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Resumen

Los dinoflagelados comprenden el principal grupo de microalgas asociado con
la produccion de Floraciones Algales Nocivas (FANs) en ambientes marinos,
principalmente debido a su capacidad de producir una gran variedad de compuestos
toxicos que, al ascender en la cadena trofica, pueden causar severos dafios en la salud
humana y de otros vertebrados. En las tltimas décadas, los fendmenos de FANs han
cobrado una connotacién alarmante a nivel mundial debido a su aparente incremento
espacio-temporal y a sus efectos devastadores en relaciéon con la salud humana y
aspectos socio-econdomicos, dando lugar al desarrollo de un gran niimero de estudios
relacionados con ésta tematica a nivel mundial. En la Argentina, los episodios mas
importantes de FANs han estado vinculados a la presencia de distintas especies de
dinoflagelados, principalmente pertenecientes al género Alexandrium, que han
ocasionado severos dafios en la salud publica, causando la muerte de varias personas,
mortandad de peces y perjuicios econdmicos. No obstante, en los ultimos afios se han
detectado nuevas especies toxigenas y distintos grupos de toxinas desconocidos
previamente en la region, sobre los cuales el conocimiento de su diversidad y
distribucion atn es limitado.

El objetivo general de esta tesis doctoral fue profundizar el conocimiento sobre
la diversidad, abundancia, dindmica espacio-temporal y perfil de toxinas de los
dinoflagelados toxigenos presentes en distintas regiones del Mar Argentino. A tal fin se
realizaron cuatro campafias oceanograficas a bordo de distintas embarcaciones entre los
afios 2012 y 2016, en las que se realizaron muestreos en un total de 122 estaciones. En
cada una de ellas se colectaron muestras de botella y de red para el andlisis del
fitoplancton y ficotoxinas, segun protocolos de muestreo especificos que permitieron
relacionar las densidades celulares y las concentraciones de toxinas y asi estimar la
produccion de toxinas por célula en ambientes naturales. Las muestras de fitoplancton
se analizaron con microscopia Optica y electronica de barrido. Adicionalmente, se
realizaron analisis moleculares del género Alexandrium tendientes a evaluar su
diversidad especifica. El andlisis de toxinas lipofilicas se realizO mediante

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) acoplada con espectrometria de masa en
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tandem (MS-MS), mientras que las toxinas hidrofilicas se analizaron mediante HPLC
por derivacion post-columna y deteccion fluorescente.

El grupo de los dinoflagelados se observo en el 95 % de las estaciones de
muestreo, aunque en términos de abundancia solo representd el grupo dominante del
fitoplancton en ocho estaciones. Las densidades méaximas de dinoflagelados (~ 2 x10°
cél. L") se observaron en la region norte del talud (40 °S) durante una floracion de
Prorocentrum cordatum. Otros representantes numéricamente importantes fueron
distintas especies de los géneros Gyrodinium, Tripos y Protoperidinium, asi como
pequeiios dinoflagelados desnudos (< 10 pm).

En el presente estudio se detectd la presencia de 20 especies pertenecientes a
cinco géneros de dinoflagelados toxigenos, de los cuales cuatro estuvieron asociados a
distintos grupos de ficotoxinas: Dinophysis a pectenotoxinas (PTX) y acido okadaico
(AO), Alexandrium a toxinas paralizantes de moluscos (TPM) y espirdlidos (SPX),
Protoceratium a yessotoxinas (YTX) y Azadinium a azaspiracidos (AZA).

El género Dinophysis presentd dos especies asociadas mayormente con PTX y
excepcionalmente con AO: D. acuminata y D. tripos. Esta Gltima especie se encontrd
ademads asociada, por primera vez a nivel mundial, con la deteccion de PTX2-sa, un
analogo relacionado cominmente con modificaciones en la PTX-2 que ocurren como
resultado de la digestion en moluscos. Por el contrario, la presencia de D. caudata y D.
norvegica, esta ultima reconocida como causante de floraciones toxigenas en el
Hemisferio Norte y hallada por primera vez en el suroeste Atlantico, no estuvo asociada
con la deteccion de toxinas.

El género Alexandrium se detectdé con frecuencia y en una amplia area de
distribucion. Se lo encontré asociado a una gran variedad de perfiles de TPM entre los
cuales sobresalieron, debido a su elevada toxicidad potencial, aquellos con altas
proporciones de los analogos GTX1/4 detectados durante la campafia de primavera.
Mediante la aplicacion de técnicas moleculares y de microscopia se detectd por primera
vez para el area de estudio a las especies A. minutum y A. ostenfeldii, las cuales
estuvieron asociadas con TPM y SPX, respectivamente. Por otro lado, el andlisis
filogenético de células aisladas frente a Peninsula Valdés confirmé la presencia del
ribotipo I del complejo de especies A. tamarense, sefialado previamente a partir del
estudio de una cepa aislada frente a Mar del Plata.

Si bien durante este estudio se observaron dos especies consideradas como

potenciales productoras de YTX, Protoceratium reticulatum y Gonyaulax spinifera, los
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resultados obtenidos sugieren que el principal productor de YTX en el Mar Argentino es
Protoceratium reticulatum. Por el contrario, Gonyaulax spinifera no presentd una
asociacion clara con YTX, y Lingulodinium polyedra, especie también considerada
como productora de YTX a nivel mundial, no se observd en ninguna de las cuatro
campafias realizadas. Las mayores concentraciones de YTX y de células de P.
reticulatum se registraron en el Golfo San Jorge, lo cual representa un llamado de
atencion sobre el desarrollo de futuros eventos toxicos en la zona.

El género Azadinium alcanzo las maximas abundancias entre los dinoflagelados
toxigenos observados en este estudio, con picos de 154.000 cél. L en aguas del talud.
Su presencia estuvo asociada a la deteccion de AZA-2 por primera vez para muestras de
plancton de la region. Asimismo, su distribucion geografica, restringida en base a
estudios previos a la zona norte del Mar Argentino (40 °S), se extendi6 hacia al sur
hasta los 55°S. Estudios ultraestructurales permitieron identificar por primera vez para
la zona a A. obesum y confirmar la presencia de otras tres especies recientemente
citadas en el Mar Argentino (4. dexteroporum, A. poporum y A. luciferelloides), de las
cuales dos (4. dexteroporum y A. poporum) son productoras de AZAs , asi como
detectar ejemplares cuya morfologia no coincide con ninguna de las especies descriptas
actualmente en la bibliografia.

El presente estudio representa el primer andlisis de las especies toxigenas de
dinoflagelados presentes en el Mar Argentino mediante un enfoque integrado que
incluye andlisis microscOpicos, moleculares y toxinologicos aplicados a muestras de
campo. Los resultados obtenidos indican que la diversidad y ocurrencia de
dinoflagelados toxigenos y sus respectivas toxinas presentes en el Mar Argentino es
mayor a la considerada anteriormente y denota la necesidad de continuar y profundizar
los estudios en la zona, especialmente mediante el establecimiento de cultivos celulares
que permitan aumentar el conocimiento sobre su variabilidad morfologica, genética y

toxinologica.
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Summary

Dinoflagellates comprise the main group of microalgae associated with the
production of Harmful Algal Blooms (HABs) in marine environments, mainly due to
their ability to produce a large variety of toxic compounds that, when ascending in the
food web, can cause severe damages in human and other vertebrate health. In the last
decades, the frequency and intensity of HABs and their impacts on health and socio-
economic aspects have been apparently increased, leading to the development of a large
number of studies related to this topic worldwide. In Argentina, the most important
HABs episodes have been linked to the presence of different species of dinoflagellates,
mainly from the genus Alexandrium, which caused severe damage to public health,
death of several people, fish mortality and economic losses. However, new toxigenic
species and different groups of toxins previously unknown have been recently detected
in the region, from which the knowledge on the diversity and distribution is still limited.

The main goal of this PhD thesis was to contribute to the knowledge on the
diversity, abundance, spatio-temporal dynamics and toxin profile of the toxigenic
dinoflagellates from the Argentine Sea. For this purpose, four oceanographic
expeditions were carried out onboard different vessels between 2012 and 2016,
comprising a total of 122 sampling stations. In each station, bottle and net samples were
collected for phytoplankton and phycotoxins analysis, applying specific sampling
protocols designed to relate cell densities and toxin concentrations, and thus estimate
the toxin production per cell in natural environments. The phytoplankton samples were
analyzed by optical and scanning electron microscopy. In addition, molecular analyzes
of the genus Alexandrium were carried out to evaluate its specific diversity. Lipophilic
toxin analyses were performed by high performance liquid chromatography (HPLC)
coupled with tandem mass spectrometry (MS-MS), while hydrophilic toxins were
analyzed by HPLC by post-column derivation and fluorescence detection.

Dinoflagellates were observed in 95 % of the sampling stations, although in
terms of abundance they only represented the dominant group of phytoplankton in eight
stations. Their maximum cell densities (~ 2 x10° cells L") were observed in the

northern slope region (40 °S) during a bloom of Prorocentrum cordatum. Other
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important dinoflagellates in terms of abundances were different species of Gyrodinium,
Tripos and Protoperidinium, as well as small naked dinoflagellates.

During the present study it was possible to detect the presence of five genera of
toxigenic dinoflagellates, comprising 20 species, of which four were associated to
different groups of phycotoxins: Dinophysis to pectenotoxins (PTX) and okadaic acid
(OA), Alexandrium to paralytic shellfish toxins (PST) and spirolides (SPX),
Protoceratium to yessotoxins (YTX) and Azadinium to azaspiracids (AZA).

The genus Dinophysis presented two species, D. acuminata and D. tripos,
mainly associated with PTX and exceptionally with AO. The latter species was also
associated, for the first time worldwide, with the detection of PTX2-sa, an analogue
commonly related to PTX-2 modifications that occur in mollusks as a result of the
digestion process. In contrast, the presence of D. caudata and D. norvegica, the latter
recognized as the cause of toxigenic blooms in the Northern Hemisphere and found for
the first time in the Southwest Atlantic, was not associated with the detection of toxins.

The genus Alexandrium was frequently detected, showing a wide distribution
area and associated to a large variety of PST profiles; among them, profiles with high
proportions of the GTX1/4 analogues detected during spring were particularly important
due to the high potential toxicity of those analogues. Molecular and microscopy
techniques applied in this study allowed to detect the presence of 4. minutum and A.
ostenfeldii for the first time in the study area, associated with PST and SPX,
respectively. On the other hand, phylogenetic analysis of cells isolated from Valdés
Peninsula confirmed the presence of the ribotype I of the A. tamarense species complex,
previously identified from a strain isolated from Mar del Plata.

During this study two species considered as potential producers of YTX were
detected, Protoceratium reticulatum and Gonyaulax spinifera. However, the results
suggest that the main producer of YTX in the Argentine Sea is Protoceratium
reticulatum. In contrast, there was no clear association between Gonyaulax spinifera
and YTX, and Lingulodinium polyedra, a species also considered worldwide as a
producer of YTX, was not observed in any of the four sampling expeditions. The
highest concentrations of YTX and P. reticulatum cells were recorded in the San Jorge
Gulf, which is a call for attention on the development of future toxic events in the area.

The genus Azadinium reached the maximum abundances among the toxigenic
dinoflagellates observed in this study, with peaks of 154,000 cells L detected from

slope waters. Its presence was associated with the detection of AZA-2 in plankton
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samples for the first time in the study area. Likewise, its geographical distribution,
previously restricted to the northern zone of the Argentine Sea (40 °S), is now extended
southward to 55 °S. Ultrastructural studies allowed the identification of 4. obesum for
the first time in the Argentine Sea and confirmed the presence of other three recently
mentioned species (4. dexteroporum, A. poporum and A. luciferelloides), of which two
(A. dexteroporum and A. poporum) are confirmed as AZAs producers, and the presence
of specimens with a different morphology that did not match with the currently
described species.

The present study represents the first attempt to analyze the toxigenic
dinoflagellate species present in the Argentine Sea through an integrated approach that
includes microscopic, molecular and toxinological analyzes applied to field samples.
The results indicate that the diversity and occurrence of toxigenic dinoflagellates and
their respective toxins in the Argentine Sea is greater than previously considered and
also highlights the need to continue and improve the studies in the area, especially
through the establishment of cultures that allow increasing the knowledge about its

morphological, genetic and toxinological variability.
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1 Introduccion general

Las microalgas planctdnicas constituyen un componente esencial de los mares y
océanos del mundo, representan el primer eslaboén en la cadena alimentaria y son
responsables de la mayor parte de la productividad primaria de los ecosistemas marinos
(Graham & Wilcox, 2000). A pesar de que sus floraciones, definidas como periodos de
rapido crecimiento y acumulacion de fitoplancton (Carreto et al., 2007), resultan
mayormente beneficiosas para la acuicultura y las pesquerias, en algunos casos pueden
acarrear efectos negativos tanto para el hombre como para los ecosistemas naturales. A
este tipo de proliferaciones dafiinas se las conoce cominmente como “mareas rojas”, ya
que en casos excepcionales una elevada densidad celular puede ocasionar cambios en la
coloracion del agua, debido a los pigmentos presentes en los organismos. Sin embargo,
no todas las floraciones nocivas se presentan acompaiadas de episodios de
discoloraciéon del agua, ni todas las discoloraciones son rojas (Fig. 1.1). En
consecuencia, la comunidad cientifica acuii6 el término de Floraciones Algales Nocivas
(FANs), para hacer referencia a las apariciones de un grupo heterogéneo de
microorganismos que son percibidos como dafiinos para el hombre por sus efectos
adversos en la salud humana, en las explotaciones de acuicultura y turisticas o en las
poblaciones naturales de organismos marinos (Hallegraeft, 2004)

Existen varios tipos de FANs segln el perjuicio o dafio que provoquen, ya sea al
hombre como a otros animales o en el ambiente: a) las producidas por especies no
toxigenas pero que alcanzan altas biomasas durante sus floraciones, generando una
disminucion en la penetracion de luz lo cual, junto con la proliferacion de bacterias,
desencadena un desbalance entre las tasas fotosintética y de respiracion, causando
desoxigenacion de los cuerpos de agua y en algunos casos la muerte de organismos
marinos (Tett & Edwards, 2002); b) las que pueden provocar dafios mecanicos en
agallas de peces (causados por ejemplo por algunos géneros de diatomeas como
Chaetoceros que poseen prolongaciones filiformes) o lesiones en peces y otros
organismos acuaticos como resultado de la secrecion de sustancias hemoliticas c) las
que generan acumulaciones de espuma en las orillas de sitios turisticos provocando
contaminacion visual y olores desagradables que afectan de manera negativa a la
industria del turismo y las actividades de recreacion humana, son causadas

principalmente por altas concentraciones de haptoficeas y diatomeas; d) las provocadas
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por especies productoras de sustancias que afectan al hombre a través del contacto
directo con el agua de mar o con sus aerosoles, generando principalmente problemas
respiratorios e irritaciones en la piel, como las causadas por el dinoflagelado Karenia
brevis (Hallegraeff, 2010); e) las generadas por especies que producen toxinas que se
acumulan y transfieren a través de las redes troficas y generan intoxicaciones en aves y
mamiferos, incluido el hombre (Fig. 1.2); y f) las producidas por especies que hasta el
momento no son consideradas como toxigenas para el hombre pero que han presentado
toxicidad en ensayos con ratones de laboratorio, de manera que representan un peligro

potencial (Hallegraeff, 2004; Lassus et al., 2016).

Fig. 1.1: Fotografias de discoloraciones en el agua resultado de altas abundancias celulares planctonicas.
A) floracién en la costa patagonica (tomado de http://www.dicyt.com/viewNews.php?newsld=14205). B)
floracion de dinoflagelados del género Dinophysis en Noruega (tomado de http://www.whoi.edu/redtide/).

C) floracion del dinoflagelado Noctiluca scintillans en Nueva Zelanda (tomado de
http://www.whoi.edu/redtide/) D) floracion en California, Estados Unidos (tomado de

http://www.whoi.edu/redtide/).

En la lista de microalgas toxigenas elaborada por la COI-UNESCO (Comision
Oceanografica Intergubernamental de la UNESCO) se incluyen actualmente a 178
especies a nivel mundial, tanto de ambientes marinos como dulceacuicolas (Moestrup et
al., 2017). Entre ellas se encuentran representantes de diferentes grupos algales, tales

como rafidoficeas, haptoficeas, dictyochoficeas, cianoficeas y diatomeas. Sin embargo,
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el grupo con mayor cantidad de taxones toxigenos (98) es el de las dinoficeas

(dinoflagelados).

Mamiferos marinos

Zooplancton

Fitoplancton

Fig. 1.2: Esquema de la transferencia de toxinas producidas por el fitoplancton a través de

la red trofica.

Los dinoflagelados son protistas unicelulares pertenecientes al Superfilo
Alveolata, el cual retine también a ciliados y apicomplejos por presentar una cubierta
celular denominada anfiesma por debajo de la membrana plasmatica, formada por
vesiculas de una estructura proteica compleja (Fig. 1.3 A). Sin embargo, los
dinoflagelados poseen caracteristicas morfologicas y ultraestructurales tnicas, como la
presencia de un nucleo (dinocarion) con un enorme genoma desprovisto de las tipicas
proteinas histonas eucariotas, el cual no pierde la membrana nuclear durante la division
mitotica y posee los filamentos de cromatina permanentemente condensados (Gomez et
al., 2011a). Las células moviles presentan dos flagelos bien diferenciados, uno
transversal acintado que se aloja en un surco ecuatorial (cingulum), y otro en forma de
latigo que se dirige posteriormente y se aloja en un surco longitudinal ventral (sulcus)
(Fig. 1.3 B). Estos dos flagelos desiguales proporcionan a los dinoflagelados un
caracteristico movimiento de nado rotacional. Si bien la morfologia celular descripta
anteriormente es la tipica dentro de los dinoflagelados, cabe aclarar que el grupo incluye
también Ordenes caracterizados por una morfologia celular diferente, con ambos

flagelos emergiendo apicalmente (Prorocentrales), con el cingulum desplazado
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apicalmente (Dinophysisales) o con un unico flagelo y una morfologia “aberrante”
(Noctilucales). Dentro de los dinoflagelados se encuentran representantes heterdtrofos,

autotrofos y mixodtrofos, asi como también parasitos y simbiontes, que se distribuyen en

Vesicula del
anfiesma

Membrana
plasmatica

Epiteca

Hipoteca

Sulcus

mares y cuerpos de agua dulce de todo el mundo (Graham & Wilcox, 2000).

Fig. 1.3: Esquemas de células de un dinoflagelado tecado. A) esquema de un corte
longitudinal en vista lateral. B) esquema de una célula en vista ventral. Tomados de

).

Los dinoflagelados se pueden dividir en dos grandes grupos: tecados y atecados
o desnudos, segun la presencia o ausencia de teca. La teca resulta de la deposicion de
celulosa en forma de placas dentro de las vesiculas del anfiesma, las cuales otorgan un
aspecto rigido a la célula. Dentro del grupo de los tecados la clasificacion taxondmica se
basa principalmente en la cantidad, disposicion y forma de las distintas placas, mientras
que dentro de los atecados las caracteristicas utilizadas para la clasificacion son el
contorno celular y algunos caracteres ultraestructurales como las caracteristicas del
aparato flagelar (Balech, 1988) junto con el recorrido del surco apical o acrobase,
ademads de caracteres moleculares (Daugbjerg et al., 2000).

Con la emergencia de las técnicas moleculares la filogenia y clasificacion de los
dinoflagelados han sido modificadas, a la vez que ha aumentado el conocimiento
respecto de la diversidad dentro de los diferentes grupos (Zardoya et al., 1995;
Saldarriaga et al., 2004). Particularmente considerando a los dinoflagelados toxigenos,
estas técnicas han permitido diferenciar especies cripticas, como por ejemplo los cinco
ribotipos incluidos en el complejo de especies Alexandrium tamarense, un género

caracterizado mundialmente como el principal causante de intoxicaciones por toxinas
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paralizantes (John et al., 2014). Asimismo, se ha determinado la existencia de una alta
variabilidad morfologica intra-especifica y por lo tanto se han agrupado dentro de una
Unica especie a morfotipos considerados previamente como especies diferentes, como es
el caso de Alexandrium ostenfeldii y A. peruvianum (Kremp et al., 2013). Por otro lado
el desarrollo de herramientas moleculares ha permitido la identificacion de genes
responsables de la biosintesis de toxinas y de las vias metabolicas implicadas, como el
gen sxtA4 en el género Alexandrium y los genes relacionados con la sintesis de toxinas
del grupo de los poliéteres, dentro del cual se incluyen los azaspiracidos y el acido
okadaico (Snyder et al., 2003; Cembella & John, 2006; Stiiken et al., 2011; Anderson et
al., 2012b)

Aproximadamente un 6 % de las especies de dinoflagelados descriptas posee la
capacidad de producir ficotoxinas, las cuales abarcan un amplio espectro de sustancias
de diferente naturaleza quimica, mecanismos de accion y actividad bioldgica (Gerssen
et al., 2010). Las ficotoxinas pueden llegar al hombre a través de la cadena trofica,
principalmente por su acumulacion en bivalvos filtradores (Fig. 1.3), provocando
respuestas letales o subletales, tales como trastornos gastrointestinales, de amnesia o
neuroldgicos (Whittle & Gallacher, 2000). Las ficotoxinas se dividen comunmente en
hidrofilicas y lipofilicas de acuerdo a sus caracteristicas quimicas. Dentro del primer
grupo se encuentran las toxinas responsables del envenenamiento a causa del Sindrome
Paralizante de Moluscos (SPM), el cual ha generado mortandad de aves, peces y
mamiferos marinos, e incluso la muerte de decenas de seres humanos en todo el mundo
(Van Dolah, 2000). Entre ellas se encuentran las saxitoxinas y las gonyautoxinas
producidas por el género Alexandrium y las especies Gymnodinium catenatum y
Pyrodinium bahamense. El grupo de las toxinas lipofilicas retine varios compuestos
quimicos de diferente naturaleza. Las consecuencias para los vertebrados, resultado de
la ingesta de dichas toxinas, varian desde diarreas hasta dafios neurologicos e incluso la
muerte. Entre ellas se encuentran el 4cido okadaico y las dinophysis toxinas (DTX),
causantes del Sindrome Diarreico de Moluscos (SDM) y las pectenotoxinas, producidas
por especies del género Dinophysis y Prorocentrum lima; las yessotoxinas, producidas
por Protoceratium reticulatum, Gonyaulax spinifera y Lingulodinium polyedrum; los
espirolidos producidos por Alexandrium ostenfeldii, los azaspiracidos, producidos por el
género Azadinium y el acido domoico, causante del Sindrome Amnésico de Moluscos
(SAM), producido por diatomeas del género Pseudo-nitzchia (Hallegraeff 2004; Lassus
et al., 2016).
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Durante las tultimas décadas, los fenomenos de FANs han cobrado una
connotacion alarmante a nivel mundial debido a su aparente incremento espacio-
temporal y a sus efectos devastadores en relacion con la salud humana, con perjuicios
econdmicos (relacionados principalmente con el recurso pesquero y la explotacion de
bivalvos), con episodios de mortandad de poblaciones naturales de peces, aves y
mamiferos marinos, asi como con el turismo (Dale et al., 2003; Hallegraeft, 2004;
Hoagland & Scatasta, 2006; Anderson et al., 2012; Clement et al., 2016).

A pesar de la complejidad de los fendémenos FANs se han postulado distintas
causas posibles para explicar su incremento a nivel mundial, como:

e cutrofizacion antropica producida por desechos industriales, domésticos
y agricolas y aumento de la utilizacion de aguas para acuicultura y
granjas de moluscos, causando aumento de nutrientes en regiones
costeras (Lam & Ho, 1989);

e condiciones hidroclimaticas inusuales, como las oscilaciones del Pacifico
Sur causadas por el fendémeno “El Nifo”, las cuales han sido
relacionadas con floraciones de rafidoficeas y de Pyrodinium bahamense
(Rhodes et al., 1993; MacLean, 1989);

e transporte de quistes de dinoflagelados y estatosporas de diatomeas en
aguas de lastre de barcos, como sucedié con la introduccion de
Gymnodinium catenatum, de A. catenella y de A. minutum en Australia
desde Japon y Europa; o asociados al transporte de moluscos de un area a
otra, por ejemplo con el transporte masivo de ostras desde Japén a
Europa en 1976 cuando se produjo un transporte de esporas de
macroalgas invasoras de lagunas y aguas costeras (Lassus et al., 2016);

e impactos del cambio climatico, incluyendo el calentamiento global, el
cual mediante un aumento considerable en la temperatura superficial de
mares y lagos, causa una disminucién en el PH y cambios en la mezcla
vertical, en las precipitaciones y las corrientes de upwelling (Van Dolah,
2000; Moore et al., 2008);

e impactos en las redes troficas como resultado de la sobrepesca,
producidos por la disminucion de peces depredadores de pequefios
peces, los cuales aumentan sus densidades poblacionales con la

consecuente disminucion del zooplancton, de manera que disminuye el
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pastoreo sobre las microalgas, promoviendo sus floraciones (Lassus et
al., 2016);

e incremento, no ya de los fendémenos en si, sino del aumento de estudios
sobre la problemdatica, lo cual evidencia la presencia de
microorganismos toxicos y de moluscos contaminados en sitios donde
habian pasado desapercibidos (Hallegraeff, 1995, 2004; Lassus et al.,
2016).

De cualquier manera, para probar fehacientemente que el incremento
mencionado es real y no aparente, se requieren series historicas de datos de fitoplancton
y de condiciones ambientales (Reguera, 2002).

En la Argentina, los episodios mas importantes de FANs han estado
tradicionalmente vinculados a la presencia de distintas especies de dinoflagelados
(Carreto el al., 1981; Akselman, 2001; Gayoso et al., 2002; Sar et al., 2010). Entre ellas
se destacan representantes del complejo de especies Alexandrium tamarense,
productores de Toxinas Paralizantes de Moluscos (TPM), que han ocasionado severos
dafios en la salud publica, causando la muerte de varias personas, mortandad de peces y
perjuicios econodmicos, asi como la necesidad de imponer vedas a la recoleccion y
comercializacion de mariscos para prevenir dafios mayores (Benavides et al., 1995;
Montoya, 1997; Guzman et al., 2002; Santinelli et al., 2002; Gayoso & Fulco, 2006).
Asimismo, existen antecedentes de eventos de envenenamiento causado por Toxinas
Diarreogénicas de Moluscos (TDM) en la provincia de Buenos Aires y de la deteccion
de acido okadaico y dinophysistoxina en bivalvos de la zona (Sar et al., 2010, 2012), lo
cual ha llevado en varias oportunidades a la imposicion de vedas al consumo y
comercializaciéon de moluscos, principalmente en la region norte de la provincia
(Sunesen et al., 2014). Por otro lado los resultados de programas de monitoreo llevados
a cabo en los Golfos norpatagénicos (San Matias, San José¢ y Nuevo) arrojaron
resultados positivos en bioensayos para TDM en moluscos (Gracia Villalobos et al.,
2015). A su vez, se han detectado varias especies de Azadinium, un género toxigeno
recientemente descripto a nivel mundial, en aguas adyacentes al talud continental
(Akselman & Negri, 2012; Tillmann & Akselman, 2016). De la misma manera, también
se han detectado en los ultimos afios nuevos grupos de ficotoxinas en muestras de
plancton y moluscos de distintas zonas del Mar Argentino (Akselman et al., 2015;

Krock et al., 2015; Turner & Goya, 2015). Sin embargo, atn no existen estudios que
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analicen en forma global la ocurrencia de las distintas especies y sus respectivas toxinas
en el area de estudio.

