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RESUMEN

Los dinoflagelados del género Gambierdiscus producen ciguatoxinas (CTXs) que se
bioacumulan principalmente en peces y ocasionalmente en invertebrados y son responsables de
la intoxicacion humana conocida como intoxicacion por ciguatera (CP), muy extendida en las
regiones tropicales, subtropicales y recientemente algunas zonas templadas del mundo. La
presencia de estas microalgas en una zona costera es una indicacion del riesgo potencial de CP.
En este estudio Gambierdiscus spp. y otros géneros de dinoflagelados potencialmente toéxicos
(Coolia spp., Ostreopsis spp., Prorocentrum spp.) previamente considerados como asociados o
potencialmente asociados a la ciguatera, fueron muestreados en las islas Baleares de Ibiza y
Menorca. Se estimé su abundancia y distribucion en cinco puntos de Ibiza y seis de Menorca.
Se identificaron dos cepas de Gambierdiscus spp. también muestreadas en las dos islas como
G. australes mediante identificaciéon molecular y el estudio de su morfologia. En las curvas de
crecimiento de las dos cepas, no se observaron diferencias significativas y se mostraron curvas
de crecimiento tipicas en condiciones de cultivo, obtuvieron un rango de 0,12-0,13 div- dia™.
Se evalu6 la toxicidad tipo CTX mediante un ensayo con células neuro-2a, donde las
cuantificaciones de toxicidad oscilaron entre 25,28 y 59,2 fg CTX 1B equiv. - célula™ con limites
de cuantificacion (LOQ) entre 17,86- 35,73 fg - célula’'. También se intentd inducir quistes con
tratamientos a distintas temperaturas y condiciones de luz, pero no se observaron. G. australes
es una de las especies mas criotolerantes del género, capaces de mantenerse vivas a menos de
15 °C. Se aislaron posibles quistes de dinoflagelados a partir de muestras de sedimento que,
hasta el momento, permanecen a de 24 °C y condiciones de luz: oscuridad 12:12h con medio ES

36 °/o0o a la espera de si germinan.

Palabras clave: dinoflagelado, ciguatera, Gambierdiscus, crecimiento, toxicidad.



ABSTRACT

Dinoflagellates of the genus Gambierdiscus produce ciguatoxins (CTXs) that
bioaccumulate mainly in fish and occasionally in invertebrates and are responsible for the
human intoxication known as ciguatera poisoning (CP), which is widespread in tropical,
subtropical and recently some temperate regions of the world. The presence of these microalgae
in a coastal area i1s an indication of the potential risk of CP. In this study Gambierdiscus spp.
and other potentially toxic dinoflagellate genera (Coolia spp., Ostreopsis spp., Prorocentrum
spp.) previously considered to be associated or potentially associated with ciguatera, were
sampled in the Balearic Islands of Ibiza and Menorca. Their abundance and distribution were
estimated at five locations in Ibiza and six in Menorca. Two strains of Gambierdiscus spp. also
sampled in the two islands were identified as G. australes by molecular identification and the
study of their morphology. In the growth curves of the two strains, no significant differences
were observed, and they showed typical growth curves under culture conditions, obtaining a
range of 0.12-0.13 div - day'. CTX-like toxicity was evaluated using a neuro-2a cell assay,
where toxicity quantifications ranged from 25.28 to 59.2 fg CTX1B equiv. cell'! with limits of
quantification (LOQ) between 17.86- 35.73 fg cell”!. Attempts were also made to induce cysts
with treatments at different temperatures and light conditions, but no cysts were observed. G.
australes is one of the most cryotolerant species of the genus, capable of remaining alive below
15 °C. Possible dinoflagellate cysts were isolated from sediment samples that, so far, remain at
24 °C and light conditions: darkness 12:12h with ES 36 °/00 medium waiting to see if they

germinate.

Key words: dinoflagellate, ciguatera, Gambierdiscus, toxicity, growth.



1. INTRODUCCION

Gambierdiscus (Adachi y Fukuyo, 1979) (Dynophycea) son dinoflagelados marinos
benténicos que crecen en habitats de aguas poco profundas (<50 m), y se ha descrito que
proliferan donde las temperaturas anuales oscilan entre 21°C y 31°C (el 6ptimo entre 23°C y
29°C) (Litaker et al., 2010), con salinidades altas y estables y niveles de luz del 10% de la luz
incidente. Viven adheridos a diferentes sustratos como macroalgas, corales, rocas y arenas
(Kibler et al., 2012; Tester et al., 2013; Tudo et al., 2020). Existe una gran variabilidad en estas
caracteristicas, lo que probablemente refleja las diferencias especificas de cada especie (Litaker
etal., 2010).

En la actualidad, el género Gambierdiscus cuenta con 16 especies descritas, con su
identificacion genética, incluido el ribotipo relativo, vinculada a la descripcion morfologica
correspondiente. (Adachi y Fukuyo, 1979; Faust, 1995; Chinain et al., 1999; Litaker et al., 2009;
Fraga et al., 2011; Aligizaki et al., 2010; Kuno et al., 2010; Nishimura et al., 2014; Gomez et
al., 2015; Nishimura et al., 2014; Fraga y Rodriguez, 2014; Fraga et al., 2016; Jang et al., 2018).
Dos antiguas especies de Gambierdiscus, G. ruetzleri Faust, Litaker, Vandersea, Kibler, Holland
y Testerand, y G. yasumotoi M.J. Holmes, fueron transferidas al nuevo género Fukuyoa Gomez,
Qiu, Lopes y Lin (Gomez et al., 2015), junto con una tercera especie, F. paulensis Gomez, Qiu,
Lopes y Lin.

Gambierdiscus, se notificd por primera vez en regiones tropicales y subtropicales del
Mar Caribe, el Pacifico y el Océano Indico, pero més recientemente, también en regiones
templadas- célidas. En las Islas Canarias (Fraga et al., 2011), en zonas como la isla de Creta,
donde se constituye el primer registro de este género en el Mar Mediterraneo (Aligizaki y
Nikolaidis, 2008), y las Islas Baleares, donde se detectd G. australes (Tudo et al., 2018).
También en el océano Atlantico noroccidental (Litaker et al., 2009), el Atlantico sudoccidental
(Nascimento et al, 2015), el mar Rojo (Catania et al., 2017), el mar de Japén (Jang et al., 2018)
y el océano Pacifico Sur (Kohli et al., 2014).

