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COLECCION DE CULTIVOS DE MICROALGAS NOCIVAS DEL CENTRO OCEANOGRAFICO
DE VIGO. RESULTADOS EXPERIMENTALES DE ALGUNAS ESPECIES*

I. Bravo, I. Ramilo, J. M. Franco, E. Marofio y S. Fraga

Centro Oceanogrdfico de Vigo. Instituto Espafiol de Oceanografia. Apartado 1552. 36280 Vigo
(Pontevedra), Espafia.

RESUMEN

En el Centro Oceanografico de Vigo (COV) existe una coleccién de cultivos de fitoplancton que
incluye la mayor parte de las microalgas relacionadas con floraciones tdéxicas o nocivas de la
costa de la peninsula Ibérica. En este informe se detalla una lista con todas las cepas man-
tenidas en esta coleccién, el nombre de la especie, la procedencia de la muestra original des-
de la que fue aislada y su toxicidad en el caso de que haya sido probada.

Ademds, se muestran los resultados de los estudios sobre crecimiento de tres especies de dino-
flagelados en cultivos de esa coleccidén y que son consideradas las mds importantes por su pro-
duccidén de biotoxinas marinas: Gymnodinium catenatum Graham, Alexandrium minutum Halim y Pro-
rocentrum lima (Ehrenberg) Dodge. Se mencionan también numerosas publicaciones de estudios
realizados con esos cultivos tanto en el COV como por investigadores de otras instituciones.

En el apartado de material y métodos se describe la metodologia seguida para el aislamiento y

mantenimiento de los cultivos de fitoplancton, asi como para el cdlculo de la tasa de creci-
miento de los mismos.

Palabras clave: Cultivo de fitoplancton, fitoplancton téxico, Gymnodinium catenatum, Alexan-
drium minutum, Prorocentrum lima, envenenamientos PSP y DSP.

ABSTRACT

Toxic phytoplankton cultures from Vigo Oceanographic Center

Cultures of different toxic phytoplankton species related with harmful algal blooms are main-
tained in a culture collection at the Vigo Ocenographic Center. In the present report, we list
all the strains from this culture collection. The list indicates the names of the strains and
species, the original sample location from which they were isolated and their toxicity in cases
in which this has been tested.

This report also present the results of the studies on growth of three dinoflagellates from
the culture collection. These species are: Gymnodinium catenatum Graham, Alexandrium minutum
Halim and Prorocentrum lima (Ehrenberg) Dodge, and they are remarkably important in toxic phy-
toplankton research because of their toxin production. Different studies of these cultures des-
cribed in different publications are also mentioned.

In material and methods we describe the methodology for the isolation and maintenance of micro-
algae cultures, the method of growth rate calculation is also explained.

Key words: Phytoplankton culture, toxic phytoplankton, Gymnodinium catenatum, Alexandrium
minutum, Prorocentrum lima, PSP, DSP.

*Recibido en marzo de 1996. Aceptado en marzo de 1997.
Coordinacidn cientifica editorial: José Iglesias Estévez.
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1. INTRODUCCION

Una pequefla proporcidén de todas las especies de microorganismos que
constituyen el fitoplancton marino puede producir sustancias tdéxicas y
ser la causa de envenenamientos por consumo de mariscos. En las costas
de la peninsula Ibérica se han detectado toxinas relacionadas con dos
tipos distintos de estas intoxicaciones: envenenamiento paralizante por
consumo de mariscos (EPM, en inglés PSP) y envenenamiento diarreico por
consumo de mariscos (EDM, en inglés DSP) (Fraga et al., 1984; Bravo et
al., 1990; Reguera et al., 1991; Marquez, 1994; Delgado et al., 1990).
Ademds se ha detectado toxicidad de tipo amnésico (EAM o ASP) en meji-
llones de la costa de Galicia (Miguez, Fernandez y Fraga, 1996), aun-

que no se conoce gue se haya registrado ninguna intoxicacidén de este
tipo.

Galicia es un importante productor de mejilldén a nivel mundial, lo cual
ha supuesto que en esta comunidad autdénoma se haya desarrollado una
amplia red de control e investigacidén de fitoplancton tdéxico y bioto-
xinas marinas, en la que trabajan coordinadamente distintas institucio-
nes. Fue a partir de octubre y noviembre de 1976, alcanzando la toxi-
cidad de tipo paralizante por consumo de mejillones procedentes de las
costas gallegas a consumidores en Francia, Italia, Suiza y Alemania,
cuando comenzdé a ponerse en funcionamiento dicha red (Reguera et al.,
1991). Méas tarde, en 1985, se estructurd en el Centro Oceanografico de
Vigo (COV) del Instituto Espafiol de Oceanografia un proyecto denomina-
do Dinoflagelados téxicos. Entre sus objetivos se incluia el estable-
cimiento de los cultivos de especies responsables de fendmenos de toxi-
cidad asociados a organismos fitoplanctdénicos en la costa de Galicia.
Hoy en dia se mantienen en la coleccidén de cultivos de fitoplancton
téxico de este centro distintas cepas de varias especies de organismos
marinos relacionados con floraciones tdéxicas o asociados con ellas en
algin aspecto. Muchos de estos cultivos han servido de base para la rea-
lizacidén de proyectos ya finalizados o que estédn llevdndose a cabo. Ade-
mds, algunas cepas han sido cedidas a otros grupos de investigacidn para
realizar estudios en algun tema relacionado con biotoxinas marinas.

En este informe se describe la metodologia seguida para el estableci-
miento de los cultivos mantenidos en la coleccidén de fitoplancton tdéxi-
co/nocivo del COV. En la tabla I se listan todas las cepas de la colec-
cidén, el nombre de la especie, su procedencia y su toxicidad en el caso
en gue haya sido probada por CLAE (cromatografia liquida de alta efi-
cacia). De un total de 71 cepas, 53 proceden de la costa gallega, 12
fueron aisladas también en el COV procedentes de muestras de la costa
mediterrdnea espafiola y 6 han sido amablemente cedidas por otras ins-
tituciones extranjeras para realizar estudios comparativos en el COV.
También se muestran los resultados obtenidos en diferentes experimentos
con las especies de dinoflagelados con las que mds se ha trabajado en
el COV hasta el momento. Estas especies son: Gymnodinium catenatum Gra-
ham, Alexandrium minutum Halim y Prorocentrum Iima (Ehrenberg) Dodge.
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1.1 Alexandrium minutum

Al género Alexandrium pertenecen varias especies productoras de toxinas
PSP, por lo que ha sido ampliamente estudiado tanto taxondmica como
toxicoldédgicamente. Su sistemdtica ha sido, y sigue siendo, muy discu-
tida. Originalmente las especies de este género estuvieron incluidas en
el género Gonyaulax, hasta que se aceptd la propuesta de Balech (1985)
Y se reconoce que Alexandrium Halim fue el primer nombre aplicado al
grupo de Gonyaulax tamarensis. Bajo este nombre fue citado el primer
episodio de PSP producido por Alexandrium en las costas gallegas en mayo
de 1984 (Blanco, Marifio y Campos, 1985) que posteriormente se identi-
ficd como Alexandrium lusitanicum, sindnimo de Alexandrium minutum en
la actualidad (Taylor, Fukuyo y Larsen, 1995).

