera
aleatoria, para la amplificacion de un promedio de 3
a 10 regiones de ADN de forma simultanea,

analizandose con base en la presencia-ausencia de
bandas de tamafio especifico. Esta técnica, cuyo
costo y requerimientos técnicos y de infraestructura
son minimos, ha sido ampliamente usada para el
estudio de poblaciones de diatomeas como
Fragilaria capuchina (Lewis et al., 1997), asi como
de cianobacterias de los géneros Nodularia y
Anabaena (Bolch et al., 1999a) y dinoflagelados
téxicos como Gymnodinium catenatum (Bolch et al.,
1999b) encontrando, en todos los casos, altos
niveles de variabilidad entre las poblaciones
estudiadas. Sin embargo, la desventaja de este
método es su baja reproducibilidad y la dominancia
de los marcadores, por lo que no pueden calcularse
frecuencias alélicas; debido a ello esta metodologia
ha sido reemplazada por otras técnicas como
AFLP.

DGGE, SSCP

Las técnicas de electroforésis desnaturalizante
en Gel de Gradiente (DGGE, por sus siglas en
ingles) y Polimorfismo Conformacional de Hebra
Simple (SSCP, por sus siglas en ingles) pueden
detectar polimorfismo en pequefios fragmentos
producidos mediante la digestién de ADN gendmico
y/lo amplificacion de segmentos especificos por
PCR, que no es detectable mediante RFPL. Estas
técnicas fueron aplicadas al estudio de la
variabilidad genética (espacial y temporal) del
dinoflagelado toxico Pfiesteria piscicida en aguas
costeras y estuarinas (Coyne et al., 2001).

Aunque la resolucion de estas técnicas es alta,
ambas presentan la desventaja de requerir de
equipo especializado de alto costo y, a diferencia
de los RAPDS, se requiere de informacion de la
secuencia de nucle6tidos de las regiones
flanqueantes a los segmentos de interés.

SONDAS MOLECULARES

El examen detallado de la morfologia celular,
estudios electroforéticos de enzimas y la
comparacion de la composicion de toxinas han sido
utilizadas para establecer el parentesco entre
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diversos aislamientos de Alexandrium, colectados
de diversas localidades del mundo (Scholin et al.,
1993). Sin embargo, se plantean como métodos
alternativos el analisis de los genes del ARN
ribosomal (ADN ribosomal, ADNr) y sus productos
(ARNr). Las secuencias del ADNr se han usado
extensamente como indicadores taxondémicos y
filogenéticos de una gran variedad de organismos
(Tabla 3). Los genes del ARN restan constituidos

por dominios que pueden ser altamente variables o
altamente conservados entre los organismos; los
elementos conservados y variables son valiosos
para estudios taxonomicos y filogenéticos a escala
amplia o fina.

El andlisis de secuencias de ADNr no depende
del estado fisiolégico del organismo ni de la
expresion sincronizada de otros genes; algunos
dominios del ADNr que evolucionan mas

Tabla 3. Regiones del ADNr empleadas para la identificacion de organismos presentes en eventos de mareas

rojas.

Region del

ADNr .
Especie

LSU Peridinium sp'.; A. tamarense,
catenella®®; A. fundyense®'®; P. pungens,
P multisereies, P. australis, P. heimii, P.
fraudulenta, P. pseudodelicatissima, P.
delicatissima y P. americana®

ITSy SSU Peridinium sp'; A. catenella®'?;

tamarense®; A. affine, A. insuetum,
Pseudogonyaulax sp., A fraterculus, A.
lusitanicum™, G. mikimotoi, P. micans,
Am. carterae, H. triquetra, Sk. costatum,
Ch. antique, Heterosigma akashiwo,
Microcystis’; diversidad de la comunidad

del  plancton®®;  Dinophysis™;

polykrikoides™

Localidad Formato

Corea , EUA, Japon y DNA Sequence

Alemania FISH, Sandwich

hybridization,
anticuerpos
monoclonales

Corea, EUA, Japdn,
China Espafia vy

Portugal
PCR-DGGE

FISH, DNA, RFLP

Sequence, PCR

Notas: *Ki & Han, 2005; 2Tanabe & Sako, 2006; Scholin et al., 1996: *Adachi et al., 1996a, b; >Anderson et al., 1999: °Sako
et al., 2004 : 'Saker et al., 2007: 8van et al.,2007 : °Savin et al., 2004 : °Anderson et al., 2005 : *Takahashi et al., 2005 ;