Gambierdiscus es un género que produce multiples metabolitos secundarios, entre los
que se incluyen las ciguatoxinas (CTXs) (Chinain et al., 2010), poliéteres lipofilicos que se unen
a los canales de sodio activados por voltaje (VGSC), inhibiendo asi el proceso de su inactivacion

y provocando de esta forma un aumento del sodio intracelular (Hidalgo et al., 2002; Nicholson
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y Lewis, 2006). Ademas, las CTXs son inhibidores de los canales de potasio (Inserra et al.,
2017). Las CTX en peces o invertebrados son responsables de la intoxicacion humana conocida
como intoxicacion por ciguatera (CP) (Ragelis, 1984; Bagnis, 1993), muy extendida en las
regiones tropicales, subtropicales y templadas del mundo (Yoshimatsu et al., 2014). Estas
toxinas entran en la red tréfica a través del pastoreo de herbivoros y detritivoros, se
biotransforman a lo largo de las redes alimentarias y se bioacumulan en diferentes niveles
troficos, llegando finalmente a los humanos (Yasumoto et al., 1977; Bravo et al. 2019). Se
estima que la CP afecta entre 25.000 y 500.000 personas al afio (Bagnis, 1993). Los sintomas
de intoxicacion pueden ser muy diversos y parecen depender de una combinacion de la cantidad
de toxina consumida, el conjunto de toxinas presentes en el pescado contaminado y la
susceptibilidad del individuo. Los mas comunes incluyen alteraciones gastrointestinales,
cardiovasculares y neuroldgicas. En algunos casos, las alteraciones neuroldgicas y
cardiovasculares pueden durar meses o afnos (Friedman et al., 2017). Se ha establecido una
relacion entre el aumento de las temperaturas del mar y la aparicion la ciguatera, ya que los
mayores casos de ciguatera se registran en zonas de temperaturas del agua mas calidas (Tester
et al., 2010; Parsons 2012). En el Mar Mediterraneo, no se ha demostrado la presencia de CTX
en los peces, ni casos confirmados de CP (Tudo et al., 2020).

Por todo esto, el aislamiento y el cultivo de especies toxicas de Gambierdiscus es
deseable para obtener fuentes fiables de toxinas responsables de la intoxicacion por ciguatera
de los peces (CFP) con el fin de proporcionar materiales de referencia y estandares purificados
para los analisis quimicos y los bioensayos (Rhodes et al., 2014).

A parte de CTXs, Gambierdiscus también puede producir otras toxinas, como el acido

gambierico, el gambierol y las maitotoxinas (MTXs) (Fraga et al., 2016).

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general

Estimar la abundancia y distribucion de Gambierdiscus en varios puntos de las islas de
Ibiza y Menorca, y evaluar el crecimiento y la toxicidad de varias cepas de Gambierdiscus

australes.



2.2.  Objetivos especificos

o Estimar la abundancia de cinco dinoflagelados marinos (Fukuyoa sp.,
Gambierdiscus sp., Coolia sp., Ostreopsis sp. y Prorocentrum sp.) y su distribucion en
varios puntos de las islas de Ibiza y Menorca.

o Evaluar la dinamica de crecimiento de dos cepas de G. australes para el célculo de la
abundancia celular (células - mL™"), la tasa de crecimiento (r) de cada réplica (expresada
en unidades de divisiones - dia "), las duplicaciones por dia (K; duplicaciones - dia ") y
el tiempo de duplicacion (Td; dias™).

o Identificar la especie: caracterizar morfoldgica y genéticamente tres cepas de
Gambierdiscus sp.

o Evaluar la toxicidad tipo CTX (responsables de la intoxicacion por ciguatera) mediante
un ensayo de exposicion de estas toxinas a células neuro-2a.

o Inducir la formacion de quistes sometiendo a cultivos de Gambierdiscus sp. a distintas
temperaturas e intensidad de luz y también modificando el medio.

o Aislar quistes de dinoflagelados marinos a partir de muestras de sedimento de las Islas
Baleares.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Area de estudio
Ibiza (38°59'N 1°26'E) y Menorca (39°58'00"N 4°05'00"E) son dos islas pertenecientes
al archipiélago balear situadas en el mar Mediterraneo, frente a la costa oriental de la Peninsula
Ibérica (E3°1'46.13" N39°36'35.71") (Figura 1). Este archipi¢lago presenta una estrecha
plataforma continental que rodea una costa rocosa, con ocasionales praderas de hierbas marinas
sobre un fondo fangoso biogénico (Tud¢ et al., 2020). Este estudio se va a centrar en muestras
tomadas en 5 puntos de la isla de Ibiza (Cala Longa, Cala Llenya, Cala San Vicente, Cala Salada,

Porroig) y 6 puntos en la isla de Menorca (Sa Caleta, Sant Adeonat, Cala Torrent-Binibeca, Na



Macaret, Cala Viola, Cala Morell). También se usé una muestra de Ibiza tomada en octubre de

2018 para el proyecto EuroCigua.

Menorca
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Figura 1. Estaciones de muestreo en las Islas Baleares (Mar Mediterraneo). Puntos de muestreo de
Ibiza: 1) Cala Longa, 2) Cala Llenya, 3) Cala San Vicente, 4) Cala Salada, 5) Porroig; Puntos de
muestreo de Menorca: 1) Sa Caleta, 2) Sant Adeonat, 3) Cala Torrent-Binibeca, 4) Na Macaret, 5) Cala
Viola, 6) Cala Morell.

3.2.Recoleccion de muestras

Las muestras de este estudio fueron recolectadas por el equipo de IRTA Sant Carles de
la Rapita y forman parte del proyecto CIGUARISK (actualmente en curso).

Durante el mes de octubre de 2020, en Ibiza y Menorca el agua se encontraba a una
temperatura de entre 19,03°C y 22,6°C, cerca de las temperaturas Optimas para las especies de
Gambierdiscus. En cada punto de muestreo, se recogieron tres tipos de muestras: de 3
macroalgas distintas, raspado de roca y sedimento, a 1-6 m de profundidad. Las macroalgas
fueron identificadas morfologicamente en el campo a nivel de género y, mas tarde, a nivel de

especie. Cada muestra fue suavemente recogida para evitar el desprendimiento de
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dinoflagelados con una botella de pléstico y se agité manualmente en 850-1750 mL para que se
liberasen los dinoflagelados asociados a los sustratos. Después, se tamizo a través de mallas de
300 um para eliminar los materiales gruesos y se almacenaron 125 mL en dos botellas. Una
botella sin tratar para posteriormente poder aislar las células vivas y otra donde se afiadio
solucion de lugol al 3% para su observacion en el laboratorio. A parte de la temperatura y
salinidad, también se registraron el pH y el oxigeno (% y mg- L") utilizando una sonda
multiparamétrica y se registraron las coordenadas. Las muestras se transportaron al laboratorio,
donde las botellas que contenian lugol se guardaron en una camara a 5°C y las muestras sin

tratar se incubaron a 23-24°C y un periodo de luz: oscuridad 12:12 h.

3.3. Estimacion de la abundancia de Gambierdiscus spp. y otros dinoflagelados epifitos
marinos (Coolia spp., Fukuyoa sp., Ostreopsis spp. y Prorocentrum spp.)

Las especies de Gambierdiscus muestran preferencia por los macréfitos algales
(Ballantine et al., 1985). Por eso, desde finales de la década de 1970 se emplea una metodologia
estandarizada para estimar la abundancia de Gambierdiscus basada en el muestreo de macroéfitos
(Yasumoto et al., 1980), explicada en el punto (3.2.). Al mismo tiempo, las macroalgas se secan
con papel de filtro y se pesan para que las densidades celulares de Gambierdiscus puedan
expresarse como células - g”!' peso himedo (blotted dry weight) de las algas.