En este contexto el objetivo general de esta tesis doctoral es profundizar el
conocimiento sobre la diversidad, la abundancia, la dinamica espacio-temporal y el
perfil de toxinas de los dinoflagelados toxigenos presentes en distintas regiones del Mar
Argentino, mediante un enfoque integrado que incluye analisis microscopicos,

moleculares y toxinolédgicos.

Objetivos especificos

e Describir la abundancia y composicion general del nano y microplancton en las
distintas campanas de muestreo realizadas.

e [Evaluar la presencia de las especies potencialmente toxigenas de dinoflagelados
presentes en el area de estudio mediante estudios microscopicos y moleculares.

e Analizar la morfologia celular de las especies toxigenas encontradas mediante
técnicas de microscopia Optica y electrénica.

e Evaluar la abundancia y distribucion de los dinoflagelados toxigenos en el area
de estudio en relacion con las concentraciones de ficotoxinas detectadas.

Estructura general de la tesis:

En el capitulo Capitulo 2 se describe la metodologia utilizada para la toma de muestras
y su posterior tratamiento durante los andlisis microscopicos, moleculares y
toxinologicos.

En el capitulo Capitulo 3 se presenta una descripcién general de las comunidades
planctonicas observadas durante las distintas campafias de muestreo, con
especial énfasis en los grupos de dinoflagelados y diatomeas.

En los capitulos 4 a 7 se presentan los resultados sobre la diversidad, morfologia,
abundancia y distribuciéon de los géneros de dinoflagelados toxigenos
encontrados y su asociacion con los distintos tipos de toxinas detectadas.

Finalmente, en el Capitulo 8 se presentan las conclusiones generales del trabajo.
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Capitulo 2: Materiales y
Metodos
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2.1 Recoleccion de muestras

El area de estudio abarco un extenso sector de la plataforma continental y el
talud del Mar Argentino (=38-55°S) (Fig. 2.1), muestreado durante cuatro campanas
oceanograficas llevadas a cabo en distintas estaciones del afio (primavera, verano y

otono) entre los afios 2012 y 2016, con un total de 121 puntos de muestreo.
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Fig. 2.1: Mapa del area de estudio indicando los principales accidentes
costeros y la batimetria.
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La primera campafia de muestreo, de aqui en adelante denominada “campafia de

otofio” o “C1”, tuvo lugar a bordo del buque oceanografico R/V “Puerto Deseado”

desde el 30 de marzo hasta el 14 de abril del afio 2012. Se realizaron muestreos en un

total de 46 estaciones entre los =38 y los 55 °S (Fig. 2.2).
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Fig. 2.2: Mapa del area de estudio indicando la posicién y nombre de las
estaciones de muestreo correspondientes a la campafia de otofio (C1).

La segunda campafia de muestreo, de aqui en adelante denominada “campana de

verano tardio” o “C2”, se realiz6 del 11 al 22 de marzo del afio 2013 a bordo del buque

oceanografico R/V “Bernardo Houssay”

. Consto de 24 estaciones de muestreo entre los

~39 y los 43 °S (Fig. 2.3). Estuvo dividida en dos piernas: la K1 que consté de 8

estaciones desde los 39 hasta los 40.7 °S, y la K2 con 16 estaciones desde los =41 a los

43°S.

Capitulo 2: Materiales y Métodos

Pégina 22



Latitud (°S)

n
©

(&)}
-

69 67 65 63 61 59 57 55
Longitud (°O)

Fig. 2.3: Mapa del area de estudio indicando la posicion y nombre de las

estaciones de muestreo correspondientes a la campafia de verano tardio
(C2).

La tercera campafia de muestreo, denominada en adelante “campana de
primavera” o “C3”, se llevd a cabo desde el 26 de octubre al 9 de noviembre del afio
2013 a bordo del buque oceanografico R/V “Puerto Deseado”. Se realizaron muestreos

en 44 estaciones localizadas entre los =39 y los 47 °S (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4: Mapa del area de estudio indicando la posicion y nombre de las
estaciones de muestreo correspondientes a la campafia de primavera
(C3).

La cuarta y Gltima campaia, llamada en adelante “campana de verano temprano”
0 “C4”, se llevdo a cabo desde el 6 al 12 de enero de 2016, a bordo del buque
oceanografico “Bernardo Houssay”. Const6 de un total de 7 puntos de muestreo (Fig.
2.5), dos de ellos localizados frente a Peninsula de Valdés, tres al sur del Golfo San
Jorge y los otros dos frente a la Isla de los Estados (Tierra del Fuego). Si bien la grilla
de muestreo originalmente prevista para esta expedicion constaba de 18 puntos de
muestreo, por razones meteorologicas pudieron realizarse Unicamente los siete antes

mencionados.
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Fig. 2.5: Mapa del area de estudio indicando la posicion y nombre de las
estaciones de muestreo correspondientes a la campafia de verano

temprano (C4).

En cada una de las campafas oceanograficas y para cada estacion de muestreo se

tomaron muestras cuantitativas y cualitativas para el analisis del nano y microplancton

en forma simultanea con la toma de muestras destinadas al estudio de las ficotoxinas.

En todas las expediciones se obtuvieron datos de salinidad, temperatura y profundidad

(CTD), excepto en la pierna K2 de la C2, en la cual unicamente se midio la temperatura

superficial con un sensor multiparamétrico TOA-DKK Modelo WQC.
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Para la toma de muestras de botella se utilizo una roseta equipada con sensores
de temperatura, salinidad, fluorescencia y botellas Niskin de 5 litros (Fig. 2.6 A). Las
botellas se llenaron a 3 y 10 metros de profundidad y posteriormente se mezclaron 2,5 L
de agua de cada profundidad (Fig. 2.6 B). De los 5 L obtenidos de la mezcla, 250 ml se
fijaron con lugol acético (concentracion final = 2%) para los andlisis microscopicos de
la comunidad planctonica y se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente hasta
el momento de su analisis. El material restante se filtr6 con filtros de policarbonato de 5
um de poro (Fig. 2.6 C) y los filtros se guardaron a -4°C para el andlisis de
azaspiracidos. Esto se debe a que los organismos productores de azaspirdcidos se
encuentran en un rango de tamafio entre 7 y 13 um aproximadamente (Tillmann et al.,

2009), por lo cual los analisis de toxinas no pueden realizarse con las muestras de red,

cuyo.poro es e 20 um

Fig. 2.6: Fotografias tomadas durante la toma de muestras de botella. A) Roseta equipada con botellas
Niskin de 5 L y equipo de CTD. B) Homogenizacion de agua de mar de 3 y 10 metros. C) Filtracion.
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Las muestras cualitativas se colectaron mediante arrastres verticales desde los 20
metros de profundidad hasta la superficie, utilizando una red de 20 um de malla y 30
centimetros de diametro (Fig. 2.7 A-B). Cada lance de red se llevd a un volumen total
de 1 L agregando agua de mar filtrada con filtro de 5 um de malla. Para el estudio
morfoldgico e identificacion de las distintas especies, alicuotas de 20 mL (C1) y 100
mL (C2-C4) fueron fijadas con lugol acético y mantenidas en la oscuridad y a
temperatura ambiente hasta el momento de su analisis. La cantidad restante de muestra
fue subsecuentemente filtrada por gravedad a través de un tamiz compuesto de tres
mallas de Nitex de 200, 50 y 20 um (Fig. 2.7 C-D). Luego el material colectado en cada
malla fue resuspendido hasta un volumen final de 40 mL utilizando agua de mar filtrada
y una piseta. El material obtenido de cada fraccion de tamafio fue centrifugado en tubos
Falcon de 45 mL durante 30 minutos a 3.000 x g. Los pellets resultantes de esta primera
centrifugacion (Fig. 2.7 F) fueron divididos en dos alicuotas iguales, destinadas al
analisis de toxinas lipo- e hidrofilicas. Una vez realizada la division en alicuotas, las
muestras fueron centrifugadas nuevamente en tubos de dos mL durante 15 minutos a
10.000 x g, a fin de continuar con su deshidratacion. Los pellets obtenidos de la segunda
centrifugacion fueron guardados a —4 °C para la extraccion de toxinas. Durante la C1 no
se obtuvieron muestras de red en las estaciones 112 e I13 debido a problemas
meteoroldgicos.

Durante la C3 el material proveniente de la filtracion por gravedad a través del
tamiz fue resuspendido en 40 mL de agua de mar filtrada. A fin de obtener datos
cuantitativos de los taxones toxigenos presentes en cada una de las fracciones de tamafo
(20-50 pum, 50-200 pm, <200 pum), se separaron 10 mL de cada fraccion y se fijaron con
lugol acético para analisis microscopicos (Fig. 2.7 E). El material restante se dividié en
tres alicuotas iguales de 10 ml, dos de las cuales se destinaron al analisis de toxinas, de
la misma forma que en la C1, C2 y C4, mientras que la tercera alicuota fue destinada a

analisis moleculares. Los pellets obtenidos fueron guardados en freezer a -80°C.

2.2 Analisis microscopicos

El andlisis cuantitativo de las muestras de botella se realizé con el proposito de
obtener informacidn sobre la composicion y abundancia de la comunidad plancténica en

general y sobre la distribucion de las especies y géneros toxigenos en particular. Para

Capitulo 2: Materiales y Métodos Pégina 27



ello se utilizd la técnica de Utermdhl (1958) y un microscopio invertido con contraste
de fases Leica DMIL LED. Se dejaron sedimentar 50 ml de muestra de cada estacion de

muestreo durante 24 horas.

Fig. 2.7: Fotografias tomadas durante la toma de muestras cualitativas de red. A) red de
fitoplancton utilizada durante los muestreos. B) recoleccion del material obtenido
mediante el lance de red en un recipiente de 1 L. C) tamices utilizados para la filtracion
por gravedad y separacion en fracciones de tamafio. D) proceso de filtrado por gravedad.
E) muestras fraccionadas fijadas con lugol correspondientes a la C3. F) pellets
resultantes de la primera centrifugacion.
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Para la cuantificacién de los organismos se examind la superficie total de la
camara de sedimentacion o una cantidad variable de campos al azar (>10), dependiendo
de la cantidad de organismos presentes de los diferentes taxones. Los organismos
dominantes y/o de pequeio tamafo (aproximadamente 10 um) se contaron utilizando
campos al azar con el aumento mayor (40X), y los organismos raros y/o de mayor
tamafio se contaron en toda la cubeta utilizando aumentos menores (10 o 20 X). El
limite de deteccion fue de 20 cél. L.

Durante los recuentos celulares se consideraron representantes del nano y
microplancton pertenecientes a los siguientes grupos: diatomeas, dinoflagelados,
criptoficeas, haptoficeas, cloroficeas, silicoflagelados, prasinoficeas, euglenoficeas,
ciliados y fitoflagelados no identificados menores a 10 pum. Por el contrario no se
consideraron los representantes del zooplacton mayores a 200 um.

Los analisis cualitativos de las muestras de red se realizaron con el objetivo de
determinar a los representantes de dinoflagelados toxigenos hasta el menor nivel
taxonomico posible. A tal fin se realizaron observaciones de alicuotas de muestra de
cada estacion mediante un microscopio de contraste de fase equipado con una lampara
de epifluorescencia y uno de contraste de interferencia modelo Leica DM2500, ambos
equipados con una camara DFC420C. Asimismo se elaboraron preparados fijos
montados en Naphrax segin Ferrario et al. (1995), los cuales se incluyeron en la
Coleccion de la Division Ficologia “Dr. Sebastidn Guarrera” del Museo de La Plata
(LPC 15256-15376). Para ello se tomaron dos alicuotas de aproximadamente 3 mL de
cada muestra. Ambas alicuotas se lavaron entre 4 y 6 veces con agua destilada para
remover el fijador. Una de ellas fue montada en Naphrax y la otra se trat6 con perdxido
de hidrogeno para el estudio de los frustulos limpios de diatomeas. Luego de una nueva
serie de lavados también se montaron en Naphrax.

Para el estudio taxondémico detallado de los dinoflagelados se observaron
alicuotas tefiiddas con CalcoFluor utilizando microscopia de epifluorescencia UV, de
acuerdo a Fritz & Triemer (1985). En particular, para el andlisis taxonémico del género
Alexandrium la teca celular fue separada del citoplasma utilizando hipoclorito de sodio
y un punzén (Boltovskoy, 1995), a fin de facilitar el analisis de la tabulacion y de la
forma y tamafio de las placas diagndsticas.

Los andlisis ultraestructurales se realizaron utilizando un microscopio
electronico de barrido Jeol JSM-6360 LV del Servicio de Microscopia Electronica de

Barrido (MEB) del Museo de La Plata, un microscopio electronico de barrido Carl Zeiss
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NTS (SUPRA 40) del Centro de Microscopias Avanzadas (CMA) de la Universidad de
Buenos Aires y un microscopio electronico de barrido FEI Quanta FEG 200
perteneciente al Alfred Wegener Institute (AWI), Bremerhaven, Alemania. Dado el
pequeio tamafio de las células de Azadinium (= 7-18 um), estas generalmente no
quedan retenidas en las muestras de red. Por lo tanto, para su estudio taxondmico se
utilizaron concentrados de muestras de botella. En los casos en los que la abundancia
celular superd las ~10° cél. L' se sedimentaron 50 mL de muestra durante 24 hs y el
material sedimentado se filtro a través de filtros de poliamida de 0,45 um de poro,
mientras que en muestras con menor densidad celular las células fueron aisladas
individualmente mediante una micropipeta y concentradas en crioviales hasta su
posterior filtracion. En ambos casos, el material fue deshidratado a través de series de
diluciones de etanol (25, 50, 75, 100%) para ser analizado mediante MEB. Los
organismos retenidos en los filtros fueron luego secados empleando la técnica de punto
critico (Boltovskoy, 1995), para el caso de las muestras observadas en el Museo de La
Plata y el CMA, y la técnica de deshidratado con hexamethyldisilazane (Tillmann et al.,
2009), para materiales analizados en el AWI. En ambos casos, el filtro fue metalizado
con oro previo a su observacion al MEB. Para los andlisis del género Alexandrium
realizados con MEB se aplicé la misma metodologia de deshidratacion detallada
previamente.

Adicionalmente, con el proposito de analizar la relacion entre la densidad celular
de dinoflagelados potencialmente toxigenos y la concentracion de toxinas, se realizaron
recuentos celulares de alicuotas de 1 mL de las muestras de red utilizando camaras
Sedgewick-Rafter (LeGresley & McDermott, 2010) en un microscopio invertido con
contraste de fases Leica DMIL LED. Para la cuantificaciéon de los organismos se
examino la superficie total de la cdmara utilizando un aumento de 10 X, o una cantidad
variable de campos al azar (210) utilizando un aumento de 20 X, dependiendo de la
cantidad de organismos presentes de los diferentes taxones. Las densidades estimadas se
expresan en los capitulos siguientes como células por lance de red (cél. LR™). El grado
de asociacion entre células y toxinas se establecié mediante el indice de correlacion de

Spearman aplicando el software Statistica 7.1.
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2.3 Analisis de toxinas

Para el analisis de toxinas lipofilicas los pellets obtenidos de las muestras de red
se resuspendieron en 500 uL de metanol y homogeneizaron junto con 0,9 g de matriz
litica D (esferas pequenas utilizadas para la ruptura de paredes celulares) utilizando un
homogeneizador por batido BiolOl FastPrep a 6.5 m s por 45 s. Luego de la
homogenizacion, las muestras fueron centrifugadas a 16.100 x g a 4 °C por 15 min. Los
sobrenadantes fueron transferidos a filtros de centrifugacion de 0.45 pm de poro
(Millipore Ultrafree, Eschborn, Alemania) y centrifugados durante 30 s a 800 x g. Por
ultimo, los filtrados se transfirieron a viales para su andlisis con cromatografia liquida
(HPLC) acoplada con espectrometria de masa en tandem (MS-MS), como se describe
en Krock et al. (2008b). Los grupos de ficotoxinas incluidos en los analisis fueron los
siguientes:  gimnodiminas, espir6lidos, pinnatoxinas, 4cido  okadaico 'y
dinophysistoxinas, pectenotoxinas, yessotoxinas y azaspiracidos.

El andlisis de toxinas hidrofilicas (TPM) ser realizd luego de la separacion de
analitos en modo de fase reversa con cromatografia liquida de alta eficacia por
derivacion post-columna y deteccion fluorescente, de acuerdo al método descripto en
Krock et al. (2007). La determinacion de perfiles en el caso de las toxinas hidrofilicas se
realizd unicamente en las muestras que presentaron un valor igual o mayor a 1,5 ng LR’
' Este valor se eligié teniendo en cuenta que los diferentes limites de deteccion de las
toxinas individuales pueden influir en el perfil, especialmente porque el método tiene
una sensibilidad claramente inferior para la deteccion de GTX1/4 que para las otras
toxinas hidrofilicas.

Los datos se presentan como nanogramos detectados por lance de red (ng LR™).

Los analisis de toxinas se realizaron en colaboracion con el Dr. Bernd Krock y
su grupo de trabajo en el Departamento de Quimica Ecologica del “Alfred Wegener

Institute for Polar and Marine Research” (AWI) de Bremerhaven, Alemania.

2.4 Estimacion de cuotas celulares

Con el proposito de estimar las cuotas celulares de toxinas, entendidas como la

cantidad promedio de toxina presente en una célula de determinado taxdn, se utilizaron
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los resultados de los recuentos celulares de las distintas especies potencialmente
toxigenas y los de andlisis de toxinas, realizados a partir de muestras de red. A tal fin se
realizd el cociente entre el contenido de toxinas y el numero de células para cada
estacion de muestreo. So6lo se estimaron cuotas celulares de toxinas en las estaciones de
muestreo en las cuales se encontrd una Unica especie potencialmente productora de la
toxina en cuestion o, en el caso de haber mas de un productor potencial, las cuotas se
calcularon solo cuando una de las especies representd al menos el 90% del total de
células de los productores potenciales.

De acuerdo a las recomendaciones reportadas por el Consejo Internacional para
la Exploraciéon del Mar (en inglés: International Council for the Exploration of the Sea,
ICES) (ICES, 2006), solo se estimaron cuotas celulares para aquellas muestras en las
que se contaron mas de 10.000 células por litro de muestra de red del taxon toxigeno a
considerar en las cuotas celulares.

En las campanas C1, C2 y C4, en las cuales las muestras de red para el estudio
del nano y microplancton no se dividieron en fracciones de tamafio, la asociacion entre
las especies toxigenas y los distintos grupos de toxinas presentes en las diferentes
fracciones de tamafio (20-50, 50-200) se realiz6 acorde a sus dimensiones celulares. Por
el contrario, en la C3, en la cual las muestras de nano y microplancton se dividieron en
las mismas fracciones de tamafio que las muestras de toxinas, se asocio la densidad
celular y contenido de toxinas directamente para cada fraccion. Las toxinas presentes en
la fraccion >200 um no fueron consideradas en la estimacion de cuotas celulares ya que
no existen dinoflagelados toxigenos mayores a 200 um. En el caso particular de la
estimacion de cuotas celulares de TPM para especies de Alexandrium durante la C3, se
utilizaron los conteos celulares y datos de concentraciones de toxinas de las fracciones
de 20-50 um y de 50-200 pum sumados. En este caso la cuotas fueron calculadas para
células del género Alexandrium (sin discriminar especies) debido a la dificultad que
presenta la diferenciacion entre las dos especies productoras de TPM (complejo A.
tamarense y A. aff. minutum) durante los conteos celulares.

Las cuotas celulares de toxinas se expresan en los capitulos siguientes como

picogramos de toxina por célula (pg cél.™).
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2.5 Analisis moleculares

Con el proposito de detectar molecularmente a las distintas especies de
Alexandrium presentes en la comunidad planctonica, se aplicaron ensayos de qPCR a un
total de once muestras, correspondiente a las fracciones de tamafo de 20-50 um de las
estaciones 2-7, 9, 14, 27, 43 y 44 de la C3, como se describe en Toebe et al. (2013). A
causa de posibles deficiencias en las condiciones de traslado de las muestras se produjo
una degradacion considerable del ADN del fitoplancton en el resto de las muestras
colectadas en la C3, mientras que las once muestras antes mencionadas presentaron
suficiente ADN intacto como para poder realizar los analisis moleculares, los cuales se
llevaron a cabo en colaboracién con el Dr. Uwe John, del Departamento de Quimica

Ecologica del AWL

2.5.1 PCR de muestras de campo

La extraccion del ADN se realizo utilizando el kit comercial NucleoSpin Plant
II. Posteriormente, el material obtenido se amplificd y cuantificé por medio de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como se describe en Toebe et al.
(2013), la cual fue aplicada con la intencion de detectar y diferenciar especies
pertenecientes al género Alexandrium presentes en las muestras, ya que la calidad del
ADN no permitio una cuantificacion del material genético.

Para cada reaccion se utilizd6 1 ng de ADN extraido. El extracto de ADN
proveniente de las muestras ambientales se diluyo a 1 ng de ADN por reaccion. Todos
los experimentos de qPCR se llevaron a cabo por triplicado en un equipo StepOnePlus
Real Time PCR (Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania) en un volumen final de 10
uL conteniendo 5 pL del pack: 2x TagMan Fast Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Darmstadt, Alemania). Las condiciones del ciclado se detallan a
continuacion: Etapa 1, 50 °C durante 2 min, Etapa 2: 95 °C por 20 s, seguido por 40
ciclos de la Etapa 3: 95 °C por 1 s, 60 °C por 20 s.

Se realizaron series de diluciones estandar para las especies de Alexandrium con
ADN gendémico de un concentrado celular conocido, las cuales fueron diluidas desde 10
ng a 10 fg. Se agregaron los marcadores moleculares a una concentracion final de 900
nM cada uno y las sondas TagMan MGB se etiquetaron con 6FAM (6-

carboxifluoresceina) a una concentracion final de 200 nM. Los ensayos TagMan
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especificos para tres especies del complejo Alexandrium tamarense (Grupo 1, Grupo II;
y Grupo IlII), Alexandrium tamutum y Alexandrium minutum se realizaron como se
describen en Toebe et al. (2013). El ensayo para Alexandrium ostenfeldii y para el

Grupo IV del complejo 4. tamarense se realizé de acuerdo a Elferink et al. (2016).

2.5.2 PCR de células aisladas y analisis filogenéticos

El aislamiento de células del género Alexandrium se realiz6 por medio de un
microscopio invertido (Axiovert 200 M, Zeiss, Alemania) con una magnificacion de
200x. Un total de 16 células fueron aisladas al azar a partir de la muestra de red
correspondiente a la fraccion de 20 a 50 um de la estacion 27 de la C3. Para la
amplificacion del ADN las muestras se incubaron durante 10 minutos a 95 °C y luego se
congelaron nuevamente. Luego de descongelar se afiadidé la mezcla de PCR con los
siguientes cebadores para la amplificacion: DIR-F (5-ACC CGC TGA ATT TAA GCA
TA- 3) y D2C-R (5-CCT TGG TCC GTG TTT CAA GA- 3). Las condiciones de la
PCR fueron las siguientes: HotMasterTaq® (5Prime, Hamburgo, Alemania) buffer 1X,
0.1 mM de dNTPs, 0.1 mM y 1.25 unidades de polymerasa Taq (adosadas con el fin de
colectar las células), en un volumen total de 50 mL. La reacciones fueron desarrolladas
en condiciones de ciclos térmicos: un ciclo de 95 °C por 7 min; 35 ciclos a 94 °C por
45s, 54 °C por 2 min, 70 °C por 1.5 min; y una extension final a 70 °C por 5 min.

Las amplificaciones resultantes fueron subsecuentemente clonadas en un vector
pCR®2.1-TOPO® de acuerdo con el protocolo del kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). Posteriormente se aislaron y secuenciaron de tres a seis
clones por amplificacion de ambos extremos utilizando quimica de secuenciacion
estandar en un secuenciador capilar ABI 3130 XL (Applied Biosystems, Darmstadt,
Alemania) con los cebadores universales suministrados por el kit. Después de la
eliminacion de secuencias de vector y cebador, las secuencias de avance y retroceso se
ensamblaron con CLC Main Workbench 7 (www.clcbio.com) y las secuencias fueron
asignadas a especies utilizando el software blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Las secuencias de Alexandrium confirmadas se incluyeron en la alineacion de
John et al. (2014). Analisis filogenéticos de maxima probabilidad del set D1-D2 LSU
rDNA se llevaron a cabo mediante MEGA version 6 (Tamura et al., 2013) utilizando el
siguiente parametro (GTR G+I y 1000 replicaciones de bootstraping) y la alineacioén

descripta en John et al (2014). Para simplificar el andlisis, la alineacién se basé en la
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secuencia filtrada de cepas de Alexandrium, a fin de eliminar las secuencias con
diferencias de < 2 pb, y una secuencia representativa de cada una se selecciond para su
inclusion en el analisis filogenético. Este procedimiento de filtrado capturd la mayoria
de la variacion dentro de cada especie mientras que se redujo el numero total de
secuencias en el andlisis para todas las especies (de 638 a 45). En los resultados cada
secuencia representativa se denomind “ver.” y se le asigné un nimero y/o letra segtin lo

indicado en John et al. (2014).
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3.1 Introduccion

La plataforma continental del Mar Argentino, con una planicie submarina de
aproximadamente 10° km?, representa una de las mas extensas del mundo y se distingue
por su elevada productividad primaria y su vasto potencial pesquero (Bertolotti et al.,
1996; Campagna et al., 2006). Las principales masas de agua que determinan sus
caracteristicas oceanograficas son el agua subantartica que fluye desde el norte del
Pasaje de Drake a través de la Corriente del Cabo de Hornos, entre la costa Atlantica y
las Islas Malvinas, y las corrientes de Malvinas y de Brasil, las cuales se extienden
desde el Pasaje Drake hacia el norte y desde Brasil hacia el sur respectivamente, hasta
confluir a lo largo del talud aproximadamente a los 40 °S (Rivas et al., 2006). La
corriente de Malvinas se caracteriza por presentar aguas de baja temperatura, alta
salinidad y ricas en nutrientes, mientras que la corriente de Brasil posee aguas de mayor
temperatura, menor salinidad y con bajo contenido de nutrientes (Acha et al., 2004). Asi
también el aporte de aguas de baja salinidad y alto contenido de nutrientes del Rio de La
Plata genera un frente termohalino al norte de la Provincia de Buenos Aires (Acha et al.,
2004).

