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Resumen

En el verano del 2003 se produjo un fendmeno calificado como «marea roja» en un espejo de
agua de los Pantanos de Villa de Lima, Perd. Con el objetivo de explicar el posible incremento de
muerte de aves acudticas, se analiz6 el agua en busca de la biotoxina acido domoico. Se obtuvo
una muestra de agua de color rojo y se analiz6 para acido domoico por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC). El equipo empleado fue un cromatégrafo Shimadzu modelo LC-10A,
con inyector automatico y detector UV con arreglo de diodos. Finalmente no logro aislarse acido
domoico en la muestra obtenida. Se hallaron microorganismos del género Euglena con
cromatoforos rojos. Se concluye que la ausencia de acido domoico en los Pantanos de Villa
Chorrillos puede explicar que no continuaran los reportes de muertes de aves acudticas, que fue
admitido como un hecho circunstancial. La coloracion roja del espejo de agua se podria explicar
por la presencia de microorganismos del género Euglena. Se discuten los resultados, los efectos de
la eutrofizacién, la comparaciéon con sucesos similares, la presencia de acido domoico en
humedales, como la importancia del monitoreo permanente.
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Abstract

The present work was carried out with the aim of determining if in the open water, during
prevailing conditions of a phenomenon designated as «red tide» in the 2003 summer, at Villa
Wetlands, Chorrillos, Lima, Peru, domoic acid, a biotoxin, could explain the possible increase in
waterfowl deaths. A red color water sample was analyzed for domoic acid by high performance
liquid chromatography (HPLC), using a Shimatzu LC-10 A equipment with an automatic injector
and UV detection with a photodiode array detector. No domoic acid was found in the sample.
Many microorganisms of the Euglena genus were found with red cromatophores. In conclusion,
the lack of domoic acid in the Villa Wetlands, Chorrillos may explain why waterfowl deaths did
not continue to rise and were considered only as a circumstantial event. The red coloration in the
open water was due to the presence of microorganisms of the Euglena genus. The effects of
eutrophication, similar findings in other places and the importance of continuous monitoring are
discussed.
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Introduccion

El 4cido domoico es una biotoxina producida por
algas unicelulares, que ocasionalmente pueden
contaminar a organismos marinos que se alimentan de
ellas por filtracion. Estos a su vez pueden intoxicar a
lobos marinos y aves marinas que se alimentan de
ellos. Los alimentos marinos contaminados pueden
ademés intoxicar al humano ocasionando problemas
de salud publica, ocasionar pérdidas enormes en la
vida salvaje marina y en la economia de cualquier pais
exportador de alimentos marinos (Gilbert & Pitcher,
2001).

La biotoxina aparece temporalmente, en particular
en la estacion de verano y suele estar ligada a la
presencia de «mareas rojas» en el mar, fenémenos
naturales producidos por la floracion de algas
unicelulares que la biosintetizan. Tales algas

unicelulares son protistas eucari6ticas que abundan en
aguas frias como el Atlantico, siendo escasas en las
aguas calidas, perteneciendo mayoritariamente al
género Pseudonitzschia (Pan et al.,, 2001). La
biotoxina esta apareciendo paulatinamente en casi
todos los mares del mundo, atribuido a varios factores
entre ellos la eutrofizacién. En América del Sur se le
ha encontrado en mares de Argentina, Brasil, Uruguay
y Chile, aunque no en el mar peruano.

En 1987 en Canada fue reportada una epidemia
humana por la ingestion de mejillones (Mytilus edulis)
contaminados con &cido domoico (Debonnel et al.,
1990). Los intoxicados presentaron a las pocas h de la
ingesta, nauseas, dolor abdominal y diarreas; en
algunos casos también pérdida permanente de los
mecanismos de la memoria reciente, atribuida a
necrosis selectiva de las neuronas del hipocampo
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(Teitelbaum, 1990; Lefebvre, 2002). En 1991, 1998 y
2000, el acido domoico produjo epidemias severas en
animales marinos, con muerte de aves (Sierra et al.,
1997; Kizer, 1994) y mamiferos (Lefebvre et al.,
1999; Gulland, 2002) por centenares. Tales sucesos se
observaron en las playas de la Bahia Monterrey,
Estado de California, USA, asi como en el Cabo de
San Lucas, peninsula de Baja California, México.
Desde entonces se ha intensificado el monitoreo por
via satélite en diversos mares y se analizan el agua y
productos marinos para garantizar su inocuidad y
prevenir la intoxicacion por la ingesta de alimentos
contaminados con la biotoxina.