Para la estimacion de la abundancia de estos géneros de dinoflagelados (Figura 5), se
tomaron las muestras almacenadas a 5°C ya fijadas con lugol 3% y se us6 el método de Utermohl
(1958) para sedimentarlas. Se sediment6d 10 ml de cada muestra durante minimo 10 h, afiadiendo
una o dos gotas de calcofluor (Sigma) para poder visualizarlo con facilidad y poder hacer el
recuento con la ayuda de un microscopio de fluorescencia invertido. Previo a la sedimentacion,

las muestras se aclimataron.

3.4. Aislamiento celular y condiciones de cultivo

El aislamiento y el cultivo de especies toxicas de Gambierdiscus es deseable para obtener
fuentes fiables de toxinas responsables de la intoxicacidn por ciguatera de los peces (CFP) con
el fin de proporcionar materiales de referencia y estandares purificados para los analisis

quimicos y los bioensayos. (Rhodes et al., 2014)



Los aislamientos se realizaron, a partir de las muestras de campo sin tratar almacenadas

a 23-24°C, lo mas rapido posible en un periodo de tres semanas tras el transporte. Se observaron
las muestras bajo un microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) y se aislaron células de
Gambierdiscus por el método capilar (Hoshaw y Rosowski, 1973) para realizar cultivos
clonales. Primero, se aislo cada célula, eliminando cualquier otra célula microalgal diferente
antes de hacer la transferencia final, donde cada célula se inoculd en un pozo de una placa de
cultivo (Nunc) de 24 pocillos (Thermo Fisher Scientific) que contenian un 1 mL de medio ES
(Provasoli, 1968) modificado.
Para la preparacion de este medio, primero hay que elaborar los stocks primarios usados para
enriquecer el agua de mar natural. Se basa en una solucidon de nitratos (NaNO3), fosfatos
(HNa2PO4), metales (EDTA, Fe, Mn, Zn, Co, Cu, Mo) y vitaminas (Tiamina, Biotina, Vitamina
B12). Estos se preparan por separado; se pesan los componentes y se disuelven en agua milli-Q
autoclavada en una placa agitadora aplicando calor. Cuando ya estan disueltos, dentro de la
cabina de flujo laminar, se filtran y se guarda la solucién en tubos estériles para almacenarlos
en el congelador a -80 °C. Para la preparacion del medio, se sacaron los stocks primarios del
congelador unas horas antes y se afiadieron en agua de mar natural estéril volumenes
determinados para tener la concentracion adecuada en el medio de cultivo. El agua de mar se
ajustd a una salinidad de 36. Las botellas con el medio se almacenaron a 4 °C.

Después de 2-3 semanas, las células que se encontraban en los pocillos de la placa de
cultivo se transfirieron a tubos de vidrio de fondo redondo de 28 mL (Thermo Fisher Scientific)
donde habia 10 mL de medio. En cuanto a las condiciones en que se mantienen los cultivos,
deben estar en camaras a una temperatura, luz y humedad determinadas. En caso de los cultivos
con los que se trabajo en este estudio, a una temperatura de 24 + 0,5 °C, que entra dentro del
rango de temperatura Optima para Gambierdiscus (Y oshimatsu et al., 2014), y una iluminacion
en un ciclo de luz: oscuridad de 12:12 h por tubos fluorescentes de luz blanca y con una

intensidad de luz de 70 pmol fotones - m-2 - s — 1 medida con un luxémetro (Tempel Group).

3.5. Crecimiento de Gambierdiscus
Para el analisis de la dindmica de crecimiento, se seleccionaron dos cepas de G. australes

(IRTA-CC-143: aislada de una muestra tomada en Sant Adeonat, Menorca, en 2018; IRTA-CC-

296: aislada de una muestra tomada en Cala Longa, Ibiza, a finales de octubre de 2020) de la
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coleccion de algas. Estas cepas, que estaban en tubos de vidrio de fondo redondo de 28 mL
(Thermo Fisher Scientific) con el mismo medio y condiciones comentadas anteriormente,
primero se escalaron a frascos de cultivo celular de 50 mL (Thermo Fisher Scientific) y se
dejaron crecer durante 3-4 semanas. Después de este tiempo, se calculd el volumen necesario
que habia que tomar de cada cepa para inocular un nuevo cultivo con una concentracion inicial
de 100 células - mL"! en 500 mL de medio ES modificado (ES36 °/00) en frascos Fernbach de
1,5 L, por triplicado. Se usaron Fernbach porque estos presentan una superficie grande,
preferible para el crecimiento de Gambierdiscus.

Cada 3-4 dias, a la misma hora, se realizaron cuatro recuentos de cada réplica. Para los
muestreos, se homogeneiz6 manualmente el cultivo agitando el frasco 20 veces y también con
la ayuda del pipeteador Pipetus (Hirschmann), aspirando y liberando el cultivo con una pipeta
estéril, con cuidado de no dafiar las células, para que las que se encontraban en el fondo del
frasco se desprendieran. Se pipeted dos veces 1,1 mL de cada réplica (entre cada pipeteado se
volvié a homogeneizar) con una micropipeta automatica, transfiriendo cada pipeteado en
diferentes tubos Eppendorf de 1,5 ml (Thermo Fisher Scientific) y conservandolo con solucion
de yodo de Lugol al 3%. Después, de cada uno de estos tubos Eppendorf, se realizaron 2
recuentos bajo observacion en un microscopio de luz invertido (Nikon Eclipse TS100)
utilizando una cdmara de recuento Kolkwitz de 0,5 mL (Hydro-bios, Altenholz, Germany). La
razon por la cual se tomaron 1,1 mL fue porque al tener que hacer 2 recuentos (de cada
Eppendorf) y al ser la cdmara de recuento de 0,5 mL, tomar 1 mL hubiese sido muy justo.

Para cada dia y réplica, se estim6 la media de la abundancia celular (células - mL™") y la
desviacion tipica (SE). A partir de las curvas de crecimiento de cada réplica y tomando la fase
exponencial, también se calcul6 la tasa de crecimiento (r) (expresada en unidades de divisiones
- dia -") y las duplicaciones por dia (K) (duplicaciones - dia ') (Guillard, 1973). También se
definieron distintas fases de crecimiento (fase de latencia, fase exponencial o logaritmica y fase

estacionaria).

3.6. Estudio morfologico de las células cultivadas de Gambierdiscus
El estudio morfologico se realizé primero hasta nivel de género a partir de las muestras
(ver apartado 3.2). Una vez aisladas las células, se identificaron mediante analisis genético.

Cuando los cultivos pasaron los + 20 dias, las células se tifieron con calcofluor (Fritz y Triemer,
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1985). Las medidas de las células microalgales se basaron en el sistema de tabulacion descrito
en Fraga et al. (2014). Se midieron la longitud de la célula (D) refiriéndose a la distancia ventral-
dorsal, la anchura celular (W) como la distancia transdiamétrica que es la distancia mas larga
entre los lados opuestos del cingulo, por otra parte, teniendo en cuenta la segunda placa
antiapical (2°°”"), su longitud (L) y su anchura (W). Las dimensiones de las células se expresaron
como media + desviacion estandar (SD). Estas medidas se realizaron sobre fotografias sacadas
con un microscopio de epifluorescencia (LEICA DMLB y Nikon Eclipse TE2000- S) equipado
con una camara Olympus (Olympus DP70), y se midieron con el software Imagel.