La distribucion de la biomasa fitoplanctonica marina en la plataforma argentina
esta determinada principalmente por los ciclos de estratificacion y mezcla de la columna
de agua y por la existencia de frentes oceanograficos, como el frente permanente del
talud y los frentes de marea estacionales en la boca de los Golfos San Matias y San
Jorge, el frente de Peninsula Valdés y la zona estuarina fria de Bahia Grande (Carreto et
al., 1995; Acha et al., 2004; Rivas et al., 2006; Romero et al., 2006; Krock et al., 2015).
En estas areas, caracterizadas por una alta disponibilidad de nutrientes, se producen
floraciones algales en diferentes épocas del afio, las cuales ocurren cuando las tasas de
crecimiento poblacional exceden a las de pérdida (Carreto et al., 2007). El aumento de
la abundancia fitoplanctonica se encuentra regulado principalmente por factores
ambientales como la irradiancia, la estabilidad de la columna de agua, la disponibilidad
de nutrientes y la temperatura, mientras que las tasas de pérdida celular se deben en su
mayoria al pastoreo, al agotamiento de nutrientes por consumo, a procesos de
adveccion, y a la mezcla vertical de la columna de agua y el ataque de virus, entre otros
(Miller & Wheeler, 2012). En consecuencia, la rapida acumulacién de fitoplancton

puede deberse a un aumento de los factores que promueven su crecimiento, a una
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reduccion de los que generan la caida de su abundancia o, lo que es mas probable, a una
combinacion de ambos (Daniels et al., 2015).

Mediante estudios satelitales realizados en ciclos interanuales se han podido
establecer patrones en la distribucion y abundancia de la clorofila a lo largo de la
plataforma del Mar Argentino. Por un lado, se observa una sucesion norte-sur en las
concentraciones maximas, las cuales se detectan en la primavera temprana en el norte (~
35-45 °S) y en la primavera tardia y comienzos del verano en el sur (~ 45-55 °S) (Rivas
et al., 2006; Romero et al., 2006; Marrari et al., 2017). Por otro lado, la zona costera del
sudoeste de la Provincia de Buenos Aires presenta valores méximos de clorofila en
otofio e invierno, mientras que la zona de plataforma interna y media presenta picos en
primavera (Delgado et al, 2015). Mediante analisis de biomasa y composicion
planctonica se observo la existencia de una sucesion anual en los grupos dominantes
dentro de las comunidades fitoplanctonicas en sentido norte-sur, determinada
principalmente por la progresion latitudinal y consecuente variacion en irradiancia en el
inicio de la floracidon en primavera, asi como por las propiedades nutritivas de las masas
de agua en el limite frontal de la Patagonia (Carreto et al., 2007, 2016). En este sentido,
mediante mediciones satelitales de clorofila se han detectado regiones donde se
producen floraciones recurrentes asociadas a la presencia de frentes bien definidos,
como son la franja que se extiende desde los 38 a los 40 °S en aguas de plataforma
media, el talud desde los 37 a los 51°S, aguas adyacentes a Peninsula Valdés, el Golfo
San Jorge y la zona de Bahia Grande (Romero et al., 2006; Lutz et al., 2010).

En cuanto a la composicion del plancton resultados previos indican que una
comunidad generalmente dominada por nanoflagelados y relativamente pobre en
diatomeas microplanctonicas se desarrolla sobre la plataforma durante gran parte del
afio (Carreto et al., 2003; Almandoz et al., 2007). La influencia de masas de agua con
distintas caracteristicas fisico-quimicas provenientes de las corrientes de Brasil y
Malvinas promueve la presencia conjunta de especies de aguas calidas, templadas y
frias en esta zona, resultando en una elevada riqueza especifica (Ferndndez & Brandini,
1999; Olguin & Alder, 2011). Las floraciones primaverales suelen comenzar con una
dominancia de diatomeas. Luego se produce un declive de diatomeas debido a la
escasez de nutrientes y los dinoflagelados comienzan a aumentar en numero a causa de
su capacidad de desplazamiento vertical en la columna de agua, lo que les permite
acceder a los nutrientes acumulados en las capas mas profundas (Smayda & Trainer,

2010.). Asimismo durante el verano se produce un cambio en los grupos dominantes y
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hay un aumento en la abundancia de cocolitoféridos (Garcia et al., 2011; Balch et al.,
2014).

Durante un estudio reciente a lo largo del talud llevado a cabo durante la
primavera se observaron diferencias entre las comunidades fitoplanctdnicas presentes en
la plataforma externa y las comunidades en el frente de talud. Mientras que las primeras
se caracterizaron por una baja biomasa, alta diversidad y dominio de pequeiios
flagelados como haptoficeas y cloroficeas, las comunidades en el frente de talud
presentaron altas biomasas y estuvieron dominadas por diatomeas centrales de pequefio
tamafo (Carreto et al., 2016).

La amplia extension latitudinal del Mar Argentino asi como su extensa
plataforma dificultan los estudios holisticos que brinden informacidon general sobre la
abundancia y composicion del fitoplancton en distintas épocas del afio. A continuacién
se presenta una breve descripcion de los parametros ambientales disponibles
(temperatura y salinidad) y de la composicion planctonica general observada a lo largo
de cada una de las expediciones realizadas, a fin de poner en contexto los resultados

sobre la ocurrencia de especies toxigenas de los capitulos posteriores.

3.2 Resultados

3.2.1 Campaiia de otofio (C1)

Temperatura y Salinidad

La distribucion de la temperatura del agua en superficie mostré un marcado
gradiente latitudinal, con valores maximos de 19 °C al norte del area de estudio y
minimos de 6 °C al sur (Fig. 3.1). La salinidad present6 un gradiente desde los 49 hasta
los 38 °S, con valores maximos de 34,2 al norte. Al sur de los 51 °S la distribucién de la
salinidad fue irregular, con un maximo de ~34,2 en el extremo sur del talud y minimo

de 31, 2 en el Canal de Beagle (Fig. 3.1).

Abundancia y composicion plancténica

La abundancia total del nano y microplancton vario6 entre 1 x10°y 23 x10° cél. L’
! con un promedio de 2 x10° cél. L. Los valores mas altos, entre ~15 y 23 x10° cél. L~
! se observaron en tres estaciones al sur del drea de muestreo, en zonas aledafias a Rio

Gallegos (Santa Cruz) y a Tierra del Fuego (Fig. 3.2). En el 80% de las estaciones,

Abundancia y composicion general del nano y microplancton Pégina 39



incluyendo aquellas que presentaron las maximas abundancias, dominaron
fitoflagelados no identificados de pequeino tamafio (<10 pm) (Fig. 3.2). Por el contrario,
en el Golfo San Jorge, donde los valores totales del nano y microplancton fueron bajos,
se observo el predominio de dinoflagelados, principalmente del género Tripos, que
alcanz6 maximos celulares de 34.000 cél. L™

En aguas adyacentes al golfo, tanto hacia el norte como hacia el sur, dominaron
las diatomeas en abundancias entre 6.000 y 27.000 cél. L-1. Los dinoflagelados
presentaron generalmente durante esta campafia de muestreo abundancias inferiores a
las 40.000 cél. L™ (promedio= 16.000 cél. L (Fig. 3.3). No obstante, en dos estaciones
ubicadas al sur de la Provincia de Buenos Aires y frente a Peninsula Valdés se
observaron floraciones de Prorocentrum cordatum en densidades de hasta 200.000 cél.

L'y representando el 99% del total de dinoflagelados.
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Fig. 3.1: Valores de temperatura y salinidad observados durante la C1.
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Fig. 3.2: (A) Abundancia del nano y microplancton total (cél. L") y (B) abundancia relativa (%) de los
diferentes grupos del nano y microplancton observadas en las muestras de botella durante la C1.

Las diatomeas mostraron en general abundancias inferiores a las de los
dinoflagelados (promedio= 3.000 cél. L") (Fig. 3.3). Las densidades méximas se
encontraron cerca de la boca sur del Golfo San Jorge y en aguas de plataforma frente a
Tierra del Fuego (=54,5 °S). Las abundancias mdximas las alcanzé el género
Rhizosolenia (9.000 cél. L") y diatomeas centrales de pequefio tamafio (<I15pm), con
abundancias de 12.000 cél. L.
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Fig. 3.3: Abundancia de dinoflagelados y diatomeas observada en muestras de botella durante la C1.

3.2.2 Campaia de verano tardio (C2)
Temperatura y Salinidad

La temperatura presentd un rango acotado, fluctuando entre 14 y 19 °C. Durante
la K1 la salinidad present6 sus valores minimos (31,9) en la zona de “El Rincén” y en la
plataforma interna al sur de la Provincia de Bs As. y el maximo (34,1) en la estacion

mas alejada de la costa (Fig. 3.4).

Abundancia y composicion planctonica

La abundancia plancténica total varié entre 1 x10° y 5 x10° cél. L', con un
promedio de 0,5 x10° cél. L. Las densidades maximas se hallaron en la zona de El
Rincoén, al sur de la Provincia de Buenos Aires (Fig. 3.5). En estas estaciones se observo
un claro dominio (> 80%) de fitoflagelados menores a 10 um; mientras que en el resto
de las estaciones con predominio de este grupo sus abundancias relativas fueron
inferiores (33 a 62%). En aguas adyacentes a Peninsula Valdés y en una estacion al sur
de Provincia de Bs. As. se observo el predominio de criptoficeas (Fig. 3.5), las cuales
ademads presentaron una alta frecuencia durante la campana halldndose en el 80 % de las

estaciones y alcanzando méaximos celulares de 137.000 cél. L.
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Fig. 3.4: Valores de temperatura y salinidad observados durante la C2.

La abundancia de dinoflagelados varid entre 60.000 y 126.000 cél. L' (Fig. 3.6),
con un promedio de 40.500 cél. L. Las mayores abundancias se observaron en dos
estaciones en aguas de plataforma interna, una correspondiente a la zona sur de El
Rincon, (Pcia. de Buenos Aires) y otra al sur del Golfo San Matias. En El Rincon
predominaron dinoflagelados atecados menores a 10 um, con densidades de 126.000
cél. L', mientras que en el golfo las maximas densidades (71.000 cél. L") las alcanzo
Prorocentrum cordatum.

En términos generales, las diatomeas mostraron abundancias semejantes a los
dinoflagelados (promedio= 39.000 cél. L'l), aunque presentaron un pico de 536.500 cél.
L en la zona sur de El Rincén (Fig. 3.6), dado principalmente por altas abundancias de

los géneros Cerataulina (300.000 cél. L) y Guinardia (61.600 cél. L™).
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Fig. 3.5: (A) Abundancia del nano y microplancton total (cél. L") y (B) abundancia relativa (%) de los

diferentes grupos del nano y microplancton observadas en las muestras de botella durante la C2.
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Fig. 3.6: Abundancia de dinoflagelados y diatomeas observada en muestras de botella durante la C2.
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3.2.3 Campaiia de primavera (C3)
Temperatura y Salinidad

La temperatura vario entre 7 y 15 °C, con valores minimos en el talud a los ~45
°S y maximos en la zona de “El Rincén”. La salinidad fluctud entre 32,9 y 34,2 con
minimos en la zona de El Rincén y aguas adyacentes a la boca sur del Golfo San Jorge

y maximos en aguas del talud y en la zona norte del Golfo San Matias (Fig. 3.7).

Abundancia y composicion planctonica

La abundancia plancténica total vari6 entre 1 x10° y 27 x10° cél. L-1, con un
promedio de 3,4 x10° cél. L. Se observaron dos picos principales de abundancia (20-
27 x10° cél. L) en la zona de El Rincén (Fig. 3.8). En el 80 % de las estaciones,
incluyendo las dos anteriores, dominaron los fitoflagelados menores a 10 um (Fig. 3.8).
Sin embargo, en un grupo de estaciones ubicadas en la zona norte y proximas al talud
(~40 °S) se observd un marcado predominio de diatomeas (> 70%) con densidades
variando entre 2 y 3 x10° cél. L. Por otro lado, también en aguas adyacentes al talud
pero hacia el sur (~44°S), se observo una elevada abundancia relativa de dinoflagelados
(> 90%), los cuales alcanzaron densidades de 1,5 x10° cél. L. Asimismo, al sur del
Golfo San Matias y en aguas de plataforma interna a los 44 °S dominaron haptoficeas,
representadas principalmente por Phaeocystis aff. globosa en densidades entre 2 y 3

x10° cél. L.
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Fig. 3.7: Valores de temperatura y salinidad observados durante la C3.
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Fig. 3.8: (A) Abundancia del nano y microplancton total (cél. L") y (B) abundancia relativa (%) de los
diferentes grupos del nano y microplancton observadas en las muestras de botella durante la C3.

La abundancia de dinoflagelados vario entre 100 y 1,8 x10°® cél. L', con un
promedio de 77.000 cél. L' (Fig. 3.9). El pico maximo estuvo dado por una floracién de
Prorocentrum cordatum en el talud a los 44 °S, el cual represent6 la mayor abundancia
de dinoflagelados observada durante este estudio. En la misma zona se observaron altas
abundancias del género Azadinium (120.000 cél. L"), de atecados menores a 10 pm
(40.000 cél. L) y de Gyrodinium aff. fusus (11.000 cél. L"). También en aguas
cercanas al talud pero hacia el norte (40 °S), se observaron altas abundancias de los
géneros Azadinium y Protoperidinium, presentando densidades de 29.000 y 20.000 cél.

L' respectivamente, asi como de atecados menores a 10 um (28.500 cél. L™).
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Las diatomeas superaron en abundancia a los dinoflagelados en casi todas las
estaciones (Fig. 3.9), variando entre 80 y 3 x10°® cél. L', con un promedio de 415.000
cél. L', Las mayores abundancias se registraron en aguas adyacentes al talud, tanto al
norte (40 °S) como al sur (44 °S), dadas por floraciones de una diatomea central de
pequeio tamatfio al norte y por el género Hemiaulus al sur, los cuales llegaron a alcanzar

densidades de 2 x10° y 1 x10° cél. L', respectivamente.
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Fig. 3.9: Abundancia de dinoflagelados y diatomeas observada en muestras de botella durante la C3.

3.2.4 Campaiia de verano (C4)
Temperatura y Salinidad

La temperatura mostr6 un marcado gradiente latitudinal, con valores maximos
de 15 °C hacia el norte del area de estudio y valores minimos de 5 °C al sur (Fig. 3.10).
La salinidad también presentd un gradiente similar con valores maximos en las
estaciones del norte y centro de area de estudio. Hacia el sur y en aguas adyacentes al

talud, se observé un pico de salinidad de 34.
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Fig. 3.10: Valores de temperatura y salinidad observados durante la C4.

Abundancia y composicion plancténica

La densidad planctonica total varié entre 2 x10° y 13 x10° cél. L™, con un
promedio de 3,1 x10° cél. L'. El pico méaximo se observd en aguas adyacentes a
Peninsula Valdés (Fig. 3.11), con un marcado predominio de fitoflagelados menores a
10 um. Este grupo domin6 también en el resto de las muestras analizadas, excepto en
una estacion al sur del area de estudio (55 °S), la cual estuvo dominada por diatomeas
(Fig. 3.11), principalmente del género Pseudo-nitzchia, el cual alcanz6 una densidad de
400.000 cél. L' La abundancia méxima de dinoflagelados (373.000 cél. L") se
encontr6 en aguas adyacentes a Peninsula Valdés (Fig. 3.12) y estuvo dada por altas

densidades de dinoflagelados atecados de pequefio tamafio.
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Fig. 3.11: (A) Abundancia del nano y microplancton total (cél. L™) y (B) abundancia relativa (%)
de los diferentes grupos del nano y microplancton observadas en las muestras de botella durante
la C4.
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Fig. 3.12: Abundancia de dinoflagelados y diatomeas observada en muestras de botella durante la C4.

3.3 Discusion y Conclusiones

Tanto la densidad total de células como la de los principales grupos
fitoplanctonicos mostraron una gran variabilidad durante las cuatro campafas
analizadas (Tabla 3.1). Sin embargo, las maximas abundancias planctonicas totales se
observaron durante la primavera, lo cual se condice con el mayor desarrollo del
fitoplancton durante las floraciones primaverales, tipicas de regiones con una
estacionalidad bien marcada (Siegel et al., 2002; Sommer & Lengfellner, 2008). Por el
contrario, los valores promedio mas bajos de abundancia se observaron durante las
campanas de verano y verano tardio (C2 y C4). En este sentido, es conocido que durante
el verano se observa una baja abrupta en la densidad fitoplanctonica en la region norte
del Mar Argentino. (Rivas et al., 2006). Por otro lado, se han registrado picos de
clorofila desde octubre a febrero mediante mediciones satelitales en la region
patagdnica (Marrari et al., 2017) y en el frente del talud, persistiendo durante todo el
verano, indicando un suministro efectivo de nutrientes a la capa superior durante la
temporada célida (Romero et al., 2006). Durante la campafia de otofio se observaron
abundancias promedio intermedias, aunque esto estuvo influenciado por los picos (=20

x10° cél. L") detectados en la zona estuarina de Bahia Grande (=50 °S), donde la
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columna de agua se encuentra mezclada verticalmente a lo largo del afio resultando en
una alta disponibilidad de nutrientes en las capas superiores, lo cual promueve el
desarrollo del fitoplancton (Sabatini et al., 2004). En este sentido, se pudo observar que
a lo largo de las cuatro campafias las zonas con mayor abundancia fitoplanctonica se
relacionaron, en su mayoria, con la presencia de frentes o sitios de confluencia de
diferentes masas de agua (Acha et al., 2004). En estas zonas, representadas por la region
externa del estuario de Bahia Blanca, Peninsula Valdés, el Golfo San Jorge, la zona de
Bahia Grande y el talud continental, también se hallaron las méximas abundancias tanto

de dinoflagelados como de diatomeas.

Abundancias Abundancia Abundancia
planctdnicas maxima de maxima de
totales Promedio dinoflagelados Promedio diatomeas Promedio
(cél. L) (cél. L (cél. L) (cél. L") (cél. L) (cél. L)
C1 6 6 6
otofio 0,1 x10°-23 x10° | 2xI10 218.500 16.000 26.800 3.000
C2
verano 6 6 6
tardio 0,1 x10°-5x10° | 0,5 x10 126.000 40.500 536.500 39.000
C3 6 6 6 6 6
primavera | 0,1 x10”-27 x10” | 3,4 x10 2x10 77.000 3x10 415.000
c4
Verano 6 6 6
temprano | 0,2 x10” -13 x10° | 3,1 x10 273.000 71.800 700.000 188.000

Tabla 3.1: Abundancias absolutas y promedios de fitoplancton total, dinoflagelados y diatomeas durante
las cuatro campaiias.

En términos de la composicion general del fitoplancton, y considerando el total
de estaciones realizadas en las cuatro campanas, se observdo el predominio de
fitoflagelados de pequefio tamafio (<10 um) en el 80 % de las estaciones de muestreo, lo
cual coincide con trabajos previos realizados en distintas épocas del afio en el Mar
Argentino (Carreto et al. 2003; Almandoz et al. 2007; Silva et al., 2009; Garibotti et al.,
2011; Negri et al., 2013) (Fig. 3.12). Sin embargo, en algunas ocasiones predominaron
otros grupos con representantes de mayor tamafio, tales como dinoflagelados,
diatomeas, haptoficeas y criptoficeas.

Los dinoflagelados alcanzaron densidades celulares altas (~2 x10° cél. L'l) al sur

de la Provincia de Buenos Aires, frente a Peninsula Valdés y en aguas del talud, tanto
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en otoflo como en primavera, representadas por floraciones de Prorocentrum cordatum
(Fig. 3.13). En este sentido, esta especie suele formar floraciones en zonas frontales
como Peninsula Valdés, el Golfo San Jorge y la zona de Bahia Grande, asi como en la
region costera norte de la Provincia de Buenos Aires, especialmente en aguas cercanas
al estuario del Rio de La Plata (Carreto et al., 2003, 2007, 2008; Gémez et al. 2011b,
Sabatini et al. 2012; Segura et al., 2013; Martinez & Ortega, 2016). Asi también, los
dinoflagelados se hallaron como grupo dominante en aguas del talud y en los golfos San
Matias y San Jorge, presentando también en este Ultimo altas densidades celulares
(~200.000 cél. L'l) durante el otofio, dadas por los géneros Azadinium, Prorocentrum,
Tripos y Protoperidinium, ademas de dinoflagelados atecados de pequeiio tamafio no
identificados (Fig. 3.13). El predominio de dinoflagelados ha sido mencionado en
estudios previos, especialmente para la zona estratificada del Golfo San Jorge y durante
la primavera (Akselman 1996; Carreto et al., 2007; Krock, et al., 2015).

Las diatomeas se observaron en altas abundancias (~ 3 x10° cél. L) y como
grupo dominante en aguas del talud y principalmente durante la primavera. Esto puede
asociarse con la presencia del frente del talud, a lo largo del cual suelen encontrarse
intensas proliferaciones de diatomeas (Garcia et al., 2008; Carreto et al., 2016),
vinculadas al incremento de la estabilidad vertical y la provision de nutrientes a la zona
eufotica por las aguas de la Corriente de Malvinas (Carreto et al., 1986, 1995, 2007).

Las criptoficeas (Fig. 3.14) se observaron en forma frecuente durante la campafia
de verano, durante la cual alcanzaron abundancias moderadas (137.000 cél. L™) y
representaron el grupo dominante del fitoplancton en aguas costeras adyacentes a
Peninsula Valdés. Es conocido que las criptoficeas suelen ser uno de los grupos mejor
representados del fitoplancton, principalmente en aguas estuarinas como el estuario de
Bahia Blanca durante el verano (Guinder et al., 2012) y en el frente maritimo del Rio de
La Plata (Carreto et al., 2003).

Finalmente, se observaron elevadas abundancias y predominio de haptoficeas
del género Phaeocystis (Fig. 3.14), formando sus tipicas colonias globosas, en algunas
estaciones de muestreo ubicadas al sur del Golfo San Matias durante la primavera (C3).
En este sentido, abundancias elevadas del género Phaeocystis se han observado
previamente durante la primavera, asociadas a frentes en la plataforma y el talud
(Carreto et al., 1995, 2003) y a la zona de transicion de los frentes de marea patagdnicos

(Carreto et al., 2007).
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Fig. 3.12: Mapas del area de estudio indicando las abundancias fitoplanctonicas totales en cada estacion
de muestreo durante las cuatro campafas (tamafio de los circulos). Los colores indican cual fue el grupo

dominante. A) C1. B) C2. C) C3. D) C4.
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Fig. 3.13: Fotografias tomadas con microscopia optica (A, D, H) y electronica de barrido (B, C,
E-G) de los dinoflagelados encontrados en mayores abundancias durante las cuatro campaiias.
A-B) Dinoflagelados tecados pertenecientes al género Tripos. A) T. pentagonum. B) T.
muelleri. Escala: 10 um. C) Dinoflagelado atecado no identificado menor a 10 um. Escala: 5
um. D, E) Dinoflagelado tecado: Prorocentrum cordatum. Escala: 10 pm. F) Dinoflagelado
atecado aff. Gyrodinium fusus. Escala: 10 pm. G, H) Dinoflagelados tecados del género
Protoperidinium. Escala: 20 pm.

En particular, las abundancias maximas de dinoflagelados detectadas durante las
cuatro campafias variaron entre 1,2 x10° y 2 x10° cél. L', correspondiendo el valor
maximo a la campafia de primavera y el minimo a la de verano tardio. Tanto en la
campana de primavera como en la de otofno las mayores abundancias estuvieron dadas

por floraciones de la especie Prorocentrum cordatum, una especie que es considerada
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por algunos autores como potencialmente toxigena (Okaichi and Imatomi, 1979;
Nakajima, 1965 a, b, ¢, 1968; Akselman, 1999; Denardou-Queneherve et al., 1999). Sin
embargo, los reportes de intoxicaciones en humanos relacionados con floraciones de
esta especie son raros y no concluyentes, debido a que otras especies toxigenas (Ej: D.
acuminata), estuvieron presente en bajas densidades celulares durante los eventos de
intoxicacion (Tangen, 1983; Langeland et al., 1984; Kat, 1979, 1985; Freudenthal &
Jijina, 1985; Taylor et al., 2003). Sumado a esto, la produccién de toxinas en P.
minutum no ha sido corroborada fehacientemente en condiciones de cultivo (Heil et al.,
2005). Si bien en una oportunidad se detectd toxicidad a partir de ensayos en raton
realizados con extractos de cultivos de esta especie aislados del Mediterraneo francés, la
presencia de toxinas en dichos extractos no pudo ser detectada, por lo cual se cree que la
toxicidad en ratones podria estar asociada a la presencia de un grupo particular de
bacterias (Grzebyk et al., 1997). A pesar de la falta de evidencia necesaria para
considerar a P. cordatum una especie toxigena, cabe mencionar que sus floraciones
pueden provocar efectos de anoxia en los cuerpos de agua y generar efectos nocivos en

invertebrados y peces marinos (Heil et al., 2005).

Fig. 3.14: Fotografias tomadas con microscopia optica (B) y electronica de barrido (A, C) de los grupos
del nano y microplancton encontrados en mayores abundancias durante las cuatro campafias. A)
flagelados < 10 um. Escala: 1 pm. B) Phaeocystis aff. globosa. Escala: 5 pm. C) Criptoficea. Escala: 2
pm.