De otro lado, se han descrito «mareas rojas» en
humedales, lagos y aguas dulceacuicolas en diversos
lugares del mundo. Se ha encontrado la biotoxina en
un posible humedal, producida por una nueva
diatomea del género Nitzschia (Kotaki et al., 2000).
Los humedales son extensiones de marismas, pantanos
o superficies cubiertas de aguas, sean éstas de régimen
natural o artificial, permanentes o temporales,
estancadas o corrientes, dulces, salobres o saladas,
incluidas las extensiones de agua marina cuya
profundidad en marea baja no es mayor de seis
metros. La idea comun es que son areas en que la capa
fredtica aflora, quedando cubiertos por agua poco
profunda (Maltchik & Callisto, 2004).

En el verano del 2003, entre Enero y Marzo, los
diarios, noticieros radiales y televisivos de Lima, Perd,
informaron que un sector o espejo de agua de los
Pantanos de Villa del distrito de Chorrillos, habia
adquirido una coloracion roja similar a una «marea
roja», con un posible incremento en la muerte de aves
acuaticas que llegaban de paso o habitaban en tales
humedales.

La Zona Reservada de los Pantanos de Villa, son
humedales localizados en el distrito de Chorrillos a 30
km al sur de la ciudad de Lima, con alrededor de 260
ha. Esta reconocida desde 1997 por la Convencion
Ramsar, Tratado Intergubernamental de conservacion
de humedales, por su importancia internacional como
habitat de aves acuaticas que dependen
ecoldgicamente de esos humedales. Su contenido de
agua se debe al afloramiento de la capa fredtica. La
evaporacion aumenta la presencia de sales, haciéndola
de tipo salobre, que persiste por su proximidad al mar.
La nubosidad es habitual y la precipitacion pluvial
irrelevante. La temperatura en el verano se encuentra
entre 28°C a 30°C y la humedad relativa entre 82% y
93%. Existen muchas especies de aves acudticas
migratorias y residentes, peces, algas unicelulares y
protozoarios del género Euglena (Guillén et al., 2003).

El objeto del presente trabajo fue determinar si en
el sector de los humedales de Villa Chorrillos, donde
se estaba produciendo el cambio de color de sus
aguas, se hallaba la biotoxina &cido domoico, que
pudiera explicar el posible incremento en la muerte de
aves acuéticas.

Materiales y métodos
Equipo y reactivos

El andlisis para la biotoxina se realizd por
cromatografia liquida de alta perfomance (HPLC)
empleando un cromatégrafo Shimadzu modelo LC-
10A, con inyector automatico y detector UV con
arreglo de diodos (longitud de onda variable), que
incluyé bomba con sistema de degasificacion, horno
para la termostatizacion de la columna, sistema de
registro y procesado de datos cromatograficos en
computadora con software original. Se us6 una
columna cromatogréfica Supelco de acero inoxidable
C-18 para fase reversa, de 150 x 4.6 mm de diametro
interno y 5 um de diametro de particula. El ensayo
cromatogréafico se realiz6 en un sistema isocratico, con
flujo de 1.25 mL-min™, volumen de inyeccion de 10
ML, deteccion UV en 242 nm, temperatura del horno
en 40° C y tiempo de corrida de 15 min.

Los reactivos metanol grado HPLC, acetonitrilo
grado HPLC y 4cido trifluoracético (grado
espectrofotométrico), se adquirieron en Merck® en
Lima. Se utiliz6 agua tridestilada. La fase movil
consistio de una solucién de acetonitrilo: agua: &cido
trifluoracético (10: 89.9: 0.1; v/v). Para la observacion
se considerd el tiempo de retencion de un estandar de
acido domoico.

