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Los géneros de dinoflagelados bentonicos Gambierdiscus y Fukuyoa estin entre los agentes
causales de la ciguatera, intoxicacién causada por el consumo de invertebrados y peces
contaminados con ciguatoxinas. Debido a las similitudes morfoldgicas que presentan las
especies pertenecientes a estos géneros, su identificacién requiere del uso combinado de
técnicas de microscopia y moleculares. Sin embargo, estas metodologias son poco accesi-
bles para muchos paises con limitados recursos econémicos, donde lo mds comun es dis-
poner en la préictica de la microscopia éptica. Este trabajo propone una clave dicotémica
para la identificacién preliminar de las especies de Gambierdiscus y Fukuyoa reportadas
en la regién del Caribe, utilizando caracteres morfoldgicos visibles al microscopio dptico
convencional. La clave propuesta permite emplear un nimero limitado de caracteres mor-
folégicos, lo cual fue posible al incluir pocas especies en el andlisis.

Palabras clave: ciguatera, dinoflagelados, microalgas toxicas, Mar Caribe, taxonomia.

Abstract

Benthic dinoflagellate genera Gambierdiscus and Fukuyoa are among the causative agents
of ciguatera poisoning, intoxication caused by the consumption of invertebrates and fish
contaminated with ciguatoxins. Due to the morphological similarities that the species
of these genera present, their identification requires the combined use of microscopy and
molecular techniques. However, these methodologies are not always accessible to many
countries with limited economic resources, where the most common is to have optical mi-
croscopy. This work proposes a dichotomous key for preliminary identification of Gam-
bierdiscus and Fukuyoa species reported in the Caribbean region, using morphological
characters visible under a conventional light microscope. The proposed key allows the use
of a limited number of morphological characters, which is possible because there are few
species in the analysis.
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CLAVE DICOTOMICA PARA ESPECIES DE GAMBIERDISCUS Y FUKUYOA EN EL CARIBE

Keywords: ciguatera, dinoflagellates, toxic microalgae, Ca-
ribbean Sea, taxonomy.

Introduccion

La ciguatera es una intoxicacién alimentaria, endémi-
ca de las regiones tropicales y subtropicales del plane-
ta, que ocurre debido al consumo de invertebrados y
peces contaminados con ciguatoxinas (Chinain ez al.
2020). Estas biotoxinas son inicialmente producidas
por especies de dinoflagelados benténicos pertenecien-
tes a los géneros Gambierdiscus R. Adachi & Y. Fukuyo
y Fukuyoa F. Gémez, D.X. Qiu, R.M. Lopes & S. Lin,
frecuentemente asociados con macroalgas y otros sus-
tratos en arrecifes coralinos.

Hasta la fecha, han sido descritas globalmente 16 es-
pecies de Gambierdiscusy cuatro especies de Fukuyoa, a
partir de la aplicacién conjunta de métodos morfoldgi-
cos y moleculares (Kretzschmar ez /. 2019; Tester ez
al. 2020; Li ez al. 2021). Especificamente para la regién
del Gran Caribe, se han reportado seis especies de
Gambierdiscus (G. belizeanus M.A. Faust, G. caribaeus
Vandersea, Litaker, M. A. Faust, Kibler, W.C. Holland
& P.A. Tester, G. carolinianus Litaker, Vandersea,
M.A. Faust, Kibler, W.C. Holland & P.A. Tester, G.
carpenteri Kibler, Litaker, M.A. Faust, W.C. Holland,
Vandersea & P.A. Tester, G. excentricus S. Fraga, G. sil-
vae S. Fraga & F.Rodriguez) y Gambierdiscus riboti-
po 2 atin no descrito (Litaker ez a/. 2010; Tester ez al.
2013a); y una especie de Fukuyoa (F. ruetzleri (MLA.
Faust, Litaker, Vandersea, Kibler, W.C. Holland &
P.A. Tester) F. Gémez, D.X. Qiu, R.M. Lopes & Senjie
Lin).

Debido a las similitudes morfolégicas que estas es-
pecies presentan, su identificacién requiere del uso
combinado de técnicas de microscopia y moleculares.
Utilizando estas herramientas, y caracteres como el
tamano, morfologia de la célula, asi como el tamafio y
forma de las placas de la teca, Litaker ez 4/. (2009) de-
sarrollaron una clave dicotdmica para la identificacién
de diez especies de Gambierdiscus. Sin embargo, el
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escenario actual es mucho mdas complejo con la descrip-
cién de otras diez especies en la ultima década.