Para la caracterizacion morfologica, las cepas fueron aclimatadas para evitar la variacién
inducida por el estrés durante el periodo de adaptacion a las condiciones de laboratorio (Bomber

et al., 1989).

3.7. Obtencion de pellet de cultivos de Gambierdiscus y extraccion de ADN.

Los cultivos en crecimiento exponencial de las cepas nombradas anteriormente, IRTA-
CC-143 y IRTA-CC-296 de G. australes, se agitaron suavemente y se cosecharon en tubos
Falcon de centrifuga de 50 mL (Thermo Fisher Scientific). Se afiadio lugol 3% y se
centrifugaron inmediatamente a 2500 rpm, durante 25 minutos a 20° C. Al terminar, se descartd
el sobrenadante hasta dejar 2 mL, se resuspendio, se volvid a centrifugar a las mismas
condiciones y se elimind el sobrenadante. Se guardaron los pellets en tubos Eppendorf de
polipropileno de 1,5 ml (Thermo Fisher Scientific) y se almacenaron a -20 °C. (Fraga et al.,
2016).

Se utilizé el mini Kit Invitrogen (Thermofisher) para la extraccion de ADN. Se sacaron
las muestras de pellet que estaban a -20 °C en el congelador para que se descongelaran.

Para la rotura de células, se afiadieron 200 ul de tampon de lisis BBL (1M NaCl + 70Mm
Tris + 30Mm EDTA pH 8,0) en el Eppendorf y se resuspendieron los pellets pipeteando.
Después estos se pasaron a tubos de rosca conicos de 2 mL donde se habian puesto Dynabeads,
granulos magnéticos que atrapan el ADN. Estos tubos se introdujeron en un homogeneizador
Mini-Beadbeater 30 - 40 segundos y después se centrifugaron a 3700 rpm durante 1 minuto.
Todo el sobrenadante se pipeted en un Eppendorf y se descartd con las Dynabeads dentro. En
el Eppendorf donde se tiene el sobrenadante, se afiadi6 200 pl de Dynabeads DNA direct

(invitrogen/marron) y se dejo a temperatura ambiente durante 5 min. Transcurrido este tiempo,
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se pusieron los tubos Eppendorf en una gradilla magnética durante 2 min, se saco y elimin6 el
sobrenadante. Se colocaron los Eppendorf con el pellet en una gradilla “normal” donde se
anadieron 200 pl de tampodn de lavado. Se volvieron a introducir en la gradilla magnética y se
elimin6 otra vez el sobrenadante. Los dos pasos anteriores se repitieron de nuevo, y una vez
lavado se le afiadi6 30 pl de tampon de resuspension (del kit usado). Después de homogeneizar,
se afiadieron los Eppendorfs en el Thermoblock (con agua) y se incubd a 65 °C durante 5 min.
Se volvio a introducir en la gradilla magnética para coger el sobrenadante (ADN). Se guardo a
-20 °C (Reverté et al., 2018).

Tras la extraccion, se cuantificd el ADN gendmico y se comprobd su pureza con un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) y se almacend a -20 °C (Tud¢ et

al., 2020).

3.8. Procedimientos de amplificacion por PCR y secuenciacion del ADN

Se amplificé la region D1-D3 por PCR utilizando los cebadores D1R y LSU B (Litaker
et al., 2009; Fraga et al. 2011). Cada mezcla de reaccion de 25 pL contenia ANTPs, MgCl2,
primers (forward y reverse), Taq polimerasa, DMSO y ADN. Las amplificaciones se llevaron a
cabo en un termociclador de gradiente Mastercycler Nexus (Eppendorf, Espafia) donde
estuvieron 2 horas en ciclos de 95 °C iniciales, 50 °C y 70 °C. Cada reaccion de PCR se verificd
mediante electroforesis en gel de agarosa, donde en pocillos se afiadido el ADN Ladder y ADN
con tincidén para poder visualizarlo. Los productos purificados fueron enviados para ser
secuenciados por una empresa externa (Sistemas Gendémicos, LLC, Valencia, Espafia). Las
secuencias consenso obtenidas a partir de ambas lecturas para cada cepa se editaron

manualmente utilizando BioEdit v7.0.5.2 y se depositaron en GenBank (Tudo et al., 2020).

3.9.Toxicidad de Gambierdiscus

3.9.1. Preparacion y extraccion

Las cepas anteriormente mencionadas (IRTA-CC-143 y IRTA-CC-296) y una tercera
(IRTA-CC-218), se cultivaron para la caracterizacion de CTXs en frascos Fernbach de 1,5 L'y
en botellas de vidrio de 5 L. Se cultivaron 4 réplicas de cada cepa (3 cultivos de 1L y 1 cultivo
de 4 L) bajo un régimen de luz: oscuridad 12:12 h en medio ES (Provasoli, 1968) y 36 °/oo.
Cuando los cultivos llegaron a la fase estacionaria temprana, se agitaron manualmente para
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soltar las células que estaban pegadas al fondo y se filtraron a través de filtros de nylon de 10
pm para cosechar las células. Estos filtros se guardaron con metanol en viales de vidrio y se
almacenaron a -20 °C.

Antes de filtrar, se tomaron alicuotas de cada réplica y se fijaron con lugol para calcular
la concentracién celular con una camara de recuento Kolkwitz de 0,5 mL bajo el microscopio
invertido (Nikon Eclipse TS100).

Para la extraccion, se colocaron los viales (con los filtros y el MeOH) durante 1 hora en
un bafio ultrasénico Branson 5510 (Thermo Fisher Scientific) para que las células se
desprendieran de los filtros. Una vez lavados los filtros, las células junto con el MeOH se
extrajeron cuatro veces: tres veces en MeOH bajo sonicacion 15 min y centrifugacion a 600 x g
durante 5 min a temperatura ambiente. La tltima extraccion se realizé con el mismo proceso,
pero con MeOH: H20, y se almacen6 en otro recipiente a parte. Se evaporaron los extractos en
el Buchi (Thermo Fisher Scientific) a 40 °C a un volumen final de MeOH y MeOH: H20
aproximado a los 4 mL. Finalmente, se filtr6 a través de filtros de jeringa de 0,2 um PTFE y se
almacend en viales de 4 mL dentro del congelador a -20 °C. (Fraga et al. 2016, Reverté et al.,

2018)

3.9.2. Evaluacion de la toxicidad tipo CTX

Se evaluo la presencia de actividad de las CTXs mediante el ensayo de exposicion de
células N2a y NG108-15 (neuroblastoma de ratén) con O/V (ouabaina/veratridina) a extractos
de G. australes. Este ensayo se utiliza para detectar compuestos bioactivos dirigidos a los
canales de sodio activados por voltaje (VGSC) (Canete y Diogeéne, 2008; Reverté et al., 2018).
La exposicion de las células neuro-2a a los extractos de G. australes se realizd siguiendo el
protocolo descrito en Reverté et al. (2018). Las células neuro-2a se sembraron en placas de 96
pocillos (Thermo Fisher Scientific). Después de 24 horas, se afiadieron ouabaina y veratridina
(O/V) a una concentracion final de 140 uM y 14 uM, respectivamente, y luego se afiadieron 10
puL de cada muestra (diluciones seriadas de los extractos de G. australes) a cada pozo por
triplicado. Después de 24 horas, se midi6 la viabilidad de las células. La absorbancia se midio a
570 nm utilizando un espectrometro de placa automatizado (Synergy HT, Biotek, USA) (Canete
y Diogene, 2008; Tud¢ et al., 2020).
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De esta forma, para cada ensayo se obtuvo una curva de calibracion de la viabilidad
celular con el estandar. Se crearon curvas dosis-respuesta (Figura 7) utilizando el software

SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc., EE. UU.) (Reverté¢ et al., 2018).