Finalmente, las abundancias maximas de diatomeas durante las cuatro campafias
de muestreo variaron entre 2,68 x10* y 3 x10° cél. L, correspondiendo el valor maximo
a la campafa de primavera y el minimo a la de otofo. Las mayores densidades celulares
se detectaron al sur del area de muestreo (55 °S), en aguas adyacentes al talud, y en la
boca sur del Golfo San Jorge. Dentro de los géneros que alcanzaron las maximas
abundancias se encontr6 a Pseudo-nitzchia, el cual posee especies que producen acido

domoico (AD), una neurotoxina causante del Envenenamiento Amnésico de Moluscos
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(EAM), con sintomas como desoérdenes gastrointestinales y neuroldgicos, del equilibrio,
desorientacion, de la memoria de corto plazo e incluso la muerte (Todd, 1993). En el
Mar Argentino, la presencia de especies toxigenas de Pseudo-nitzchia y su asociacion
con AD en muestras de campo esta bien documentada (E;j.: Negri et al., 2004; Krock et
al., 2015; Almandoz et al., 2007, 2017), incluso se ha postulado que floraciones de
Pseudo-nitzchia podrian ser las causantes de mortandad de ballenatos de ballena franca

austral a lo largo de Peninsula Valdés (D'Agostino et al., 2015; Wilson et al., 2015).
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4.1 Introduccion

Filogenéticamente el género Dinophysis Ehrenberg pertenece al orden
Dinophysiales, del cual es su género tipo. Desde el punto de vista morfologico se
caracteriza por presentar una teca comprimida lateralmente y dividida en tres regiones:
una epiteca corta, una hipoteca bien desarrollada y un area cingular delimitada por dos
aletas, la cingular anterior (ACA) y la cingular posterior (ACP). El sulcus ocupa gran
parte de la regién ventral y se caracteriza por poseer una aleta izquierda (ASI)
prominente y una aleta derecha (ASD) corta o de moderado tamafio dependiendo de la
especie, pero nunca mayor a la ASI (Fig. 4.1). Los caracteres mas utilizados en la
diferenciacion de especies dentro del género son la forma y tamafio celular, la
ornamentacion de la hipoteca, las caracteristicas de las aletas, principalmente de la ASI
y sus radios (R1, R2 y R3), y la presencia o ausencia de cloroplastos (Balech, 1988).

El género Dinophysis incluye méas de 120 especies tanto fotosintéticas como
exclusivamente heterétrofas distribuidas en los océanos de todo el mundo (Jensen &
Daugbjerg, 2009). Algunas de estas especies son consideradas cosmopolitas, como D.
acuminata, que tolera un amplio rango de temperaturas (Kamiyama, 2010), mientras
que otras especies tales como D. norvegica y D. tripos poseen requerimientos
ambientales mas estrictos y se distribuyen tinicamente en aguas boreales y templado-
tropicales, respectivamente (Reguera et al., 2012).

Del total de las especies descriptas del género Dinophysis, 10 son reconocidas
como productoras de toxina diarreica de moluscos (TDM) y han sido asociadas con el
sindrome diarreico por moluscos en humanos (SDM) (Reguera & Pizarro, 2008). Los
sintomas mads frecuentes asociados con el SDM son diarrea, nduseas, vomitos y dolor
abdominal (Yasumoto et al., 1980). A su vez, la reiterada exposicion a TDM puede
provocar trastornos cronicos del sistema digestivo. El primer reporte clinico de sintomas
diarreicos relacionados al consumo de moluscos proviene de Holanda en el afio 1961
(Korringa & Roskam, 1961), pero el organismo causante no fue determinado sino hasta
los afios ochenta cuando se describié un nuevo sindrome (SDM) (Yasumoto et al.,
1978) y D. fortii se identificé como el agente toxico (Yasumoto et al., 1980). Estudios
posteriores confirmaron al 4cido okadaico (AO) y a las dinophysistoxinas (DTX) como
los principales compuestos responsables del mencionado sindrome (Murata et al.,

1982).
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Fig. 4.1: A) vista lateral mostrando pardmetros utilizados en la descripcion morfoldgica del
género Dinophysis, L: largo maximo, Em: largo de la hipoteca, H: profundidad dorsoventral o
ancho, E: ancho de la epiteca, asd: aleta sulcal derecha, asi: aleta sulcal izquierda, aca: aleta
cingular anterior, acp: aleta cingular posterior, R, 3): radios de la asi. B) vista ventral. C) vista
apical. (tomado de figs. 2-3-4 de Balech, 2002).

El establecimiento exitoso de las primeas cepas en cultivo del género Dinophysis
se realizd recién en el afio 2006 (Park et al., 2006), lo cual trajo aparejado un analisis
tardio de la toxicologia del género, comparado con otros géneros toxigenos. Por otro
lado, los representantes toxicos de Dinophysis son un claro ejemplo de que alin bajas
densidades de células en el plancton son capaces de generar episodios de intoxicacion
(Reguera et al.,, 2014 y referencias incluidas). Esta caracteristica dificultd durante
muchos afios la identificacion de especies de Dinophysis como productoras de toxinas
debido a que los eventos de intoxicacion se atribuian a otras especies de dinoflagelados
mas abundantes (Kat, 1985).

Dentro de las TDM tanto el AO como sus analogos, las DTX (Fig. 4.2), son de
gran importancia en cuanto a su toxicidad en vertebrados por ser fuertes inhibidores de
la enzima fosfatasa (Bee, 1991), la cual regula procesos celulares tales como el ciclo
celular, la muerte celular por apoptosis, el desarrollo de tumores y la contraccion del
musculo liso. Su estructura quimica se caracteriza por la presencia de cadenas
polihidroxiladas y anillos éter (poliéteres). Mientras que el AO y la DTX-2 difieren
entre si por la posicion de un grupo metil en la molécula, la DTX-1 posee un grupo
metil adicional y el grupo de las DTX-3 abarca derivados de los mencionados andlogos
esterificados con acidos grasos saturados e insaturados resultado de la transformacion

enzimatica en moluscos (Suzuki et al., 2001a,b).
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El género Dinophysis es también productor de pectenotoxinas (PTX), una gran
familia de toxinas lipofilicas que a pesar de no provocar sintomas diarreicos esta
asociada con el complejo de TDM, ya que la extraccion quimica de estos dos grupos de
sustancias lipofilicas se realiza simultdneamente en los andlisis toxicoldgicos
(Yasumoto et al., 1985). En cuanto a su estructura quimica las PTX son lactonas ciclicas
(Fig. 4.3) que difieren estructuralmente entre si por diferentes grados de oxidacion,
diferentes arreglos del sistema espiral de anillos y por la hidrdlisis de la lactona
(Quilliam, 2003). Las PTX conocidas hasta el momento pueden ser tanto producidas por
especies de Dinophysis (entre ellas PTX-2 y PTX-11) o ser el resultado de la accion de
enzimas digestivas de moluscos sobre PTX sintetizadas por células de Dinophysis (por
ejemplo PTX-2sa, PTX-1, PTX-3 y PTX-6) (Lee et al., 1989; Suzuki et al., 1998;
Ciminiello et al., 2010). Estudios toxicoldgicos indican que las PTX no producen
efectos diarreicos al ser administradas oralmente a roedores de laboratorio, pero la PTX-
1 es altamente hepatotoxica (Terao et al., 1986), generando induccion de apoptosis en
hepatocitos de salmén y rata (Dominguez et al., 2010). También se ha atribuido a
algunas PTX citotoxicidad frente a distintas lineas de cancer humano (Dominguez et al.,
2010). El riesgo para la salud humana respecto de este grupo de toxinas se encuentra

actualmente en discusion.

R1 R2 R3
OA H CH; H
DTX1 H CH CH;,
DTX2 H H CH;,
DTX3 CH,CO CH CH;,
Acyl-OA CH;CO CH, H

Fig. 4.2: Estructura quimica del 4cido okadaico (AO) y la variabilidad de andlogos de dinophysistoxinas
(DTX) segun los grupos quimicos de los radicales R1, R2 y R3.
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R1 R2 R3 Cc7
PTX-2 | CH, H CH, R
PTX-2b | CH, H CH, s
PTX1 | CH,0H |H CH, R
PTX4 |cCH.0H |H CHs s
PTX-3 | CHO H CH, R
PTX-6 |cCOOH |H CH, R
PTX7 |cooH [H CHs s
PTX-11 | CH, 0 CH, R
PTX-11b | CH, ) CH, s
PTX-12 | CH, H =CH, R

Fig. 4.3: Estructura quimica de la pectenotoxina (PTX) y la variabilidad de analogos seglin
los grupos quimicos de los radicales R1, R2 y R3.

En el “Mar Argentino” de las aproximadamente 30 especies del género
Dinophysis citadas por Balech (1988), cuatro de ellas (D. acuminata, D. tripos, D.
caudata y D. fortii) se encuentran actualmente consideradas como productoras de TDM
y se incluyen en la lista de algas toxicas de la UNESCO (Zingone & Larsen, 2014). Por
otro lado, Phalacroma rotundatum también forma parte de esta lista (=D. rotundata),
aunque su capacidad toxicologica se encuentra en duda hasta el momento. En este
sentido, se han encontrado evidencias de que P. rotundatum actia como vector de
toxinas producidas en especies de Dinophysis con las cuales co-ocurre, previamente
fagocitadas por el ciliado del cual se alimenta P. rotundatum (Tiarina cf. fusus) (Pizarro
2008; Gonzalez-Gil et al., 2011). En este sentido, la capacidad de produccion de toxinas
de novo en organismos heterdtrofos estd altamente cuestionada ya que existen
evidencias de una relacién tanto entre las rutas metabolicas como entre genes
relacionados con la produccion de toxinas y la presencia de plastidos (Granéli & Turner,
2006; Kim et al., 2008).

En la Argentina, el primer caso documentado de SDM en humanos fue en el afio
2001 en la provincia de Chubut, debido al consumo de bivalvos provenientes de los
Golfos San José y Nuevo (=42 °S), cuya toxicidad se atribuyd al dinoflagelado

bentdnico Prorocentrum lima (Gayoso et al., 2002). Recientemente un nuevo episodio
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de SDM, a raiz del cual tres personas intoxicadas debieron ser hospitalizadas, ocurri6 en
la costa norte de la provincia de Buenos Aires durante el verano de 2010 y estuvo
asociado a la presencia de D. acuminata y D. caudata. Durante este episodio se
detectaron AO, DTX-1 y sus acyl-derivados en moluscos de la zona utilizando
deteccion por fluorescencia y HPLC (Sar et al., 2010, 2012). Durante el afio 2012
bioensayos en raton arrojaron resultados positivos para TDM en moluscos colectados en
la misma region y se encontraron relacionados con la presencia de D. acuminata desde
enero a julio y de D. caudata desde noviembre hasta marzo de 2013 (Sunesen et al.,
2014). Resultados de programas de monitoreo llevados a cabo entre los afios 2009 y
2011 en los Golfos norpatagénicos (San Matias, San José y Nuevo) también arrojaron
resultados positivos en bioensayos para TDM en moluscos de la zona, relacionados en
este caso con la presencia de D. tripos (Gracia Villalobos et al., 2015). Adicionalmente,
PTX-2 ha sido detectada en areas costeras en la Provincia de Buenos Aires (Montoya et
al., 2013), en el Golfo San Jorge (Krock et al., 2015), y en los Golfos de San José y
Nuevo (Gracia Villalobos et al., 2015).

En el presente capitulo se presentan los resultados del andlisis morfologico, de
distribucion y abundancia de las especies del género Dinophysis y su relacién con la
deteccion de toxinas encontradas durante las cuatro campafias de muestreo a lo largo del

Mar Argentino.

4.2 Descripcion morfologica de las especies
encontradas

Dinophysis acuminata Claparéde & Lachmann (Fig. 4.4)
Balech (1988): 39, Lam. 5, Figs. 5-10; Reguera (2003): 57, Fig. 2.4.

Sinénimos: Dinophysis ellipsoides Kofoid; Dinophysis lachmannii Paulsen; Dinophysis
skagii Paulsen; Dinophysis borealis Paulsen; Dinophysis boehmii Paulsen.

Forma eliptica en vista lateral (Fig. 4.4 A-C). Ancho maximo en la region media
de la célula. Epiteca pequena, convexa o aplastada, no visible en vista lateral. Hipoteca
marcadamente convexa en el borde dorsal y levemente convexa en el borde ventral. ASI
corta, llegando hasta la mitad de la célula aproximadamente, doblada hacia la derecha
en la region media, R2 mas cercana a R1 que a R3 (Fig. 4.4 A, G, D-F). ASD levemente
doblada hacia la izquierda a la altura de R1 (Fig. 4.4 D-E). Extremo posterior de la
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hipoteca redondeado presentando protuberancias en algunos pocos ejemplares (Fig. 4.4
G-H). Areolas circulares, todas con un poro central, generalmente profundas que suelen
hacerse menos evidentes hacia el borde de la célula (Fig. 4.4 A, D-F). Muy pocos
ejemplares con areolacién muy tenue pero presentando siempre el poro central (Fig. 4.4
B). Presencia de plastidos obtenidos de presas (el ciliado Mesodinium rubrum)
evidenciables por la coloracién anaranjada en algunos ejemplares (Park et al., 2006)
(Fig. 4.4 1).

Dimensiones: L 36-48 pm; H 29-42 um (n= 30).

Dinophysis tripos Gourret (Fig. 4.5)
Balech (1988): 45, Lam. 7, Figs. 7-9; Reguera & Gonzalez-Gil (2001): Figs. 3-5;
Reguera (2003): 66, Fig. 2.8; Rodriguez et al. (2012), Fig. 3 Ay C.
Sinoénimo: Dinophysis caudata var. tripos (Gourret) Gail

Epiteca chata, no visible en vista lateral. Forma asimétrica caracteristica por la
presencia de dos proyecciones antapicales, una mayor en la region ventral y una de
ubicacion dorsal, siempre de menor tamano (Fig. 4.5 A-E). Margen ventral recto hasta
el final de la ASI donde forma una concavidad de la que se origina la proyeccién
ventral, la cual posee ambos margenes rectos. Margen dorsal concavo hasta la altura de
R2, donde comienza la proyeccion dorsal y se vuelve recto o convexo. ACA muy
desarrollada con forma de embudo y con multiples radios (Fig. 4.5 A-E). ASI amplia y
triangular, presenta una ornamentacion reticular en la mayoria de los ejemplares (Fig.
4.5 A-C, E). R3 muy desarrollado y R2 equidistante entre R1 y R3. ASD angosta y
larga, haciéndose mas fina hacia R3 donde finaliza (Fig. 4.5 A-B). Areolas profundas y
circulares, cada una con un poro (Fig. 4.4 A-C). Posee plastidos. Similar a D. caudata,
se diferencian por la presencia de la proyeccion dorsal en D. tripos (ausente en D.
caudata) y por el contorno dorsal de D. tripos, concavo y luego recto, mientras que en
D. caudata es convexo y forma una “panza” dorsal.
Dimensiones: L 79-100 um; E 42-50 um (n= 30).

Ademas de las células grandes tipicas se encontraron células intermedias (Fig.
4.5 H) y pequenas (Fig. 4.5 F-G), las cuales corresponden a gametos de la especie
(Reguera 2003; Rodriguez et al., 2012). Las mismas difieren de las células tipicas por
sus menores dimensiones (L y H de la hipoteca), por presentar una proyeccion dorsal
reducida en las células intermediarias y ausente en las pequenas, por la areolacion

(ausente en células pequefias) y por la reduccion del ancho de la ASI.
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Fig. 4.4: Fotografias de D. acuminata tomadas con microscopia electronica de barrido (A, B, D-F) y
optica (C, G-1). A-C) Aspecto general en vista lateral. D-F) Detalle de aletas sulcales en vista ventral (D,
E) y lateral (F). G, H) Vista lateral de ejemplares con protuberancias antapicales. 1) Vista lateral de
ejemplar con plastidos remanentes de la ingesta del ciliado Messodinium rubrum. Barra de escala: 10 pm.

Estas morfologias son atin mas facilmente confundibles con células vegetativas
e incluso gametas de D. caudata (Reguera & Gonzélez-Gil, 2001). Los rasgos a tener en
cuenta para su diferenciacion son: el tamafio de la ACA, muy desarrollada en D. tripos
y pequefia en D. caudata; el largo de la ASI, la cual se contintia hasta la proyeccion

ventral en D. tripos; la presencia de un remanente de la proyeccion dorsal en células
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intermedias de D. tripos; y los margenes dorsal y ventral, paralelos en células chicas de
D. tripos pero convergentes hacia el apice en D. caudata.

También se observaron células recientemente divididas, diferenciables por la
falta del segmento anterior o posterior de la ASI, asi como células dimorficas,
resultantes de la division celular que origina las gametas (Fig. 4.5 I). En ellas se
observaron diferentes morfologias de las placas de la hipoteca en la misma célula.
Dimensiones de las células intermedias: L 72—87 um; H 28-40 pm (n= 15).
Dimensiones de las células chicas: L 59—70 um; H 25-32 pm (n= 15).

Fig. 4.5: Fotografias de D. tripos tomadas con microscopia electronica de barrido (A-C, F) y optica (D, E,
G-I). A-E) Aspecto general en vista lateral (A, B, D, E) y dorsal (C). D) Dos células unidas luego de la
divisién celular mitdtica. F, G) Células pequenias. H) Célula intermedia. I) Célula dimoérfica. Barra de
escala: 10 pm.

Dinophysis caudata Saville-Kent (Fig. 4.6)
Balech (1988): 45, Lam. 8, 2-3; Rodriguez et al. (2012), Fig. 3 By D.
Sinénimos: Dinophysis homuncula Stein; Dinophysis diegensis Kofoid.

Células caracterizadas por la presencia de una proyeccion ventral bien
desarrollada y la region dorsal de la hipoteca convexa formando una “panza” dorso-
posterior. Margenes de la proyeccion ventral algo convexos (en la mayoria de los
ejemplares) (Fig. 4.6 A, B), o rectos (Fig. 4.6 C). Epiteca chata, no visible en vista
lateral. ACA bien desarrollada con numerosos radios. ASI amplia, ensanchdndose

levemente hacia R3. R2 equidistante de R1 y R3. Areolas profundas y circulares, cada
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una con un poro (Fig. 4.6 A). Se diferencia de D. tripos principalmente por la ausencia
de proyeccion dorsal.

Dimensiones: L 75-85 um; H 36-46 um (n=4).

Fig. 4.6: Fotografias de D. caudata tomadas con microscopia optica. A-C) Aspecto general en vista
lateral. Barra de escala: 10 pm.

Dinophysis norvegica Claparéde & Lachmann Fig. 4.7
Kraberg (2010): 127.
Sinénimos: Dinophysis norvegica var. debilior Paulsen; Dinophysis debilior Paulsen.
Epiteca chata, no visible en vista lateral. Hipoteca convexa dorsalmente,
presentando la region mas ancha sobre la linea media de la célula (Fig. 4.7 C). La region
ventral apical de la hipoteca es recta o convexa, mientras que la mitad posterior presenta
una leve concavidad. ASI corta, se extiende apenas mas alld de la region media de la
hipoteca, doblada hacia la derecha en la region central (Fig. 4.7 A-B). R2 mas cercana a
R1, R3 de direccion antapical. Las placas mayores de la hipoteca presentan una
areolacion muy marcada con un poro en cada areola (Fig. 4.7 A-B). Algunas células con
protuberancias en el extremo antapical y en el margen dorsal (Fig. 4.7 C). Puede ser
confundida con D. acuta, pero esta ultima es generalmente de mayor tamafio (54-100
um) y posee el ancho mayor por debajo de la linea media de la célula (Balech, 2002).

Dimensiones: L 45-64 pm; H 35-47 um (n=10).
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Fig. 4.7: Fotografias de D. norvegica tomadas con microscopia electronica de barrido (A, B) y optica (C-
F). A, C-F) Aspecto general en vista lateral y apical (B), note el mayor ancho de la célula en la mitad
anterior (la linea indica la mitad de la célula). C) Ejemplar con protuberancias antapicales y dorsales.

Dinophysis operculata (Stein) Balech Fig. 4.8 A-B
Balech (1988): 49, Lam. 10, 7-10.

Epiteca alta y conica, sobresaliendo aproximadamente un tercio del tamafio
celular en vista lateral. Hipoteca redondeada. ASI corta y angosta, sobrepasa muy poco
el largo de la aleta sulcal derecha, puede estar doblada hacia la derecha. ASD larga
alcanzando R3. Aletas cingulares cortas y horizontales, con numerosos radios. Marcada
esculturacion de la teca con areolas circulares y poro en la mayoria de ellas, presenta
una region circular en la hipoteca de areolas mas profundas (Fig. 4.8 A).

La epiteca prominente y visible en vista lateral y las aletas cingulares rectas
ubicarian a esta especie dentro del género Phalacroma (Stein 1883). Sin embargo, ya
que no se poseen datos moleculares de esta de D. operculata, que las caracteristicas
morfologicas del genero Phalacroma no se encuentran definitivamente dilucidadas
(Hastrup Jensen & Daugbjerg, 2009; Gomez et al., 2011c) y que no se ha realizado un
pasaje formal de esta especie al género Phalacroma, en este estudio se considera al taxa
previamente descripto como perteneciente al género Dinophysis.

Dimensiones: L 50-65 um; H 49-55 um; epiteca 15-17 um (n=10).
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Dinophysis truncata Cleve Fig. 4.8 C-D
Balech (1988): 43, Lam. 7, 1-2.

Forma casi rectangular en vista lateral. Epiteca baja, no visible en vista lateral.
Region dorsal de la hipoteca algo convexa y extremo posterior recto o levemente
concavo en algunos ejemplares. ASI larga alcanzando el limite posterior de la hipoteca.
R2 notoriamente més cercana a R1 que a R3. Areolas profundas, cada una con un poro,
algunas formando grupos de hasta 4.

Dimensiones: L 55-70; H 34-54 (n=5).

Dinophysis aff. subcircularis Paulsen Fig. 4.8
E
Balech (1988): 41, Lam. 5, 16-18.

Contorno general lentiforme, casi circular, extremo posterior y margen dorsal
muy redondeados. Epiteca chica y aplastada, no visible en vista lateral. Margen ventral
recto y oblicuo por delante de R2 y convexo entre R2 y R3. ASI corta, afindndose entre
R2 y R3. Areolas circulares y profundas atenuandose hacia los margenes, cada una con
un poro.

Dimensiones: L 31-42,5; H 29-35 (n=15).

Dinophysis microstrigiliformis Abé Fig. 4.8 F
Balech (1988): 44, Lam. 8, 12-13.

Forma alargada y angosta, asemejando un saco. Extremo posterior convexo.
Epiteca baja, no visible en vista lateral. ASI larga, finaliza en la region posterior de la
hipoteca donde comienza la convexidad posterior y se angosta luego de R2. R2
levemente mas cerca de Rl que de R3. Especie muy similar a D. sacculus, se
diferencian principalmente por el largo de la ASI, mas corta en D. sacculus, terminando
hacia la region media de la hipoteca (Balech, 1988). Ademdas D. sacculus suele
presentar una concavidad en el margen dorsal mientras que en D. microstrigiliformis
éste es levemente convexo.

Dimensiones: L 35-52; H 18-29 (n=2).
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Dinophysis minuta (Cleve) Balech Fig. 4.8 G-H
Balech 1988: 48, Lam. 10, 1-3.

Epiteca alta y redondeada, sobresale aproximadamente un tercio en vista lateral.
Hipoteca con borde dorsal convexo y ventral recto, formando una cufia en la region
posterior (Fig. 4.5 G). Escultura reticular formada por areolas poco profundas de
distintos tamafios, aproximadamente 1 de cada 5 con poro. ASI afinandose hacia el
extremo posterior. La ASD termina antes de R3 y en la region anterior posee una
escultura reticular similar a la de la hipoteca. Aletas cingulares rectas con numerosos
radios. Se diferencia de D. operculata principalmente por poseer el extremo posterior en
forma de cufia, mientras que en D. operculata es convexo.

Al igual que D. operculata, D. minuta presenta caracteristicas morfologicas que
la ubicarian dentro del género Phalacroma. Sin embargo, de acuerdo a lo planteado en

la descripcion de D. operculata, en este estudio se considera al taxa previamente

descripto como perteneciente al género Dinophysis.

Dimensiones: L 54; H 42; Epiteca 16 (n=3).

Fig. 4.8: Fotografias tomadas con microscopia electronica de barrido (A, C, E, G, H) y optica (B, D, F) de
especies del género Dinophysis no consideradas productoras potenciales de toxinas. A, B) D. operculata,
note el circulo de areolas mas profundas ubicado dentro de la circunferencia; C, D) D. truncata; E) D. aff.
subcircularis; F) D. microstrigiliformis; G, H) D. minuta (en H falta el segmento de la ASI desde R2 a
R3). Barra de escala: 10 pm.
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4.3 Distribucion y abundancia del género
Dinophysis y toxinas asociadas

4.3.1 Campaiia de otoiio (C1)

Distribucion y abundancia

El género Dinophysis represent6 entre 0,2 y 22 % de la abundancia total de los
dinoflagelados (promedio= 7 %) en las estaciones en las cuales fue detectado (n=41). Se
encontraron ocho especies: D. acuminata, D. tripos, D. caudata, D. norvegica, D.
truncata, D. aff. subcircularis, D. operculata y D. microstrigiliformis, aunque en
muestras cuantitativas de botella inicamente se detectaron las dos primeras.

Dinophysis acuminata fue la especie mas ampliamente distribuida, presente en
el 33% de las muestras de botella desde los 38 hasta los 56 °S, aunque en bajas
abundancias (20-160 cél. L"). La maxima densidad celular se detectd en el Golfo San
Jorge (Fig. 4.9). Adicionalmente a su deteccion en muestras de botella, D. acuminata se
encontrd en muestras de red de otras 22 estaciones de muestreo, ubicadas al sur del Mar
Argentino y en el Canal de Beagle (E: I1, 13-15, 19-111, 114, C17, C18, 122, C27, 130,
C29, C35-C37, 132, S38, 138B), en el Golfo San Jorge (E C44) y a los 44 °S (E 146).

La presencia de D. tripos estuvo restringida a dos estaciones de muestreo al
norte del area de estudio (Fig. 4.9), donde se observo en bajas densidades (40 y 260 cél.
L™). Se detectd ademas en dos muestras de red correspondientes al norte (E 152) y sur
(E 149) de la provincia de Buenos Aires.

D. microstrigiliformis, D. norvegica, D. operculata, D. aff. subcircularis y D.
truncata se detectaron unicamente en muestras de red en la parte sur del area de estudio
(51-56° S), mientras que D. caudata se registré unicamente en la parte norte, a los 38° S
(Fig. 4.10)

De todas las especies presentes D. acuminata se encontrd en los rangos de
temperatura y salinidad mas amplios, presentando la mayor abundancia a 13° C y a una
salinidad de 33,4. D. tripos y D. caudata se encontraron a temperaturas mayores de 17°
C con salinidades mayores a 33.8. El resto de las especies se detectaron en aguas con

temperaturas por debajo de los 10 °C.
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Fig. 4.9: Distribucion y abundancia de las especies del género Dinophysis
detectadas en muestras de botella durante la C1.

Toxinas asociadas

Se detectaron dos andlogos de PTX: PTX-2 y PTX-2sa. El andlogo maés
frecuente fue PTX-2, presente en el 66% de las muestras de red, principalmente en la
fraccion de 20-50 um en la cual representd en promedio el 86 % de la concentracion

total de PTX y fue la toxina predominante en el 90 % de las estaciones de muestreo
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(Fig. 4.11). Las méaximas concentraciones (200-624 ng LR™") se encontraron al sur del

Mar Argentino, entre los 52 y 53 °S.
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Fig. 4.10: Distribucion de las especies del género Dinophysis detectadas
unicamente en muestras de red durante la C1.

