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RESUMEN

En este estudio preliminar, se explord la relacion entre la emision de luminiscencia en los canales y
fiordos de la region de Aysén, y la presencia de dinoflagelados con particular interés en la presencia de
dinoflagel ados téxicos del género Alexandrium. La luminiscencia fue registrada en muestras de fitoplancton vivo
y se compar6 la intensidad de la luz total emitida de muestras con presencia y ausencia de dinoflagelados. Las
mediciones se realizaron con un luminémetro antes y después de aplicar estimulacién quimica y mecanica.
También se registré laluminiscencia directa en la columna de agua mediante lances verticales de un cuantémetro
a medianoche y a mediodia. Nuestros resultados sugieren una correlacion entre la luminiscencia emitida con
estimulacién quimica y mecanica, con la presencia de dinoflagelados en las muestras de fitoplancton. La
luminiscencia en el fitoplancton de los fiordos de la X1 regidn puede ser un indicador directo y en tiempo real de
la presencia de dinoflagelados y de su localizacion en la columna de agua. Estos resultados también revelan la
necesidad de posteriores estudios de esta caracteristica particular de la luminiscencia de los dinoflagelados, en la
busgueda de herramientas tempranas y de alta sensibilidad parala deteccién de los dinoflagel ados toxicos.

Palabras clave: Luminiscencia, dinoflagelados, Alexandrium, deteccion, fitoplancton.



ABSTRACT

In this preliminary study we have explored the possible relationship between the luminescence emission in
channels and fjords of Aysén, and the presence of dinoflagellates in the water column with a particular interest
on the presence of toxic dinoflagellates of the genus Alexandrium. The luminescence was registered in living
phytoplankton samples and the total light emission in the absence and presence of dinoflagellates was compared.
The measurements were obtained with aluminometer before and after chemical and mechanical stimulation. We
have also registered the luminescence directly from the water column by vertical tows of a quantometer at
midnight and at noon. Our results suggest a correlation between the emitted luminescence registered after
stimulation and the presence of dinoflagellates on the water samples. These results also reveal the need of further
studies on the particular characteristics of the luminescence of dinoflagellates in order to look for more sensitive

and rapid tools for the detection of toxic dinoflagellates.

Key words: Luminescence, dinoflagellates, Alexandrium, detection, phytoplankton.

INTRODUCCION

Los fenémenos de Florecimientos Algales Nocivos (FAN) son cada vez mas frecuentes y las areas
geogréficas afectadas en el mundo se han extendido en los Ultimos afios. De las especies nocivas causantes de
FAN los dinoflagelados son |os més abundantes (Sournia, 1995). Las toxinas producidas por los dinoflagel ados,
principalmente las paralizantes 0 VPM, son causantes de problemas graves para la salud publica y la economia
en nuestro pais, particularmente entre las Regiones de Los Lagos y Magallanes. Debido a esto, existe un

creciente interés en €l desarrollo de técnicasy sistemas de deteccion temprana de las especies causantes.

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

producir toxinas paraizanteso VPM.

L a bioluminiscencia consiste en la emision de destellos de luz azul-verdosa con una emision méxima entre
los 474- 476 nm, observables en los florecimientos en aguas costeras y en cultivos (Wilson & Hastings, 1998).
Laluminiscencia se desencadena por €l estimulo mecanico, o0 movimiento del agua circundante, que es detectado
en la membrana externa (Hamman & Seliger, 1972, 1982). Esta misma respuesta de emision de destellos de luz

se obtiene a bajar en forma rapida € pH del medio de cultivo, y puede ser detectada en lumindémetros que



constan de fotomultiplicadores y que integran la cantidad total de fotones recibidos durante un intervalo de
tiempo (Hamman & Seliger, 1972). La luminiscencia en los dinoflagelados sigue e ritmo circadiano, y su

méximo ocurre en lamitad de lafase nocturnay € minimo en la mitad de lafase diurna (Hastings, 1996).

En estudios anteriores (Uribe, 2002) que diferentes cepas de Alexandrium catenella aisladas en la zona de
Aysén son luminiscentes. Esta emision fue registrada en luminémetro y fue proporcional a nimero de células y

mostré una variacion de acuerdo alas condiciones fisiol 6gicas.

El objetivo de este estudio preliminar es explorar la relacion entre la deteccion de la emision de
luminiscencia del fitoplancton en los canales y fiordos de Aysén y la presencia de dinoflagelados en la columna
de agua, en particular del género Alexandrium

MATERIALES Y METODOS
Muestras de Agua de Roseta

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

estaciones: 8,9, 10 11y 12 (Cana Moraleda); 16 y 17a, 21a (Fiordo Aysén), 22 (Canal Costa); 26 (Elefantes); y

28a (Cupquelan) en el crucero CIMAR 7 -1, abordo del AGOR “Vidal Gormaz” (Tablas| -Ay -By Fig. 1).