3.10. Quistes

La descripcion y clasificacion de los quistes de dinoflagelados se basan en las
caracteristicas de la pared y el periodo de latencia, que es el periodo en el ciclo de vida de un
organismo en el que el crecimiento, desarrollo y la actividad fisica se suspenden temporalmente
por inhibicion. Anderson y Wall (1978) describieron dos tipos de formas bentonicas en el ciclo
de vida de los dinoflagelados; un quiste de doble pared, considerado como un quiste latente en
reposo con un periodo de latencia obligatorio, y un quiste no inactivo (es decir, sin un periodo
de inactividad obligatorio), con una pared delgada de una sola capa, denominado como un quiste
ecdisal, de pelicula o temporal. Sin embargo, estudios mas recientes han revelado que algunos
dinoflagelados producen quistes asexuales en reposo y que las etapas del ciclo de vida tanto
sexual como asexual pueden conducir a la formacidon de quistes ecdisales) (Figueroa et al.,

2006).

3.10.1. Induccion de quistes a partir de cultivos de Gambierdiscus sp.

Para la induccion de quistes se seleccionaron tres cepas de Gambierdiscus sp. (IRTA-
CC-225, IRTA-CC-263, IRTA-CC-266). Para los tratamientos a distintas temperaturas (10°C,
18°C, 24°C: el control, 29+/- °C) y a distinta intensidad de luz (de luz: oscuridad 12:12h
(control), “low light” y oscuridad), cada cepa se inocul6 en 2 pozos distintos de una placa de
cultivo (Nunc) de 6 pocillos (Thermo Fisher Scientific) que contenian un volumen de 8 mL de
medio ES (Provasoli, 1968), con salinidad de 36. Se monitorizaron cada 4-5 dias en un
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100). En caso de observar células consideradas como
quistes putativos, estos se aislarian y transferirian en placas de cultivo (Nunc) de 24 pocillos

(Thermo Fisher Scientific) con medio ES 36 °/oo (Provasoli, 1968) (Fraga et al., 2016).

3.10.2. Aislamiento de quistes de dinoflagelados marinos a partir de muestras de
sedimento

A partir de las muestras de sedimento tomadas en las islas de Ibiza y Menorca (3.2) y

almacenadas a 4-5°C en la oscuridad para evitar la germinacion de los quistes, se siguid el
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protocolo descrito por Matsuoka y Fukuyo (2000), modificando algunos pasos. Se procesaron
submuestras de 2 cm de sedimento de la capa mas superficial. A este sedimento, se le afiadio
agua de mar filtrada y se sonic6 durante 1-2 min al minimo de potencia. De esta forma, los
quistes se desagregan, se rompen los aglomerados. Las muestras se vertieron por varios tamices,
desde el de mayor apertura de malla (250 um), a uno intermedio de 80 um y finalmente a el de
menor (20 um).

Con el resto de submuestra que se queda en la malla de 20 um, se separaron las particulas
pesadas de las ligeras (donde pueden estar los quistes de dinoflagelados). Se prepararon
soluciones de politungstato de sodio (SPT) segun las instrucciones del fabricante: a una densidad
de aproximadamente 2,4 g cm, disolviendo 75 g de SPT en 25 ml de agua Milli-Q. La
suspension de agua de mar/sedimento se colocd en capas sobre la solucion de SPT (3 mL)
teniendo cuidado de no perturbar la interfaz de densidad. Los gradientes completados se
centrifugaron a 1600 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de la
centrifugacion, la interfaz podia reconocerse debido a la acumulacion de material organico y
quistes. El material recuperado se pipeted directamente en un tubo nuevo y se centrifug6 a 1000
x g durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante y lo restante que es
donde se supone que deberian estar los quistes. Se transfirid a una placa de Petri con un poco de

agua de mar filtrada y se observé bajo el microscopio inverso (Nikon Eclipse TS100) (Bolch,

1997).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Distribucion y abundancia de Gambierdiscus spp. y otros dinoflagelados epifitos
marinos

En la isla de Ibiza se identificaron Gambierdiscus spp. en los cinco puntos de muestreo,
aunque los patrones de abundancia variaron significativamente (Figura 3). El punto donde se
registré una mayor abundancia media fue en Cala Longa, donde se obtuvo un valor de 102
células - g”!' peso humedo macrofito. Gambierdiscus spp. presentd una abundancia relativa del
19,2% en este punto (Figura 2)

Por el contrario, donde se registr6 la abundancia mas baja fue en Porroig, con 18 células
- g'! peso hiimedo macrofito. Por lo general, en Ibiza Gambierdiscus spp. juntamente con

Fukuyoa spp., fueron los géneros con menor abundancia media presentaron. Este tltimo, no se
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observo ni en Cala Llenya ni en Cala Salada y su mayor abundancia media fue en Porroig con
9 células- g! peso humedo macrofito. En los dos puntos restantes, Cala Longa y Cala San
Vicente, apenas llegd a 1 célula- g! peso humedo macrofito.

En cuanto a Prorocentrum spp., Coolia spp. y Ostreopsis spp., los tres registraron una
mayor abundancia en Cala Salada (637 células- g'! peso himedo macrofito, 499 células- g!
peso humedo macréfito y 1919 células- g! peso himedo macroéfito, respectivamente) (Figura
3).

El punto de Ibiza con mayor abundancia total de dinoflagelados fue en Cala Salada, con
un total de 3.134 células- g! peso himedo macroéfito. El dinoflagelado méas abundante fue

Ostreopsis spp., representando un 61 % del total muestreado (Figura 2).

=

Menorca
4 i

= Gambierdiscus

= Prorocentrum

= Coolia
Ostreopsis

= Fukuyoa

Figura 2. Abundancia media relativa de especies de Gambierdiscus, Prorocentrum, Coolia, Ostreopsis
y Fukuyoa en los puntos de muestreo de la isla de Ibiza (1) Cala Longa, 2) Cala Llenya, 3) Cala San
Vicente, 4) Cala Salada, 5) Porroig), y Menorca (1) Sa Caleta, 2) Sant Adeonat, 3) Cala Torrent-
Binibeca, 4) Na Macaret, 5) Cala Viola, 6) Cala Morell).
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En Menorca también se pudo observar Gambierdiscus spp. en todos los puntos de
muestreo. Donde se registré una mayor abundancia fue en Cala Torrent-Binibeca, donde
representd un 16,4 % del total, con 162 células- g' peso hiimedo macrofito. Por tanto,
comparando la abundancia méaxima a la que llegd Gambierdiscus spp., esta fue mayor en
Menorca.