Dinophysis acuminata se observo en todas las estaciones en las cuales se detecto
PTX-2 en la fraccion de 20-50 um (Fig. 4.12), presentando la densidad celular y la

concentracion de toxinas una correlacion significativa (r = 0,75 p < 0,05). Las cuotas
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celulares de PTX total estimadas para esta especie variaron entre 0,2 y 25 pg cél.! (n =
19), y los valores maximos se encontraron también al sur del drea de muestreo (5254
°S). En cuatro muestras de la fraccion de 50-200 pm (C43, C43N, P45B y C45) en las
cuales D. acuminata fue la unica especie toxigena encontrada se detectaron
concentraciones moderadas (104-578 ng LR™") de PTX-2 y/o PTX-2sa.

El andlogo PTX-2sa se registro principalmente en la fraccion de 50-200 pm, en
la cual domind el perfil en 3 de las 6 estaciones en las que hubo deteccion de PTX,
representando en esas estaciones del 97 al 100% de las PTX encontradas. La
concentracion maxima de PTX-2sa (2.396 ng LR™") super6 los maximos para PTX-2 y
se detectd al norte del area de muestreo (40 °S). La deteccion de PTX-2sa estuvo
asociada a la presencia de D. tripos, coincidiendo los picos de abundancia de esta
especie y de concentracion de PTX-2sa en la estacion 150 (Fig. 4.13). Las cuotas de

PTX-2sa estimadas para D. tripos fueron de 12 y 234 pg cél.™.
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Fig. 4.11: Perfil de toxinas detectado en la fraccion de 20-50 pm de muestras de red a lo largo de la CI.
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3000

2500 - A EPTX-2 mPTX-2sa

= 2000 -
14
]

24500
1000 -

500 -

0 —— 1 —— 1 ——r
% © 6% 6 4% 0SSR/ BLG B UBUIE S BAS I K KL D

AR e
Estaciones
T T T T
55°8 48°S 45°5 38°5
sur del Mar Argentino Golfo San Jorge norte del
Mar Argentino

Fig. 4.13: (A) Concentracion de pectenotoxinas (PTX) detectadas en la fraccion de 50-200 pm de

muestras de red y (B) abundancia de células de Dinophysis sp. en muestras de red no fraccionadas a lo
largo de la C1.
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4.3.2 Campaiia de verano tardio (C2)

Distribucion y abundancia

El género Dinophysis represent6 entre un 0,1 y 3 % de la abundancia total de
dinoflagelados (promedio= 1 %) en las estaciones en las cuales fue detectado (n=11). Se
encontraron unicamente dos especies: D. acuminata y D. tripos. Esta ultima fue la
especie mas abundante y frecuente, presente en el 50% de las muestras de botella en
densidades de 20 a 1.560 cél. L', aunque su distribucion estuvo acotada al Golfo San
Matias (Fig. 4.14). D. tripos se encontr6 ademas en dos muestras de red
correspondientes a areas costeras del sur de la Provincia de Buenos Aires (E 2K2) y al
norte de Peninsula de Valdés (E 21K2).

D. acuminata se registr6 en una unica muestra de botella, obtenida frente a
Peninsula de Valdés, con una densidad de 20 cel. L (Fig. 4.14). Esta especie estuvo
presente ademas en siete muestras de red obtenidas al sur de Provincia de Buenos Aires
(E 27K1), en el Golfo San Matias (E: 4-6K2, 9K2, 20K2) y al sur de Peninsula de
Valdés (E 29K2). El rango de temperatura en que se encontrd D. tripos varid entre 14,5
y 18 °C. D. acuminata se encontr6 a temperaturas entre 16 y 18 °C y a una salinidad de

32,2 en la Unica estacion de la pierna K1 en la cual se detecto.
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Fig. 4.14: Distribucion y abundancia de las especies del género Dinophysis detectadas
en muestras de botella durante la C2.
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Toxinas asociadas

Se detectaron tres andlogos de PTX: PTX-2, PTX-2sa y PTX-11. Los mismos
predominaron en la fraccion de 50200 um, en la cual se detectaron en el 50% de las
estaciones. La PTX-2sa dominé el perfil en todas las estaciones de muestreo en las
cuales se detectaron PTX (Fig. 4.15), representando en promedio el 80% de la
concentracion de PTX total. Las méximas concentraciones de PTX-2sa (2.441 y 3.002
ng por LR™) se detectaron en la fraccion de 50-200 pm, en dos estaciones costeras
ubicadas en la region media del Golfo San Matias (E: 8 y 9 K2). Las concentraciones
maximas de PTX-2 y PTX-11, 1.317 y 513 ng por LR respectivamente, también se
detectaron en la fraccion de 50-200 um y en la misma zona.

Células pequenas (gametas) y/o tipicas de Dinophysis tripos se encontraron en
todas las estaciones en las cuales se detectaron PTX en la fraccion de 20-50 pm (Fig.
4.16) y 50-200 um (Fig. 4.17); con excepcion de la estacion 29K2, en la cual se
detectaron concentraciones traza de PTX-2 y PTX-2sa en ambas fracciones junto con la
presencia de D. acuminata. La correlacion entre la abundancia de D. tripos y las
concentraciones de PTX-2 y PTX-2sa en la fraccion de tamafio de 50 a 200 pm fue alta
y significativa (r = 0,91 y 0,96 p < 0,05). Las cuotas celulares de PTX total estimadas
para células de D. tripos, tanto pequefias como tipicas, variaron entre 0,2 y 2 pg cél.” (n

= 14), mientras que la Gnica cuota calculada para D. acuminata fue de 0,04 pg cél.”.
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Fig. 4.15: Perfil de toxinas detectado en la fraccion de 50-200 um de muestras de red a lo largo de la
C2.
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Fig. 4.17: (A) Concentracion de pectenotoxinas (PTX) detectadas en la fraccion de 50-200 pm de
muestras de red y (B) abundancia de células normales de D. tripos en muestras de red no fraccionadas a
lo largo de la C2.
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4.3.3 Campaiia de primavera (C3)

Distribucion y abundancia

El género Dinophysis represent6 entre un 0,05 y un 1.8 % de la abundancia total
de dinoflagelados (promedio= 0,5 %) en las estaciones en las cuales fue detectado
(n=27). Se encontraron seis especies: D. acuminata, D. tripos, D. truncata, D. aff.
subcircularis, D. operculata y D. minuta, sin embargo Unicamente las dos primeras
fueron detectadas en muestras cuantitativas de botella.

Dinophysis acuminata fue la especie mas ampliamente distribuida, estando
presente en el 50% de las muestras de botella desde los 40 hasta los 47° S, en
abundancias de 20 a 1.680 cél. L. Las maximas densidades celulares se encontraron en
el talud a los 40 y 44° S y en el Golfo San Jorge y 4reas aledafias (Fig. 4.18).
Adicionalmente la especie fue detectada en 14 muestras de red correspondientes a
estaciones ubicadas en el talud a los 40 °S (E 2), frente a la zona de “El Rincon” (E: 8-
12), en el Golfo San Matias (E: 20, 22-24) frente a Peninsula Valdés (E 28) y en el
Golfo San Jorge (E: 32-34).

La presencia de D. tripos estuvo restringida a tres puntos de muestreo ubicados
en el Golfo San Matias (Fig. 4.18) donde presentd una densidad maxima de 40 cél. L™.
En muestras de red se la encontré ademés en las estaciones 20, 23 y 24, ubicadas
también en el Golfo San Matias.

D. truncata, D.aff. subcircularis y D. operculata fueron detectadas tinicamente
en muestras de red. Se encontraron distribuidas en aguas del talud, en Peninsula de
Valdés y al norte del Golfo San Jorge (Fig. 4.19).

De todas las especies presentes D. acuminata se encontrd en los rangos de
temperatura y salinidad mas amplios con la mayor abundancia a 8° C y a una salinidad
de 33,8. D. tripos se encontrd en aguas entre 12 y 14° C con salinidad alrededor de 34.
D. truncata, D. aff. subcircularis y D. operculata se detectaron en aguas con

temperaturas por debajo de los 12 °C.
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Fig. 4.18: Distribucion y abundancia de las especies del género Dinophysis
detectadas en muestras de botella durante la C3.
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Fig. 4.19: Distribucion de las especies del género Dinophysis detectadas inicamente
en muestras de red durante la C3.
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Toxinas asociadas

Se detectaron 3 analogos de PTX (PTX-2, PTX-2sa y PTX-11) y AO, aunque
este Ultimo Unicamente en una muestra de red correspondiente a la fraccion de 20-50
um, colectada en el talud a los ~40 °S. El andlogo mas frecuente fue la PTX-2,
detectado en el 41% de las estaciones principalmente en la fraccion de 20—50 pm, en la
cual represent6 en promedio el 81% de la concentracion total de PTX y domind el perfil
del 90% de las estaciones en las que se detectaron PTX (Fig. 4.20). Las méximas
concentraciones de PTX-2 (703-997 ng LR™) se detectaron en aguas del talud entre los
44 y 46 °S. En la misma region se detectaron los maximos de PTX-11, el cual estuvo
presente en el 23% de las estaciones y alcanz6 concentraciones maximas de 162-214 ng
LR

Dinophysis acuminata se encontrd en la mayoria de las estaciones donde se
detectaron toxinas en las fracciones de 20 a 50 y de 50 a 200 um, presentando en ambas
fracciones una correlacion significativa entre células y PTX (r = 0,60 y 0,61
respectivamente p < 0,05). En la estacion 14 no se encontraron representantes del
género Dinophysis pero se hallaron analogos de PTX en concentraciones significativas
(581 ng LR™) en la fraccion de 20-50 pm (Fig. 4.21-4.22). Por otro lado, hubo algunas
estaciones en las cuales se encontraron células de D. acuminata pero no se detectaron
toxinas. En la mayoria de estos casos las densidades celulares encontradas fueron bajas,
excepto para las estaciones 4, 35 y 45. Las cuotas celulares de PTX total calculadas para
D. acuminata variaron entre 0,01 y 26 pg cél.”' (n=16). Los valores mas altos
coincidieron con la zona de mayores densidades celulares, en aguas del talud a los 46
°S. Adicionalmente se estim¢ la cuota celular de AO para la tinica estacion en la que fue

detectada la toxina y el valor resultante fue de 0.5 pg céL.”.

4.3.4 Campana de verano (C4)

Distribucion y abundancia

El género Dinophysis representd entre el 0,05 y el 0,2 % de la abundancia total de
dinoflagelados (promedio= 0,1 %) en las estaciones en las cuales fue detectado (n=3).
D. acuminata fue la tnica especie del género detectada en muestras de botella, con
abundancias de 20 cél. L en tres puntos de muestreo ubicados al sur del Golfo San

Jorge y frente a la Isla de los Estados (55° S) (Fig. 4.20).
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Fig. 4.20: Perfil de toxinas detectado en la fraccion de 20-50 pm de muestras de red a lo largo de la C3.
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Fig. 4.21: (A) Concentracion de toxinas y (B) abundancia de células de Dinophysis sp. detectadas en la
fraccion de 20-50 um de muestras de red a lo largo de la C3.
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Fig. 4.22: (A) Concentracion de toxinas y (B) abundancia de células de Dinophysis sp. detectadas en la
fraccion de 50-200 pm de muestras de red a lo largo de la C3.

Esta especie se encontrd ademas en otras dos muestras de red colectadas al sur
del Golfo San Jorge (E: 7y 9). D. truncata y D. microstrigiliformis se encontraron en
una muestra de red correspondiente a la estacion 13, al sur del area de estudio (55°S).

D. acuminata se hall6 entre 5 y 13° C de temperatura y en salinidades de 33 a

34. D. truncata y D. microstrigiliformis se hallaron en aguas a 8 °C y a una salinidad de
33,5.

Toxinas asociadas

Se detectaron PTX-2 y AO, aunque ambas toxinas se encontraron en
concentraciones menores a 1 ng LR™. La PTX-2 fue detectada en cinco de las siete
estaciones de muestreo en la fraccion de 20—50 pm y en dos estaciones en la fraccion de
50-200 pm, todas ubicadas al sur de los 47°. El AO se detectd6 en dos estaciones

ubicadas a los 55 °S (E: 13 y 14), en la fraccion menor e intermedia, respectivamente.
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Fig. 4.23: Distribucion de las especies del género Dinophysis detectadas en muestras
de botella durante la C4

Dinophysis acuminata se encontrd en todas las muestras de red en las que se
hallaron toxinas (Fig. 4.24), sin embargo la correlacion entre células y toxinas no fue
significativa. Las cuotas celulares calculadas fueron < 0,001 pg cél.” para la PTX-2 (n
=4) y 0,05 para el AO (n =1). No se encontraron especies de Dinophysis mayores a 50
um, por lo tanto no se realizaron estimaciones de cuotas celulares para las toxinas

encontradas en la fraccion de 50-200 pm.
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Fig. 4.24: (A) Concentracion de toxinas y (B) abundancia de células de Dinophysis
sp. detectadas en la fraccion de 20-50 pm de muestras de red a lo largo de la C4.

4.4 Discusion y Conclusiones

El género Dinophysis representd un componente frecuente del fitoplancton
durante las cuatro expediciones, mostrando ademas una amplia distribucion latitudinal
desde los ~38 a los ~55,5 °S, observandose tanto en aguas de la plataforma continental
como en el talud. Sin embargo, en términos cuantitativos representd un componente
minoritario de los dinoflagelados (<2 %), alcanzando densidades maximas de ~2000 cél.
L.

La especie mas frecuente a lo largo de las cuatro campafias fue D. acuminata, 1o
cual concuerda con datos previos para el Mar Argentino (Balech, 1988; Sar et al., 2010;
Negri et al., 2013; Sunesen et al., 2014). Esta especie fue el taxon dominante del género
durante la C1 y C3, y el unico presente en la C4, presentando las densidades celulares
maximas al sur del 4rea de estudio, en aguas del talud continental y en el Golfo San
Jorge, a temperaturas superficiales entre 8 y 13 °C. El patron de distribucion encontrado

para D. acuminata, con predominio en aguas de plataforma al sur de los 42 °S y en
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aguas de la plataforma y del talud, coincide con la predominancia de esta especie en
aguas sub-antarticas a temperaturas inferiores a los 14 °C, sefialada por Balech (1988).
El rango de salinidad (33.2 a 33.9) en el cual se encontraron las maximas densidades de
D. acuminata corresponde a aguas de la plataforma continental, las cuales se
caracterizan principalmente por ser aguas sub-antarticas levemente diluidas por
descargas continentales de agua dulce (Piola & Falabella, 2009).

En las muestras de nano y microplancton fraccionadas (C3) provenientes de
lances de red, la gran mayoria (87-100%) de las células de D. acuminata se encontraron
en la fraccion menor (20-50 um), lo cual coincide con sus dimensiones celulares (L 36-
48 um; H 29-42 pm). Sin embargo, un pequefio porcentaje (en promedio el 2%) fue
detectado en la fraccion de 50-200 pum, probablemente como resultado de la
obstruccion parcial de la red causada por altas concentraciones celulares de nano y
microplancton. Esto podria explicar la presencia de toxinas en la fraccion de 50-200 um
durante las C1 y C4 en estaciones en las cuales D. acuminata fue la inica especie toxica
del género encontrada. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de una
transferencia de toxinas a través de la red trofica, resultando en la concentracién de
toxinas en depredadores de Dinophysis. En este sentido, la presencia de PTX ha sido
detectada en células aisladas de dinoflagelados heterdtrofos como Protoperidinium
divergens, P. depressum y P. crassipes, los cuales se habian alimentado previamente de
Dinophysis spp. (Miles et al., 2004). Asimismo, diferentes especies de copépodos y
tintinidos, como Qithona nana, Temora longicornis y Favella serrata, se alimentan
activamente de especies del género Dinophysis y pueden transferir toxinas como el AO
a niveles superiores de la red trofica (Maneiro et al., 2000). Como una tercera
alternativa, la presencia de PTX en estaciones donde no se encontraron células de
ningun productor potencial, por ejemplo la estacion 14 de la C3 y en varias estaciones
de la CI, podria deberse a la presencia de toxinas adheridas a materia orgénica
particulada que puede quedar retenida durante el muestreo con la red de nano y
microplancton (Pizarro et al., 2008; Fux et al., 2011).

D. acuminata se asocido con la presencia de PTX-2 en tres de las cuatro
campanas realizadas; y con AO en dos de las Unicas tres estaciones de muestreo en las
que fue detectado. Adicionalmente, PTX-11 fue detectada junto con D. acuminata
durante la C3. Las cuotas celulares de PTX total estimadas para D. acuminata
mostraron un rango desde 0,01 a 26 pg cel™. Rangos similares de variabilidad en cuotas

celulares de PTX han sido citados para diferentes poblaciones de dinoflagelados, como
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es el caso de D. acuminata en las costas este y oeste del Mar del Norte (Krock et al.,
2008a) y de poblaciones naturales de las Rias de Galicia (Fernandez et. al., 2006). Las
cuotas de PTX total estimadas para D. acuminata fueron mayores hacia el sur del area
de estudio y en aguas del talud, lo cual podria estar relacionado con las bajas
temperaturas del agua en estas zonas. Kamiyama et al. (2010) mostraron que existe una
relacion directa entre la temperatura y el contenido celular promedio de PTX-2 en
cultivos de D. acuminata, encontrandose lo maximos contenidos de PTX-2 a la menor
temperatura (10 °C).

Un hecho llamativo fue la deteccion de concentraciones moderadas de D.
acuminata en muestras de red (41-131 x 10’ cél. LR™") durante la C3, en las cuales no se
detectaron toxinas. Esto podria implicar la existencia de cepas no toxigenas en
poblaciones naturales, lo cual ha sido observado previamente en USA para D. norvegica
(Morton, 2000) y en Chile para D. acuminata (Clément et al., 1994). Alternativamente,
la ausencia de toxinas podria ser una consecuencia de su pérdida causada por la ruptura
o dafio de las células durante el pasaje de las muestras a través de los distintos tamices
(Johansen & Rundberget, 2006; Pizarro et al., 2008). Sin embargo, el muestreo durante
todas las expediciones se realizo bajo las mismas condiciones (velocidad y temperatura
de centrifugacion, tiempo de manipulacion de la muestra) y de forma tal de evitar y/o
minimizar cualquier pérdida de material.

Dinophysis tripos fue la segunda especie en relevancia, en cuanto a densidades
celulares, hallada en este estudio. Las maximas abundancias se detectaron a
temperaturas ~17 °C, lo cual concuerda con la ocurrencia de esta especie en mares
templado-tropicales (Reguera et al., 2012). Su distribucion se encontrd acotada al norte
de los =42 °S y sus mayores densidades se registraron en verano tardio y en la zona
norte del Golfo San Matias, el cual se caracteriza por la presencia de un marcado frente
de marea hacia la regiéon media del golfo, delimitando una zona estratificada hacia el
norte y otra de mezcla vertical hacia el sur (Guerrero & Piola, 1997; Gagliardini &
Rivas, 2004; Palma et al., 2004; Tonini et al., 2007). Asimismo, la presencia de D.
tripos se ha registrado durante monitoreos de fitoplancton nocivo de los golfos
norpatagonicos (San Matias, San José y Nuevo), realizados entre los afios 2009 y 2011;
aunque esta especie fue observada principalmente durante otofio e invierno (Gracia
Villalobos et al., 2015).

A partir del analisis morfologico detallado de D. fripos se observd la presencia

de diferentes morfotipos de la especie en la mayoria de los sitios de muestreo. Estos
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morfotipos han sido previamente descriptos para D. tripos y otras especies del género, y
son considerados como gametos o estadios intermedios entre células vegetativas y
reproductivas (Reguera & Gonzalez-Gil, 2001). Asimismo, la deteccion de células
recientemente divididas durante la C2, diferenciables por la falta del segmento anterior
o posterior de la ASI, puede ser un indicio de la presencia de una poblacién en
crecimiento (Rodriguez et al., 2012).

La presencia de D. tripos se encontr6 correlacionada significativamente con la
deteccion de PTX en la C2, principalmente con PTX-2sa, tanto en la fraccion de 20-50
um (en la cual se hallaron células intermedias y pequenas de la especie) como en la de
50-200 um (en la que se encontraron células tipicas). Esta asociacion entre D. tripos y
PTX concuerda con el perfil descripto para poblaciones naturales de la especie en los
Golfos San José y Nuevo, el cual estuvo caracterizado por la deteccion de PTX-2 y
PTX-11 (Gracia Villalobos et al., 2015). La produccion de PTX-2 por parte de D. tripos
ha sido observada ademas en otras regiones del mundo como Espafia y Japon
(Rodriguez et al., 2012; Nagai et al., 2013). La cuotas celulares de PTX total calculadas
para D. tripos (0,2-12 pg cél.") se encuentran por debajo de las obtenidas para cultivos
japoneses (0.8 + 29.1 al comienzo de la incubacién y 1235.6 + 96.1 pg cél.” al final) por
Nagai et al. (2013), y también de las calculadas a partir de muestras de campo (45-90 pg
cél. ™) y cultivo (179-232 pg cél.™!) en las Rias gallegas (Rodriguez et al., 2012).

Un hallazgo novedoso durante la C1 y C2 fue la fuerte asociacion entre D. tripos
y PTX-2sa, ya que usualmente el andlogo mas frecuente en los perfiles de Dinophysis es
la PTX-2 (Reguera, 2014 y citas incluidas). Esto se debe a que la PTX-2sa se encuentra
asociada comunmente a la hidrolisis enzimatica que ocurre en los moluscos al
metabolizar PTX-2 durante la digestion de células de Dinophysis que contengan la
toxina (Miles et al., 2004; Wilkins et al., 2006). Alternativamente, la conversion de
PTX-2 a PTX-2sa puede deberse a cambios en el pH causados por la ruptura de las
células de Dinophysis (Fernandez et al., 2006), lo cual puede ocurrir durante la toma y/o
transporte de muestras (Takahashi et al., 2007). No obstante, esta tltima explicacion
puede ser excluida en el caso de las muestras analizadas durante el presente estudio, ya
que en las muestras de la fraccion menor de la C1 en la cuales D. tripos no pudo estar

presente, al menos en altas densidades celulares, dadas sus dimensiones (=79 pum), la

PTX-2 fue la toxina mas abundante, en asociacion con D. acuminata. Como las
muestras fueron tratadas de igual manera durante toda la expedicion seria de extrema

rareza que la conversion de PTX-2 a PTX-2sa haya ocurrido inicamente en las muestras
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de la fraccion de 50-200 um en las que D. fripos estuvo presente junto con la deteccion
de PTX-2sa. A partir de estos resultados se puede concluir que D. tripos, a diferencia de
otras especies del género, es capaz de metabolizar PTX-2 a PTX-2sa, o que la
biosintesis de la primera toxina es simplemente parte de una via metabdlica paralela y la
PTX2-sa es el principal producto metabolico. Como alternativa a la produccion de PTX-
2sa de novo por parte de D. tripos es valido plantear la posibilidad de que esta especie
se haya alimentado previamente del productor originario de PTX-2, como por ejemplo
D. acuminata, y que por medio de reacciones enzimdticas haya hidrolizado la PTX-2 a
PTX-2sa (MacKenzie et al., 2012). Sin embargo, a pasar de que diversos dinoflagelados
han sido observados alimentandose de otros organismos del plancton incluyendo otros
dinoflagelados (Tillmann, 2004; Park et al., 2006; Nishitani et al, 2008;), hasta el
momento esta conducta alimenticia no ha sido reportada para D. tripos. Una tercera
opcion para explicar la presencia de las altas concentraciones de PTX-2sa encontradas a
lo largo de la C2 es la transmision y consecuente metabolizacion de PTX-2 a través de
la cadena tréfica. Con la finalidad de explorar esta posibilidad se analizaron los posibles
depredadores de Dinophysis presentes en las muestras pertinentes. Los resultados
incluyeron la deteccion de varios organismos como tintinidos (Ej. Favella ehrenbergii y
F. serrata), ciliados (Tiarina fusus) y dinoflagelados (Noctiluca sp.) como posibles
depredadores, pero no se observéd una correlacion significativa entre su abundancia y la
concentracion de PTX-2sa (Fabro et al., 2015).

Entre las especies del género Dinophysis halladas a lo largo de las cuatro
expediciones realizadas, la deteccion de D. norvegica es de particular importancia por
ser el primer registro de la especie para el Atlantico sud-occidental. Considerando el
extenso trabajo realizado por el Dr. Balech sobre la caracterizacion y abundancia de
dinoflagelados en el Atlantico sud-occidental (Balech, 1988), el hecho de que D.
norvegica no haya sido reportada con anterioridad en el area puede indicar una
introduccion reciente de la especie al Mar Argentino. Alternativamente, es probable que
la especie no haya sido detectada previamente como resultado de sus bajas densidades
celulares, ya que durante este estudio solo fue observada con bajas abundancias
relativas en muestras de red. Los registros de D. norvegica estuvieron restringidos al sur
del area de estudio (~52-55,5 °S) y a bajas temperaturas (<9 °C), lo cual concuerda con
la distribucion mundial de la especie en zonas de aguas templado-frias del hemisferio
norte, tales como el Mar Béltico, el Mar de Noruega, el Mar del Norte y el Artico

(Okolodkov & Dodge, 1996; Meyer-Harms et al., 1998; Edvardsen et al., 2003; Jansen
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et al., 2006). A pesar de que esta especie es reconocida mundialmente por su capacidad
de produccion de toxinas, incluidas el AO, los resultados del presente estudio no
permiten una asociacion clara entre D. norvegica y toxinas, debido a que se registro
siempre en bajas densidades celulares y en co-ocurrencia con otras especies toxigenas
del género halladas en mayores abundancias.

Dinophysis caudata fue la cuarta especie toxigena del género hallada en este
estudio, con un Unico registro al norte del area de muestreo (38 °S) en aguas a una
temperatura de ~19 °C, lo cual coincide con su distribucion mundial en aguas templado-
calidas (Taylor, 1976). Debido a la baja densidad celular de D. caudata y a su co-
ocurrencia con otras especies mas abundantes no pudo establecerse su asociacion con la
presencia de toxinas.