La morfologia y la produccién de toxinas de los cultivos de esta espe-
cie mantenidos en la coleccidén del COV ha sido estudiada por Franco,
Ferndndez y Reguera (1994) y Franco et al. (1995). Estos autores no
observaron diferencias significativas entre cepas identificadas en un
principio como A. minutum y A. lusitanicum (P. ej. el cultivo proceden-
te de Portugal), todas ellas denominadas A. minutum en la actualidad.

1.2 Gymnodinium catenatum

Gymnodinium catenatum fue asociado con el envenenamiento paralizante por
consumo de bivalvos en las rias gallegas por primera vez en 1976 (Estra-
da, S&nchez y Fraga, 1984), siendo su toxicidad probada en episodios
posteriores (Fraga et al., 1988; Anderson, Sullivan y Reguera, 1989).
Este dinoflagelado también se ha relacionado con intoxicaciones de tipo
paralizante en la costa de Malaga (Bravo et al., 1990) y en otros pai-
ses del mundo: México (Morey-Gaines, 1982; Mee, Espinosa y Diaz, 1986),
Portugal (Franca y Almeida, 1989), Tasmania (Hallegraeff vy Summer,
1986), Japdén (Ikeda et al., 1989) y Marruecos (Tahri, 1995).

Los cultivos establecidos en el COV han sido la base de varios estudios
realizados con el objetivo de conocer mejor los procesos implicados en
las floraciones de G. catenatum en las costas gallegas. Fueron impor-
tantes para estudiar la composicidén de las toxinas (Anderson et al.,
1989). Igualmente, han sido utilizados para estudios del ciclo de vida,
tasas y condiciones de germinacidén (Bravo y Anderson, 1994). Otro tra-
bajo realizado en el COV con los cultivos de Gymnodinium catenatum fue
un estudio taxondmico sobre su diferenciacidén con Gyrodinium impudicum
(Fraga y Bravo, 1995), también dinoflagelado formador de cadenas pero
que no es tdéxico (Fraga et al., 1995a; Fraga et al., 1995b).

1.3 Prorocentrum lima

Prorocentrum lima es un dinoflagelado bentdénico con amplia distribucidn
geografica. Ha sido citado abundantemente en aguas tropicales asociado
a alguno de los sintomas producidos por la ciguatera, sindrome causado
por otro dinoflagelado bentdnico, Gambierdiscus tdxicus (Yasumoto et
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al., 1980; Bagnis et al., 1985). Aunque en aguas templadas no existen
muchas referencias, ya Lebour (1925) lo cita tanto en muestras de planc-

ton como asociado a sustrato arenoso en las costas de Irlanda y Gran
Bretafia.

En todos los cultivos de este dinoflagelado se ha verificado la produc-
cién de al menos dos toxinas de naturaleza polieter, &acido okadaico y
dinophysitoxina 1, pertenecientes al grupo de las diarreicas (Lee et
al., 1989). A pesar de su evidente capacidad para producir toxinas, P.
lima no se ha asociado claramente a episodios diarreicos debido, proba-
blemente, a que su cardcter bentdnico hace improbable su ingestidn por
moluscos filtradores. Sin embargo, el cultivo de este dinoflagelado tie-
ne gran importancia en el estudio de las toxinas diarreicas, ya que las
especies del género Dinophysis, los organismos claramente asociados con
este tipo de toxicidad, no se han conseguido cultivar hasta el momento.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Aislamiento y establecimiento de los cultivos monoalgales

Para el establecimiento de un cultivo monoalgal se usaron principal-
mente dos técnicas, a veces combinadas:

Técnica de aislamiento por micropipeta (Hoshaw y Rosowski, 1973; Gui-
llard y Keller, 1984). Esta técnica consiste en aislar los microorga-
nismos por micromanipulacidén, bajo binocular o microscopio invertido,
mediante micropipeta capilar. Se usaron de 25 a 100 aumentos y se rea-
lizaron lavados de las células aisladas mediante sucesivas transferen-
cias en medio estéril, hasta que no se aprecid contaminacidn por otros
microorganismos distintos al que interesaba. Es una técnica recomenda-
ble para especies que resisten bien cierta manipulacidén y sobre todo
para aislamiento de quistes de dinoflagelados.

Técnica de aislamiento por sucesivas diluciones. Esta técnica es acep-
table en los casos en que la especie a aislar es dominante en la mues-
tra. Resulta muy sencilla pues consiste en realizar sucesivas dilucio-
nes de la muestra en medio limpio, hasta conseguir el cultivo monoalgal.
Las sucesivas diluciones de la muestra se realizaron en placas de teji-
dos de 96 pocillos con 250 pl de medio en cada uno. Estas placas tie-
nen la gran ventaja de permitir observar el contenido de las mismas al
microscopio invertido, por lo que se pudo seguir el estado de los cul-
tivos en los dias siguientes a la realizacidén de las diluciones. El uso
de esta técnica de aislamiento es ventajoso para especies delicadas,
como Gymnodinium catenatum, que no toleran una manipulacidén excesiva.

En los comienzos de la coleccidén se utilizd medio £/2 (Guillard y Ryt-
her, 1962), posteriormente se cambid a medio K (Keller y Guillard, 1985)
y actualmente se utiliza medio K sin Tris. Este medio se utiliza sin
silicatos excepto para cultivo de diatomeas. Las placas se incubaron en
las condiciones que se describen para mantenimiento (apartado 2.2). Para
el seguimiento del aumento en numero de células y germinacidén de quis-
tes, se observaron detenidamente las placas al microscopio los dias
siguientes al aislamiento. Una vez alcanzado un crecimiento regular, sin
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contaminacidén de otras especies y con un numero de células suficiente
(dependiendo de las especies, un minimo aproximado de 50-100 células),
el siguiente paso fue la transferencia del cultivo a recipientes de

mayor volumen, desde los que se realizaron las necesarias transferen-
cias de mantenimiento.

2.2 Mantenimiento de los cultivos

El mantenimiento de las cepas se realiza mediante la transferencia suce-
siva de indculos de los cultivos a medio nuevo, e incubdndolos en con-
diciones adecuadas. En el COV, el mantenimiento de la coleccidn de cul-
tivos se realiza en cdmara isotérmica a 19 + 1 °C para todas las
especies, excepto Alexandrium taylori y Pseudonitzschia, que se mantie-
nen a 22 * 1 °C y 15 * 1 °C respectivamente, con luz fluorescente tipo
blanco-industrial y tipo luz-dia, con intensidades luminosas de aproxi-
madamente 70 pE-s'-m? y ciclo 14/10 horas luz/oscuridad. En la actua-
lidad, el medio de cultivo usado en el mantenimiento es el medio K
(Keller y Guillard, 1985) sin Tris.

Los cultivos se mantienen en tubos de vidrio con 30 ml de medio, salvo
Gyrodinium impudicum para la que se utilizan erlenmeyers con 50 ml de
medio y Pseudo-nitzschia spp. que se mantiene en frascos de cultivos de
tejidos con 100 ml de medio. El material se autoclava previamente con
agua destilada. El medio de cultivo se hace con agua de mar autoclava-
da en botellas de tefldn de 1 1, las cuales se ponen a enfriar rapida-
mente al bafio maria y afiadiendo 1las soluciones stock en el momento en
que se vaya a utilizar el medio (Keller y Guillard, 1985; McLachlan,
1973). La manipulacidén del material, del medio y de los cultivos se rea-
liza en cédmara de flujo laminar manteniendo las condiciones mds axéni-
cas en lo posible. La temperatura se establecidé teniendo en cuenta los
requerimientos de todas las especies gue se mantienen en la misma cdma-
ra, para lo que fue necesario buscar un cierto consenso entre las tem-
peraturas 6ptimas de mantenimiento de todas las cepas. Si bien el esta-
blecer ese punto no fue muy dificil debido a que casi todas las especies
proceden de la misma zona (las rias gallegas), se observaron diferen-
cias importantes en el mantenimiento de las distintas cepas en lo que
concierne a la duracidén de las fases del crecimiento.