Por lo contrario, en Cala Morell la concentracion fue de 5 células- g'! peso humedo
macroéfito, siendo el punto de muestreo con menor presencia de Gambierdiscus spp. de las dos
islas. El género con menor abundancia volvié a ser Fukuyoa spp., el cual solo tuvo presencia en
Sa Caleta y en Cala Morell, con un valor menor de un 0,07% y 0,03% del total muestreado,
respectivamente.

Prorocentrum spp., Coolia spp. y Ostreopsis spp. fueron los que presentaron mayor
abundancia, oscilando valores entre el 13 y el 70%, siendo Prorocentrum spp. el que obtuvo el
valor mas alto, en Cala Viola, con un valor de 2.550 células- g*! peso himedo macroéfito (Figura
3). También fue el mas abundante en todos los puntos de muestreo excepto en Cala Morell
donde Coolia spp. presentd mas abundancia (1.551 células- g”!' peso hiimedo macrofito).

El punto de Menorca con mayor abundancia total de dinoflagelados fue en Cala Viola,

con un total de 3.628 células: g! peso himedo macroéfito, un poco mayor a la de Ibiza.
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Figura 3. Abundancia y distribucion de los distintos géneros de dinoflagelados en distintos puntos de
las islas de Ibiza y Menorca.

Como se ha explicado anteriormente, el método de muestreo fue por recoleccion de
macrofitos. Es por tanto importante evaluar y comparar las abundancias de los distintos
dinoflagelados segun el macrofito, y ver si la diferencia o semblanza es significativo o no. Pero
hay que tener en cuenta que este tipo de muestreo presenta varios inconvenientes. El primero es
que las células de Gambierdiscus se distribuyen de forma muy irregular, incluso en distancias

pequedias, y suelen presentar coeficientes de variacion entre réplicas que van del 33 a mas del
150%.
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El segundo inconveniente es que los macrofitos presentan morfologias muy diferentes
que afectan al nimero de células - g*!' peso humedo macrofito. Las algas que tienen una relacion
superficie/volumen mayor son potencialmente capaces de contener mas células - g que los
macrofitos con menor relacion. Como resultado, las especies de macrofitos presentes, su
abundancia relativa y la forma en la que se muestran los macroéfitos entre si, pueden influir
significativamente en las estimaciones de abundancia de Gambierdiscus spp. obtenidas en un

lugar concreto.

De los macrofitos mas abundantes en el lugar de muestreo, se tomaron tres muestras (3

tipos de macrofitos). En la Tabla 1 se muestra cudles se recolectaron, cuantas muestras y en qué

isla.
Macroéfitos Codigo Ibiza Menorca
Cystoseira sensu lato2 (2), Jania adhaerents (1), Anadyomene stellata (3) Cys + + 1
Cystoseira sensu lato2 (2), Jania adhaerents (1) Cys + Jan 1
Cystoseira sensu latol (2) Cys 1 1
Digenea simplex (1), Jania adhaerents (1) Dig + Jan 1
Digenea simplex (1) Dig 1
Halopteris scoparia (2), Jania adhaerents (1) Hal + Jan 6 3
Halopteris scoparia (2) Hal 2
Posidonia oceanica (4) Pos 6
Posidonia oceanica (rizoma) (4) Pos (1) 2
Taonia atomaria (2) Tao 4

Tabla 1. Numero de muestras y especies de macroéfitos recogidos en cada isla. Entre paréntesis se
indica el tipo de macrofito (1: alga roja; 2: alga parda; 3: alga verde; 4: planta marina). El codigo se
utiliza en la Figura 5 para indicar la especie de macrofito.
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Figura 4. Abundancia de los diferentes géneros de dinoflagelados en diferentes tipos de macrofito de
las dos islas, Ibiza (circulos azules) y Menorca (X naranja). Gambierdiscus (A), Prorocentrum (B),

Coolia (C), Ostreopsis (D), Fukuyoa (E). Véanse los codigos de los macrofitos en la Tabla 1.
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Sobre la abundancia de dinoflagelados en los distintos tipos de muestreo, se observo que

Fukuyoa es el género que presentd menos diversidad (también porque solo se encontrd en
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algunos puntos), pero presentd mas células - ¢! peso hiimedo en el alga parda Taonia atomaria.
Ostreopsis spp. presenta gran diversidad ya que se observo en todos los tipos de macroéfitos,
pero la abundancia en estas es baja (Figura 4). Gambierdiscus spp., como Prorocentrum spp y
Coolia spp., mostro gran diversidad (en cuanto a los macroéfitos a los que se une) pero no sigue
ningun patroén de distribucion, es muy irregular. En cambio, los otros dos géneros parece que

sean mas abundantes en algas pardas y en la isla de Menorca (Figura 4).

Figura 5. Fotografias (x40) tomadas con Leica DMLB equipada de camara Olympus DP70:
(de arriba a bajo, izq. a derecha) Arriba: Gambierdiscus australes (hipoteca y epiteca); Medio:
Prorocentrum sp.; Fukuyoa paulensis (cedida por Maria Rey, IRTA); Abajo: Coolia sp.; Ostreopsis sp.
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4.2. Crecimiento de Gambierdiscus australes
Las dos cepas de G. australes estudiados mostraron curvas de crecimiento tipicas en

condiciones de cultivo (Figura 6). No se observaron diferencias significativas entre las réplicas
de cada cepa. Si se observé una pequefia diferencia en la concentracion de células - ml! entre
las dos cepas. En IRTA-CC 143 se llegd a una concentracion maxima de 8.400 células - ml!,
mientras que en IRTA-CC 296 la concentracion maxima fue de 5.460 células - ml™!.

Ambas cepas presentaron etapas de adaptacion (latencia) largas. No fue hasta el dia 24-
25 que se pudo observar un claro salto en la concentracion celular, iniciando asi la fase
exponencial como es el caso en Tudo et al. (2020) donde también entraron en fase exponencial
entre los dias 20-23.

Con la fase exponencial se pudo extraer las divisiones por dia, es decir, la tasa de

crecimiento; las duplicaciones por dia (K) y el tiempo de duplicacion (Td) (Tabla 2).

Tasa crecimiento

C Especi Max. conc. k Td
e BEss 8O (1, divisiones dia-1)
IRTA-CC-143 G. australes 6945 0.13£0.05 0.13£003 7.71x1.74
IRTA-CC-296 G. australes 4485 0120 0.15+0.04 658233

Tabla 2. Parametros de crecimiento de G. australes (n = 2) de las Islas Baleares. Medias de las tres
réplicas de: conc. max. = rendimiento celular maximo (células - mL™); r = tasa de crecimiento
(divisiones - dia ") + desviacion estandar (SD); K= duplicaciones por dia (duplicaciones - dia ") + SD;

Td = tiempo de duplicacion (dias™) + SD.

Las ultimas fases no estan representadas en los graficos debido a que los cultivos se
cosecharon en la fase estacionaria para el analisis molecular y de toxicidad.