2Ki et al., 2005a ; *Walsh et al., 1998.

rapidamente, pueden ser Utiles como marcadores
especificos de poblacion o de cepa. Scholin &
Anderson (1993) usando la subunidad pequefia
ribosomal (SSU rDNA, por sus siglas en ingles),
encontraron la presencia de dos genes diferentes
con los que se pueden distinguir especies toxicas
de no toxicas (Scholin et al., 1993). Por otro lado,
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fragmentos de la subunidad mayor del ADNr (LSU
rDNA, por sus siglas en ingles) revelaron dominios
hipervariales, que pueden proveer de informacién
altamente especifica y Util para la delimitacién de
poblaciones genéticamente similares.

En otros  estudios, se han usado
oligonucledtidos dirigidos a la LSU rRNA para
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identificar y enumerar especies de los géneros
Alexandrium y Pseudo-nitzchia, obtenidas de
cultivos puros y poblaciones naturales, en formatos
de células completas e hibridacion en sandwich
(Scholin et al., 1994; Miller & Scholin, 1998). En el
formato de hibridacion de células completas
(método basado en el procesamiento de muestras a
través de filtracion) la visualizacién se realiza a
través de observaciones al  microscopio
(epifluorescencia) ya que las células blanco
marcadas, después del proceso de hibridacion,
exhiben fluorescencia. Por otro lado, el formato de
hibridacion en sandwich, que consiste en la captura
e inmovilizacién del LSU rRNA en un soporte sélido
(con oligonucleétidos acoplados) y su hibridacién
con una sonda sefial especifica ADN, se detecta
mediante colorimetria. Se encontr6 que la
intensidad del color detectada es directamente
proporcional a la abundancia de las especies
blanco en las muestras originales. La hibridacion en
sandwich tiene posibilidades de semi-
automatizarse; debido a ello, esta técnica ofrece
potencialmente un medio mas simple y rapido para
la enumeracion de especies, cuando se analizan un
gran numero de muestras tomadas directamente
del medio natural.

Scholin et al. (1997; 1999), encontraron que la
especificidad de los métodos de deteccion basados
en sondas de ARN marcadas para especies del
genero Pseudo-nitzchia en muestras de campo,
puede arrojar imprecisos o]
contrastantes. Mientras el formato de células
completas detecta especificamente organismos de
la especie blanco, en la hibridacién en sandwich
pueden presentarse reacciones inespecificas
debido a la contaminacién de muestras de esta
naturaleza, no siendo posible complementar el uso
de los dos métodos debido a que los ensayos estan
referenciados bajo diferentes estandares:
moléculas intracelulares vs. moléculas libres en
solucion.

Mientras que Scholin et al. (1999) observaron

resultados

que el contenido de ARNr de cada especie blanco
permanece relativamente estable,
independientemente de los cambios en el estadio
de crecimiento, Anderson et al. (1999), al comparar
dos metodologias mas finas (sondas LSU rRNA y
anticuerpos monocolonales (ambas combinadas
con citometria de flujo para la cuantificacion de
células) encontraron que el uso de sondas de ARNr
para la deteccibn de células completas de
Alexandrium es variable, existiendo diferencias en
el contenido de ARNr en las células en funcién de
la fase y temperatura de crecimiento y la
disponibilidad de nutrientes. Sin embrago, ellos no
observaron estas diferencias cuando usaron para la
deteccion anticuerpos monoclonales dirigidos a
proteinas de la superficie celular, sugiriendo a este
ultimo método como el mas apropiado para
automatizacién; el uso de estas técnicas con
conteos manuales, no presenta mayores
complicaciones.

SINGLE CELL PCR

Un método nuevo, simplificado, para Ila
diagnosis de FANs basado en la secuenciacion de
ADNr  (subunidad pequefia), que integra
procedimientos de extraccion de ADN y PCR en un
solo tubo, y secuenciacioén directa de los productos
sin purificar (Ki et al., 2005a) resuelve las
ambigledades taxondémicas de especies de
microalgas estrechamente relacionadas
(Cochlodinium  polykrikoides 'y  Alexandrium
catenella), constituyendo un parte-aguas para el
analisis molecular de especies de dinoflagelados no
cultivables (Ki et al., 2005b).

Una de las tendencias metodolégicas mas
recientes para el estudio de poblaciones de
microalgas toxicas es el uso de PCR en tiempo real
para la rapida deteccion de especies de interés en
cultivos y muestras de campo (Bowers et al., 2000;
2001), obteniendo resultados altamente sensibles y
especificos. Sin embargo, las desventajas del PCR
en tiempo real radican en el costo del equipo y la
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necesidad de desarrollo de sondas y cebadores
especializados.