La ejecucién de investigaciones sobre esta temdti-
ca en regiones como ¢l Caribe se dificulta, ya que las
técnicas de microscopia electronica para la observa-
cién detallada de determinados caracteres no son ac-
cesibles, y lo mds comun es disponer, en la practica,
tinicamente de microscopia éptica. De las siete especies
de Gambierdiscus y Fukuyoa reportadas para la region
del Caribe, seis han sido identificadas en Cuba a través
de la aplicacién combinada de métodos morfoldgicos y
moleculares (Diaz-Asencio et al. 2019a; Diaz-Asencio
et al. 2019b). El pequenio nimero de especies a diferen-
ciar hace posible proponer una clave dicotémica para la
identificacién morfoldgica preliminar de estas especies
en cultivos celulares, utilizando un nimero limitado de
caracteres morfoldgicos visibles al microscopio dptico
convencional.

Materiales y Métodos
La propuesta de clave dicotémica para la identificacion
de las especies de Gambierdiscus y Fukuyoa se basé en
la descrita por Litaker ez /. (2009), considerando solo
aquellas especies reportadas para la region del Caribe:
G. belizeanus, G. caribaeus, G. carolinianus, G. carpen-
teri y F. ruetzleri. Se anadieron a esta clave las especies
G. silvaey G. excentricus.

G. silvae fue descrita formalmente en 2014 (Fraga
y Rodriguez 2014); sin embargo, su presencia ya habfa
sido reportada en el Caribe como Gambierdiscus ri-
botipo 1 (Litaker ez a/. 2010; Tester et al. 2013b). En
2019, G. silvae fue reportada en Cuba (Diaz-Asencio ez
al. 2019a; Diaz-Asencio et al. 2019b). G. excentricus fue
descrita como nueva especie a partir de cultivos prove-
nientes de Islas Canarias (Fraga ez a/. 2011), su presen-
cia en el mar Caribe fue reportada posteriormente por
Litaker ez al. (2017). Aunque esta especie no ha sido
atin reportada en Cuba, su presencia potencial y alto
potencial téxico (Litaker ez a/. 2017) justifican su in-
clusién en esta clave.
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Fig. 1. Sistema de tabulacion de Besada para la identificacion de las placas de la teca en especies de Gambierdiscusy Fukuyoa modificado
a partir de Fraga et al. (2011). A) Vista apical. B) Vista antapical. Las placas se denotan con la simbologia prima: apicales ('), precingulares
("), postcingulares (") y antapicales (). Po denota la placa donde se localiza el poro apical en la epiteca y Sp la placa sulcal posterior en
la hipoteca. La linea continua denota la profundidad o distancia dorsoventral y la linea de puntos denota el ancho o diametro transversal.

Se realizaron observaciones microscopicas de culti-
vos celulares de las especies G. belizeanus, G. caribaeus
y G. carolinianus. Estas especies se aislaron e identific-
aron en estudios previos, a través de la observacién de
caracteres morfoldgicos distintivos al microscopio elec-
trénico y ensayos de PCR (Diaz-Asencio ez al. 2019a;
Diaz-Asencio ez al. 2019b). Se realizaron observaciones
tanto de células en movimiento como de recién fijadas
con formalina al 4 %, para distinguir aspectos mor-
folégicos y el tamafio, respectivamente.

Paralaobservacién delas placas dela teca, se anadié
hipoclorito al 1 % a una muestra de 15 ml de cultivo en
fase exponencial. Posteriormente, se realizaron vari-
os lavados con agua destilada y se preservé la muestra
en agua de mar filtrada con unas gotas de formali-
na. Todas las observaciones se realizaron con un mi-
croscopio invertido Zeiss Axiovert 40 con aumento

de 25X 2 400X. El resto de las especies incluidas en la
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clave, al no ser abundantes en los ecosistemas estudia-
dos hasta la fecha en Cuba, no han sido atin cultivadas
con ¢éxito. La morfologia de los caracteres distinti-
vos de estas especies se tomd a partir de las descrip-
ciones originales publicadas por sus autores (Faust
1995; Litaker e al. 2009; Fraga ez al. 2011; Fraga y
Rodriguez 2014).