La tasa de crecimiento (Tabla 2) de las cepas estudiadas se encuentran dentro del rango
descrito por Xu et al. (2016), que es de 0,01 a 0,55 div. - dia™!. En algunos estudios, relacionan
las altas tasas de division con la alta produccion de toxinas por célula (Chinain et al., 2010;

Reverté et al., 2018), pero en este estudio no se relaciono.
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Figura 6. Curvas de crecimiento de G. australes de las dos cepas cultivadas con medio ES (Provasoli,

1968) modificado, salinidad de 36. Tres réplicas por cepa. Cada punto representa la media = desviacion

estandar (SE) de cuatro contajes.
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4.3. Identificacion de las especies

4.3.1. ldentificacion molecular

La identificacion a nivel de especie se realizd para tres cepas de Gambierdiscus
utilizando la region D1-D3 (LSU ADNr) (Chinain et al. 1999, Litaker et al., 2009). Las
secuencias se cotejaron en GenBank utilizando las busquedas de similitud de secuencias BLAST
(National Center for Biotechnology Information) y obtuvieron la mayor identidad y similitud

con Gambierdiscus australes.

4.3.2. Morfologia de G. australes

La identificacion de las especies de Gambierdiscus utilizando su morfologia es muy
dificil, ya que las descripciones se basan en sutiles diferencias en la morfologia de la placa
calcarea que son en su mayoria cuantitativas y se superponen en gran medida (Adachi y Fukuyo,
1979; Fraga et al., 2011). Por esta razon, primero se identifico morfoldégicamente el género y
posteriormente se hizo un analisis molecular. Para complementar su identificacion se examin6
la morfologia de tres cepas cultivadas de G. australes.

Las células de este estudio mostraron similitudes morfoldgicas con otras de la misma
especie descritas en estudios anteriores. El tamafio de las células (D y W) (Tabla 3) estdn dentro
del rango descrito por Litaker et al. (2009), 63.8 —77.4 (D) y 55.2 — 73.8 (W). Y también por el
descrito por Bravo et al. (2019). El tamafo (L y W) de la placa 2"’ (Tabla 3), fueron menores a
los descritos por Tudo et al. (2020), pero entran en el rango. Todas las medidas tomadas fueron

mayores que los de Rhodes et al. (2014b), Chinain et al. (1999) y Litaker et al. (2009).

Célula Placa 2™
i D W D:W L W L:W
Especie
(um= SE) (um+ SE) (um= SE) (um= SE) (um= SE) (pm+ SE)
Gambierdiscus australes 68,85 + 5,40 65,75+ 527 1,04 £ 0,07 45,09+ 2,77 2520+222 1,78 + 0,19

Tabla 3. Los valores representan la media de las medidas de los especimenes examinados, (Se) indica
la desviacion estandar, n = 30 (medidas célula), n= 23 (medidas placa 2”’). Medida de la longitud de la
célula (D) se refiere a la distancia ventral-dorsal, la anchura de la célula (W) se refiere al transdiametro

a través de la longitud de la célula, la longitud de la placa 2’ (L) y la anchura de la placa 27 (W).
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4.4. Toxicidad de Gambierdiscus.

La presencia de CTX se ha querido probar en varias ocasiones en Gambierdiscus spp.,
(Larsson et al., 2018), pero hasta la fecha solo se ha podido confirmar en G. australes, G.
pacificus, G. polynesiensis y G. excentricus (Chinain et al., 2010).

En este trabajo, las cepas de G. australes presentaron una actividad intermedia similar a
la CTX con cuantificaciones que oscilaban entre 25,28 y 59,2 fg CTX1B equiv. — célula’ (Tabla
4). Se repitid el ensayo en tres ocasiones, pero solo en el primero se pudo cuantificar toxina en
dos de las cepas. En los otros ensayos hubo mucho efecto matriz en las células, lo que indica
que los resultados negativos pueden deberse a que se us6 una nueva linea de células (también

células neuro-2a) por lo que eran mas sensibles a la toxicidad.

PR, C Isl Abundancia celular Toxicidad
e o e (células - mL™* ) (fg CTXI1B equiv. - células™?! )
Gambierdiscus australes  IRTA-CC-143 Menorca 824,16 - 108 59,2
Gambierdiscus australes  IRTA-CC-218 Menorca 240,16 - 108
Gambierdiscus australes  IRTA-CC-296 Ibiza 5375 10° 25,28

Tabla 4. Especie, codigo de la cepa, origen, concentracion celular de los cultivos en el momento de la
cosecha (células - mL™), valores de toxicidad tipo CTX expresados en femtogramos (fg) de CTX1B
equiv. - célula™).

Comparando las cuantificaciones obtenidas con los valores para G. australes del Océano
Pacifico (40 fg CTXIB equiv. - célula™!) y del Océano Atlantico (31-107 fg CTX1B equiv. —
célula') reportadas por Rossignoli et al. (2020) y Rhodes et al. (2017), respectivamente, se
observdo como la cuantificacion se acercaba al rango descrito. También entran en las
concentraciones obtenidas por Tud¢ et al. (2020), que oscilaron entre 1,4 y 380 fg CTX1B equiv
- célula!. En cambio, si comparamos con otros estudios como el de Reverté et al. (2018) en el
Océano Atlantico, donde los valores oscilaron entre 200 y 697 fg CTX1B equiv. - célula’!, los
cuantificados en este estudio son muy bajos.

Estas diferencias tan grandes en la cuantificacion se pueden deber a las distintas
condiciones en que fueron aclimatadas las cepas. Excepto la cepa IRTA-CC-143 de este estudio,

que justamente presenta la mayor cuantificacion (59,2 fg CTX1B equiv. - célula™), las otras dos
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no fueron aclimatadas durante un afio como en el caso de las cepas de Reverté et al. (2018). A
esto hay que sumarle también el hecho de que en Reverté et al. (2018) la irradiacion de los
fotones fue menor, una bomba suministrd la aireacion y el recipiente era un matraz de fondo
redondo de 3 L. Por lo tanto, la produccion y cuantificacion de toxinas diferentes podria deberse

en parte a las distintas condiciones de cultivo.

Viabilidad celular (%)
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Figura 7. Curvas dosis-respuesta de las células neuro-2a expuestas a (A) un estandar de CTX1B, (B)
extracto de G. australes IRTA-CC-143, y (C) extracto de G. australes IRTA-CC-296. O/V+: células
neuro-2a expuestas al extracto microalgal con el tratamiento de ouabaina y veratridina. O/V-: células
neuro-2a expuestas al extracto de microalgas sin el tratamiento de ouabaina y veratridina. Cada punto

es la media de triplicados y las barras representan la division estandar (SE).
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En cuanto a las curvas dosis-respuesta, estas muestran los efectos de las toxinas de G. australes
sobre las células neuro-2a expuestas. En la Figura 7 se puede observar como en las células que
presentaban ouabaina/veratridina (+O/V) se necesita menos cantidad de toxina para causar una
mayor mortalidad. Esto se debe a que mientras la ouabaina se une a la bomba Na+/K+ ATPasa,
bloqueandola e impidiendo el eflujo de sodio, la veratridina aumenta la permeabilidad al Na+
mediante la unidn selectiva a los canales de sodio activados por voltaje (VGSC), bloqueandolos
en posicion abierta. La exposicion de las células neuro-2a a estos compuestos da lugar a un
aumento de la concentracion intracelular de Na+, que es aiin mayor en presencia de CTX, lo

que provoca una mayor mortalidad celular.