ROBOTS

Bajo la perspectiva general anterior, la tendencia
actual y futura es hacia la automatizacion para la
toma y procesamiento de muestras ambientales in
situ, con la finalidad de detectar la presencia de las
firmas moleculares de especies formadoras de
FAN. Para ello, en el Instituto de Investigacion del
Acuario de la Bahia Monterey, CA (MBARI, por sus
siglas en ingles) se ha desarrollado el Procesador
de Muestras Ambientales de primera generacion
(1G ESP, por sus siglas en inglés), que es un
sistema electromecénico/ instrumento disefiado
para la colecta de muestras discretas de agua de la
superficie de los océanos, la concentracion de
microorganismos y la aplicaciébn automética de
sondas moleculares para la identificacién de
microorganismos basado en el andlisis de ARNr
(Scholin et al., 1998). Ademas, el 1G ESP
almacena muestras discretas para analisis de
acidos nucleicos, microscopia y otros
procedimientos analiticos después de que el
instrumento se recupera del campo. En la
actualidad ya existe una nueva generacion del ESP,
el 2G ESP, que basicamente tiene mejoras de
disefio: sistema instrumental modular de facil re-
configuracién, para adaptarse a una variedad de
condiciones o escenarios. Adicionalmente, se ha
disminuido el consumo de energia (para el uso de
baterias recargables durante 6-12 meses), se ha
reducido el tamafio para permitir su recuperacion
por embarcaciones pequefias, y se han incorporado
mejoras sustantivas en mantenimiento,
confiabilidad y flexibilidad del sistema mecéanico y
software (http://www.mbari.org/microbial/esp/)

IMAGENES DE SATELITE

En algunos casos, se pueden usar con éxito el
andlisis de imagenes por satélite como parte de un
programa de monitoreo pro-activo. Por ejemplo, los
movimientos de la Corriente del Golfo y el aumento
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de la temperatura del agua cumplen una funcién
clave en los brotes de K. brevis; el monitoreo de las
aguas a través de un sensor remoto de radiacion
infrarroja puede brindar informacién sobre la
probabilidad de un brote (Hungerford & Wekell,
1993).

También el monitoreo del color del océano
mediante imagenes satelitales se usa actualmente
en el Golfo de México para detectar y dar
seguimiento a los FAN de K. brevis. Gracias a ello,
se distribuye un boletin pronostico a los estados
afectados por parte del NOAA (National Ocean
Service Center for Coastal Monitoring and
Assessment). Este boletin
(http://coastwatch.noaa.gov/hab/bulletins_ms.htm)
se basa en la integracion de datos como son:
andlisis de imagenes del color del océano, datos
sobre corrientes obtenidos de estaciones
meteoroldgicas, observacion de campo de
floraciones locales de los estados de Texas y
Florida y pronosticos del tiempo proporcionadas por
el servicio meteorolégico nacional.

La combinacién de la prevencion y rapida
deteccidon proporciona ayuda significativa a los
estados del Golfo para responder ante estas
situaciones.

ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL DE LOS
IMPACTOS DE LAS FAN

Las opciones para el manejo de los impactos de
las FAN incluyen: la prevencion (reduccién de su
incidencia y alcance), el control (detener o controlar
las floraciones) y la mitigacion (medidas para
minimizar sus impactos). La forma mas efectiva de
prevenir efectos adversos de las FAN en la salud
humana, es la prevencion de la exposicion a los
organismos y toxinas (Fleming et al., 1995). Esto
implica el establecimiento de un programa de
monitoreo adecuado, que deberd involucrar
pruebas de productos marinos silvestres y
cultivados (producidos directamente en ambientes
naturales) para realizar efectivamente un rastreo
del sitio de origen de las toxinas, preferentemente,
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en las éareas afectadas por la ocurrencia de
microalgas toxicas y brindar informacién oportuna a
la poblacion potencialmente involucrada.

Asi mismo, se deben planificar programas de
vigilancia en otras areas de interés potencial, a fin
de evitar la exposicion humana en areas afectadas
por FAN téxicas. Los extensos registros de datos
sobre fitoplancton (t6xico y nocivo, entre otros)
pueden facilitar el entendimiento de su dinamica y
de la funcién del ecosistema.

