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Resumen

Dinophysis acuminata Claparéde et Lachmann es el principal
organismo portador de toxinas DSP, causantes de prolongados cierres de
extraccion de bivalvos, en la costa suratlantica europea (Francia, Irlanda,
Espafia y Portugal). No obstante, bajo esta denominaciéon taxondmica se
incluyen una serie de morfoespecies de Dinophysis cuya caracteristica
comun es poseer sus grandes placas hipotecales con un contorno que varia
entre ovoide, elipsoidal y sub-esférico.

A finales de Mayo de 2006 se registré una repentina floracion de un
Dinophysis sp. de contorno ovalado muy regular, tecas muy delicadas, y
talla pequefia (L: 31-42 um; W: 22.5-32um), facilmente distinguible del D.
acuminata tipico de las Rias Baixas gallegas. Este Dinophysis cf ovum, con
morfologia préxima a D. ovum Schiit y a D. sphaerica Stein, es muy similar
a los D. cf acuminata descritos en Bahia de Thermaikos (Grecia) y en las
costas de Huelva. Andlisis por cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de masas (LC/MS) de arrastres ricos en esta especie revelaron
un contenido moderado (< 10 pg cel™) de 4cido okadaico (AO).

El andlisis comparado de diferentes regiones del operon del rRNA
obtenido a partir de células de D. cf ovum, aisladas in vivo por
micromanipulacion, presentan diferencias con respecto a las obtenidas para
el D. acuminata tipico de la region, lo que sugirie una diferente adscripcion
filogenética.

Introduccion

Varias especies del género Dinophysis han sido sefialadas como las
principales responsables de la presencia de toxinas diarreogénicas en los
bivalvos en Japon, Europa, Chile y Nueva Zelanda. Dada la persistencia de
estas especies a lo largo del afio, pueden constituir la principal amenaza para
la explotacion de los recursos marisqueros (cultivados o en bancos
naturales) en las regiones costeras expuestas a proliferaciones de
Dinophysis.

Todos los resultados disponibles confirman la gran variabilidad en
cuanto al contenido de toxina por célula que presentan estos organismos,
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inclusive entre células de la misma especie y localidad [1,2,3]. A su vez, se
observa una gran variedad morfoldgica intraespecifica [4,5,6], por lo que su
correcta identificacion resulta dificil.

La identificacion taxondmica de especies del género Dinophysis se
basa fundamentalmente en el tamafio y forma de las dos grandes placas
hipotecales, forma de la aleta sulcal izquierda y sus radios, presencia o
ausencia de cloroplastos y la ornamentacion de las tecas [5]. Estos criterios
agregan dificultad a la hora de identificar las especies potencialmente
toxicas que deben ser identificadas en programas de seguimiento. Es, por lo
tanto, muy importante el control de la presencia de especies de fitoplancton
productores de toxinas en las costas de produccion de moluscos asi como la
cuantificacion de las toxinas que se acumulan en las diferentes especies de
moluscos, especialmente de moluscos filtradores bivalvos, que captan las
células y sus toxinas con gran facilidad.

La biologia molecular provee de herramientas que permiten mejorar
la identificacion de organismos en laboratorio, asi como en muestras
ambientales. Debido a las dificultades encontradas para establecer especies
de Dinophysis en cultivo, se emplearon técnicas muy sensibles de
amplificacion de DNA a partir de células individuales. Recientemente estas
técnicas han generado secuencias para un rango de especies de Dinophysis y
han provisto de datos importantes en cuanto a variabilidad genética dentro
del género y su filiacion filogenética con otros dinoflagelados [7,8,9].

A finales de Mayo de 2006 se registré una repentina floracion de un
Dinophysis sp. de contorno ovalado muy regular, tecas muy delicadas, y
talla pequefia, facilmente distinguible del D. acuminata tipico de las Rias
Baixas gallegas. Este Dinophysis cf ovum, con morfologia préxima a D.
ovum Schiit y a D. sphaerica Stein, es muy similar a los D. cf acuminata
descritos en Bahia de Thermaikos, Grecia (2004) [10].

Materiales y métodos

El muestreo se realizé en la estacion de Bueu (Pontevedra), el 12 de
Junio de 2006, con bomba sumergible, a Im de profundidad. Mediante un
sistema de salabres superpuestos, se obtuvo un concentrado de la fraccion de
plancton de 20-70 pm.

Se filtr6 un volumen conocido del concentrado de plancton para
posterior extraccion de toxinas lipofilicas y andlisis mediante cromatografia
liquida acoplada a masas (LC/MS). Previamente se tomd una alicuota de
este concentrado y se fijo con lugol para la identificacion y contaje de las
células fitoplanctonicas contenidas en el extracto. A su vez, se midi6 la
longitud maxima (L), la profundidad (W) y el cingulo (C) de 44 individuos
de D. cf ovum, y de 6 células pequefias mediante el micrométrico ocular de
un microscopio invertido NIKON ECLIPSE 2000.
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La amplificacion por PCR del 28s rDNA, a partir de células de D. cf
ovum aisladas por micromanipulacion, se llevo a cabo en un Thermal Cycler
2720 (Applied Biosystems). Cada célula se lavo 3 veces en agua de mar
filtrada y por ultimo en solucién tamponada de fosfato (PBS 1X). Las
células se transfirieron a tubos eppendorf de 200 pl que contenian 1x
tampon de la enzima, 1 mM dNTPs, 3 mM MgCl,, 0,5 mM de los cebadores
FD8 (5-GGATTGGCTCTGAGGGTTGGG-3") y RB (5'-GATAGGAAG
CGACATCGA-3") y 0,025 u/ul Tag DNA Polimerasa (Roche).