Para el mantenimiento de los cultivos de microalgas es importante cono-
cer sus curvas de crecimiento para saber los dias que tarda una cepa
determinada en alcanzar la Ultima parte de la fase exponencial, gque es
la mds iddénea para realizar las transferencias a medio nuevo. Debido a
las diferencias observadas en la duracidén de las distintas fases del
crecimiento de las especies de la coleccidn, los cultivos se han agru-
pado en cepas de crecimiento rédpido que es necesario transferir cada

15-20 dias y cepas de especies de crecimiento mds lento que se trans-
fieren cada 25-30 dias.

2.3. Cdlculo de la tasa de crecimiento

En el presente informe, como pardmetro de crecimiento se utiliza el nume-
ro de divisiones/dia. Para su calculo se realizaron conteos celulares
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cada 2-3 dias. En el experimento del efecto de la temperatura en culti-
vos de G. catenatum, se calculd la tasa de crecimiento basadndose en medi-
das de fluorescencia en vivo a lo largo de la fase exponencial de la
curva de crecimiento y, para el experimento de efecto de la salinidad,
se hizo un seguimiento del crecimiento con conteos celulares y fluores-
cencia en vivo. En el apartado de resultados de la especie Gymnodinium
catenatum se discute el uso de estas dos variables para el calculo de
la tasa de crecimiento. También en el caso de Alexandrium minutum se dis-
cute la necesidad del control del tamafio celular a la hora de comparar
tasas de crecimiento. El valor en divisiones/dia se calculd usando téc-
nicas de regresidén entre el logaritmo del numero de células y los dias
de cultivo durante la fase exponencial de la curva de crecimiento. El
valor de la pendiente de la recta es igual a la tasa instantdnea de cre-
cimiento (K = log(N:/No)/t). Usando logaritmo en base 2 se obtiene k en
divisiones/dia (k = 3,322 K siendo log:10 = 3,322) (Guillard, 1973).

Tabla I. Cepas de microalgas que se mantienen en la coleccidén de cultivos de fitoplancton tdxi-
co/nocivo del COV. (*): Se mencionan exclusivamente las principales toxinas detecta-
das en los andlisis realizados por CLAE para esas cepas o los resultados negativos
en los casos en que no se detectaron toxinas. No se mencionan observaciones donde no
se han realizado andlisis de toxinas.

Nombre Cepa Procedencia Observaciones (*)
PA2V Vigo
Alexandrium affine PA3V Vigo

No producen toxinas
de tipo paralizante

i Vigo (Lee et al., 1989)
PASV Vigo
No producen toxinas
; ; i 1i
Alexandrium tamarense PE1V Vigo g Gibo DREE.LLZamEe
(Franco, datos no
publicados)
AL1V Vigo
AL2V Vigo
AL3V Vigo
AMP4 Mallorca . .
Toxinas de tipo
AMP10 Mallorca paralizante: GTX4,
GTX1, GTX3 y GTX2
Alexandrium minutum AMP13 Mallorca (Franco, Ferndndez y
Reguera,1994; Franco
18A Portugal et al., 1995; Franco,
datos no publicados)
AMADO1 Australia
AMADOG6 Australia
AMAD21 Australia
AMITA Adridtico
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Nombre Cepa Procedencia Observaciones (*)
AM1V Costa Brava
AMAV Costa Brava No producen toxinas
de tipo paralizante
Alexandrium taylori  AM7V Costa Brava (Franco, datos no
publicados)
AM8BV Costa Brava
AMOV Costa Brava
. i No produce toxinas
Amphydin f. , .
E)g;;£;;:;C: AlV Aldan diarreicas
(Lee et al., 1989)
CM1V Vigo
CM2V Vigo .
= No producen toxinas
Coolia monotis CM3V Vigo diarreicas
(Lee et al., 1989)
CM4Vv Vigo
CM5V Vigo
GC21Vv Vigo
GC1l9v Vigo ‘
Toxinas de tipo
GC7B Vigo paralizante: Cl, C2,
Cc3, C4, GTX6, GTXS5,
- dini " . GCoV Vigo dcSTX y STX
HETRESSLEE BESSHSE . (Anderson, Sullivan
GClov Vigo y Reguera, 1989;
SO . Franco, datos no
i Vg0 publicados)
GC12v Vigo
GC13v Vigo
Gylva Valencia
GY2VA Valencia
GY3VA vValencia No producen toxinas
Gyrodinium impudicum de tipo paralizante
GY4VA . Valencia (Fraga et al., 1995b)
GY5V Vigo
10B Italia
HA1lV Arousa
Heterosigma carterae HA2V Arousa
CHATON A Corunia
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Tabla I (continuaciédn).

Nombre Cepa Procedencia Observaciones (*)
Oltmannsiella virida OV1V Vigo
PL1V Vigo
PL2V Vigo
PL3V Vigo
i VaLgi Toxinas diarreicas:
) PL5V Vigo dcido okadaico y DTX1
Prorocentrum lima (Lee et al., 1989;
PL6EV Bueu Fernandez y Bravo, en
preparacidn)
PL7V Bueu
PL8V Bueu
PLOV Bueu
PL10V Bueu
Prorocentrum micans PM Vigo
Prorocentrum minimum PMIN Vigo
Prorocentrum rostratum PR1V Vigo
PT Galicia
Prorocentrum PT2V s i)
triestinum PT3V Vigo
PT5V Vigo
PS6V Pontevedis No producen &acido
domoico (Miguez,
G4 Vigo datos no publicados)
Pseudo-nitszchia )
cf. australis Gl Vigo

Producen &cido
G2 Vigo domoico (Miguez,
datos no publicados)

G5 Vigo

No produce &cido
F1l Vigo domoico (Miguez,
datos no publicados)

Pseudo-nitszchia
cf. subpacifica

No produce toxinas
S2V Vigo diarreicas

(Lee et al., 1989)
Scrippsiella spp.

S3V Vigo
EXQ7V Vigo
10
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Tabla II. Publicaciones sobre estudios llevados a cabo con cepas de los cultivos de fito-
plancton téxico/nocivo del COV. (t): Cepa desaparecida en la coleccién de cultivos

del COV. (*): Los cdédigos de las cepas citadas en la publicacién no coinciden con
los de la coleccidn.