Los florecimientos de algas son el resultado de
una complicada interacciébn entre condiciones
hidrograficas, = meteorologicas, biolégicas vy
qguimicas, pudiéndose controlar solo algunas de
ellas. La falta de nutrientes esenciales (nitratos y
fosfatos) impide que las poblaciones de microalgas
alcancen las proporciones de un florecimiento
(Anderson, 2002). El vertimiento de nutrientes (de
origen terrestre) a los cuerpos de agua es uno de
los factores promotores mas influyentes en la
formacién de eventos FAN; simplemente, con la
minimizacién de su disponibilidad, en un momento
dado, se puede tener control del crecimiento de las
microalgas. Por lo tanto, es imperante la
implementacién y cumplimiento de planes de
monitoreo extensos e integrados, para controlar la
descarga de nutrientes y de aguas de lastre, asi
como la introduccién de especies exéticas para
cultivos con fines comerciales. Una estrategia
paralela es la regulaciéon de los sitios destinados
para acuicultura. El objetivo es evitar areas en las
que las especies formadoras de FAN se presentan
regularmente, ya que la acuicultura favorece la
disponibilidad de nutrientes y el transporte de
quistes de distintas regiones, lo que incrementa la
posibilidad de que los FAN se presenten con mayor
frecuencia (Anderson, 2003).

El esfuerzo del hombre por controlar plagas de
insectos, hongos y enfermedades ha sido un
componente significativo para el manejo de la
agricultura, el tratamiento del agua potable y la
recreacion. Sin embargo, el control de los FAN en
el medio marino presenta una serie de dificultades

(técnicas y econdmicas), ya que los costos son
elevados, la efectividad es baja, son muchas las
implicaciones ambientales y hay poco conocimiento
en torno a estrategias de mitigacion. A pesar de
esto, durante las dltimas décadas, se ha intentado
desarrollar métodos practicos para controlar los
FAN en el ambiente natural. Las investigaciones
han considerado el uso de arcillas como agente
floculante, herbicidas y agentes quelantes (como el
Cu,S0O,) vy surfactantes (“Apoin” un esterol
producido por la alga verde azul Gomphosphaeria
aponina) asi como otros métodos como la
turbulencia artificial, sondas ultrasénicas,
ozonizacion, aireacibn 'y control  biolégico
(empleando  parasitos, virus, bacterias Yy
zooplancton). Sin embargo, muchos de estos
métodos no son préacticos, sus costos son elevados
y pueden tener efectos colaterales sobre el
ecosistema (Anderson et al., 2001).

CONCLUSIONES

El incremento en el nimero de reportes de
Marea Roja o eventos FAN, alrededor del mundo
(incluyendo México), es cada vez mas evidente lo
cual exige que se preste mayor atencion a estos
fenébmenos. En este momento, es imposible
controlar o predecir cuando y donde se presentara
Marea Roja. Los cientificos primero deben entender
mejor la biologia y ecologia de los eventos FAN,
para poder crear soluciones con fines de control. El
principal componentes para el desarrollo exitoso de
los programas de monitoreo es el trabajo conjunto
de agencias federales y estatales con academias
locales, instituciones educativas y organizaciones
no gubernamentales para: 1) mitigar los efectos de
los FAN, 2) desarrollar nuevas tecnologias que
puedan ser empleadas en un corto plazo, 3)
promover programas de educacién y capacitacion
entre los trabajadores de las industrias de
alimentos, turismo, y publico en general.

Como se describio en el texto, existen diferentes
estrategias y métodos que han sido empleados en
el mundo como propuesta para su implementacion

35



articulos

en los programas de monitoreo. Sin embargo, la
seleccion de estos métodos debera hacerse con
base en: la sensibilidad requerida; la rapidez con
gue se esperan los resultados; la disponibilidad de
espacio, equipo y personal capacitado; el costo de
su implementacién y manejo; asi como el tipo de
informacion que se desea obtener. Existen
metodologias ideales para llevar a cabo o un
programa de monitoreo como es el uso de equipo
automatizado, sin embargo, es importante destacar
gque en México, los recursos destinados a la
realizacion de actividades de estudio y monitoreo
sistematico de los eventos FAN son insuficientes;
por lo que el uso de técnicas como son sondas
moleculares presentan un panorama prometedor
para su implementacion, ya que estas han sido
utilizadas exitosamente por otros paises.

Las toxinas de algas marinas pueden ser
distribuidas tanto en los alimentos como en el agua
y el aire, afectando la salud humana y animal, y en
su conjunto la economia de las comunidades
costeras.
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