Tablal. Ubicacion de las estaciones y |as muestras obtenidas en los cruceros:
A: CIMAR 7-11 y B: CIMAR 8-I1.

A

Estacion | Lugar muestras Longitud Latitud
8 Moraleda RO -73.4655 -44.4215
9 Moraleda RO -73.4963 -44.6883
10 Moraleda RO -73.5202 -44.8917
11 Moraleda RO -73.6425 -45.0940
12 Moraleda RO -73.6625 -45.2048
13 Meninea F -73.6620 -45.2700
14 Moraleda F -73.6480 -45.3517
16 Aysén RO -73.3797 -45.3633
17a Aysén RO -73.1688 -45.2880
18 Aysén F -73.0992 -45.3500
21 Aysén F -72.8528 -45.4068
2la Aysén RO -72.8143 -45.4732
22 Canal Costa RO -73.5172 -45.4927




23 Elefantes F- NOC -73.5683 -45.7242
26 Elefantes RO- NOC -73.8042 -46.4843
27 Elefantes DIA-NOC -73.8042 -46.4843
28a Cupquelan RO- NOC -73.5812 -46.2962
30a Quitralco NOC -73.3898 -45.6810
32 Jacaf F- NOC -73.1863 -44.2938
34 Jacaf F- DIA- NOC -72.8428 -44.4237
35 Ventisquero DIA -72.5825 -44.3562
38 Puyuhuapi F -72.7608 -44.6698
B |. Garrao F -73.7500 -44.3500
F P. Tortuga F -73.1000 -45.3167
L Quitralco F -73.5333 -45.7667
K |. Nalcayec F -73.6667 -46.0833
I B. Exploradores | F -73.5333 -46.3000
Q Seno Magdalena | F -73.5667 -44.3333
B

Estacion | Lugar muestras Longitud | Latitud

4-B Puerto Ballena F- NOC -73.8383 | -43.6517

8 Moraleda F -73.4433 | -44.4317

12 Moraleda F- NOC -73.6667 | -45.2

45 Pérez Norte F -74.01 -43.9917

49 Tuamapu F- NOC -73.8617 | -44.4717

52-B Canal King F -74.3383 | -44.6697

53 King F -74.4367 | -44.6017

60a Ninualac F- NOC -74.025 -45.01

62 Ninualac F -74.245 -45.0533

66 Darwin F- NOC -74.5367 | -45.8217

76-B Estero Gofii F -74.5383 | -45.8393

1 Bahia Tictoc F- NOC -72.9 -43.6333
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Fig. 1. Ubicacién de las estaciones de recoleccion de muestras de fitoplancton y de registro diurno y nocturno de la
luminiscenciaen los cruceros CIMAR 7-11 (C-7) y CIMAR 8-11 (C-8).



Muestras de Fitoplancton

Se tomaron muestras de fitoplancton con red de 23 um, mediante arrastres verticales desde 30 m. de
profundidad hasta la superficie, en las estaciones B (I. Garrao); 13y 14 (Moraeda); F (P. Tortuga); 18 y 21 (F.
Aysén); 22 (Cana Costa); L (Quitralco); K (I. Nalcayec); | (B. Exploradores); 32 y 34 (Jacaf) del crucero
CIMAR 7-I1, y las estaciones: 4 (Boca del Guafo); 4-B (P. Ballena); 8, 12 (Canal Moraeda); 45 (Pérez Norte);
49 (Tuamapu); 52, 53 (Canal King); 60a, 62 (C. Ninualac); 76-B (E. Gofii) y 1-B (B. Tictoc) del crucero CIMAR
8-11. En todas las muestras, se elimind el zooplancton con una malla de Nylon de 100 um. La concentracion final
se realizo con una malla de 11um. las muestras se conservaron refrigeradas en oscuridad para el registro de la

luminiscencia (Tablas| -A 'y -By Fig. 1).

Registro de la luminiscencia

Laluminiscencia emitida en las muestras de agua de rosetay de muestras de fitoplancton de red se registro
mediante un luminémetro portétil, o contador de fotones, en alicuotas de 1 ml, en un registro inicial, sin estimulo
(Ly) y € registro de la luminiscencia emitida total o L; después del estimulo quimico. La estimulacion quimica se
realiz6 agregando &cido acético suficiente para obtener un pH final de 4,0. La razén R_ entre la luminiscencia

total con estimulaciony laluminiscenciainicia corresponde a

RL= LT/ Li

Se compararon los valores de R, obtenidos de las diferentes muestras y se relaciond con la presencia de
dinoflagelados, particularmente con respecto a la presencia de Alexandrium catenella.