4.5. Quistes
4.5.1. Induccion de quistes a partir de cultivos.

Teniendo en cuenta las caracteristicas para describir quistes en dinoflagelados (véase
apartado 3.10), se ha sabe que al menos 48 especies forman quistes de paredes delgadas como
parte de su ciclo de vida, asociados con condiciones muy diferentes, tanto en cultivo como en
la naturaleza (Bravo et al., 2010). Hasta ahora no se han reportado quistes de Gambierdiscus en
la naturaleza. De hecho, los ciclos de vida de los dinoflagelados relacionados con la ciguatera
bentdnica son poco conocidos (Fraga et al., 2016). Es por esta razon que los informes sobre los
quistes de Gambierdiscus son muy escasos en la literatura. En un estudio de Fraga et al. (2016),
se consideraron algunas células de G. foxicus como quistes tecados debido a su parecido con las
células vegetativas inmdviles y también por el hecho de que germinaron después de su
aislamiento en medio. También estudios como Hokama et al. (1996), con los que Fraga et al.
(2016) coincidio, donde en cultivos de la misma especie observaron células con paredes gruesas
y translucidas, nticleos centrales densos y de color marrén oscuro a los que consideraron quistes.
Estos tipos de quistes se han observado también en otros géneros y tienen un tiempo de
supervivencia que va de dias a meses (Bravo y Figueroa, 2014). Los factores que determinan
el enquistamiento a largo o corto plazo ain se desconocen para muchas especies de
dinoflagelados (Bravo et al., 2010).

Teniendo en cuenta descripciones como las anteriores y las caracteristicas principales

para la descripcion y clasificacion de los quistes (ver 3.10), se observaron los cultivos de
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Gambierdiscus sp. (es probable que se traten de G. australes, pero se deberia hacer un estudio
genético) comentados anteriormente (3.10.1). No se observaron diferencia entre las cepas; tanto
IRTA-CC-225, IRTA-CC-263, como IRTA-CC-266 mostraron los mismos efectos a los tres
tratamientos distintos.

Ninguna de las condiciones a las que estuvieron sometidos los cultivos durante 3 meses,
mostrd lo que en un principio era el objetivo de esta parte del estudio, el inducir quistes celulares.
Pero asimismo se describird brevemente lo observado en ese tiempo. Cada 4 dias se observaban
diferentes caracteristicas como la morfologia de las células, la pigmentacion, el movimiento y
el crecimiento. En los cultivos a distintas temperaturas (todos en periodo luz: oscuridad 12:12h),
a parte del control (24°C), las células en 18°C mostraron un crecimiento y una morfologia
normal y en las de 28-29°C parece que el crecimiento fue mayor y mas rapido, pero mostraron
una peor pigmentacion. Segun Kibler (2012) y Xu (2016), por debajo de 15 °C es muy raro que
las células sobrevivan, pero en este estudio las células a 10°C se mantuvieron vivas durante 5
semanas, presentaban una morfologia aparentemente normal, pero dejaron de reproducirse y
mostraron menos movimiento. Esta caracteristica termofisiologica de G. australes podria
conferir a esta especie la capacidad de persistir en las Islas Baleares en invierno cuando la
temperatura del agua desciende a 13 ° C (Tudo6 et al., 2020). En los cultivos a 24°C y luz:
oscuridad 12:12h, las células en menos intensidad de luz (“low light”: 15-20 pumol m-2 s-1)
comparadas con el control (40- 70 pmol m-2 s-1) crecieron menos, pero presentaban menos

malformaciones. Las células a oscuridad presentaban un tamafio muy inferior y no crecieron.

4.6.2. Aislamiento de quistes de muestras de campo

De las submuestras explicadas en el apartado 10.1.2, se aislaron lo que podrian ser
posibles quistes de dinoflagelados y se transfirieron en placas de 24 pozos con medio ES
(Provasoli, 1968). Durante 3 semanas no se vio ningun signo de que fueran a germinar. Hasta el
momento estos cultivos permanecen en la cadmara de 24°C y luz: oscuridad 12:12h. Se deberia

seguir observando a ver como evoluciona.
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4. CONCLUSIONES

Gambierdiscus 'y otros géneros de dinoflagelados potencialmente téxicos
(Prorocentrum, Ostreopsis, Coolia), previamente considerados como asociados o
potencialmente asociados a la ciguatera, fueron muestreados en las islas Baleares de Ibiza y
Menorca. De las muestras tomadas en cinco puntos de Ibiza y seis puntos de Menorca, se
documentaron en todos. A parte de estos géneros, también se identificd Fukuyoa spp. en algunos
puntos de ambas islas. En Ibiza, Gambierdiscus spp. y Fukuyoa spp. fueron los que menos
abundancia presentaron. Para Gambierdiscus spp. se obtuvo un rango de abundancia de 18- 102
células - g!' peso himedo macroéfito. La méaxima se registro en Cala Longa y la minima en
Porroig. El punto de Ibiza con mayor abundancia total de dinoflagelados fue en Cala Salada
(3.134 células- g*!' peso himedo macroéfito). En Menorca, Fukuyoa spp. y Gambierdiscus spp.
volvieron a ser las menos abundantes. Este ultimo, tuvo una abundancia de 5 — 162 células- g’!
peso humedo macrofito. El de mayor siendo Cala Torrent-Binibeca y de menor, Cala Morell. El
punto de Menorca con mayor abundancia total de dinoflagelados fue en Cala Viola, con un total
de 3.628 células- g! peso humedo macrofito, un poco mayor a la de Ibiza. El muestreo por
recoleccion de macroéfitos presenta varios inconvenientes, se observo que Gambierdiscus spp.
se distribuyen de forma muy irregular, incluso en distancias pequefias. Para ampliar este estudio,
se podria hacer uno donde se estudien las abundancias de las microalgas a lo largo del tiempo
en ciclos anuales (incluyendo otros meses). A partir de los recuentos de las microalgas en los
macrofitos, también se podria cuantificar las poblaciones de microalgas toxicas en una zona
determinada de la costa teniendo datos sobre la cobertura vegetal.

Se identificaron Gambierdiscus spp. de las Islas Baleares de Ibiza y Menorca como
Gambierdiscus australes. En las curvas de crecimiento de las dos cepas, no se observaron
diferencias significativas y se mostraron curvas de crecimiento tipicas en condiciones de cultivo,
(con fases exponencial y estacionaria un poco atrasadas). Se obtuvo un rango de 0,12-0,13 div-
dia™!.

Las cuantificaciones de toxicidad oscilaron entre 25,28 y 59,2 fg CTX1B equiv. célula

I El limite de cuantificacion (LOQ) entre 17,86- 35,73 fg/célula. A partir de la toxicidad
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evaluada en los cultivos y los datos anteriores, se podria estimar el riesgo de ciguatera a nivel
de microorganismos en una zona particular.

No se consiguid inducir quistes con los tratamientos a distintas temperaturas y
condiciones de luz, pero se observo como G. australes es una de las especies mas criotolerantes
del género, capaces de mantenerse vivas a menos de 15 °C.

Hasta el momento los posibles quistes de dinoflagelados, aislados de muestras de
sedimento, permanecen en la cdmara de 24°C y luz: oscuridad 12:12h con medio ES 36 °/00. Se

deberia seguir observando a ver como evoluciona.
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