Obtencion de la muestra

A mediados de Febrero de 2003 hacia las 12 del
mediodia, fue ubicado el espejo de agua en un area del
extremo noreste de los Pantanos de Villa Chorrillos,
entre los 12° 11" 42°” —12° 13’ 18’ Sy 76° 58’ 42" —
76° 59° 42’ W, como el Unico que presentaba
coloracion roja y que se distinguia desde alrededor de
50 m de distancia. A continuacion, empleando guantes
de latex, fueron sumergidos lentamente dos frascos
limpios transparentes de vidrio borosilicato de
aproximadamente un L cada uno, a fin de obtener las
muestras desde un nivel entre tres a cinco cm de la
superficie del agua, siendo finalmente cerrados y
etiquetados. En una blsqueda cuidadosa, no se
advirtieron aves muertas en los alrededores.

En el laboratorio, se confirmé el color rojo
translucido del liquido colectado. El contenido de los
frascos fue trasvasado a dos vasos de precipitado y
puestos en refrigeracion a 4°C en oscuridad, a fin de
ser trabajados para el ensayo de acido domoico en las
siguientes 24 a 48 h. Antes de ser puestos en
refrigeracion se tomaron varias gotas de la muestra
para su examen directo en preparados simples,
aplicando una gota sobre un portaocbjetos y
cubriéndola con una laminilla de 18 x 18 mm para la
busqueda del posible organismo biolégico involucrado
en el color rojizo. Para la observacion se empled un
microscopio Olympus binocular compuesto con luz
incorporada (Carl Zeiss), usando los objetivos 4x, 10x
y 20x asi como el ocular 10x.
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Preparacion de la muestra

Cerca de 800 mL de la muestra fue llevada al
rotavapor para su evaporacion hasta obtener alrededor
de 20 mL. Luego, se tom6 4 mL del concentrado, se
agrego6 16 mL de metanol al 50% y se homogeniz6 por
10 min en el vortex. Después se centrifugd a 5000 rpm
por 15 min. Se formaron dos capas, una que
acumulaba la coloracién roja y otra el sobrenadante
transparente. Cinco 5 mL del sobrenadante fue pasado
a través de filtros de membrana de 0.45 mm. Se
continué con un método validado para acido domoico
(Pérez, 2002).

Al dia siguiente de concluida la primera muestra,
se realiz6 el mismo procedimiento con la cantidad
restante de la muestra.

Resultados

La observacion microscépica de las gotas de las
muestras encontré microorganismos correspondientes
al género Euglena, los cuales presentaban coloracion
roja. El objetivo del estudio fue determinar la
presencia del &cido domoico, si se hallaba se
continuaba con la determinacion del género Euglena.
La clave dicotomica taxonémica empleada estuvo
basada en wun ndmero limitado de caracteres
microscopicos que incluyeron la morfologia, el flagelo
y el estigma (Kudo, 1969). De otro lado, el género
Euglena en los pantanos de Villa ha sido ampliamente
descrito desde tiempo atrds (Sarmiento & Morales,
1998; Guillén et al., 2003).
En las muestras corridas en el equipo HPLC, en ambas
ocasiones, no se hallé acido domoico.
Discusion

Con la contaminacion eutréfica marina, las
«mareas rojas» parecen ser mas frecuentes y alin mas
peligrosas por el florecimiento de algas unicelulares
del género Pseudonitzschia que pueden sintetizar el
acido domoico. Esta biotoxina no se encuentra
siempre ligada a las «mareas rojas», porque se le ha
aislado en mares sin coloracion. La posibilidad de que
una «marea roja» en humedales o lagos pueda ser
debida a el florecimiento de diatomeas del género
Pseudonitzschia no ha sido descrita aun. En un
humedal en Vietnam (Kotaki et al., 2000) ha sido
aislada una diatomea productora de &cido domoico
que es la Nitzschia navis-varingica, aislada en aguas
salobres de una laguna camaronicola. También se le
ha encontrado en aguas salobres en areas tropicales y
temperadas de Japén y Manila, produciendo acido
domoico (Kotaki et al., 2004) e incluso acidos
isodomoico Ay B (Kotaki et al., 2005).