La clave dicotdmica se construy6 siguiendo el siste-
ma de tabulacién modificado de Kofoid, descrito por
Besada ez a/. (1982). Para nombrar las placas de la teca
se empled la férmula tecal Po, 4, 6", 5", 2" (Fraga ez al.
2011). Segun este sistema, la placa donde se localiza el
poro apical en la epiteca se denota como Po, las placas
apicales correspondientes a la epiteca se enumeran uti-
lizando la simbologfa (), las placas precingulares con la
simbologfa ("); en la hipoteca las placas postcingulares
se denotan como ("), las antapicales como (") y la sul-
cal posterior se denota como Sp. (Fig. 1). Se utilizaron
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caracteres morfoldgicos visibles al microscopio dptico
convencional como forma y tamafio de la célula, rela-
ci6n profundidad/ancho, forma de las placas mas dis-
tintivas de la teca como la 2", 2"y 3", y la posicion de la
placa Po (Fig. 1).

La profundidad, definida como la distancia en el
eje dorsoventral, se tom¢ desde la punta de las placas
5" (epiteca) o 5" (hipoteca) hasta el lado opuesto bus-
cando la dimensién mayor. El didmetro transversal fue
la mayor dimensién perpendicular al ¢je de la profun-
didad. De ser observables, otros caracteres como el ta-
mafio de las placas 4"y 2", la forma que describen las
suturas 2//2" y 2/1" y la textura de las placas, pudieran
ser utilizados para corroborar la identificacion obteni-
da con la clave dicotdmica.

Resultados y discusion
La clave dicotémica propuesta se representa en forma de
arbol dicotémico para su mejor comprension (Fig. 2).

Célula globular

F. ruetzleri

Puede ser distinguida
adicionalmente de las formas
comprimidas por su pequefio
tamafio y mayor relaciéon

profundidad/ancho

Placa 2" estrecha

/

Diaz-Asencio et al

La diferencia morfoldgica més notable entre estas es-
pecies es la forma de la célula, que difiere entre las for-
mas globulares y las formas lenticulares o comprimidas
en el eje antero-posterior. Para las formas globulares se
ha propuesto el nuevo género Fukuyoa (Gémez et al.
2015) que, hasta la fecha, solo comprende a la especie
FE. ruetzleri, con distribucidon en el mar Caribe. Esta
es la méds pequefia de las siete especies incluidas en la
clave y la que presenta mayor relacién profundidad/an-
cho (~1.4, segun la descripcién original de Litaker ez al.
(2009)), lo cual le confiere una morfologia comprimida
lateralmente, en vista apical y antapical.

Las formas globulares pueden ser distinguidas adi-
cionalmente de las antero-posteriormente comprimi-
das sobre la base del tamanio y forma de las placas 2"y
4'. En las especies globulares, la placa 4’ es la més grande
de la epiteca, a diferencia de las formas comprimidas
antero-posteriormente, en las que la placa 2 es la de
mayor tamafio. La placa 2’ en las formas globulares es

| Célula comprimida en el eje antero-posterior |

Placa 2’ "ancha

|

Placa 2' en forma de hacha |

| Placa2’en formade hacha |

| Placa 2'rectangular

G. silvae

v

G. carolinianus

—

Placa 3" simétrica

G. caribaeus

| Placa 3" asimétrica

G. carpenteri

G. caribaeus puede ser adicionalmente distinguida de G. carpenteri
por presentar una placa 2" mas corta con respecto al tamafio de la
hipoteca. G. carpenteri presenta una placa 2" alargada

| Placa Po en posicién centrada

| Placa Po desplazada ventralmente |

G. belizeanus G. excentricus

G. excentricus puede ser distinguida de G. belizeanus por su mayor tamano. G. belizeanus puede ser
distinguida de G. excentricus por presentar una superficie celular densamente cubierta de poros profundos

Fig. 2. Arbol dicotémico para la identificacion de las especies de Gambierdiscusy Fukuyoa reportadas en Cuba. Po denota la

placa donde se localiza el poro apical en la epiteca.
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pequenia, larga y estrecha, siendo mucho mds grande,
con forma rectangular o de hacha, en las células an-
tero-posteriormente comprimidas (Litaker ez 2/. 2009;
Gomez et al. 2015).

Las especies de Gambierdiscus con forma lenticular
se dividen en dos grupos teniendo en cuenta la forma
de la placa 2"". G. belizeanus y G. excentricus presen-
tan la placa 2" estrecha (Fig. 3), mientras G. silvae,
G. carolinianus, G. caribaeusy G. carpenteri presentan
una placa 2" ancha. G. belizeanus y G. excentricus se
diferencian en la posicién de la placa del poro apical;
G. belizeanus presenta esta placa en posicion centrada
mientras que G. excentricus la presenta desplazada ven-
tralmente (Fig. 3).