Se optimizo el horario de registro segun €l ciclo circadiano, los registros en la media noche o mitad de la
fase oscura y por lo tanto la etapa de mayor intensidad de la emisién de la luminiscencia (Hamman & Seliger,

1982). Para esto las muestras de fitoplancton se mantuvieron en la oscuridad a4 °C.
Registro de luminiscenciain situ
Determinacion de la luminiscencia directa de la columna de agua se realizé mediante lances de 30 m, en

las estaciones: 23 y 26 (Elefantes); 28a (Cupquelan); 30a (Quitralco); 32, 34 (Jacaf) para registros nocturnos y
las estaciones 27 (Elefantes) y 35 (Ventisguero) en el crucero CIMAR 7-11, y las estaciones del crucero CIMAR



8-11, registrando la luz emitida cada 1 metro en un cuantémetro marca Li-cor, usando un sensor esférico,
orientado haciaabajo (Tablas| -Ay -By Fig. 1).

Observacién y recuento

50 ml de las muestras con registros de luminiscencia, se conservaron para la deteccion de la presencia de
las especies de dinoflagelados mediante la observacién de una alicuota (0,1 ml) en tres réplicas, bago un

cubreobjetos de 18 x 18 mm y mediante un microscopio Optico, usando un aumento de 10X.

Aislamiento de dinoflagelados toxicos

Para la conservacion, el andlisis cualitativo de su contenido y €l aislamiento de células vegetativas de
Alexandrium catenella, las muestras positivas se guardaron refrigeradas y en oscuridad por un maximo de 8
horas, la mitad de cada una de estas muestras se mantuvo en refrigeracion en oscuridad y se diluyeron 1:2 en
medio de cultivo f/2 (Guillard, 1975). Posteriormente, en el laboratorio, € aislamiento de A. catenella se realizo
mediante el método de “fishing” (Dr. Carlos Riquelme, comunicacion personal), bajo un microscopio invertido
(Leader, USA), que se redliza con pipeta y lavados sucesivos. Los cultivos obtenidos se mantuvieron en /2,

utilizando frascos estériles, a16° C con un fotoperiodo de 10: 14 horas (luz: oscuridad) (Guillard, 1975).

RESULTADOS

Registro de luminiscencia

Resultados preliminares, obtenidos durante el desarrollo del Crucero CIMAR 7 Fiordos -1 (P. Uribe, datos
no publicados) mostraron que, tanto en muestras de fitoplancton de red, como en muestras de agua de roseta, la
condicion fisiolégica del fitoplancton era Optima después de mantenerlas en oscuridad y refrigeradas. Los
valores obtenidos para la intensidad de la luminiscencia estuvieron en € rango de los registrados en otros
estudios con cepas de dinoflagelados en cultivo (P. Uribe, 2002). Aunque la luminiscencia pudo ser detectada en
muestras de agua de roseta, la intensidad de la emisién en estas muestras fue menor en 1 a 2 6rdenes de

magnitud que laregistrada en muestras de red reflgjando la mayor concentracion de lamuestra (Tablalll).



Tablall. Valores promedio de la luminiscencia obtenida en muestras de fitoplancton, sometidas a estimulacion

guimicay mecéanica, en unidadesrelativasdeluz URL).
MUESTRASDE FITOPLANCTON
ESTACION RED ROSETA
Jacef 8.37 x 10° 1.2x 10*
Moraleda s .
7.19x 10 8.7x 10

Los mayores valores de R se obtuvieron en aquellas muestras y/o alicuotas en las que se observo la

presencia de dinoflagelados por microscopia, (Figs. 2-A y -B) y en particular en muestras con A. catenella. Estos
datos permitieron seleccionar las muestras con valores de R, mas altos a partir de las que posteriormente se logré
~
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Fig. 2. A. Vaores de la razén entre la luminiscencia con estimulacion y la luminiscencia basal (R.), obtenidas en
muestras de fitoplancton sin dinoflagelados, con dinoflagelados y con A. catenella. B: Ubicacion de los valores de

R_ en las diferentes estaciones en €l &rea de estudio.