Especie Cepa Referencia
A. affine, AA71V (1), GClV(t), Anderson, Sullivan
G. catenatum y GCl1lv (t) y GC3V(t) y Reguera (1989)
G. impudicum
A. affine, A. minutum, PA2V, PA3V, PA4V, ALlV, Costas y Ldépez Rodas
A. tamarense, AL2V, 18V, PE1lV, PE2V(t), (1994)
G. catenatum, GC7B, GCY9V, GC1l9v, GC21vV,
G. impudicum, P. lima GCVAPL7(t), GCVAPLS8(t),
y P. triestinum GCVAPLO (t), GY5V, PL5V,
PL6V, PL7V, PL8V, PT3V
y PT5V
A. affine y PAS5V y GC1lV (t) Fraga, Gallager y
G. catenatum Anderson (1989)
A. affine, A. minutum PAS5V, 18V, AMADO1, Scholin et al. (1994)
y A. tamarense AMADO6, PE1lV y PE2V(t)
A. affine, A. minutum, PAlV, AL?V, CM1V, Selvin et al. (1989)
C. monotis, GC21V,PL2V y PL4AV
G. catenatum y P. lima
A. affine, A. minutum, PA2V, PA3V, PA4V, ALlV, Zardoya et al. (1995)
G. catenatum, AL2V, 18V, GC7B, GcCYv,
G. 1impudicum, P. lima GC1l9V, GC21V, GCVAPL7(t),
y P. triestinum GCVAPL8 (1) ,GCVAPLI (1),
GY5v, PLS5V, PL6V, PL7V,
PL8V, PT3V y PTS5V
A. minutum, ALl1lvV, AL2V, 18V, GC7B, Costas et al. (1995b)
G. catenatum y GCov, GC1l9v, GC21v,
G. 1impudicum GCVAPL7(t), GCVAPL8(t),
GCVAPLY (t) y GY5V
Alexandrium minutum AL1V y AL2V Flynn et al. (1995)
Alexandrium minutum AL1V, AL2V y AL3V Franco, Ferndndez vy
Reguera (1994)
Alexandrium minutum ALl1lv, AL2V, AL3V, AMADOl, Franco et al. (1995)

AMADO6, AMAD21 y 18A

A. minutum, ALlV, 18V, GC21V y GY5V Mendoza et al. (1995)
G. catenatum y

G. impudicum
A
p

tamarense y {*) Costas et al. (1993c)
triestinum

11
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Tabla II (continuacidn).

Especie Cepa Referencia
Amphidinium sp., Alv, CM1lv, S2vV, PL1V, Lee et al. (1989)
C. monotis, PL2V, PL3V, PL4V y PL5V
Scripsiella sp.
y P. lima
Gymnodinium GClv(t), GC9vV, GC21V, Bravo y Anderson
catenatum GC1l9V y GC7B (1994)

G. catenatum y
G. impudicum

GC7B, GY1VA, GY2VA, GY3VA,
GY4VA, GY5VA, GCVAPL7(t),
GCVAPL8 (1),

GCVAPLO (1)

Fraga et al. (1995a)

Gymnodinium catenatum GC21V Reguera y Oshima
(1990)

Gyrodinium impudicum GC3V(+t) Bravo (1986)

Gyrodinium Impudicum GY1VA, GY2VA, GY3VAa, Fraga et al. (1995b)

GY4VA, GY5vA, 10B

Prorocentrum lima PL2V Bravo (1991)

P. lima y PL6V, PL8V, PT3V y PT5V Costas et al. (1993Db)

P. triestinum

P. lima y PL5V, PL7V y PT5V Costas et al. (1995a)

P. triestinum

P. lima PL2V Demaret, Sohet y
Houvenaghel (1995)

P. lima y (*) Lépez-Rodas et al.

P. triestinum (1992)

Prorocentrum lima PL2V Morlaix y Lassus
(1992)

Prorocentrum lima PL2V Norte et al. (1991)

Prorocentrum lima PL2V Norte, Padilla y
Fernadndez (1994);
Norte et al. (1994)

Prorocentrum lima PL2V Pillet y Houvenaghel
(1995)

Prorocentrum lima PL2V Pillet et al. (1995)

Prorocentrum lima PL2V Rausch de Traubenberg
y Morlaix (1995)

Prorocentrum lima PL2V Rausch de Traubenberg
et al. (1995a, 1995b)

Prorocentrum lima PL2V Sohet et al. (1995)

Prorocentrum triestinum PT Costas et al. (1993a)
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3. RESULTADOS

3.1 Alexandrium minutum

En la coleccidén de cultivos del COV se mantienen en total 11 cepas de

Alexandrium minutum (tabla I). Se ha comprobado que todas ellas son pro-
ductoras de toxinas PSP (Franco, Ferndndez y Reguera, 1994; Franco et
al., 1995 y Franco, datos no publicados). Ademds, se mantienen cepas

pertenecientes a otras especies del género Alexandrium aisladas también
de aguas de las Rias Bajas gallegas, A. tamarense y A. affine, en cuyos
cultivos no se detectaron toxinas paralizantes. Igual ocurridé en cul-
tivos de A. taylori aislados de muestras de la Costa Brava.

3.1.1 Mantenimiento

En las condiciones mencionadas de mantenimiento de los cultivos de la
coleccidén del COV (ver material y métodos), las cepas de Alexandrium
minutum se transfieren a medio nuevo aproximadamente cada 20 dias. En
la figura 1 se observan las curvas de crecimiento para tres réplicas de

cultivos de la cepa AL1V en las condiciones indicadas y en volumenes de
150 ml de cultivo.

120000

&

- 90 000+

%

= 60000+

‘0 "

O 30 000

0 f ; } } |
0 5 10 15 20 25 30 35
Dias
Figura 1. Curvas de crecimiento de tres réplicas de cultivos de Alexandrium minutum (cepa
AL1V) .

Los valores méds elevados de la tasa de crecimiento en divisiones/dia se
observaron del sexto al octavo dia de cultivo (0,76 = 0,05) (n = 3).
Del octavo al décimo y desde éste al duodécimo dia las tasas fueron de
0,22 * 0,07 y 0,31 £ 0,16 divisiones/dia respectivamente y, en los dias
sucesivos, las tasas disminuyeron de forma progresiva. En la figura 1
se muestra el crecimiento para tres réplicas. Se observd que el creci-

miento varia notablemente entre cepas y segun condiciones de cultivo.

En la figura 2 se muestra el crecimiento para las tres cepas aisladas
de aguas de la costa gallega. Las curvas de los tres cultivos muestran
diferencias en las tasas de crecimiento en la fase exponencial que son
notables y que se repitieron en experimentos posteriores. Franco et al.
(1995) hacen mencidén de estos resultados junto con los de toxicidad en
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las distintas fases del crecimiento de los diferentes cultivos. Los cul-
tivos representados en dicha figura fueron realizados en las condicio-
nes mencionadas para mantenimiento (ver material y métodos) y en volu-
menes de 2 1. Una caracteristica de los cultivos de esta especie que se
observa en la figura 2, es la duracién de la fase estacionaria al menos
durante 10-15 dias de forma que, si no se transfieren en la fase expo-
nencial, es posible realizarlo durante la fase estacionaria sin que
peligre el mantenimiento de la cepa. Si se comparan las curvas de cre-
cimiento representadas en la figura 1 y la correspondiente de la misma
cepa en la figura 2, se observa que las concentraciones alcanzadas en
volumenes de 150 ml de cultivo son diez veces mayores que las observa-
das en volumenes de 2 1. Este efecto se observd en otros experimentos

realizados con la misma cepa y en cultivos de otras especies de micro-
algas.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de tres cepas de Alexandrium minutum de la coleccién del COV.