G. excentricus puede ser adicionalmente distinguida
de G. belizeanus por presentar un tamano mucho may-
or. Seguin la descripcion original de Fraga ez al. (2011),
G. excentricus presentd una profundidad media + des-
viacién estindar de 97 + 8 um, mientras que para G.
belizeanus se han reportado mediciones de profundi-
dad de 63 + 2.2 um (Litaker ez 2. 2009) y de 68.7 £+ 3.5
um (Diaz-Asencio ez al. 2019a). Por otra parte, G. beliz-
eanus puede ser distinguida de G. excentricus por pre-
sentar una superficie celular muy ornamentada (Fig. 3).

La forma de la placa 2’ permite separar las especies
G. silvae, G. carolinianus, G. caribaeus y G. carpenteri
en dos grupos: G. silvae y G. carolinianus, que presen-
tan una placa 2’ en forma de hacha (Fig. 4), mientras
que G. caribaeusy G. carpenteri la presentan en forma
rectangular. El cardcter tamano de la célula pudiera
ser utilizado para diferenciar G. sifvae y G. carolinia-
nus. Segtin la descripcién original de Fraga y Rodriguez
(2014), la profundidad media de G. sifvae fue de 69 + 8
um mientras que Bravo ez 4/. (2019) estimaron este pa-
rametro en 60 = 9 pm.

La profundidad de G. carolinianus, segin la des-
cripcién original de Litaker ez a/. (2009), fue de 78 +
5 mientras que otros estudios reportan dimensiones si-
milares (Bravo ez al. 2019). Sin embargo, los aislados
de G. carolinianus obtenidos en Cuba han mostrado
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profundidades muy variables, con valores medios de 70
um hasta valores superiores a 90 um (Dfaz-Asencio ez
al. 2019b). Por lo tanto, debido al riesgo de solapamien-
to potencial derivado de la variabilidad de este cardcter
en cultivos celulares, es necesario utilizar otros caracte-
res para diferenciar estas dos especies.

Segtin Fraga y Rodriguez (2014), la relacion profun-
didad/ancho de la célula muy cercana o mayor que 1
identifica a G. silvae, mientras que un valor menor que
1 caracteriza a G. carolinianus (Fig. 4). Segin Litaker
et al. (2009), G. carolinianus es la Gnica especie de
Gambierdiscus que como promedio es mas ancha que
profunda; sin embargo, esta condicién no siempre se
cumple. Bravo ez al. (2019) reportaron una relacién pro-
fundidad/ancho de 1.03 en una cepa de G. carolinianus

I .h T gy - ‘. :
- ;111@“ o = ettt
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Fig. 3. Microfotografias de Gambierdiscus belizeanus y
Gambierdiscus excentricus al microscopio Optico. A. Epiteca (arri-
ba) e hipoteca (abajo) de G. belizeanus aislado de Cuba. B. Epiteca
(arriba) e hipoteca (abajo) de G. excentricus tomadas de Fraga et
al. (2011). Barras de escala: 20 pm
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aislada en Islas Canarias, mientras que algunos aislados
de Cuba mostraron valores entre 1.07 y 1.09.

Otro carécter que puede ser utilizado para diferen-
ciar estas especies es la forma que describen las suturas
272"y 2'/1". En el caso de G. silvae, estas suturas des-
criben una linea curva, mientras queen G. carolinianus
describen un 4ngulo (Fig. 4). No obstante, estos auto-
res dejaron claro que no todas las células examinadas de
G. silvae presentaban esta forma distintiva del caracter,
aunque si la gran mayorfa. En resumen, esta informa-
ci6n destaca lo dificil que pudiera resultar diferenciar
estas dos especies utilizando pocos caracteres morfolé-
gicos, lo cual indica la necesidad de examinar un no-
mero elevado de células en cultivo (Fraga y Rodriguez,
2014).

Segun las descripciones originales de Litaker ez al.
(2009), G. caribaeus 'y G. carpenteri se diferencian en
cuanto a la forma de la placa 3", simétrica en G. cari-
baeus (Fig. 5) y asimétricaen G. carpenteri. G. caribaeus
puede ser adicionalmente distinguida de G. carpenteri
por presentar forma una placa 2" mds corta con res-
pecto al tamafio de la hipoteca, mientras que G. carpen-
feri presenta una placa 2" alargada (Fig. 5). La forma
de la célula eliptica en G. carpenteri, con una relaciéon
profundidad/ancho mayor que 1, no parece ser un ca-
racter suficiente para diferenciar estas especies. Segiin
Vacarizas et al. (2018), este caricter fue de 0.98 en un
aislado proveniente de Filipinas, indicando que las cé-
lulas eran generalmente redondas.