La observacion de varias especies toxigenas de Dinophysis coincidentes con la
casi ausencia de AO y DTX fue recurrente a lo largo de las cuatro expediciones
realizadas. De hecho, de las 121 estaciones de muestreo que conformaron este estudio,
se encontraron representantes toxicos del género en 94 estaciones, mientras que el AO
fue detectado s6lo en tres de ellas y en bajas concentraciones y las DTX no se hallaron
en ninguna estaciéon. Por otro lado, las PTX fueron frecuentes a lo largo de las 4
campafias y presentaron una amplia distribucion, hallandose en 71 estaciones de
muestreo. Esta situacion se asemeja a la encontrada por Gracia Villalobos et al. (2015)
en los golfos norpatagonicos durante monitoreos en los cuales se detectaron PTX pero
no AO ni sus derivados. Asimismo, en un estudio llevado a cabo a lo largo de la costa
chilena se observo una amplia distribucion de PTX y una ausencia total de AO, mientras
que DTX-1 se encontr6 en una area reducida y en solo 3 estaciones (Trefault et al.,
2011). De igual modo, en otro estudio realizado al norte de Chile, no se detectdé AO ni
DTX, mientras que si se observo la co-ocurrencia de D. acuminata y PTX-2 (Krock et
al., 2009a). A su vez cé€lulas de D. acuminata aisladas de Bahia Inglesa (Chile)
mostraron grandes cantidades de PTX-2 (180 pg cél.") pero no se detectaron AO ni
DTX (Blanco et al., 2007), al igual que en el caso de células de la misma especie
aisladas del estuario Reloncavi, Chile (Fux et al., 2011).

La mencionada predominancia en la produccién de PTX sobre el AO y sus
derivados también parece ser un patron recurrente en cepas de D. acuminata de otras
regiones del mundo. Concentrados celulares de esta especie provenientes de Nueva
Zelanda mostraron una proporcion PTX/DTX >22 (MacKenzie et al., 2005). Asi

también, siete cepas danesas de D. acuminata produjeron exclusivamente PTX-2
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(Nielsen et al., 2012) y un cultivo de la misma especie aislado de Massachusetts (USA),
expuesto a distintos tratamientos de irradiancia (luz y oscuridad), mostré un contenido
celular de PTX-2 un orden de magnitud mayor que el de AO y DTX en ambos
tratamientos (Smith et al., 2012). Sin embargo, también se han registrado cepas con
perfiles toxicos dominados por AO y/o DTX en el este de Europa (Morofio et al., 2003;
Marcaillou et al., 2005), como es el caso de células de D. acuminata obtenidas a partir
de concentrados de agua del fiordo Limfjord, en Dinamarca (Jergensen & Andersen,
2007). Por otro lado, determinadas variables ambientales y biologicas, como la
temperatura y la presencia del ciliado del cual Dinophysis se alimenta y obtiene sus
pléastidos (Mesodinium rubrum) pueden relacionarse directamente con la produccion de
toxinas (Kamiyama et al., 2010), incluso afectar de manera diferente la produccion de
PTX y de AO. Kamiyama et al. (2010) han observado que el contenido celular
promedio de PTX-2 durante la fase exponencial de crecimiento fue mayor a
temperaturas mas bajas, y detectaron también un aumento rapido en OA y DTX-1
dentro de las células de D. acuminata después del consumo de Mesodinium rubrum,
sugiriendo una asociacion con los pléstidos originarios de la presa.

A diferencia del predominio de PTX observado durante esta tesis en muestras de
fitoplancton, en un estudio reciente acerca de la ocurrencia de toxinas lipofilicas en
bivalvos colectados a lo largo de la costa argentina, se detectaron OA/DTX en 43
muestras mientras que PTX se encontraron unicamente en 8 de las 69 muestras
analizadas (Turner & Goya, 2015). Los autores remarcaron la baja concentracion de
PTX y la ausencia de AO en muestras con presencia de PTX. Asimismo, DTX-1, AO y
sus acyl-derivados fueron detectados en moluscos colectados durante un episodio de
intoxicacion por TDM en la Provincia de Buenos Aires durante un evento toxico (Sar et
al., 2012). De todas maneras, la concentracion de toxinas en bivalvos y en plancton
suelen diferir marcadamente (Pavela-Vranci¢ et al., 2001; Morofo et al., 2003; Blanco
et al., 2007; Alves-de-Souza et al., 2014). Un factor que puede contribuir a la
determinacion de diferentes perfiles y concentraciones de toxinas entre el plancton y los
organismos filtradores es la proporcion de toxina que permanece dentro de las células
de los organismos productores con respecto a la que es excretada hacia el agua de mar.
En el caso de las PTX respecto del AO, las primeras tienen una mayor tendencia a
permanecer dentro de las células o adosadas al material organico luego de que el bloom
del organismo productor haya cesado (Nagai et al., 2011; Smith et al., 2012), lo cual

podria causar una mayor proporcion de PTX en plancton respecto de los organismos
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filtradores como son los bivalvos. Considerando lo antes mencionado, la escasez de OA
y derivados y la dominancia de PTXs en los perfiles hallados podria indicar una
tendencia de las poblaciones de Dinophysis del Mar Argentino a producir mayormente
PTX, ya sea por caracteristicas genéticas relacionadas con la regulacion metabodlica de
la produccion de toxinas o con factores ambientales, como por ejemplo la concentracion
de nutrientes (Hattenrath-Lehmann & Gobler, 2015), la salinidad (Guerrin et al., 2007)
y la temperatua (Kamiyama et al., 2010); asi como también ser una consecuencia de la
tendencia de las PTX a permanecer dentro de las células. Si bien el establecimiento de
cultivos del género es complicado debido a sus requerimientos tréficos, el andlisis de
células cultivadas o aisladas de manera individual a partir de muestras de campo es
imprescindible para completar el conocimiento sobre la produccion y perfiles toxicos de

Dinophysis en el Mar Argentino.
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5.1 Introduccion

El género Alexandrium Halim pertenece al orden Gonyaulacales. Los miembros
de este orden se caracterizan por poseer una forma mas o menos esférica con un
cingulum ubicado en la region ecuatorial de la teca, excavado y notoriamente
desplazado. El sulcus define la region ventral, comienza en el centro de la teca y se
extiende hasta el extremo antapical. El género Alexandrium cumple con las
caracteristicas del orden, aunque presenta un desplazamiento cingular menos evidente
(un ancho cingular) que el de otros géneros del orden como por ejemplo Gonyaulax;
ademads se caracteriza por presentar la siguiente formula tabular: Po, 4' (3'+1'), 6", 5",
2" 6c¢c, 9-10S (Fig. 5.1) y es, desde el punto de vista morfoldgico, un género muy
homogéneo. Las especies que lo componen carecen generalmente de rasgos
diagndsticos conspicuos presentes en otros géneros del orden, como la presencia de
espinas o un contorno celular caracteristico, por lo cual para su identificacion es
imprescindible un andlisis detallado del tamafio y forma de determinadas placas,
principalmente la Po, la primera apical (1), la sexta precingular (6”), la sulcal posterior
(Sp) y anterior (Sa), y la presencia o ausencia del poro ventral (pv) (Balech, 1995).

De acuerdo a la conexién o desconexion entre las placas 1’ y Po Balech (1995)
dividio al género Alexandrium en dos subgéneros, Gessnerium (placas 1’ y Po
desconectadas) y Alexandrium (placas 1’ y Po conectadas); y dentro de éste ultimo
establecio tres complejos bien definidos formados por especies muy similares entre si:
el complejo 4. tamarense, el complejo A. minutum y el complejo A. ostenfeldii. El
advenimiento de técnicas moleculares permitié revisar la clasificacion morfoldgica de
las especies y subgéneros de Alexandrium. Analisis filogenéticos permitieron identificar
varios clados bien soportados dentro del género, pero las filogenias obtenidas no
apoyaron la separacion en los dos subgéneros propuesta previamente, ya que dichos
grupos no resultaron ser monofiléticos (Penna et al., 2008; Anderson et al., 2012a). Por
otro lado, se comprob¢ la existencia de tres complejos de especies bien definidos como
resultado de un andlisis de maxima similitud inferido a partir de ARN de la subunidad
ribosomica mayor. Estos coincidieron con los grupos morfologicos del subgénero
Alexandrium propuestos por Balech: el grupo A. ostenfeldii; el grupo A. minutum, y el

grupo A. tamarense (Anderson et al., 2012a).
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Fig. 5.1: Esquema del patron de placas del género Alexandrium. A) vista ventral B)
vista dorsal. C) vista apical. D) vista antapical. Abreviaciones: S.a.: sulcal anterior.
S.d.a.: sulcal anterior derecha. S.s.a.: sulcal anterior izquierda. S.s.p.: sulcal
posterior izquierda. S.d.p.: sulacal posterior derecha. S.p.: sulcal posterior Pv: poro
ventral. A: amplitud. Trd: transdidmetro. Po: complejo del poro apical (tomado de
Balech, 1995).

Particularmente dentro del complejo de especies A. tamarense, las filogenias
construidas a partir de grandes bases de datos con secuencias de operones ribosomales
arrojaron arboles con cinco ribotipos bien definidos, con distancias genéticas entre si tan
grandes como las existentes entre otras especies del género (Wang et al., 2014). Un
analisis detallado de los caracteres morfologicos propuestos para su identificacion
taxondmica (ej. presencia/ausencia del poro ventral, formacién de cadenas, poros de
conexion en Po y sp, etc.) demostrd que la mayoria de los caracteres se comparten entre
los cinco tipos ribosomales, de manera que no resultan adecuados para la diferenciacion
de especies dentro del complejo (John et al., 2003, 2014; Lilly et al., 2007; Anderson et
al., 2012a). Recientemente, los cinco ribotipos han sido propuestos como especies

diferentes en base a la gran distancia genética entre ellos (Lily et al., 2007; Anderson et
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al., 2012a; John et al., 2014; Wang et al., 2014) y se han propuesto nombres especificos
para los mismos (John et al., 2014). En particular, la nomenclatura del ribotipo I genero
un debate respecto de como nombrar a sus miembros (Fraga et al. 2015) y finalmente 4.
catenella se estableciéo como valido por el Comité Nomenclatural de Algas basado en la
prioridad por antigliedad (Prud’homme van Reine et al., 2017).

La relacion entre especies del complejo A. minutum también se reviso aplicando
estudios genéticos y analisis morfologicos detallados (Lilly et al., 2005). Las cepas
antes designadas como A. lusitanicum o A. angustitabulatum se re-designaron como A4.
minutum; mientras que A. tamutum, A. insuetum y A. andersonii formaron clados bien
definidos y presentaron una verdadera diferenciacion genética respecto de cepas de 4.
minutum (Franco et al., 1994; Lilly et al., 2005). Sin embargo, 4. andersonii no quedd
agrupado dentro del complejo de especies de A. minutum sino que presentd mayor
cercania filogenética con A. ostenfeldii (Lilly et al., 2005).

Analisis filogenéticos de secuencias de ADN ribosomico proveniente de cultivos
de A. ostenfeldii y A. peruvianum establecidos a partir de distintas regiones de Europa y
América del Norte, Per, China, Japon y Nueva Zelanda, revelaron una estructura
genética compleja formada por seis grupos muy cercanos entre si. Los caracteres
diagnosticos utilizados antiguamente para la diferenciacion entre ambas especies
resultaron ser menos estables de lo que se habia asumido, presentando una gran
variacion dentro y entre cepas (Kremp et al., 2013). Como resultado de esta
inconsistencia en la diferenciacion morfologica de las dos especies y la similitud
genética entre cepas de una u otra especie, se consideraron a los seis grupos del
complejo como pertenecientes a una Unica especie, la cual por orden de prioridad
corresponde denominar 4. ostenfeldii (Kremp et al., 2013).

El género Alexandrium es uno de los mdas importantes dentro de los
dinoflagelados toxigenos a nivel mundial por ser el agente causante de FANs con
mortalidad de vertebrados (incluido el hombre), como consecuencia del Sindrome
Paralizante de Moluscos (SPM). En la actualidad comprende alrededor de 13 especies
reconocidas como potenciales productoras de toxinas, de las cuales la mayoria presenta
una distribucion cosmopolita (Anderson et al., 2012a). Los representantes toxigenos del
género Alexandrium son capaces de generar una gran variedad de toxinas. Entre las mas
relevantes en cuanto a los impactos en la salud humana se encuentran las toxinas
paralizantes de moluscos (TPM), las cuales comprenden varios tipos de toxinas

hidrofilicas. Las mas significativas son la saxitoxina (STX) y sus derivados, entre otras
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las gonyautoxinas (GTX), causantes del SPM, el cual ha generado muertes humanas y
pérdidas millonarias en acuicultura. Las TPM son tetrahidropurinas (Fig. 5.2) con alto
poder neurotdxico, las cuales pueden acumularse en moluscos y transferirse a niveles
superiores de la cadena tréfica. En los vertebrados, estas toxinas provocan la inhibicion
de los canales de sodio, afectando el potencial de accion de las células musculares y de
las neuronas, lo cual limita o anula la contraccion muscular (Catterall et al., 1979;
Manger et al., 1993; Luckas et al., 2003; Cusick & Sayler, 2013). En casos severos, los
sintomas del SPM en humanos incluyen paralisis muscular, gran dificultad para respirar,
sensacion de ahogo y muerte por paralisis respiratoria. No obstante, los pacientes
tratados a tiempo con respiracion asistida sobreviven sin presentar sintomas cronicos
(Hallegraeff, 1993). Finalmente, las toxinas N-sulfocarbamohilizadas (B/C) son las
representantes menos toxicas dentro de las TPM (Wiese et al., 2010).

Otro grupo de toxinas producidas por el género Alexandrium, pero relacionadas
hasta el momento unicamente con la especie A. ostenfeldii, son los espirélidos (SPX),
caracterizados como toxinas lipofilicas del grupo de las iminas ciclicas neurotdxicas
(Cembella et al., 2001; Franco et al., 2006) (Fig. 5.3). Hasta el presente no existen casos
documentados de intoxicacion humana por SPX, aunque se sabe que actuan como
antagonistas del receptor muscarinico de acetilcolina (Wandscheer et al., 2010) y son
activadores de canales de calcio tipo L (Hu et al., 1995). Asimismo, se han observado
sintomas neurotdxicos al administrar la toxina intraperitonealmente a roedores de
laboratorio (Guéret & Brimble, 2010). Recientemente, otro grupo de iminas ciclicas
denominadas gymnodiminas (GYM), han sido detectadas en A. ostenfeldii. Hasta el
momento los registros de cepas de A. ostenfeldii productoras de GYM provienen de
estuarios costeros de EEUU (Van Wagoner et al., 2011; Borkman et al., 2012), de una
floracion en Holanda (Van de Waal et al., 2015) y de cultivos del mar Béltico (Salgado
et al., 2015; Harju et al., 2016). Estudios toxicologicos detectaron que la GYM A (Fig.
5.4) presenta los mismos efectos que los SPX luego de ser inyectada
intraperitonealmente en ratones de laboratorio (Munday et al., 2004; Kharrat et al.,
2008).

Finalmente, un tercer grupo de toxinas producidas por A4. monilatum, A.
pseudogonyaulax y A. hiranoi son las goniodominas (Fig. 5.5) (Murakami, 1998; Hsia,
2005), las cuales actualmente no se consideran un riesgo para la salud humana, aunque
han causado pardlisis y mortandad de peces en las costas de Texas, Estados Unidos

(Gates & Wilson, 1960).
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Ademas de la produccion de toxinas, la produccion extracelular de metabolitos
secundarios es comun dentro del género Alexandrium y ha sido verificada para una gran
cantidad de especies (Tillmann & John, 2002; Tillmann et al., 2008, 2016a). Estos
compuestos tienen la capacidad de provocar dafios a distintos organismos de la
comunidad plancténica, como otras microalgas, protistas heterdtrofos, bacterias y
crustdceos (Matsuoka et al., 2000; Lush et al., 2001; Tillmann & Hansen, 2009;
Weissbach et al., 2011).

Toxina

STX

NEO
GTXI1
GTX2
GTX3
GTX4
Bl=GTXS
B2= GTX6
C3

Cl
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C4
de-STX
de-NEO
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de-GTX3
de-GTX4

Fig. 5.2: Estructura quimica de saxitoxina (STX) y sus derivados, segliin los grupos quimicos de los
radicales R1, R2, R3 y R4

Particularmente en el Atlantico Sudoccidental se ha documentado la presencia
de varias especies del género Alexandrium y numerosos eventos de SPM. En aguas
costeras del sur de Brasil, la primera floracion de representantes del complejo A.
tamarense se registr6 en 1996 (Odebrecht et al., 1997); recientemente se han
establecidos cultivos del mismo sitio, los cuales resultaron pertenecer al ribotipo I del
complejo 4. tamarense (Persich et al., 2006). Asimismo, se registr6é una floracion toxica
cerca de la ciudad de Rio de Janeiro (Menezes et al., 2007), cuya especie causante se

identifico en ese momento como A. minutum, pero analisis posteriores ubicaron a los
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ejemplares dentro de una nueva especie, para la cual se ha propuesto el nombre de 4.
fragae (Branco et al., 2016). 4. fraterculus se report6d al sur de Brasil (Balech, 1995;
Proencga et al., 2002), formando una floracién no toxica en el estado de Santa Catarina
(Omachi et al., 2007). 4. tamiyavanichi es otro de los representantes toxigenos del
género en Brasil y estudios realizados con cultivos mostraron que presenta un perfil de
toxinas dominado por STX (Menezes et al., 2010). A lo largo de la costa uruguaya la
presencia de representantes del complejo A. tamarense es frecuente desde el afio 1980
(Davison & Yentsch 1985; Rodriguez et al., 1997; Méndez et al., 2000). Ademas, una
floracion de la especie A. fraterculus, mundialmente considerada como no toxica, ha

sido asociada con eventos de SPM (Méndez, 1993).

R1 R2 Mw
A H CH; A23 6915
desMeC CH; H A?3 6915

B H CH, 693.5

desMeD CH, H 693.5

C  CH, CH, 423 7055

D  CH, CH, 707.5
E H CH, A23 7095
F H CH, 7115

Fig. 5.3: Estructura quimica de distintos analogos de espirdlidos (SPX) segun los grupos
quimicos de los radicales R1 y R2.
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Fig. 5.4: Estructura quimica de la gymnodimina A (GYM).

Fig. 5.5: Estructura quimica de la goniodomina A.

En el Mar Argentino, existen numerosos antecedentes de floraciones de la
especie toxigena A4. tamarense sensu Balech (1995) desde 1980, principalmente durante
primavera (Carreto et al., 1981; Esteves et al., 1992; Carreto et al., 2002; Gayoso et al.,

2006), llegando a provocar en algunos casos mortandad de aves y mamiferos marinos e
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incluso la muerte de personas (Elbusto et al., 1981; Vecchio et al., 1986; Montoya et al.,
1996, 1998; Montoya & Carreto, 2007). Dentro de las especies del género Alexandrium
registradas para el Mar Argentino (4. catenella, A. fraterculus, A. kutnerae, A.
tamarense y A. tropicale) las Unicas toxigenas corresponden al complejo A. tamarense.
(Balech, 1995). Hasta el momento se poseen datos moleculares de tres cepas del género
Alexandrium aisladas del Mar Argentino, todas correspondientes al complejo A.
tamarense: la cepa MDQ1096 aislada frente a la ciudad de Mar del Plata, la cual resultd
pertenecer al ribotipo I (Penna et al., 2008); la cepa Kci aislada cerca de Islas Malvinas,
correspondiente al ribotipo IV (Ho et al., 2003, 2012); y la cepa IS008, perteneciente al
ribotipo I (Inés Sunesen, comunicacion personal). Otros estudios genéticos han
demostrado que las poblaciones chilenas de representantes del complejo 4. tamarense
poseen iguales secuencias de los genes D1-D2 (de la unidad ribosomal mayor) que la
cepa argentina MDQ1096 (Lilly et al., 2007; Aguilera-Belmonte et al., 2011).

En cuanto a la toxinologia del género Alexandrium en el Mar Argentino, analisis
de la cepa MDQI1096 mostraron un perfil dominado por C1/2 y en menor medida
GTX1/4 (Carreto et al., 2001). Un patron similar, con dominancia de C1/2, se detectd en
la cepa Kci (Ho et al., 2003) y también en cepas provenientes de distintas zonas costeras
y de aguas abiertas, las cuales se caracterizaron por generar grandes cantidades de C1/2,
a excepcion de una cepa mas toxica proveniente de Peninsula Valdés que presentd un
perfil dominado por GTX1/4 (Montoya et al., 2010). En este sentido, se encontr6 que
las poblaciones naturales resultaron ser mas toxicas que las cepas en cultivo a causa de
la mayor cantidad relativa de GTX (Montoya et al., 2010). Esto concuerda con estudios
realizados con muestras de campo del Golfo San Jorge, las cuales también presentaron
un perfil dominado por GTX, principalmente 1/4 (Andrinolo et al., 1999). Por otro lado,
el productor de espirdlidos Alexandrium ostenfeldii es comiinmente observado durante
la primavera en el Canal de Beagle (Tierra del Fuego). Andlisis de toxicidad a partir de
cultivos celulares detectaron la presencia de 13-desmetil espirdlido (13-desMe-C =
SPX1), 20-methyl espirdlido G (20-Me-G) y un tercer componente que no coincidio en
su estructura molecular con ningtn espirdlido descripto anteriormente (Almandoz et al.,
2014). Asimismo, se han detectado concentraciones moderadas (> 16 ug/kg) de SPX1
en los moluscos Aulacomya ater y Mytilus edulis provenientes de Bahia Brown (Tierra
del Fuego), y concentraciones bajas (menores al limite de cuantificacién) en bivalvos
provenientes de las costas de Santa Cruz, Chubut, Rio Negro y Buenos Aires (Turner &

Goya; 2015).
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A pesar de la importancia del género Alexandrium como productor de eventos
toxicos en el Mar Argentino, que ocasionan con frecuencia vedas para la recoleccion de
moluscos y ocasionalmente casos severos de intoxicacion humana por TPM, no existen
hasta el momento trabajos holisticos que aborden su variabilidad morfoldgica, genética
y toxinoldgica. En el presente capitulo se analiza la diversidad, distribucion y
abundancia del género Alexandrium por medio de estudios morfologicos y moleculares,

en conjunto con la deteccion y cuantificacion de toxinas relacionadas.

5.2 Descripcion morfologica de las especies
encontradas

Alexandrium tamarense (complejo de especies) (Fig. 5.6)
Balech (1995): 38-50 Lams. VI a XI.

La mayoria de las células de forma levemente aplanada respecto del eje
longitudinal, mas anchas que largas (Fig. 5.6A), aunque algunas de mayor largo
respecto del ancho, con una epiteca mayor a la hipoteca y una forma mas o menos oval
en vista ventral (Fig. 5.6 B). El cingulum es excavado y descendiente, con aletas de
desarrollo moderado (Fig. 5.6 C). La placa Po posee forma de coma y un poro apical
mayor con poros marginales mas pequefios. Unas pocas células presentaron un poro de
conexion en la placa Po (Fig. 5.6 C). La placa 1’ posee el margen derecho concavo en la
region anterior bordeando la 4” (Fig. 5.6 D) o de forma casi rectangular con margenes
rectos (Fig. 5.6 F). Algunas células presentan un pequefio puente en el margen posterior
de la 1" (Fig. 5.6 G). Presencia de un poro ventral localizado en la sutura entre las placas
1" y 4 (Fig. 56 H) o en el margen derecho de la 1’ (Fig. 5.6 1), aunque
excepcionalmente también sobre la 4’ (Fig. 5.6 J). El tamafio del poro ventral es variable
respecto de 1', aunque siempre circular (Fig. 5.6 K-M). La placa 6" es siempre mas
ancha que alta (Fig. 5.6 K, L, N) y la Sp ~1.6 veces mas larga que ancha (n = 15) y sin
poro de conexion (Fig. 5.6 N, O), aunque unos pocos especimenes presentaron una
placa Sp de forma casi isodiamétrica y con poro de conexion (Fig. 5.4 P-R).

Dimensiones: largo 25-37 um, ancho: 25-38 um (n = 30).
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Fig. 5.6: Fotografias de representantes del complejo 4. tamarense tomadas con microscopia optica (A, B,
G, N, 0), 6ptica de fluorescencia (C, N) y electronica de barrido (D-F, H-M, P, Q). A-C) Aspecto general
en vista ventral, note el desplazamiento del cingulum en C (flecha). D) Detalle de la region apical, note la
presencia de un poro de conexion en Po (flecha). E-G) Tres placas 1’, note la concavidad del margen
derecho de la placa en E y la presencia de un puente en la region posterior en G (flecha). H-J) Detalles de
la 1', note la posicion del poro apical, entre 1’ y 4’ en H, en 1’ en [ y en 4’ en J (flechas). K-M) Vista
ventral (K), dorso-apical (1) y apical (M) donde se observan los diferentes tamafios relativos del poro
ventral, note las dimensiones de la placa 6”, mas ancha que alta. N) Vista interna ventral de la epiteca,
note las dimensiones de la placa 6”. N) Vista ventral de la epiteca. N-Q) Vistas antapicales, note que la
placa Sp es alargada en N y O y no posee poro de conexion, mientras que en P y Q es casi isodiamétrica y
se observa la presencia del poro de conexion. Escala: A-C, H, K-O, Q, R=10 um. D-G, I, J, P=2 pum.
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Alexandrium aff. minutum Halim (Fig. 5.7)
Balech (1995): 24-26 Lam. L.

Sinénimos: Pyrodinium minutum (Halim) Taylor; Alexandrium ibericum Balech;
Alexandrium lusitanicum Balech; Alexandrium angustitabulatum Taylor.

Contorno celular de forma oval (Fig. 5.7). Placa Po con forma de coma, sin poro
de conexion (Fig. 5.7 B, C). Placa 1’ de forma elongada con un poro ventral en el
margen derecho ubicado hacia la mitad de la placa (Fig. 5.7 B) o en la region posterior
(Fig. 5.7 C). Presencia de una prolongacion muy fina de la placa 1’ contactando con Po
(Fig. 5.7 D). Placa 6" angosta, ~1.2 a 1.75 veces mas larga que ancha (n = 18) (Fig. 5.7
E, F). Sp corta, ~1.5 veces mas ancha que larga (n = 12) (Fig. 5.7 G, H).

Dimensiones: largo 23 a 35 um, ancho 20 a 33 um (n = 15).

Fig. 5.7: Fotografias de A. minutum tomadas con microscopia optica (A, D, G, H) y electronica de barrido
(B, C, E, F). A) Aspecto general en vista ventral. B) Vista ventro-apical, note la ubicacion del poro
ventral en la region central de la placa 1’ (flecha). C) Vista apical, note la ubicacién del poro ventral en la
mitad posterior de la placa 1’ (flecha). D) Detalle de placa 1’, note la presencia de una prolongacion apical
muy fina de 1’ contactando con Po. E-F) Vista lateral-derecha, note las dimensiones de la placa 6", mas
alta que ancha. G-H) Vista antapical, note las dimensiones de la Sp, mas ancha que larga. Escala= 10 pm.

Alexandrium ostenfeldii (Paulsen) Balech and Tangen (Fig. 5.8)
Balech (1995): 30-33 (4. ostenfeldii-A. peruvianum) Lams. 111 y IV.