3.1.2 Efecto del medio de cultivo

Las diferencias en el crecimiento de la cepa AL1V en volumenes de 2 1,
con medio K y medio f/2, y en las mismas condiciones mencionadas para
mantenimiento, se pueden observar en la figura 3. En medio £/2 los cul-
tivos tienen una fase de adaptacidén mds prolongada, que puede durar has-
ta 6 dias, alcanzando luego iguales tasas de crecimiento y mayores con-
centraciones celulares que en medio K. Aunque no se hicieron medidas de
los tamafios celulares, se apreciaron células de menor tamafio en los cul-
tivos con medio f/2, que se corresponden con valores mds elevados en el
numero de células. En la figura 3 se representa, también, el efecto de
dos distintos tratamientos del agua de mar utilizada para elaborar el
medio de cultivo. El tratamiento 1 (T1l) consistidé en agua de mar auto-
clavada en botes de tefldédn de 1 1 y en el tratamiento 2 (T2) se utili-
z6 agua de mar filtrada (22 um de poro). Se observaron mayores rendi-
mientos con este segundo tratamiento. Actualmente, para cultivos de més
de 1 1 se utiliza la filtracidén como método de esterilizacidn, por su
mayor comodidad, eficacia (volumenes grandes de agua de mar sufren pre-
cipitaciones al ser autoclavados) y tras comprobarse la mencionada mejo-
ra del crecimiento. Sin embargo, es necesario tomar precauciones para
evitar la contaminacidédn con otros microorganismos, por ello, para el
mantenimiento de las cepas de la coleccidn se utiliza agua de mar auto-
clavada en teflén.
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Figura 3. Curvas de crecimiento de cultivos de Alexandrium minutum (cepa AL1V) en dos
medios diferentes y con agua de mar autoclavada (Tl) y agua de mar filtrada

3.1.3 Crecimiento en distintas condiciones luminosas

Se realizd un experimento de crecimiento con la cepa ALl1V en cémaras
distintas a la misma temperatura pero con distintos tipos de luz. Los
cultivos estaban aclimatados a las diferentes condiciones desde hacia
varios meses y se realizd el seguimiento del crecimiento por conteos
celulares de tres réplicas de cultivos, de 150 ml, para cada tipo de
luz. Las condiciones de temperatura y medio de cultivo fueron las men-
cionadas para mantenimiento (ver material y métodos). En la figura 4 se
representa la curva de crecimiento en la cdmara 1 (cl) con calidad de
luz luz dia e intensidades luminosas de 60«90 pE s* m?. Las curvas de
crecimiento representadas como c2 son las correspondientes a la cdmara 2
iluminada con calidad de luz blanco industrial e intensidad luminosa de
25-40 pE st m?. Se realizd, ademds, un seguimiento del tamafio celular
en las distintas fases de crecimiento de uno de los cultivos de cada
condicidén luminosa (al y a2, figura 4). El seguimiento del tamafio celu-
lar se realizd midiendo el &rea celular al microscopio éptico mediante
andlisis de imagen.
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Figura 4. Crecimiento y tamafio celular de Alexandrium minutum (cepa ALlV) en distintas
condiciones luminosas; a) tamafio celular (um?) n = 30; c¢) crecimiento.
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Las curvas de crecimiento son significativamente distintas en la fase
de crecimiento exponencial. Los cultivos en la luminosidad tipo luz dia
tienen una fase de adaptacidén mayor con tasas de crecimiento menores
que en el tipo de luz blanco industrial, sin embargo, después se recu-
pera, alcanzando densidades celulares equivalentes en ambas calidades
luminosas, debido probablemente al efecto de limitacidén de nutrientes
que sufre antes este Ultimo cultivo. Los tamafios celulares sufren tam-
bién cambios que estdn relacionados con las distintas curvas de creci-
miento, expresadas en divisiones/dia. En el caso en que el cultivo nece-
sita un mayor periodo de adaptacidén (cl), aunque las células se dividen
mds lentamente, crecen mé&s en biomasa, como pone de manifiesto el aumen-
to progresivo de tamafio celular en esa fase (al). Durante nuestra expe-
riencia con cultivos de Alexandrium minutum, hemos observado cambios
significativos en los volumenes celulares dependiendo de la fase de cul-
tivo, condiciones de cultivo y cepa. Por ello, es importante tener en
cuenta el volumen celular al hablar de crecimiento en esta especie.

3.1.4 Cultivos en volumenes de 20 litros

Se realizaron varias experiencias de cultivos de la cepa ALI1V en volu-
menes de 20 1, medio K y las mismas condiciones mencionadas para man-
tenimiento (ver material y métodos). El fin de estos cultivos fue la
produccidén de un elevado numero de células para la obtencidn de toxi-
nas, con el objetivo de obtener patrones de las mismas. En la figura 5
se muestran las curvas de crecimiento para dos de los cultivos mencio-
nados. Uno de ellos se mantuvo con agitador magnético para conseguir su
homogeneizacidén durante todo el periodo; el otro cultivo solamente se
agitdé cada dos dias para su homogeneizacidén durante la toma de mues-
tras. Se obtuvieron tasas de crecimiento mayores para el cultivo con
agitacién constante (0,76 frente a 0,51 divisiones/dia en la fase expo-
nencial). Ademds, como se observa en la figura 5, ese cultivo también
tiene la fase de adaptacidén més corta y alcanza concentraciones celu-
lares méds elevadas. Este mayor rendimiento se debe, probablemente, a la
mayor disponibilidad de los nutrientes gracias a la agitacidén. De otra
forma, en los cultivos en grandes volumenes se produce una limitacidn
de nutrientes en algunas zonas del cultivo, necesitando las células un
gasto de energia extra para obtenerlos. El cultivo masivo de A. minu-
tum no ofrece dificultad y es recomendable si se quiere obtener un gran
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Figura 5. Curvas de crecimiento de Alexandrium minutum (cepa ALlV) en volumenes de 20 litros.
a) Con agitacidén; b) sin agitacién.
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numero de células en un momento concreto. Para el cultivo (a) repre-
sentado en la figura 5, se obtuvo una produccidén de 45-10" células en
siete dias, partiendo de una concentracidén inicial de 10 células.

3.1.5 Cultivos semicontinuo y continuo

Los cultivos continuos y semicontinuos se realizaron en volumenes de
3 1, en las mismas condiciones que los cultivos anteriores y mante-
niéndolos con agitacidén continua. Cuando los cultivos se encontraron en
fase exponencial, comenzdé a retirarse parte del cultivo y a reponerse
la misma cantidad de medio nuevo. En los cultivos semicontinuos, esa
operacidén se realizdé manualmente cada dos dias, de forma que se reti-
raba la cantidad adecuada, afiadiéndole la misma de medio nuevo, para
que el cultivo se mantuviera con concentraciones celulares en torno a
12-10° células/ml. De esta forma se obtuvieron rendimientos de 7,8-10°
células/dia en cada cultivo. En los cultivos continuos, la operacién de
retirada de cultivo y aporte de medio se realizd automdticamente y de
forma continua por medio de una bomba peristdltica, obteniéndose ren-
dimientos de 7-10° células/min (10,1-10° células/dia).
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Figura 6. Mantenimiento de cultivos de Alexandrium minutum (cepa ALlV) en sistema: a) semi-
continuo y b) continuo.