Registro de luminiscencia in situ

Se obtuvieron perfiles de luminiscencia emitida en la columna de agua en lances verticales nocturnos y
diurnos del cuantdometro Li-Cor. Como se observa en la figura 3-A, la medicion de la luminiscencia diurna
muestra una emision de bajaintensidad entre los 5 6 metros de profundidad en la estacion del canal Jacaf y entre
3y 4 m. en la estacion de B. Elefantes. Por otra parte, como se observa en la figura 3-B que los valores
nocturnos de luminiscencia son detectables en las profundidades de 0 a 10 metros en la estacion en Jacaf, en
tanto que en la estacion B. Elefantes, la luminiscencia aumenta abruptamente a partir de 10 metros. Estos
resultados muestran que el sensor esférico del cuantdometro Li-cor es suficientemente sensible para detectar la
luminiscencia emitida directamente en la columna de agua, en lances verticales o in situ. Este instrumento se
utiliza normalmente para determinar el coeficiente de radiacién solar visible (400-700 m) en la columna de agua,
porque es capaz de contar los fotones que llegan a sensor fotoeléctrico. Para las mediciones comparativas 10s
registros se realizaron en total oscuridad desde latoldilladel AGOR “Vida Gormaz”. Mediante este instrumento
se logro establecer la profundidad en la que se localiza la mayor cantidad de emision luminiscente. El
instrumento es suficientemente sensible, incluso para detectar luminiscencia emitida durante el dia, en las
profundidades donde no hay interferencia de la luz solar. En esta etapa del ciclo circadiano la emision de
luminiscencia es mas baja, como se determind, por e emplo, en E. Elefantes, durante el CIMAR Fiordos 7-11 en
profundidades bajas estos valores estdn sumadas a la radiacion solar, por lo tanto no se puede determinar

eficientemente la emision de luminiscencia. (Fig. 3-B).
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Fig. 3: Perfiles verticales de la emision de luminiscencia in situ A: diurna y B: nocturna en las estaciones de Estero
Elefantes (27) y Jacaf (34) en el crucero CIMAR 7 Fiordos-Il.

Enlafigura4 A y B se muestran gjemplos de los registros nocturnos obtenidos en el Crucero CIMAR 8
I1, con diferencias en las emisiones maximas a profundidades bajas en aquellas estaciones en las que se detectod
la presencia de Alexandrium y otros dinoflagel ados luminiscentes (Ceratiun spp., Pyrocysts sp. Protoperidinim
sp.) (Sweeney, 1963) en las muestras de fitoplancton mediante microscopia (Fig. 5-A), y en forma coincidente
con lo observado en los registros de luminémetro. La emision de luminiscencia detectada a profundidades
mayores probablemente corresponde a la emitida por organismos del zooplancton, debido a que en las muestras
de profundidades superiores a los 20 m. se encontraron variedades de copépodos y otros organismos

Iumini scentes mediante observaciones directas en el microscopio invertido.
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Fig. 4 Ejemplos de registros de la emision de la luminiscencia en estaciones A: con presencia de Alexandrium catenella;




DISCUSION

En estudios preliminares, (Uribe, 2002), se determind y registrd la bioluminiscencia de diferentes especies
de dinoflagelados mediante uso de luminémetro en muestras de fitoplancton de red de la zona de Magallanes.
Durante el crucero CIMAR 7 Fiordos, se registré por primera vez la luminiscencia in situ o directa mediante el
uso de un cuantdmetro Li-Cor (Uribe, 2002). Esta adaptacién de un instrumento sencillo y de uso comdn en la
bio-Gptica como el cuantémetro, para hacer registros de areas o cortes de la columna de agua para obtener una
mejor localizacion de los dinoflagelados luminiscentes, demostré que este instrumento tiene la sensibilidad
necesaria para detectar la luz emitida por los organismos luminiscentes y en diferentes etapas del ciclo
circadiano. El cuantdmetro permite también determinar la ubicacion de estos organismos en la columna de agua

mediante la realizacion de perfiles verticales de laluz emitida.

En las estaciones medidas, la bioluminiscencia registrada en los primeros metros de los perfiles estuvo
correlacionada con la presencia de dinoflagelados en las muestras de fitoplancton de red. Aunque los
dinoflagel ados fotosintéticos se distribuyen en la capafética durante el dia, y se desplazan en la columna de agua
hacia diferentes profundidades en la noche, y por otra parte, los dinoflagelados no- fotosintéticos y mixotréficos
presentan una distribucién vertical alin mayor, variable durante € ciclo circadiano, la luminiscencia bajo 15 m
puede atribuirse también a la presencia de zooplancton luminiscente.