La clave dicotémica propuesta se utilizé paralaiden-
tificacion preliminar de un cultivo de Gambierdiscus
sp. (CUB3D5), obtenido recientemente en el Centro
de Estudios Ambientales de Cienfuegos. Las células
se caracterizaron por presentar forma lenticular, placa
2" ancha, placa 2’ rectangular y placa 3" simétrica, lo
que permitié identificarlo, de manera preliminar, como
G. caribaeus. Present$ una profundidad de 79 + 7 um,
didmetro transversal equivalente a 73 + 6 um y una re-
lacién profundidad/ancho de 1.1, lo cual describe una
forma mas eliptica que redonda, tipica de G. carpenteri
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Fig. 4. Microfotografias de Gambierdiscus carolinianus y
Gambierdiscus silvae al microscopio optico. A. Epiteca (arriba) e
hipoteca (abajo) de G. carolinianus aislado de Cuba. B. Epiteca
(arriba) e hipoteca (abajo) de G. silvae tomadas de Fraga y
Rodriguez (2014). Barras de escala: 20 pm

segun la descripcién de Litaker ez /. (2009). Si se co-
rrobora la identificacién de este aislado como G. cari-
baeus se confirmaria la poca utilidad de este cardcter
para diferenciar ambas especies, lo que concuerda con
las observaciones de Vacarizas ez 4/. (2018).

Teniendo en cuenta los reportes recientes sobre la
distribucion de las especies de Gambierdiscusy Fukuyoa
(Tester et al. 2020), resulta prudente evaluar la eficacia
de esta clave en un nuevo escenario, que incluya ade-
mds otras especies reportadas en un espacio geogréfi-
co més amplio, en este caso ambas costas del océano
Atlantico. A partir del aislamiento y descripcién de
Gambierdiscus australes M.A.Faust & Chinain en la
Polinesia Francesa (Chinain ez a/. 1999), la especie ha
sido reportada recurrentemente en diferentes latitudes
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Fig. 5. Microfotografias de Gambierdiscus caribaeus y
Gambierdiscus carpenteri al microscopio dptico. A. Epiteca (arri-
ba) e hipoteca (abajo) de G. caribaeus aislado de Cuba. B. Epiteca
(arriba) e hipoteca (abajo) de G. carpenteri tomadas de Litaker et
al. (2009) utilizando el sistema de tabulacion de Kofoid. Barras de
escala: 20 pm

en el océano Pacifico (Zhang et al. 2016; Smith ez al.
2017) y, en 2014, fue reportada por primera vez en el
océano Atldntico, en Islas Canarias (Fraga y Rodriguez
2014).

Fig. 6. Microfotografias de la epiteca (izquierda) e hipoteca
(derecha) de un cultivo de Gambierdiscus sp. aislado de Cuba
(CUB3D5). Barra de escala: 20 pm
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G. australes presenta, al igual que G. belizeanusy G.
excentricus, una placa 2" estrecha. Sin embargo, se dis-
tingue de estas por presentar una placa 2’ rectangular.
Fukuyoa paulensis F. Gémez, D. Qiu, R.M. Lopes & S.
Lin fue descrita en 2015 a partir de cultivos obtenidos
en la costa sur de Brasil (Gomez ez al. 2015). F. paulen-
sis y F. ruetzleri presentan dimensiones similares y di-
ferencias muy sutiles en la morfologia de las placas, por
lo que no parece posible distinguir ambas especies utili-
zando exclusivamente microscopia dptica.

La clave dicotémica propuesta para la identificacion
preliminar de las especies de Gambierdiscus y Fukuyoa
reportadas en la region del Caribe, utilizando como he-
rramienta solo la microscopia 6ptica, permite emplear un
nimero limitado de caracteres morfoldgicos para distin-
guir las especies. Sin embargo, lo compensa el hecho de
tener pocas especies en el andlisis. Desde el punto de vista
préctico, esta clave es de facil utilizacién y no tiene gran-
des requerimientos para la preparacién de las muestras.

Con el incremento en las investigaciones relacio-
nadas con estos géneros a nivel global, nuevas especies
pueden ser descritas y/o puede ampliarse el rango de
distribucion de aquellas que ya lo estdn, aspectos im-
portantes a tener en cuenta para el uso de esta clave en
el futuro. Aun cuando las técnicas moleculares son he-
rramientas costosas y de uso poco rutinario en muchos
laboratorios de la regién del Caribe, seguirdn siendo
imprescindibles en la identificacién inequivoca de las
especies de estos géneros.
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