3.2 Gymnodinium catenatum

Las cepas de G. catenatum que existen en la actualidad en la coleccidn
de cultivos de fitoplancton del COV, proceden de muestras de las flo-
raciones de esta especie ocurridas en noviembre de 1985 (GC9V), octu-
bre de 1986 (GC1l9V, GC21V y GC7B) y septiembre de 1993 (GCl0V-GC1l3V) en
las Rias Bajas gallegas. Las cepas procedentes de 1986 se establecie-
ron aislando e incubando quistes producidos en laboratorio a partir de
arrastres realizados durante una floracidn de esa especie (Anderson et
al., 1988). Las cepas aisladas en 1985 y 1993 se establecieron a par-
tir de varias cadenas de células vegetativas procedentes de floracio-
nes ocurridas esos afios.
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3.2.1 Mantenimiento

En la coleccidén del COV las cepas de G. catenatum se transfieren a medio
nuevo cada 10-15 dias. Este es el tiempo aproximado que necesitan esos cul-
tivos para alcanzar la ultima fase del crecimiento exponencial a partir de
un cultivo con concentracién inicial de unas 200 células/ml en volumenes
de 30-150 ml. Se ha observado que el tamafio del indculo para el comienzo
de un nuevo cultivo de G. catenatum es importante, de forma que los cul-
tivos fallan en un porcentaje elevado con indéculos por debajo de un umbral.
Nosotros utilizamos concentraciones iniciales de 300-400 células/ml para
volumenes de mds de un litro y 200 células/ml para volumenes menores. Los
cultivos de G. catenatum se caracterizan porque una vez alcanzada la fase
estacionaria, el cultivo decae muy rdpidamente. Por ello, requiere mads cui-
dado que otras especies de microalgas y conviene transferir los cultivos
antes de alcanzar dicha fase. Cuando el cultivo empieza a decaer, aparece
en los mismos gran cantidad de mucus rodeando las células, acumuldndose en
el fondo y es necesario agitarlo bastante para homogeneizarlo.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de tres réplicas de cultivos de Gymnodinium catenatum
(cepa GC10V).
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Figura 8. Longitud de las cadenas de los cultivos de Gymnodinium catenatum (cepa GC10V)
cuyo crecimiento se muestra en la figura 7, (n = 3).
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En las figuras 7 y 8 se representan las curvas de crecimiento y la lon-
gitud de la cadena, respectivamente, para tres réplicas de cultivos de
la cepa GC1l0V. Los cultivos se realizaron en volumenes de 150 ml, medio
K y las condiciones citadas para mantenimiento (ver material y méto-
dos). La longitud de cadena se expresa segun el numero de células de la
misma. El numero de células por cadena es menor al comienzo de la cur-
va de crecimiento, durante la fase de adaptacidén. Las cadenas mas lar-
gas (de 8-16 células por cadena) se observan al final de la fase expo-
nencial y en la fase estacionaria.

3.2.2 Crecimiento a distintas temperaturas

Bravo y Anderson (1994) describen las variaciones de las tasas de cre-
cimiento de G. catenatum (figura 9) en un gradiente de temperatura, para
una cepa (GClV) aislada de una floracidén ocurrida en las Rias Bajas
gallegas en 1985. Estos autores realizan un experimento en placa de gra-
diente térmico conseguido por calentamiento y enfriamiento de sus extre-
mos (Watras, Chisholm y Anderson, 1982). En la placa convenientemente
agujereada se colocaron tubos con 30 ml de cultivo en distintas tempe-
raturas y tres réplicas en cada una. Una cuarta réplica en las mismas
temperaturas se utilizd para el control diario de éstas. Los cultivos
primeramente se acondicionaron a las temperaturas respectivas durante
tres generaciones consecutivas. El crecimiento se siguid mediante medi-
ciones de la fluorescencia en vivo para 5-6 réplicas.
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Figura 9. Tasas de crecimiento de Gymnodinium catenatum a distintas temperaturas (Bravo y
Anderson, 1994).

La tasa de crecimiento calculada en base a la fluorescencia en vivo fue
éptima a 22-28 °C con tasas de aproximadamente 0,5 divisiones/dia (figu-
ra 9). El crecimiento fue también rdpido desde 17-22 °C alcanzando alre-
dedor de 0,4 divisiones/dia. Por debajo de 17 °C, la tasa de crecimien-
to descendid rdpidamente con la temperatura y fue imperceptible a 11 °C.
No se observd crecimiento a 29 °C. A temperaturas por encima de 25 °C
los cultivos crecian rapidamente, al menos en valores de fluorescencia,
y se observaban largas cadenas de células en pocos dias, alcanzandose
la fase estacionaria aproximadamente a los 5-6 dias. Esta fase duraba
muy poco a esas temperaturas, de forma que a veces el cultivo declina-
ba en menos de dos dias. En temperaturas en torno a 20-22 °C, aunque la
fase estacionaria se alcanzaba méds lentamente, los cultivos se mante-
nian en fase exponencial durante mds dias, de forma que se conseguian
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cultivos mds estables y cdémodos de manejar. Por debajo de 17 °C se obser-
varon crecimientos mucho mads lentos y las células en cortas cadenas o
individuales.

Se realizd un estudio preliminar sobre la relacidén entre fluorescencia
y numero de células, obteniéndose un indice de correlacidén de 0,93 a
20 £ 1 °C. En el experimento a distintas temperaturas se ha asumido esa
correlacidén entre la fluorescencia y el numero de células para todas
las temperaturas. Sin embargo, hoy en dia se cuestiona el uso de la
fluorescencia para el cédlculo de la tasa de crecimiento en divisio-
nes/dia, debido a que la fluorescencia por célula puede variar en rela-
cidén al factor cuyo efecto sobre el crecimiento estamos estudiando. En
el siguiente experimento se discute mds ampliamente este tema en base
al seguimiento realizado fluorescencia/numero de células a distintas
salinidades.

3.2.3 Crecimiento a distintas salinidades

En este experimento se midid el crecimiento de cultivos de la cepa GCI9V
de G. catenatum en medio K a distintas salinidades (27, 29, 31, 33 vy
35), realizédndose medidas de fluorescencia durante el experimento de
8-12 réplicas para cada salinidad. Con el fin de poder conocer la rela-
cidén entre fluorescencia y numero de células, se realizaron cdémputos
celulares para dos de las réplicas de cada salinidad.

Tabla IIIa. Tasas de crecimiento (divisiones/dia), calculadas atendiendo al nimero de células,
de cultivos de Gymnodinium catenatum (cepa GC9V) a distintas salinidades.

Salinidad 27 29 31 33 35

Div/dia 0,34 0,21 0,29 0,35 0,25

(2 réplicas)

Tabla IIIb. Tasas de crecimiento (divisiones/dia), calculadas atendiendo a la fluorescencia,
de cultivos de Gymnodinium catenatum (cepa GC9V) a distintas salinidades.

Salinidad 27 29 S 33 35

Div/dia Media 0,23 -~ 0,23 0,24 0,22 0,29
(8-12 réplicas)

Des. Est. 0,03 0,02 0,03 0,04 0,03

En la tabla III se detallan las tasas de crecimiento en divisiones/dia
para cada salinidad obtenidas utilizando valores de numero de células
(tabla IIIa) y fluorescencia (tabla IIIb). Se observa que utilizando
fluorescencia, los valores de las tasas de crecimiento son ligeramente
menores que cuando se usan concentraciones celulares, excepto para la
salinidad 35. Aunque no se realizaron conteos suficientes para poder
detectar diferencias significativas, se aprecia gque para salinidad 35
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la fluorescencia sobrevalora la tasa de crecimiento en divisiones/dia
con respecto a las otras salinidades. Con los valores obtenidos de fluo-
rescencia y numero de células se realizdé un estudio sobre la relacién
entre estas dos variables en las distintas salinidades.
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Figura 10. Relacidén fluorescencia/n.° de células en cultivos de G. Catenatum (cepa GC9V) a dis-
tintas salinidades.