Sinonimos: Goniodoma ostenfeldii Paulsen; Gonyaulax ostenfeldii (Paulsen) Paulsen;
Gonyaulux ostenfeldii (Paulsen) Paulsen; Heteraulacus ostenfeldii (Paulsen) Loeblich;
Gessnerium ostenfeldii (Paulsen) Loeblich & Loeblich; Triadinium ostenfeldii (Paulsen)
Dodge.
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Contorno celular globoso con mérgenes redondeados (Fig. 5.8 A). Placa 1’ elongada con
margenes rectos y un poro ventral grande de forma arrifionada (Fig. 5.8 B, C). Placa Sa
de similar largo que ancho con forma de letra A.

Dimensiones: largo 30 a 45 um, ancho: 25 a 45 pum (n = 20).

Fig. 5.8: Fotografias de 4. ostenfeldii tomadas con microscopia optica (A- D).
A) Contorno general en vista ventral. B, C) Vistas ventral interior B) y apical
C) de la epiteca, note el gran tamafio del poro ventral y la forma de la placa 1/,
presentando un margen derecho formado por dos segmentos rectos a cada lado
del poro. D) Detalle de la region sulcal, note la forma de letra A de la placa Sa.
Escala: A-C=10 pm.

5.3 Distribucion y abundancia del género
Alexandrium y toxinas asociadas

5.3.1 Campaiia de otoiio (C1)
Distribuciéon y abundancia

El género Alexandrium se observo en el 7 % de las muestras de botella,
correspondientes al Golfo San Jorge y alrededores (Fig. 5.9), con densidades celulares
de 200, 640 y 1.240 cél. L’lque representaron entre el 3,5 y 11 % de la abundancia total

de los dinoflagelados (promedio = 6 %). Se observé ademds en muestras de red en seis
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estaciones ubicadas en el Golfo San Jorge, en aguas de plataforma frente a la provincia

de Buenos Aires, y en Bahia Grande, Santa Cruz (Fig. 5.9).
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Todas las células analizadas mediante técnicas de microscopia fueron asignadas
al complejo A. tamarense. El rango de temperatura en que se encontraron células del
complejo 4. tamarense fue de 10 a 18 °C y la salinidad de 32,7 a 34,2, mientras que su

densidad maxima se registro a 12 °C y 33,4.

Fig. 5.9: Distribuciéon y abundancia del género Alexandrium en muestras de botella y

presencia en muestras de red durante la C1.

Toxinas asociadas
Todas las toxinas detectadas durante la C1 corresponden al grupo de las TPM, las cuales
se detectaron en el 45 % de las muestras de red correspondientes a la fraccion de 20-50

um, y en una muestra de la fraccion de 50 a 200 um, en concentraciones entre 4,7 y

Capitulo 5: Especies de Alexandrium y toxinas asociadas Pégina 105



5257 ng LR y de 4 ng respectivamente. Se encontraron tres analogos diferentes de
TPM: GTX 2/3, STX y NEO-STX. Las GTX2/3 dominaron el perfil en el 85% de las
muestras (n = 20), en las cuales representaron entre el 98 y 100 % del total de TPM
(Fig. 5.10). Se detecté STX en cinco muestras, en concentraciones de 11 a 40 ng LR™,
dominando el perfil de toxinas en dos de ellas colectadas al sur del area de estudio. El
analogo NEO-STX se detectd en una unica muestra obtenida en el Golfo San Jorge, en
la cual domin¢ el perfil (Fig. 5.8), alcanzando una concentracion de 647 ng LR

Las maximas concentraciones de TPM (entre ~1.000 y 5.000 ng LR™) se
hallaron en el Golfo San Jorge y en aguas abiertas adyacentes, asociadas a la presencia
de células del complejo A. tamarense (Fig. 5.11). En algunas estaciones se detectaron
toxinas y no se encontraron células de Alexandrium (E: 11, 12, 13, 14, 19, 115, 122, C39B,
146 e 147), aunque en estas muestras las concentraciones de TPM detectadas fueron
bajas (< 180 ng LR™). Por otro lado en una estacion se presento el caso contrario, con
deteccion de células pero no de TPM (E: 152). De todas maneras se encontrd una
correlacion significativa entre células de Alexandrium y concentracion de TPM (r= 0,6 p
< 0,05). Las cuotas celulares de TPM estimadas para Alexandrium variaron entre 1,2 y
35,5 pg cél.”! (n = 5) con maximos al sur del Golfo San Jorge y en aguas abiertas

adyacentes.

mGTX2/3 mNEO-STX mSTX
100% -

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20%

10%
0%

Abundancia relativa

7R L& Bl lig Lo Cy Qg Cs Sy 0‘3‘9& Sq Gz G, g5 G 4"“93- &/‘fd‘ 4>
Estaciones
[ I I I
55°S 48°S 45°S  43°S
Sur del Mar Argentino Golfo Norte del Mar
San Jorge Argentino

Fig. 5.10: Perfil de toxinas detectado en la fraccion de 20-50 pm de muestras de red a lo largo de la C1.
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Fig. 5.11: (A) Concentracion de toxinas detectadas en la fraccion de 20-50 um de muestras de red y (B)
abundancia de células de Alexandrium sp. en muestras de red no fraccionadas a lo largo de la C1.

5.3.2 Campaiia de verano tardio (C2)
Distribucion y abundancia

El género Alexandrium se observo en el 30 % de las muestras de botella,
correspondientes al Golfo San Matias y al sur de Peninsula de Valdés (Fig. 5.12), con
densidades celulares entre 20 y 160 cél. L™ que representaron entre el 0,1 y el 2,5 % de
la abundancia total de los dinoflagelados (promedio = 0,5 %). El género Alexandrium
fue detectado ademds en muestras de red en otras cinco estaciones en la zona de “El
Rincén” y Peninsula de Valdés. Todas las células analizadas mediante técnicas de
microscopia fueron asignadas al complejo A. tamarense, las cuales se detectaron en un
rango de temperatura entre 14 y 18 °C y a una salinidad de 33,2, presentando las

maximas densidades celulares a 18 °C.
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Fig. 5.12: Distribucion y abundancia del género Alexandrium en muestras de botella y presencia en
muestras de red durante la C2.

Toxinas asociadas

Se detectaron toxinas en el 17 % de las muestras de red en las fracciones de 20 a
200 um, y fueron todas del grupo de las TPM. Las concentraciones totales variaron
entre 9,3 y 763,3 ng LR™'. Se encontraron ocho analogos diferentes de TPM: GTX 1/4,
GTX 2/3, C1/2, STX y BI. Las mayores concentraciones las alcanzaron los analogos
GTX1/4 en la fraccion de 50-200 pm, mientras que en la fraccion de 20 a 50 um las
concentraciones variaron entre 9,3 y 286,6 ng LR, correspondiendo las
concentraciones maximas a GTX2/3 y STX. Las GTX2/3 dominaron el perfil en tres de
las cuatro estaciones en las cuales se detectaron TPM en la fraccion de 20-50 um,
mientras que en una de ellas el perfil estuvo dominado por STX (Fig. 5.13 A). En la
fraccion de 50-200 um se detectaron TPM en seis estaciones y presentaron tres perfiles

diferentes, dominados por GTX1/4, GTX2/3 y STX (Fig. 5.13 B).
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Fig. 5.13: Perfiles de toxinas detectados en la fraccion de 20-50 pm (A) y en la fraccion de
50-200 um (B) de muestras de red a lo largo de la C2.

Las méaximas concentraciones de TPM se detectaron en el Golfo San Matias y al
sur de Peninsula de Valdés. En las cuatro estaciones de la fraccion de 20-50 um en las
cuales se encontraron TPM también se hallaron células del complejo 4. tamarense (Fig.
5.14). La correlacion entre células y TPM fue significativa (= 0,57 p < 0,05). Las
cuotas celulares calculadas variaron entre 0,9 y 5.2 pg TPM cél.”' (n = 3), con el valor
maximo al sur de la Peninsula de Valdés. Por otro lado, se detectaron bajas densidades
(< 40 cél. LR, excepto por una estaciéon con 119 cél. LR™") del complejo 4. tamarense
en otras siete estaciones en las que no se detectaron toxinas en la fraccion de 20-50 um.

A su vez en dos estaciones (E 4K1 y 6K1) en la fraccion de 50-200 se detectaron
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concentraciones de 10 y 532 ng LR de GTX2/3 y GTX1/4 respectivamente pero no se

encontraron células del género Alexandrium.
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Fig. 5.14: (A) Concentracion de toxinas detectadas en la fraccion de 20-50 um de muestras de red y (B)
abundancia de células de Alexandrium sp. en muestras de red no fraccionadas a lo largo de la C2.

5.3.3 Campaiia de primavera (C3)
Distribucion y abundancia

El género Alexandrium se observo en el 78 % de las muestras de botella, con
densidades celulares entre 20 y 2,75 x 10* cél. L', que representaron entre el 0,1 y el 69
% de la abundancia total de los dinoflagelados (promedio = 8 9%). Las méximas

abundancias se hallaron en el Golfo San Matias (1,3 x 10° cél. L"), en aguas de
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plataforma frente a Peninsula Valdés (1,1 x 10° ¢él. L), en el Golfo San Jorge (16,5 x
10* cél. L") y en aguas de plataforma a los ~44 °S (2,7 x 10% cél. L) (Fig. 5.15).

Los ejemplares del género Alexandrium analizados mediante microscopia y a
partir de muestras de red durante esta campafa se asignaron a tres taxones: complejo de
especies A. tamarense, A. aff. minutum y A. ostenfeldii. Las células correspondientes al
complejo A. tamarense fueron las mas frecuentes y con mayor abundancia relativa. Se
observaron en 22 estaciones de muestreo, principalmente en aguas de la plataforma
desde los 39 a los 47 °S (Fig. 5.16 A). Sus abundancias relativas variaron entre 29 y 100
%, con un promedio de 94 %. Alexandrium aff. minutum se encontrd en cuatro
estaciones correspondientes al talud a los ~40 y 44 °S y a aguas cercanas a Peninsula
Valdés (Fig. 5.16 B). Sus abundancias relativas fueron bajas, variando del 6 al 20 %.
Alexandrium ostenfeldii se detectd en nueve estaciones correspondientes al talud a los
~40 y 44 °S, a Peninsula de Valdés y al sur de la Provincia de Buenos Aires (Fig. 5.17
C). Las abundancias relativas variaron entre un 0,5 y 100%, con un promedio de 52%.

A pesar de las altas abundancias relativas del complejo A. tamarense
determinadas a partir de técnicas de microscopia, mediante la aplicacion de primers
especificos se detectaron unicamente bajas sefiales correspondientes a A. catenella (=
ribotipo I del complejo A. tamarense). Por otro lado, la secuenciacion del material
genético obtenido a partir del aislamiento de células de la estacion 27 (Peninsula
Valdés) permitid corroborar la especie A. catenella, mostrando cercania filogenética con
la cepa MDQ1096 de Argentina (Fig. 5.17).

Los anélisis moleculares confirmaron la presencia de 4. minutum en una de las
estaciones frente a Peninsula Valdés y en otras ocho estaciones correspondientes al
talud a los ~40 y 44 °S y al sur de Provincia de Buenos Aires, en las cuales no se
encontraron células similares a A. minutum mediante andlisis microscépicos (Fig. 5.16
B). Asi también, A. ostenfeldii fue detectado en diez de las once estaciones analizadas
con técnicas moleculares, de las cuales en tres no se hallaron células vegetativas durante
los anélisis microscopicos (Fig. 5.16 C).

Ademas de las células vegetativas moviles del género Alexandrium también se
encontraron quistes de pelicula en siete estaciones. Estos quistes se diferencian de las
células vegetativas moviles por presentar una forma mas esférica, un mayor tamafo
(~50 pum), un citoplasma granuloso y una cubierta celular muy delgada luego de la
pérdida de la teca (Cembella et al. 2000) (Fig. 5.18). Algunos ejemplares, sin embargo,

conservaban parte de la teca adherida a la cubierta externa.
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Las tres especies encontradas durante la C3 se hallaron en rangos de temperatura
muy similares, entre ~8 y 13 °C, y a salinidades entre ~33 a 34. Las densidades

celulares maximas de las tres especies se encontraron a 11 °C y a una salinidad de 33,2.
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Fig. 5.15: Distribucion y abundancia del género Alexandrium en muestras de botella durante la C3.

Toxinas asociadas

Durante la C3 se detectaron tanto TPM como SPX. Las TPM se hallaron en el
60 % de las estaciones, en concentraciones totales entre 0,1 y 1,156 ng LR™. En
promedio, el 98% de TPM total se detectd en la fraccion de 20-50 um, representando en

cada estacion entre el 80 y 100% del contenido total. Se encontraron ocho analogos
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diferentes de TPM: GTX 1/4, GTX 2/3, C1/2, STX y NEO-STX. Las GTX1/4
dominaron el perfil en casi todas las muestras (Fig. 5.19), representando entre el 23 y 97
% del total de TPM (promedio: 78%), mientras que los analogos GTX 2/3 se
encontraron en proporciones entre 2 y 66 % (promedio: 14%) y dominaron el perfil en
una unica estacion (E: 16).

Las C1/2 representaron entre el 1 y 26 % del total de TPM (promedio: 7 %), y
STX y NEO-STX fueron los andlogos menos frecuentes y abundantes, y no superaron el
4 % del total de TPM con promedios menores al 1 %.
Las maximas concentraciones de TPM se hallaron en el Golfo San Jorge y en aguas
abiertas adyacentes, asociadas a la presencia de células del género Alexandrium (Fig.
5.20). La correlacion entre células y TPM fue alta y significativa (r= 0,88 p < 0,05).
Las cuotas celulares de TPM estimadas para Alexandrium sp. se encontraron todas por
debajo de los 0,8 pg cél.”" (n=23).

Mediante analisis de toxinas lipofilicas se detecto la presencia de SPX asociados
a la presencia de A. ostenfeldii (Fig. 5.21), mostrando también una correlacion alta y
significativa (r= 0,81 p < 0,05). El SPX1 fue el andlogo mas frecuente y abundante,
presente en el 23% de las estaciones en concentraciones entre 28 y 2.747 ng LR,
mientras que el 20-Me SPX-G se detectd solo en dos estaciones, en las que represent6 el
0,02 y 1,7 % del contenido total de SPX. Los mayores porcentajes (84 % a 100 %) de
SPX se detectaron en la fraccion de 20-50 um, con la excepcion de dos muestras (E 1 y
4) de la fraccion de 50-200 um en las que se encontraron respectivamente el 50 y 38 %
de las concentraciones de SPX. En estas muestras se detectaron también células de 4.
ostenfeldii 6 quistes de pelicula de Alexandrium sp., aunque en bajas densidades
relativas (<1,6 cél. x10° LR™). Los valores maximos de SPX se hallaron en aguas del
talud a los 40 y 44 °S, y en aguas de plataforma al sur de la Provincia de Buenos Aires.
Las cuotas celulares de SPX estimadas para A. ostenfeldii variaron entre 15y 36 pg cél.”

' (n=3).
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Fig. 5.17: Arbol filogenético de la region D1-D2 LSU rDNA el cual incluye secuencias obtenidas a partir
de células de 4. catenella aisladas manualmente de la muestra de red correspondiente a la estacion 27
(Peninsula Valdés). La alineacion consiste de secuencias representativas de las diferentes especies del
género Alexandrium agrupadas segun el criterio indicado en John et al. (2014).
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Fig. 5.18: Fotografias de quistes de pelicula del género Alexandrium tomadas con
microscopia optica. A-D) Secuencia mostrando diferentes momentos del proceso de
diseccion del quiste, note la fragil teca y el citoplasma en forma de granulos.
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Fig. 5.19: Perfil de toxinas detectado a partir de la suma de las fracciones de 20-200 um de muestras de
red a lo largo de la C3.
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fracciones de 20-200 um de muestras de red a lo largo de la C3.
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5.3.4 Campaiia de verano (C4)

Distribucion y abundancia

El género Alexandrium no se detectd en muestras de botella de ninguna de las 7
estaciones realizadas. En muestras de red se encontraron células pertenecientes al
complejo 4. tamarense en las estaciones 1, 7 y 13, correspondientes a aguas frente a
Peninsula Valdés, al sur del Golfo San Jorge y frente a la Isla de los Estados (55 °S),
respectivamente.

Las células del complejo 4. tamarense se hallaron a temperaturas entre 8 y 15°

C y auna salinidad de 33,5.

Toxinas asociadas

Se detectaron TPM en las estaciones 1 y 7, situadas frente a Peninsula Valdés y
al sur del Golfo San Jorge, en concentraciones de 76 y 522 ng LR™' respectivamente. Se
encontraron dos analogos de TPM: C1/2 y GTX 2/3. Los analogos C1/2 se detectaron
unicamente en la estaciéon 7 en la fraccion de 20-50 pum, en la cual alcanzaron la
concentracién méaxima (348 ng LR™). Los analogos GTX2/3 fueron las unicas TPM
halladas en la estacion 1, en similar concentracion en las fracciones de 20-50 um y de
50-200 um (46 y 30 ng LR™' respectivamente). Ademas se detectaron 174 ng LR en la
estacion 7, en la fraccion de 20-50 um.

La deteccion de TPM durante la C4 estuvo asociada a la presencia de células del
complejo A. tamarense (Fig. 5.22); presentando una correlacion alta y significativa (r=
0,88 p < 0,05). Las cuotas celulares estimadas para el total de TPM fueron de 2 y 13 pg
cél.”!, con el mayor valor al sur del Golfo San Jorge. En la estacion 13 no se detectaron
TPM pero se observaron células del género Alexandrium, aunque en bajas densidades
relativas (13 x 107 cél. LR™). En la fraccién de 50-200 pm se detectd GTX2/3 en la

estacion 1.
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5.4 Discusion y Conclusiones

El género Alexandrium representd un componente frecuente del fitoplancton
durante las cuatro expediciones, mostrando ademas una amplia distribucion latitudinal
desde los ~38 a los ~55,5 °S. Se observo tanto en aguas de la plataforma continental
como en el talud y en un amplio rango de temperatura (8-18 °C) y salinidad (32,2-34,7),
lo cual coincide con datos previos de su distribucién en el Mar Argentino (Balech,
1995). Asimismo en términos cuantitativos fue un componente importante de los
dinoflagelados, en especial durante la campana de primavera, en la que represento hasta
el 70% del total de los mismos y alcanzé las mayores abundancias (max. 2,75 x 10* cél.
L") en los Golfos San Matias y San Jorge, y en aguas de plataforma cerca de Peninsula
Valdés. Esto coincide con los reportes previos de floraciones primaverales de

Alexandrium en el Mar Argentino (Carreto et al., 2002) y podria estar relacionado con la
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presencia de condiciones hidrograficas especificas, como una fuerte estratificacion de la
columna de agua en los golfos (Gagliardini & Rivas, 2004; Krock et al., 2015) y un
marcado frente de mareas en la Peninsula (Carreto, 1986; Acha et al., 2004), las cuales
suelen favorecer la acumulacion de dinoflagelados (Cloern et al., 2005; Jephson &
Carlsson, 2009). En este sentido, los sitios muestreados durante las C2 y C3 cercanos a
la Peninsula Valdés se corresponden con la zona de transicion del frente, la cual se
caracteriza por presentar baja diversidad especifica del fitoplancton y un predominio
frecuente de dinoflagelados, entre ellos representantes del complejo A. tamarense
(Carreto et al., 2007).

Los ejemplares de Alexandrium encontrados con mayor frecuencia y abundancia
durante los analisis microscopicos de las cuatro campanas de muestreo analizadas
pertenecieron al complejo A. tamarense, lo cual se condice con informacion previa para
el Mar Argentino (Balech, 1995; Gayoso & Fulco, 2006). No obstante, en el presente
estudio se hallaron por primera vez para la zona otras dos especies toxigenas, A.
minutum y A. ostenfeldii, mediante andlisis microscOpicos y moleculares. Mientras que
los representantes del complejo 4. tamarense se encontraron principalmente en aguas de
la plataforma desde los 39 a los 55 °S durante las 4 campafias, A. minutum y A.
ostenfeldii se detectaron mayormente en aguas del talud y inicamente en primavera. Las
densidades de 4. minutum fueron bajas respecto de las otras dos especies detectadas.
Esto podria deberse a que se trata de una especie que suele ocurrir en ambientes
costeros ricos en materia orgdnica, como estuarios o lagunas (Belin, 1993; Giacobbe et
al., 1994; Vila et al., 2001), o incluso en pequefios puertos (Bravo et al., 2010), con
temperaturas Optimas de crecimiento alrededor de los 15°C (Chapelle et al., 2015). Las
aguas del Mar Argentino, mayormente influenciadas por la corriente fria de Malvinas
(Piola & Matano, 2001) y con temperaturas promedio anuales alrededor de 13 °C
(Rivas, 1994), podrian no ser propicias para el desarrollo de la especie.

Los representantes del complejo A. tamarense se caracterizaron por mostrar
rasgos morfologicos variables, como la forma de las placas 1’y Sp y la ubicacion y
tamafio del poro ventral. Esta variabilidad en los caracteres morfoldgicos en miembros
del complejo A. tamarense también ha sido observada en cepas del ribotipo I aisladas de
la costa este de Groenlandia, especialmente en la morfologia de la Sp y en la conexion,
tamafio y forma de las placas 1" y 6" (Tillmann et al., 2016a). Durante el presente
estudio no se observaron cadenas de células, pero este no es un caracter estable ya que

suele variar de acuerdo a condiciones ambientales (Jiang et al., 2010), y en particular
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dentro del complejo A. tamarense donde es considerado plesiomoérfico y no se utiliza
actualmente como un indicador taxondmico de peso (John et al., 2003; Leaw et al.,
2005).

Algunos especimenes hallados durante la C3 y asignados al complejo A.
tamarense por medio de analisis microscOpicos presentaron una forma mas o menos
ovoide y una placa Sp romboidal con poro de conexion, lo cual pareceria concordar con
la descripcion de A. acatenella para especimenes de Japon (Balech, 1995; Yoshida et
al., 2003). Segin Balech (1995) esta especie puede distinguirse de A. tamarense por
presentar una forma general mas ovoide, con la epiteca de mayor largo que la hipoteca,
una placa Sp mas ancha y por la presencia de un poro de conexion. Sin embargo, el
mismo Balech remarc6 que la categorizacion de A. acatenella como especie separada de
A. tamarense es dudosa. Si bien la variabilidad morfoldgica dentro del complejo A.
tamarense es amplia y se requieren andlisis moleculares para la determinacion
fehaciente a nivel especifico, no es posible descartar la posibilidad de que las
morfologias observadas por Balech (1995), al igual que las mencionadas como atipicas
en el presente estudio, correspondan a un ribotipo diferente dentro del complejo, para el
cual atin no se poseen cultivos ni datos moleculares.

Los analisis filogenéticos llevados a cabo sobre células aisladas durante la
C3-ubicaron las secuencias obtenidas dentro del ribotipo I del complejo A. tamarense,
lo cual concuerda con la informacion genética de una de las dos cepas del Mar
Argentino analizadas hasta el momento (Penna et al., 2008). A pesar de ello, no se pudo
confirmar la presencia de dicho taxon aplicando marcadores moleculares en muestras de
campo, lo cual podria deberse a diferentes causas. Por un lado, la baja sefial podria ser
resultado de una mala calidad del ADN en las muestras. En este sentido, los falsos
negativos son frecuentes en analisis moleculares de muestras de campo debido a la
presencia de inhibidores de PCR en el medio, los cuales son extraidos junto con el ADN
(Wilson, 1997; Park et al., 2007). Por otro lado, los resultados moleculares negativos
para la deteccion de integrantes del complejo A. famarense podrian deberse a la
presencia del ribotipo V (=A4. australiense) (John et al., 2014), para el cual no se
utilizaron cebadores ni sondas especificas durante los analisis realizados en este estudio.
Una tultima alternativa es que las poblaciones del complejo 4. tamarense de Argentina
comprendan especimenes con regiones SSU rDNA y LSU rDNA muy variables, de
manera de no poder ser detectados con sondas disefiadas para poblaciones de otras

regiones del mundo. En este sentido, cuando el método de PCR es aplicado a muestras
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de campo debe considerase la posibilidad de que la variabilidad en el contenido de ADN
ribosémico y/o la alta variabilidad dentro de una misma poblacion de Alexandrium a
nivel local o regional afecten su eficiencia (Galluzzi et al., 2010; Toebe et al., 2013).

Los analisis morfoldgicos indicaron la presencia de células con caracteristicas
similares a 4. minutum pero que no coincidieron completamente con su descripcion
clasica. Una de las diferencias encontradas fue que las células analizadas en este estudio
presentaron un tamafio levemente mayor (23-35 um) que el descripto en la literatura
(15.5-29 um, Balech, 1995). La caracteristica morfoldgica mas distintiva de 4. minutum
es la forma angosta (mdas larga que ancha) de la placa 6" (Balech, 1995), la cual se
observo en los especimenes analizados durante la C3. Asimismo, las dimensiones y
forma de la placa 6" resultaron ser similares a las descriptas para células de A. minutum
de Nueva Zelanda (MacKenzie and Berkett , 1997). Por otro lado, el grado de conexiéon
entre las placas 4’ y 6” fue mayor en los especimenes analizados que en la descripcion
original. En este sentido una variacién considerable en la conexion entre ambas placas
se observo previamente en cultivos de 4. minutum de Dinamarca (Hansen et al., 2003).
Otra caracteristica observada usualmente en A. minutum es una aparente desconexion
entre la placa 1"y Po, causada por la presencia de una prolongacion muy fina de la placa
1" (Balech, 1995), la cual se evidencia unicamente al diseccionar la teca. Las células
analizadas durante este estudio presentaron siempre una prolongacion de la placa 1’
contactando con Po, al igual que en los cultivos de Francia analizados por Lily et al.
(2005) y en poblaciones naturales de Jamaica (Ranston et al., 2007). Todos los
especimenes asignados a A4. aff. minutum durante este estudio presentaron un poro
ventral. De acuerdo con la descripcion clasica de A. minutum, el poro ventral se localiza
en el margen posterior derecho de la placa 1’ (Balech, 1995), sin embargo este no fue el
caso de todas las células asignadas a la especie durante este estudio, ya que en algunas
de ellas el poro se encontrd ubicado en la region media de la placa 1. A pesar de que la
ubicacion del poro fue variable en los ejemplares analizados, la presencia en si del poro
no es un caracter estable ya que analisis morfoldgicos y moleculares mostraron que su
presencia o ausencia varia en cultivos de 4. minutum (Kim et al., 2002).

Si bien los analisis morfolégicos no coincidieron totalmente con descripciones
previas de A. minutum para otros lugares del mundo, su presencia fue confirmada por
primera vez en el Mar Argentino mediante la aplicacion de técnicas moleculares. Esto

es un hecho relevante ya que esta especie suele presentar un perfil toxico caracterizado
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por el dominio de gonyautoxinas (=GTX), las cuales presentan un alto nivel de
toxicidad frente a vertebrados (Cembella et al., 1987; Cusick & Sayler, 2013).