Una forma descartar esta Ultima posibilidad es a través de la medicion de la luminiscencia en muestras
discretas de fitoplancton tomadas con botella, a diferentes profundidades. Este registro, y € valor de la razén
entre la luminiscencia emitida sin estimulo y con estimulo, llamado R, en este estudio, permite discriminar la
luminiscencia emitida por dinoflagelados de aquella emitida por otro organismos, pues sdlo en los
dinoflagelados la luminiscencia responde a estimulo mecanico y quimico, a diferencia de lo que ocurre en los

organismos del zooplancton.

Este parametro, junto la observacion al microscopio del contenido del fitoplancton vivo, pueden dar cuenta

de los componentes mas abundantes que estan presentes y gue son luminiscentes.

Por otra parte, se observaron diferencias en las intensidades de los registros directos en las estaciones con
presencia de Alexandrium en comparacion con aquellas estaciones en las que no se observo este dinoflagelado
téxico. Estos datos coincidieron con lo obtenido al comparar los valores de R, de estaciones con dinoflagelados
y sin dinoflagelados, y con Alexandrium. Estos registros permitieron seleccionar muestras de valores de R, altos
para la busqueda de dinoflagelados y aislamiento posterior de células vegetativas de Alexandrium catenella.

Este resultado se obtuvo en algunas estaciones y es muy importante porque permite contar con nuevos clones



para la continuacion de estos estudios de luminiscencia en laboratorio y para determinar posteriormente las
caracteristicas fisiol6gicas de su emision luminiscente en mayor detalle, en diferentes condiciones. Los registros
obtenidos en algunas estaciones de los canales y fiordos de la Region de Aysén, han permitido establecer €
rango de intensidad de la luminiscencia in situ, y sugieren que la razén entre la luminiscencia estimulada
quimicamente y la luminiscencia basal (R.) en las muestras de fitoplancton puede ser utilizada como un

indicador de la presencia de dinoflagel ados en una muestra de fitoplancton de red vivo.

Estos resultados pueden ser el punto de partida para desarrollar sistemas que permitan distinguir la
luminiscencia emitida por dinoflagelados de aquella que proviene de organismos del zooplancton en los registros
realizados directamente en la columna de agua, por €jemplo mediante la incorporacion de instrumentos de mayor

resolucion pararegistrar lacalidad delaluzy otras variables.

Recientemente, se ha determinado ademas que la integracién entre las mediciones de bioluminiscencia y
mediciones de contenido de clorofila en el fitoplancton es uno de los métodos bio-6pticos mas exactos para la
localizacion de la distribucion de organismos primarios en el océano (Heine et al., 2002).

Nuestros resultados preliminares en exploracion de las caracteristicas de la luminiscencia del fitoplancton
en los canalesy fiordos de laregion de Aysén, muestran laimportancia de desarrollar esta linea de investigacion
aplicada junto a investigaciones basicas de las caracteristicas fisioldgicas especificas de la emision de
luminiscencia de los dinoflagelados toxicos como Alexandrium catenella, con e fin de disefiar técnicas
especificas y complementarias a las existentes, para su deteccién temprana. Por gemplo, es importante
establecer las diferencias en frecuencia, ritmos, intensidades, tiempo de respuestay pulsos de laluminiscencia de

diferentes especies toxicas y no toxicas de dinoflagelados en diferentes condiciones y estimul os experimental es.

Es posible que las sefiales de luminiscencia tengan rasgos especificos que sean propios de grupos y
especies de dinoflagelados, en forma andloga a lo que se observa en la comunicacidn coordinada mediante
sonido en los vertebrados como aves y anfibios que, aunque son emitidos en rangos de longitud de onda similar,
al hacer un andlisis més detallado, con los instrumentos apropiados, se pueden distinguir patrones de frecuencias,
ritmos, tonos, que los hace caracteristicos para una especie o grupo. La luminiscencia de los insectos por
ejemplo, es un mecanismo de comunicacion entre individuos de un grupo o especie durante € cortgjo y
apareamiento (Knaust et al., 1988; Lloyd, 1983; Levandowsky & Kaneta 1987). En estudios recientes se ha
logrado identificar la emision luminiscente de grupos de organismos diferentes como celenterados y
dinoflagelados mediante un registros de la respuesta a estimulo de la agitacion del agua simultaneo a registro
de la emisién luminiscente en cortes y transectos de la columna de agua, con equipos especia mente disefiados
para este prop6sito (Widder et al., 2001; Widder, 1993).



Estos sistemas podrian llegar a ser un aporte y complemento a los programas de monitoreo de mareas
rojas. La perspectiva de una aplicacién o desarrollo de estas nuevas técnicas para la deteccion de dinoflagelados
téxicos nos parece de gran relevancia, dada la importancia e impacto econémico y de salud publica de los

florecimientos algales nocivos en laregion de Aysén.
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