En la figura 10 se muestra la ecuacidén de la recta de regresidn para
cada salinidad; se observa que en todas ellas la correlacidn es muy alta,
dando explicacidén a los cambios en la fluorescencia por medio de cam-
bios en el numero de células durante el crecimiento. Sin embargo, la
relacidén entre ambas variables no fue la misma para todas las salinida-
des. La recta que mds se desvia de las demds es la obtenida para la
salinidad 35. Como ya se ha mencionado, los cultivos a esta salinidad
se comportan de distinta manera: se obtuvieron -tasas de crecimiento
menores y los rendimientos maximos fueron mucho menores, como se obser-
va también en la misma recta de regresidén. Al calcular la recta de regre-
sidén para salinidades 27-33 se obtiene la ecuacidén Y = 9,43 + 0,017X
(pues R? = 0,93), que serviria para ese rango de salinidad; sin embar-
go, la ecuacidén para la salinidad 35 es significativamente distinta. Por
ello, se podrian usar los valores de fluorescencia para comparacidén de
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las medias de las tasas de crecimiento en salinidades comprendidas entre
27 y 33, pero no para la salinidad 35, ya que la fluorescencia por célu-
la aumenta en esa salinidad.

3.2.4 Crecimiento en distintas condiciones luminosas

Se realizd un experimento de crecimiento con la cepa GCl0V en camaras
distintas, a la misma temperatura pero con diferentes calidades de luz.
Los cultivos estaban acondicionados a las caracteristicas del experi-
mento desde hacia varios meses y se realizd el seguimiento del creci-
miento por conteos celulares de tres réplicas de cultivos de 150 ml. En
la figura 11 se representan las curvas de crecimiento para ambas condi-
ciones (cl con calidad de luz luz dia e intensidades de 60-90 puE s m?;
c2 con luz blanco industrial y 25-40 puE s* m?). Se observan tasas de
crecimiento y rendimientos significativamente mayores para c2. Experi-
mentos que se estdn realizando actualmente sobre crecimiento de G. cate-
natum a distintas intensidades luminosas con luz dia, revelan que inten-
sidades luminosas mayores (en un rango entre 8 y 120 pE s! m?) mejoran
el crecimiento, por lo cual se puede deducir que las diferencias en el
crecimiento obtenidas para cl y c2 se deben a los:distintos tipos de
luz. Con la luz tipo blanco industrial se obtienen mejores valores de
crecimiento, aun en intensidades luminosas mds bajas, que las utiliza-
das en el otro tipo de luz. Se realizd, ademds, un seguimiento de la
longitud de las cadenas.
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Figura 11. Crecimiento de Gymnodinium catenatum (cepa GCl0V) en distintas condiciones
luminosas. 1) luz dia y 2) blanco industrial.

Al estudiar el numero de células por cadena (figura 12), se observan
cadenas mds largas en los cultivos c2 durante todas las fases del cre-
cimiento. Este resultado, junto con el descrito para la longitud de las
cadenas durante las distintas fases de crecimiento (figura 8), dan idea
de que las cadenas mds largas coinciden con una estabilidad del culti-
vo y mejor acondicionamiento, lo que podria asumirse en un mejor esta-
do fisioldgico de las células. En el experimento realizado para las dis-
tintas temperaturas, aunque no se hizo un seguimiento de la longitud de
las cadenas, se observd igualmente esta caracteristica de forma que, a
medida que baja la temperatura de acondicionamiento, el numero de célu-
las por cadena disminuye.
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Figura 12. Representacidén de la longitud de las cadenas en los cultivos de Gymnodinium
catenatum (cepa GCl0V) en distintas condiciones luminosas.

3.2.5 Crecimiento en distintos medios de cultivo

Este experimento se realizd con la cepa GCl9V en erlenmeyers con 1,5-2 1
de cultivo en medio f£/2 y medio K modificado (ver material y métodos).
Las condiciones de temperatura y luz fueron las mismas mencionadas en
mantenimiento de los cultivos. La concentracidén inicial fue 400 célu-
las/ml. Se realizaron conteos celulares cada 2-3 dias. En la figura 13
se muestran las curvas de crecimiento. En medio f/2 se obtuvo una tasa
de crecimiento de 0,33 y 0,31 divisiones/dia para los 8 primeros dias
de cultivo. La mdxima concentracidén alcanzada en medio f£/2 fue de 2 000
células/ml. A partir de este valor los cultivos declinaron; se observd
la aparicidén de abundante mucilago que, junto con las células, forma-
ron grumos dificiles de deshacer. En medio K se obtuvieron tasas de cre-
cimiento ligeramente més elevadas, 0,36 y 0,44 divisiones/dia para el
mismo periodo que en f/2. Las concentraciones maximas alcanzadas en
medio K fueron mayores que en medio f/2 y variaron entre 3 000 y 5 000
células/ml. Los dos cultivos en medio K se recuperaron varios dias des-
pués de una fase de declive (figura 13), obteniéndose una segunda fase
exponencial a partir del dia 12 de cultivo.
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Figura 13. Crecimiento de G. catenatum (cepa GC1l9V) en distintos medios de cultivo.
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Este comportamiento de recuperacidédn no es raro en cultivos de G. cate-
natum. Esta especie, en la Ultima fase del crecimiento exponencial,
tiende a sedimentarse en el fondo del recipiente formando abundante
mucilago. Al agitar el cultivo para homogeneizarlo y tomar la muestra,
en muchos casos se produce una recuperacidén del mismo. Se ha observado
que la agitacidén muy suave del cultivo para producir simplemente una
homogeneizacidén, mejora el crecimiento. Sin embargo, la aireacidén, como
se comenta en el apartado siguiente, no produjo el mismo efecto.

3.2.6 Crecimiento con/sin aireacidn

Este experimento se realizd en balones de vidrio con 5 1 de cultivo en
medio K y la aireacidn consistid en un burbujeo lo suficientemente fuer-.
te como para producir la agitacidén y homogeneizacidén del cultivo. Las
condiciones de temperatura y luz fueron las descritas para mantenimiento
de los cultivos (ver material y métodos). Al comienzo del experimento
se colocaron dos cultivos con aireacidn y cuatro cultivos sin ella. El
crecimiento se siguid por medio de cdmputos celulares durante 25 dias.
El dia 20.° se cambiaron las condiciones de aireacién de forma que se
les desconectd a los cultivos que la tenian y se les conectdé a dos de
los que carecian de ella. Los cultivos que comenzaron con aireacidn
alcanzaron tasas de crecimiento medias de 0,23 y 0,29 divisiones/dia
para los 20 primeros dias y casi cero en los dias posteriores. Estos
cultivos cuando se les quitd la aireacidn, se recuperaron y volvieron
a crecer exponencialmente con tasas de 0,26 y 0,30 divisiones/dia. Los
cultivos sin aireacidén alcanzaron tasas de divisidn entre 0,31 y 0,38
divisiones/dia. Cuando a dos de estos cultivos se les conectd el aire,
mantuvieron un comportamiento similar al de los cultivos sin aireaciédn.
Seguin estos resultados, los cultivos crecen mejor sin aireacidn, al
menos en las primeras fases de crecimiento, aungque no parece afectar-
les notablemente si la aireacidn es posterior, cuando el cultivo estéd
estabilizado. Como ya hemos mencionado, estos cultivos tienden a for-
mar una especie de mucus que engloba las células colocdndose en el fon-
do del contenedor una vez alcanzada la fase estacionaria; por ello se
ha observado conveniente moverlos ligeramente a diario, pero sin pro-
vocar agitaciones bruscas sobre todo en la primera fase del cultivo.