Las secuencias obtenidas se compararon con aquéllas disponibles en
el GenBank mediante el algoritmo de BLAST (Basic Local Aligment
Search Tool) y se alinearon utilizando Clustal X [11]. Los analisis
filogenéticos se realizaron mediante la técnica de “Neighbor Joining”.

Resultados

En el muestreo realizado se observo una poblacién formada sélo por
dinoflagelados, y en la que la especie dominante era un Dinophysis de talla
pequena-mediana, claramente distinguible del D. acuminata habitual en las
Rias Baixas.

El analisis de las muestras, fijadas con lugol, revel6 una poblacion
formada sélo por dinoflagelados, y en la que la especie dominante era un
Dinophysis de talla pequefia-mediana, claramente distinguible del D.
acuminata habitual en las Rias Baixas. Este Dinophysis, al que
denominaremos provisionalmente Dinophysis ct ovum, constituia el 97% de
las especies de Dinophysis presentes (Tabla 1).

—_ S -
Especie ;3 ‘g % S

b4 LL 3
Ceratium furca 42| 6,67| 280 59
Ceratium fusus 4| 6,67 27 0,6
Ceratium horridum 1| 6,67 7 0,1
Dinophysis acuminata 4| 6,67 27 0,6
Dinophysis caudata 2| 6,67 13 0,3
Dinophysis rotundata 4| 6,67 27 0,6
Dinophysis skagii 1| 6,67 7 0,1
Dinophysis cf ovum 333| 6,67 2220 47,0
Diplopsalis lenticula 58| 6,67| 387 8,2
Protoperidinium depressum 1| 6,67 7 0,1
Protoperidinium diabolus 75| 6,67 500 10,6
Protoperidinium divergens 7| 6,67 47 1,0
Protoperidinium cf leonis 2| 6,67 13 0,3
Protoperidinium steinii 65| 6,67| 433 9,2
Protoperidinium t ovatum small 105| 6,67 700 14,8
Scrippsiella sp 5| 6,67 33 0,7

TOTAL 4727

Tabla 1. Composicion especifica y frecuencia de las distintas especies obtenidas en la
fraccion 20-70 um .del concentrado de plancton
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Las mediciones de células indicaron que se trataba de una especie de
Dinophysis de talla inferior a D. acuminata, con placas hipotecales ovaladas
y de textura muy delicada y radio R3 de la aleta sulcal izquierda corto y
delicado (Fig. 1 a-b). Por otro lado, las células pequefias de D. cf ovum
presentaron una morfologia muy distintas de la de D. skagii, la angulosa
célula pequena de D. acuminata (Fig. 1c¢).

L (um) Wum) | Cem

Dinophysis cf. oviim | Media + SD 36624 264+21 |85%12
(n =44) Range 32-42 25-32 | 75-12

Dinophysis cf. ovum | Media + SD 275+1.55 195+13 [69+12
Células pequefias (n=6) | Rangc 255-30 18- 21 58-9

Tabla 2. Morfometria (micrométrico ocular) de D. cf ovum y sus células pequenas

Figura 1. Célula vegetativa normal (a), mediana (b) y pequefia (c) de D. cf ovum.
Micrografia Nomarski (DIC), 600 X, tomada con camara NIKON en microscopio invertido
NIKON ECLIPSE TE-2000.

El analisis por LC-MS del extracto del concentrado de plancton (Fig.
2) revelo la presencia de niveles bajos de 4cido okadaico (OA) (8,5 pg cel™).
Al igual que como es habitual en D. acuminata, no se detectd presencia de
otras toxinas, tales como las Dinophysistoxinas y Pectenotoxinas (DTX2,
PTX2), comunes en extractos de las Rias Baixas que contienen D. acuta y/o
D. caudata.
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Figura 2. 4.Cromatograma de estandar de AO (TR 8,0 min) y DTX2 (TR 8,9 min) (izda.), y
espectro m/z de AO estandar. B.Cromatograma de AO (TR 7,9 min) estandar de muestra de
concentrado de plancton (20-77 pm) rico en Dinophysis cf. ovum (izqda.) y espectro m/z de
AO presente en la misma muestra.

Estudios preliminares basados en el estudio de secuencias de la
region D8 a D10 del 28s rDNA (Fig. 3) parecen indicar una separacion
entre la especie en estudio y las otras especies de Dinophysis analizadas, lo
cual estaria de acuerdo con las diferencias observadas en la morfometria y
contenido de toxina por célula.

Dinophysis cf ovum

Dinophysis acuminata

1—Dinophysis caudata

1%%° —— Prorocentrum micans AY822609

1000
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1000
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Figura 3. Arbdl filogenético inferido por Neighbor Joining basado en secuencias parciales
del 28s rDNA (850 pb). Los indices Bootstrap (1000) se observan en los nodos internos.
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Discusion

Bajo la denominacion taxondémica Dinophysis acuminata (o D. cf
acuminata) se incluyen una serie de morfoespecies (D. acuminata, D. ovum,
D sphaerica, D. okamurai, etc.) cuya caracteristica comun es poseer las dos
grandes placas hipotecales de tamafo medio-pequefio, con un contorno que
varia entre ovoide, elipsoidal y sub-esférico. La separacion de estas especies
al microscopio Optico en contajes rutinarios de programas de seguimiento, y
en especial si coinciden en la misma muestra, es muy dificultosa. La
diferenciacion mediante secuenciacion del 28s rDNA y futura preparacion
de sondas moleculares contra las distintas especies ayudaria a aliviar este
problema.
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