A diferencia de Pseudo-Nitzschia, que pertenece a
la misma familia y se desarrollan en climas frios, N.
navis-varingica es de clima tropical y subtropical.
Hasta antes de dicho hallazgo, no se habia establecido
claramente que el acido domoico pudiera detectarse en
aguas dulces o salobres, propias de los humedales.
Ello, sumado a la informacion inicial en los noticieros

en Lima sobre un posible incremento de la muerte de
aves, lo cual no se demostré posteriormente, oriento la
bisqueda de dicha biotoxina. No llegamos a visualizar
alguna ave sin vida y no se volvié a escuchar sobre
muerte de aves.

En la observacion directa microscépica el
microorganismo predominante fue del género Euglena
que presentaba cromat6foros de color rojo. La
presencia de Euglena sp. ya ha sido descrita en los
humedales de Villa y de otras regiones del mundo, por
lo que puede ser considerado un hallazgo comun. La
“marea roja” en el espejo de agua de los Pantanos,
podria explicarse por la presencia de Euglena sp. con
pigmentos de ese color, que ha ocurrido en otros
humedales como el Lago Manasabal de Cachemira,
India (Khan & Bhat, 2000), en el que la invasion de la
Euglena pedunculata Gojdics causo areas extensas de
agua de color rojo. La «marea roja» del lago
Manasabal de la India, se hizo recurrente a varios
lagos de Cachemira (Khan, 2000), incluyendo el lago
Dal y el lago Wular, ambos por E. pedunculata. Para
explicar el fendémeno inicialmente se manejo la
hipotesis de la precipitacion acida por el petréleo
guemado durante la guerra del Golfo, aunque
finalmente se admitio6 la hipotesis de la eutrofizacion
por el influjo de aguas residuales no tratadas, al hierro
y altas temperaturas ambientales. En otro caso, las
mareas rojas por Euglena sp. en los humedales de
Barak Valley, Assam, India, se encontr6 que eran
inducidas por las altas concentraciones de NOs, Fe y
Mg entre otros elementos traza, acumulados por los
organismos de la marea, la cual colapsé cuando las
concentraciones de esos elementos disminuyeron en el
agua, encontrando ademas que la marea no fue toxica
al ser utilizada como alimento por los peces
(Duttagupta et al., 2004). Esta ausencia de toxicidad
puede descartar que la “marea roja” en los Pantanos de
Villa hubiera sido responsable de la muerte de aves,
observadas al inicio del fendmeno.

El Servicio de Parques de Lima informé que el
color rojizo del espejo de agua del Pantano de Villa
procedia de la excesiva reproduccion de Euglena
clorophoenicea, cuya caracteristica principal es la
presencia de hematocromos (cromatéforos de color
rojo) en el interior de su cuerpo, que producia ese
color cuando la temperatura ambiental alcanzaba los
30°C, lo que coincide con lo descrito en el Orden
Euglenoidida (Kudo, 1969). El hallazgo del género
Euglena como responsable de la «marea roja»
coincidié con el nuestro, la causa basica de su
presentacion podria ser también la eutrofizacion. En
general, el que este fendbmeno se presente por
temporadas anuales debe ser atribuido a que los
niveles de contaminacion o eutrofizacion no
disminuyen sino permanecen 0 aumentan.

Fue importante demostrar que los analisis no
aislaron la biotoxina en las muestras tomadas, ello se
explica porque no se ha descrito que los
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microorganismos del género Euglena sean capaces de
sintetizar acido domoico y al parecer no existen algas
productoras de la biotoxina en los Pantanos de Villa.
Considerando el  descubrimiento  de  nuevos
microorganismos que pueden sintetizar el 4&cido
domoico y la eutrofizacion cada vez mayor a nivel
mundial y regional, como otros factores no descritos
en la sintesis de dicha biotoxina, siempre sera util el
monitoreo continuo e intervenir cuando se sospeche
de una eventualidad de esta naturaleza, para evitar las
repercusiones en la salud publica y en la economia.
Maxime si ha sido encontrado acido domoico, aunque
en muy bajos niveles no téxicos, en mariscos
cosechados del lago Aveiro en Portugal en el afio
2001 (Vale & Sampayo, 2002).

Se concluye sefialando que en el verano del 2003,
con la aparicion de la «marea roja», posiblemente
producida por la floracién del género Euglena, no se
encontrd la biotoxina &cido domoico en el espejo de
agua analizado de los Pantanos de Villa.
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