3.3 Prorocentrum lima

Este dinoflagelado benténico se ha observado tanto en habitat de sus-
trato arenoso (en la laguna costera de la isla norte de las Cies en la
ria de Vigo) como fijado a macroalgas del litoral y de las bateas de
mejillén de la costa gallega. Este dinoflagelado ha sido observado en
muestras de plancton de la costa de Galicia en muy contadas ocasiones,
en concentraciones celulares inferiores a 120 células/1.

En la coleccidén del COV se mantienen 10 cepas de P. lima, 2 de ellas
aisladas de la laguna de las islas Cies (ria de Vigo) y 8 procedentes
de muestras de algas de batea de las rias de Vigo y Pontevedra. Estas
cepas se han utilizado para diversos estudios sobre produccidén, compo-
sicidén y biosintesis de las distintas toxinas diarreicas (tabla II).
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3.3.1 Mantenimiento

Los cultivos de P. lima son cdémodos y fdciles de mantener. Por un lado,
es un microorganismo que tolera umbrales amplios para factores que afec-
tan a su crecimiento, como temperatura y luz; y por otro, se ha obser-
vado que las células presentan una gran longevidad. Los cultivos que se
mantienen en la coleccidn se han agrupado junto a aquellas especies de
crecimiento lento, realizando las transferencias de mantenimiento apro-
ximadamente cada mes, si bien, los cultivos de esta especie pueden man-
tenerse vivos por periodos de hasta varios meses. Los cultivos de este
dinoflagelado se caracterizan por una abundante produccidén de mucilago
en todas las fases de la curva de crecimiento y por la adherencia de
las células entre si y a las paredes de los recipientes. Debido a esta
caracteristica es necesario despegar las células del recipiente para la
toma de indculos o muestras del cultivo. Esto ha supuesto un inconve-
niente a la hora del seguimiento del crecimiento en nuestros experi-
mentos.

El primer experimento para calcular la tasa de crecimiento fue reali-
zado en placa de cultivos de tejidos con 96 pocillos. Se colocd un ind-
culo inicial de 7-10 células en cada pocillo, de un total de 24, con
250 pl de medio K en cada uno. Se siguid el crecimiento cada 2-3 dias
mediante conteos celulares en todos los pocillos. Este método resultd
eficaz durante ese periodo, debido a que las células de este dinofla-
gelado se adhieren al fondo y es fécil realizar los conteos celulares
observando las placas en el microscopio invertido. Sin embargo, en los
dias siguientes al décimo fue imposible seguir las concentraciones celu-
lares debido a que se forman grandes racimos de células que hacen impo-
sible su conteo mediante ese método.
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Figura 14. Crecimiento de Prorocentrum lima los primeros dias de cultivo en placa de
tejidos.

En la figura 14 se muestra el crecimiento en los 12 dias en que fue
posible seguir los cambios en numero de células. En la tabla IV se dan
los valores medios y desviaciones estdndar de las tasas de crecimiento
(divisiones/dia) observadas en los periodos que se indican, para todos
los cultivos representados en la figura 14.
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Tabla IV. Tasas de crecimiento (divisiones/dia) correspondientes a los datos de la figu-

ra 14.
Dias de cultivo Divisiones/dia (n = 24)
19 0,36 = 0,046
1-4 0,29 + 0,081
4-17 0,40 + 0,088
7~9 0,39 = 0,068

Los cultivos realizados en erlenmeyer de vidrio presentan el inconve-
niente de que resulta dificil seguir el crecimiento en los mismos. A la.
hora de homogeneizar el cultivo para la toma de muestras, nos encon-
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Figura 15. Curvas y tasas de crecimiento (divisiones/dia) de tres cepas de Prorocentrum
lima. (A): PL1V; (B): PL2V; (3): PL3V.
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tramos con la dificultad de despegar las células del fondo, siendo nece-
sario usar una varilla pues la simple agitacidén no da resultado. En
experimentos realizados en erlenmeyers con 150 ml de cultivo, con con-
teos celulares cada 3-4 dias, se obtuvieron tasas de crecimiento en tor-
no a 0,15 divisiones/dia, valores inferiores que los medidos con el
método de las placas. Probablemente, esto es debido a que en los cul-
tivos en erlenmeyer, al rascar el fondo para la obtencidén de las mues-
tras, se dafian un numero indeterminado de células, provocando una dis-
minucidén progresiva en la curva de crecimiento. Por otro lado puede
haber un efecto del volumen y diferente tipo de recipiente de cultivo.

En la figura 15 se representa el crecimiento de tres cepas de P. lima
en bolsas de pléstico con 2 1 de cultivo en las mismas condiciones des-
critas para los experimentos anteriores y manteniendo los cultivos con
ligera aireacidén. Se realizaron dos réplicas para cada cepa. A lo lar-
go de los cuatro meses que durd el experimento, se controld que los cul-
tivos no sufrieran cambios por evaporacidén y la salinidad se mantuvo
aproximadamente en 35. Se realizaron conteos celulares cada 5-7 dias.
Aungue, igual que en los experimentos anteriores, se observd el com-
portamiento bentdnico caracteristico de este dinoflagelado, las células
no se pegaron tanto en las bolsas como en el vidrio y, ademads, por la
flexibilidad de las mismas, resultd més fdcil la homogeneizacidén de los
cultivos para llevar a cabo el seguimiento de los cambios en el numero
de células. Las tasas méximas de crecimiento estuvieron entre 0,25-0,28
divisiones/dia, correspondiendo estos valores a periodos de 5-7 dias.

3.3.2 Crecimiento luz/oscuridad/luz

Como va se ha mencionado, los cultivos de P. lima muestran una longe-
vidad excepcional, no observada en las demds especies mantenidas en la
coleccidén. Se realizd un experimento con las cepas PL2V y PL7V para ver
si esta caracteristica se mantenia en condiciones de oscuridad. El expe-
rimento se realizd en erlenmeyers con 150 ml de medio. Se comenzd con
dos réplicas de cada cepa en las mismas condiciones que se han descri-
to para mantenimiento de los cultivos (ver material y métodos). A los
12 dias, una réplica de PL2V y una de PL7V se pusieron en oscuridad
durante 63 dias; posteriormente, se volvieron a restaurar las condi-
ciones luminosas.

En la figura 16 se observa que los cultivos no se dividieron durante
todos los dias en que estuvieron en oscuridad y tuvieron la capacidad
de volver a situarse en crecimiento exponencial una vez expuestos de
nuevo a la luz. Esta caracteristica es particularmente rara en los cul-
tivos de dinoflagelados, ya que normalmente es dificil recuperar el cul-
tivo después de transcurrido tanto tiempo, al igual que menciondbamos
la excepcional capacidad de los cultivos de P. lima para mantenerse en
fase estacionaria durante varios meses. Se observaron diferencias mor-
foldgicas entre las células de los cultivos de P. lima mantenidos en
luz y en oscuridad, que parecen representar estados fisioldgicos dife-
rentes. Las células en fase estacionaria de un cultivo iluminado, aun-
que no se dividan, presentan un crecimiento celular megacitico. Por el
contrario, los cultivos mantenidos en oscuridad conservan su forma ori-
ginal, pierden los flagelos y el citoplasma se reduce y adquiere un
movimiento browniano caracteristico de células enquistadas.
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Figura 16. Curvas de crecimiento de Prorocentrum lima (PL2V y PL7V). (a): En ciclo nor-

mal de luz; (b): con un largo periodo de oscuridad.
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