La tercera especie toxigena de Alexandrium hallada durante este estudio
mediante la aplicacion de técnicas tanto moleculares como de microscopia, fue
Alexandrium ostenfeldii, la cual habia sido observada previamente en el Canal de
Beagle, Tierra del Fuego (Almandoz et al., 2014), pero nunca en aguas abiertas del Mar
Argentino. 4. ostenfeldii se caracteriza por presentar un poro ventral de gran tamafio y
una placa 1' alargada y oblicua (Balech, 1995), lo cual facilita su identificacion
microscopica respecto de las otras dos especies del género encontradas. Al igual que los
especimenes del Canal de Beagle, las células analizadas durante este estudio
presentaron una placa 1’ con margenes derechos y rectos (caracteristica de A.
ostenfeldii) y una placa Sa en forma de A (caracteristica de A. peruvianum). Esto apoya
los resultados de Kremp et al. (2013), quienes proponen la existencia de una Unica
especie que presenta variabilidad en las caracteristicas morfoldgicas propuestas para la
diferenciacion de especies, entre ellas la forma de las palcas Say 1.

Los andlisis de toxinas hidrofilicas revelaron la presencia de TPM en todas las
campafias realizadas, con concentraciones maximas en otolo Yy primavera,
particularmente en los Golfos San Matias y San Jorge, y aguas adyacentes a Peninsula
Valdés. A lo largo de las cuatro expediciones se detectaron varios analogos de TPM.
Durante la C1 y C2 los mas frecuentes y abundantes fueron los andlogos GTX2/3 (5181
y 218 ng LR respectivamente), en la C3 los analogos GTX1/4 (1104 ng LR") y en la
C4 los analogos C1/2 (348 ng LR™"). STX, NEO-STX y B1 se detectaron con menor
frecuencia, sin embargo NEO-STX y STX alcanzaron altas concentraciones relativas en
las C1 y C2 (647 y 207 ng LR respectivamente). Las cuotas celulares de TPM total
estimadas durante las cuatro campanas para el complejo 4. tamarense (C1, C2'y C4) y
para el complejo 4. tamarense mas A. aff. minutum (C3) variaron entre 0,9 y 35,5 pg.
cél.”!. Los valores maximos se detectaron durante la C1 de otofio y C3 de primavera, en
aguas abiertas frente a la Provincia de Buenos Aires y frente al Golfo San Jorge
respectivamente, mientras que las cuotas celulares minimas se hallaron en regiones
costeras. Un patrén similar se observo mediante estudios de toxicidad realizados con
cultivos del complejo 4. tamarense, los cuales presentaron cuotas celulares con los
maximos correspondiente a cepas aisladas frente a Peninsula Valdés y los minimos a
cepas de zonas costeras de los Golfos San José y Nuevo (Montoya et al. 2010). Asi

también las maximas densidades celulares y niveles de toxicidad del género
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Alexandrium estimados a partir de muestras de campo se presentan mar adentro y
asociadas a frentes (Carreto et al., 1986; Méndez et al., 1996).

La deteccion de TPM mostro generalmente una buena asociacién con la
presencia de células del género Alexandrium, aunque hubo algunas excepciones. En
algunos casos se encontraron células de Alexandrium y no hubo deteccion de TPM; esto
se observo en una estacion de la C1, en seis estaciones de la C2, en nueve estaciones de
la C3 y en una estacion de la C4. Sin embargo, las densidades celulares en estos casos
fueron bajas (< 20 cél. 10° LR, excepto durante la C2 en la cual alcanzaron las 119 x
10° cél. LR™. La ausencia de TPM en este Gltimo caso podria deberse a la presencia de
poblaciones no toxigenas del género. En este sentido, los analisis morfoldgicos llevados
a cabo durante este estudio asignaron la mayoria de las células al complejo A.
tamarense, el cual se caracteriza por presentar dos ribotipos (I y IV) que poseen el gen
sxtA4, responsable de la produccion de TPM, dos que no lo poseen (I Y II), y uno (V)
que puede o no poseerlo dependiendo de la cepa (John et al., 2014). Por lo tanto, no se
puede descartar la posibilidad de que ribotipos no toxigenos del complejo hayan estado
presentes, al menos en bajas densidades. Por otro lado, en diez estaciones de la C1 y en
seis estaciones de la C2 se detectaron TPM, en las fracciones de 20-50 y 50-200
respectivamente, pero no se observaron células de Alexandrium. En estos casos las
toxinas podrian haber estado acumuladas en predadores de Alexandrium sp., como
copépodos u otros dinoflagelados, que pueden acumular las toxinas y transportarlas a
través de la red trofica (Tester et al., 2000).

Los perfiles de toxinas del género Alexandrium han sido utilizados como
marcadores quimicos con el fin de diferenciar y caracterizar diferentes especies, €
incluso poblaciones geograficas dentro de una misma especie (Anderson et al., 2012a).
Sin embargo, este enfoque debe ser interpretado cuidadosamente ya que algunas
especies del género, incluyendo las pertenecientes al complejo 4. tamarense, presentan
una gran variabilidad de perfiles toxicos dependiendo de diferencias genéticas entre
cepas, incluso dentro de una poblacion morfologicamente homogénea (Alpermann et
al., 2010; Anderson et al., 2012a). En este sentido, durante este estudio se encontr6 una
gran variabilidad de perfiles a lo largo de las cuatro expediciones, lo cual también habia
sido registrado en estudios previos de toxinas tanto en cultivo como en campo para el
area de estudio. La dominancia de GTX1/4 observada durante la C3 coincide con
estudios previos de campo realizados en el Golfo San Jorge por Andrinolo et al. (1999)

y a lo largo del Mar Argentino por Montoya et al. (2010). Un perfil similar también
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caracterizo a dos cepas del complejo A. tamarense aisladas del Golfo San Jorge (Krock
et al., 2015) y a una aislada de Peninsula Valdés (Montoya et al., 2010). Por otro lado,
la dominancia de C1/2 encontrada durante la C4 coincide con los perfiles descriptos por
Carreto et al. (2001) y Montoya et al. (2010) para cultivos del complejo A. tamarense
realizados a partir de poblaciones de distintas regiones de Argentina. Los perfiles
encontrados mas frecuentemente durante las Cl y C2, dominados por GTX2/3,
coinciden con los presentados por la poblacion de otofio de Mar del Plata, caracterizada
por una baja concentracion de toxinas. Asimismo, un cultivo del complejo 4. tamarense
aislado del Golfo Nuevo también presento un alto contenido de GTX3 (Montoya et al.,
2010). Esta variabilidad en perfiles presentada por el complejo 4. tamarense también es
frecuente en poblaciones de otras regiones del mundo como el Mar del Norte y Chile
(Alpermann et al., 2010; Aguilera et al., 2013).

Si bien en este estudio la produccion de TPM estuvo asociada principalmente a
representantes del complejo A. tamarense, se debe considerar el posible aporte de TPM
por parte de 4. minutum durante la C3, durante la cual los perfiles de toxinas estuvieron
dominados por GTX1/4. Analisis previos demostraron que A. minutum presenta perfiles
muy estables dominados por los analogos mencionados (Cembella et al., 1987), por lo
tanto no es posible descartar que esta especie haya contribuido con las altas
proporciones de GTX (>80%) detectadas durante la C3, que ademas fue la unica
campafia en la que se encontraron células de 4. minutum. La presencia de A. minutum en
la comunidad plancténica del Mar Argentino, aunque sea en bajas densidades, también
explicaria las diferencias en toxicidad encontradas por Montoya et al. (2010) en
muestras de campo con altas proporciones de GTX 1/4, respecto de los contenidos y
perfiles presentados por las cepas cultivadas, las cuales presentaron mayores
proporciones de C 1/2.

La otra especie del género detectada unicamente durante la C3 fue A. ostenfeldii,
la cual es conocida en algunas regiones como productora de TPM (Mackenzie et al.,
1996; Cembella et al., 2000). El hecho de que A. ostenfeldii sea capaz de sintetizar tanto
TPM como SPX y GYM, pero no necesariamente los tres grupos de toxinas en todos los
casos, hace muy dificil la interpretacion de los perfiles en estudios de campo en los que
se encuentran mas de una especie al mismo tiempo. A pesar de ello, dado que durante
este estudio A. ostenfeldii se encontro junto con la deteccion de TPM tinicamente en seis
estaciones y siempre en abundancias menores que el complejo A. tamarense, mientras

que en muestras con dominancia de A. ostenfeldii se detectaron SPX como principales
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toxinas, se puede inferir que las poblaciones de A. ostenfeldii analizadas durante la C3
estuvieron caracterizadas por la produccion de SPX exclusivamente, o al menos como
principales componentes. Esto concuerda con el perfil hallado para la cepa de 4.
ostenfeldii aislada del Canal de Beagle (Almandoz et al., 2014). De acuerdo a la
literatura pareceria que las poblaciones de A. ostenfeldii tienden a producir TPM
exclusivamente en aguas salobres o en areas costeras (Tomas et al., 2012; Kremp et al.,
2013; Burson et al., 2014). Sin embargo, hasta el momento, las condiciones especificas
bajo las cuales 4. ostenfeldii produce o no TPM no se encuentran totalmente dilucidadas
(Suikkanen et al., 2013).

Los analisis de toxinas lipofilicas llevados a cabo durante este estudio detectaron
la presencia de SPX unicamente durante la C3 y en asociacion con la presencia de 4.
ostenfeldii, especie considerada como la tUnica productora de estos compuestos
(Cembella et al., 2001; Franco et al., 2006). El perfil detectado fue similar al encontrado
en el cultivo del Canal de Beagle (Almandoz et al., 2014), con predominio de SPX-1 y
20-Me-G en menor proporcion. La marcada dominancia de SPX-1 también coincide con
el perfil presentado por los grupos I y II de A. ostenfeldii definidos por Kremp et al.
(2013), los cuales incluyen cepas de Estados Unidos, Espafia y el Reino Unido.

Al igual que en el caso de las TPM vy representantes del complejo 4. tamarense,
en algunos casos no se encontrd una clara asociacion entre la presencia de 4. ostenfeldii
y SPX, aunque ello sucedié unicamente en tres estaciones. En una de ellas no se
detectaron toxinas pero se hallaron bajas abundancias de células (1,4 cel. x10° LR,
mientras que en las otras dos estaciones se hallo el caso opuesto, con presencia de SPX
pero no de células de A. ostenfeldii. En el primer caso la ausencia de toxinas podria
deberse a la presencia de SPX por debajo del limite de deteccion del método quimico
aplicado, o a la presencia de cepas no productoras de SPX (Salgado et al., 2015). En el
segundo caso la deteccion de SPX pudo deberse a la transferencia de toxinas a través de
la red trofica a causa de interacciones depredador-presa (Tester et al., 2000), lo cual
también explicaria las altas concentraciones relativas de SPX (270-587 ng NT'I)
detectadas en dos muestras de la fraccion de 50-200 pm. Asimismo la presencia de
quistes de pelicula en varias estaciones de la C3 también podria haber contribuido a las
inconsistencias entre la presencia de células y toxinas. Los quistes de pelicula derivan
de células vegetativas que pierden la teca, de manera que no presentan placas que
puedan utilizarse en la diferenciacion taxondémica de especies (Balech, 1995). Para

algunas especies de Alexandrium que presentan tecas fragiles, como A. ostenfeldii, estos
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quistes pueden formarse rapidamente durante la toma de muestras de red y su posterior
manipulacion (Cembella et al., 2001); u ocurrir naturalmente como parte del ciclo de
vida (Figueroa et al., 2006, 2008). En consecuencia, la presencia de quistes de pelicula
del género Alexandrium podria explicar la deteccidon de toxinas en estaciones en las que
no se hallaron células vegetativas. De igual modo, podria explicar la deteccion de
especies de Alexandrium mediante técnicas moleculares en las estaciones 4, 9, 27 y 43
de la C3 en las cuales no se encontraron células moviles del género utilizando
microscopia. La presencia de SPX se detect6 en forma reciente en bivalvos colectados
en la costa de la Provincia de Buenos Aires (Turner & Goya, 2015) y en plancton y
moluscos del Canal de Beagle (Almandoz et al., 2014), pero este estudio representa el
primer reporte de SPX en muestras de plancton de aguas del talud y plataforma del Mar
Argentino. Las cuotas celulares estimadas para SPX (15-36 pg cél.") en este estudio
resultaron ser alrededor de 50 veces mayores que las estimadas para el cultivo del Canal
de Beagle, (0.74 pg cél.") (Almandoz et al., 2014) y también fueron mayores que las
presentadas por cultivos del Mediterraneo (Salgado et al., 2015) y Dinamarca (Otero et
al., 2010; Medhioub et al., 2011). Por el contrario, resultaron menores que las estimadas
para cepas de Canada, las cuales presentaron cuotas que variaron entre ~50 y 95 pg cél.”
' (John et al., 2001) y también para cepas de Estados Unidos cultivadas en medio
repleto de nutrientes o expuestos a déficit de fosforo (73 y 96 pg cél.”! respectivamente)
(Tatters et al., 2012).

La identificacion fehaciente de especies del género Alexandrium mediante
caracteristicas morfoldgicas es una tarea compleja y la informacion obtenida aplicando
técnicas de microscopia suele ser insuficiente, por lo cual resulta de suma importancia la
aplicacion de técnicas moleculares (Groben et al., 2004; John et al., 2005). Sin embargo,
la utilizacion exclusiva de técnicas moleculares tampoco parece ser una opcidon
adecuada para la identificacion de especies. Esto se hace evidente al analizar las
discrepancias encontradas entre los datos obtenidos mediante analisis morfoldgicos y
moleculares durante la C3 de este estudio. Los resultados sugieren la necesidad de
aplicar ambos enfoques de manera complementaria en futuros analisis de composicion y
distribucion del genero Alexandrium en el Mar Argentino. El hallazgo de nuevas
especies toxigenas del género Alexandrium en el area de estudio evidencia dos hechos
importantes y no necesariamente excluyentes: la posibilidad de introducciones recientes
de especies toxigenas y la falta de estudios con técnicas apropiadas para analizar su

diversidad especifica.
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Capitulo 6: Protoceratium
reticulatum, Gonyaulax
spinifera y toxinas asociadas
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6.1 Introduccion

Los géneros Protoceratium y Gonyaulax pertenecen al orden Gonyaulacales y
ambos poseen una morfologia general similar. El género Protoceratium se caracteriza
por su forma elipsoidal, sin espinas ni hombros, pequeio tamafio y areolas bastante
fuertes. El cingulum se encuentra levemente desplazado y no presenta entrecruzamiento.
Su férmula tabular (Po, 3-4', 0-1a, 6", 6C, 6S, 6", 2"") es muy dificil de verificar en los
especimenes completos, de manera que el contorno celular es el caracter mas utilizado
en su identificacion. El género Gonyaulax presenta mayor cantidad de placas epitecales
(Po, 3-4', 0-3a, 6", 6C, 6", 2"") y tamanos y formas mas variables. Puede o no presentar
un cuello y hombros, posee una o mas espinas antapicales y un cingulum descendente
con marcado desplazamiento y de extremos entrecruzados (Balech, 1988; Dodge, 1989)
(Fig. 6.1). Ambos géneros ademds pueden diferenciarse por algunas caracteristicas de la
ultraestructura del aparato flagelar y del complejo del poro apical, aunque para la
observacion de dichos caracteres es necesario un analisis con microscopia electronica
(Hansen et al., 1996/1997).

La especie Protoceratium reticulatum fue descripta en el siglo XIX como
Peridinium reticulatum por Claparede & Lachmann (1858-1859) y luego transferida al
género Protoceratium por Biitschli (1885). Casi 100 afios después, Reinecke (1967)
describe una nueva especie, Gonyaulax grindleyi, la cual luego fue considerada como
sinénimo de Protoceratium reticulatum de acuerdo a estudios morfoldgicos (Hansen et
al., 1996/1997).

Por otro lado, Gonyaulax spinifera presenta una historia compleja en cuanto a
taxonomia y filogenia. Hasta el momento no se ha determinado si se trata de una tinica
especie o de un complejo de especies, dado que su variabilidad molecular sugiere la
presencia de varias especies cripticas (Dodge et al., 1989; Tomas et al., 1997) entre las
cuales se incluye a G. digitalis (Riccardi et al., 2009).

P. reticulatum fue la primera especie en ser considerada como productora de
yessotoxinas (YTX) (Satake et al., 1997, MacKenzie et al., 1998), un grupo de
aproximadamente 100 analogos de toxinas lipofilicas caracterizadas como poliéteres
disulfatados (Miles et al., 2005) (Fig. 6.2). Las YTX presentan cardiotoxicidad en
ratones tras ser inyectados intraperitonealmente (Terao et al., 1990; Aune et al., 2002) y

citotoxicidad frente a algunas lineas celulares de tumores humanos (Konishi et al.,
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2004). El mecanismo de accién de las YTX atn no se conoce detalladamente, pero hay
evidencia de que afectan la homeostasis de calcio en linfocitos humanos (De la Rosa et
al., 2001). P. reticulatum ha sido asociada a mortalidad de fauna marina en Sudafrica
(Grindley & Nel, 1970; Horstman, 1981), a toxicidad en mariscos en Nueva Zelanda
(MacKenzie et al., 1998), a muerte de ostras en Canadé (Cassis, 2005), y a la presencia
de YTX en el mejillon azul de Noruega (Aasen et al., 2005) y de vieiras en Japon
(Koike et al., 2006).

Fig. 6.1: Comparacion morfologica entre A) Gonyaulax spinifera y B)
Protoceratium reticulatum. Note las diferencias en el contorno general y en
el desplazamiento y entrecruzamiento cingular (tomado de Balech, 1988).

Posteriormente, la produccién de YTX y/o sus andlogos se confirmd para otras
dos especies de dinoflagelados, Lingulodinium polyedrum (Paz et al., 2004; Armstrong
& Kudela, 2006) y Gonyaulax spinifera (Rhodes et al., 2006; Riccardi et al., 2009). L.
polyedrum fue detectado de manera recurrente formando floraciones en el mar
Adriatico, durante las cuales también se detectaron YTX en muestras de plancton
(Tubaro et al., 1998; Draisci et al., 1999). Asimismo, la produccion de YTX por parte
de L. polyedrum fue recientemente confirmada en cultivo mediante espectrometria de
masas (LC-MS) (Paz et al., 2004; Armstrong & Kudela, 2006). Por otro lado, la
presencia de G. spinifera en ausencia de P. reticulatum y L. polyedrum en el plancton
estuvo asociada al establecimiento de vedas para la recoleccion de mariscos debido a la
deteccion de YTX en moluscos recolectados en el Mar Adridtico (Gazzetta Ufficiale
della Repubblica Italiana, 2002). Luego la produccion de YTX por parte de G. spinifera
fue confirmada en un cultivo de Nueva Zelanda por medio del método de ELISA
(Rhodes et al., 2006) y en dos cultivos obtenidos del Mar Adriatico utilizando LC-MS
(Riccardi et al., 2009).
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P. reticulatum es una especie con una amplia distribucion en mares y océanos de
todo el planeta; en Sudamérica se registr6 en Chile, Brasil y Argentina asociado
principlamnete a aguas frias (Balech, 1988). En Chile, P. reticulatum produce
floraciones con densidades celulares de mas de 300.000 cél. L (Rossi and Fiorillo,
2010; Alvarez et al., 2011), y la presencia tanto de células vegetativas como de quistes
se asocio a la deteccion de YTX en muestras de plancton (Krock et al., 2009a; Alvarez
et al., 2011). Asi también, en moluscos de Brasil se detectdé la presencia de YTX
(Schramm et al., 2010). Particularmente en Argentina, P. reticulatum ha sido
recientemente asociada a la presencia de YTX en muestras de plancton del Golfo San
Jorge, a partir de las cuales se establecid un cultivo que mostré un perfil de toxinas
dominado por YTX (>95%), con la deteccion de otros cuatro derivados de YTX en
forma minoritaria, los cuales no pudieron determinarse fehacientemente a causa de la
falta de material de referencia (Akselman et al., 2015).

Por otro lado, G. spinifera, una especie cosmopolita y ampliamente distribuida
en el Mar Argentino (Balech 1988; Akselman 1996), parece no contribuir
significativamente a la produccion de YTX en el area (Akselman et al., 2015). A pesar
de que no existen registros de células vegetativas de L. polyedrum en el plancton del
Mar Argentino, se han encontrado sus quistes en sedimentos correspondientes a una
estacion fija (EPEA) ubicada en las cercanias de Mar del Plata y en la zona comun de
pesca entre Argentina y Uruguay (Akselman et al., 2015).

En el presente capitulo se describen la distribucion y abundancia de P.
reticulatum y G. spinifera en el area de estudio junto con la deteccidon y concentracion

de YTX en muestras de plancton.

YTX
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Fig. 6.2: Estructura quimica de la yessotoxina (YTX) y su analogo disulfatado.

Capitulo 6: Protoceratium reticulatum, Gonyaulax spinifera y toxinas asociadas Pégina 131



6.2 Descripcion morfologica de las especies
encontradas

Protoceratium reticulatum (Claparéde & Lachmann) Biitschli (Fig. 6.1)
Balech (1988): 169, Lam. 77, Figs. 1-5 (Gonyaulax grindleyi)

Sinénimos: Peridiniopsis reticulatum (Claparéde & Lachmann) Starmach; Peridinium
reticulatum Claparéde & Lachmann; Gonyaulax grindleyi Reinecke.

Contorno ovoide, pentagonal a poligonal, sin cuello ni espinas. Epiteca con
forma de domo, mas pequefia que la hipoteca (Fig. 6.3 A, B). Areolacién muy particular
formada por un reticulado de areolas poligonales, cada una con una protuberancia
central en forma de cresta, la cual posee un poro (Fig. 6.3 B, C). Cingulum muy
excavado, con marcada areolacion, descendente (1-1,5 veces su altura) y sin
entrecruzamiento; sulcus angosto y corto (Fig. 6.3 C, D). Placa 1’ con un poro en la
region apical derecha (Fig. 6.3 C, D). Presencia de una placa intercalar (1a) en todas las
células analizadas (n = 20) (Fig. 6.3 E-H) resultando en la siguiente formula tabular: Po,
3', 1a, 6", 6¢,s, 6", 2"".

Dimensiones: largo 39-55,5 um (promedio 46 um); ancho 33-48 um (promedio 40 pum)
(n=23).

Gonyaulax spinifera (complejo de especies) Kofoid (Fig. 6.4)
Balech (1988): 166, Lam. 74, Figs. 1-4.
Sinénimos: Peridinium levanderi Lemmermann,; Spiniferites ramosus (Ehrenberg)
Mantell; Gonyaulax levanderi (Lemmermann) Paulsen, Tectatodinium pellitum Wall
Contorno celular caracterizado por la presencia de espinas antapicales bien
desarrolladas (Fig. 6.4 A) y una estructura fuerte con cuello prominente y hombro
derecho muy marcado (Fig. 6.4 A, B). Cingulum muy excavado y claramente
descendente (2-2,5 veces su altura) con entrecruzamiento muy marcado (Fig. 6.4 C-E).
Placa 6" triangular con un borde izquierdo concavo (Fig. 6.4 C, D). Areolas casi
circulares las cuales pueden o no estar perforadas o presentar poros entre ellas (Fig. 6.4
D-F). Presencia de dos (Fig. 6.4 D, E) o tres (Fig. 6.4 F) espinas antapicales.
Dimensiones: largo 37-69 pm (promedio 51 pm); ancho 32-55 pum (promedio 43 pm);
(n=20).
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Fig. 6.3: Fotografias de Protoceratium reticulatum tomadas con microscopia optica con contraste de fases
(A) y electronica de barrido (B-I). A, B) Vista general lateral. C, D) Vista ventral, note la presencia de un
poro ventral en la placa 1' (flechas). E, F) Vista apical, note la presencia de la placa intercalar (1a) y la
sutura entre las placas 2" y 3’ (flechas). G, H) Vista dorso-apical, note la sutura entre la placas 2' y 3'
(flechas). I) Vista antapical. Escala: 10 um.
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Fig. 6.4: Fotografias de Gonyaulax spinifera tomadas con microscopia 6ptica (A), dptica de fluorescencia
(B, C) y electronica de barrido (D-F). A, B) Vista general dorsal, note las espinas antapicales (A), el
prominente cuello y el hombro derecho marcado (B, flecha). C) Vista ventro-lateral derecha, note la
forma triangular de la placa 6” y el marcado desplazamiento descendente del cingulum. D) Vista ventro-
apical, note el borde izquierdo concavo de la placa 6" y la presencia de dos espinas antapicales (flecha).
E) Vista ventral, note el entrecruzamiento cingular. F) Vista dorsal, note la presencia de tres espinas
antapicales (flecha). Escala: 10 pm.

6.3 Distribucion, abundancia y toxinas
asociadas

6.3.1 Campaiia de otoiio (C1)

Distribuciéon y abundancia

La especie P. reticulatum estuvo presente en cuatro muestras de botella
colectadas en el Golfo San Jorge y aguas circundantes (Fig. 7.5 A) en abundancias de
20 a 120 cél. L' que representaron entre el 0,1 y 1,3 % de la abundancia total de los
dinoflagelados (promedio= 0,5 %). Adicionalmente se la encontrd en una muestra de

red colectada en aguas adyacentes a la boca del Golfo San Jorge (45 °S). Por su parte, se
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detectaron representantes del complejo G. spinifera en tres muestras cuantitativas
correspondientes al Golfo San Jorge y aguas circundantes, en las que representaron
entre el 0,5 y 1,5 % de la abundancia total de los dinoflagelados (promedio= 0,8 %). El
complejo G. spinifera se encontré ademas en tres muestras de red correspondientes a
dos estaciones ubicadas en el Golfo San Jorge y a una al norte del golfo (44 °S) (Fig. 6.5
B).

El rango de temperatura en que se encontraron células de P. reticulatum fue de
12 a 14 °C y el de salinidad de 33,3 a 33,6. G. spinifera se encontrd en un rango de
temperatura de 12 a 16 °C y a salinidades de 33,4 a 33,9. Las densidades celulares

maximas de ambas especies se presentaron a 13 °C y 33,4 de salinidad.
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Fig. 6.5: Distribucion y abundancia en muestras de botella y presencia en muestras de red de
Protoceratium reticulatum (A) y Gonyaulax spinifera (B) durante la C1.
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Toxinas asociadas

Se detect6 la presencia de YTX en cinco estaciones correspondientes al Golfo
San Jorge, en muestras de la fraccion de 20 a 50 pm en concentraciones de 24 a 343 ng
LR, Adicionalmente se detecté YTX en tres muestras de la fraccion de 50-200 pm
correspondientes a estaciones de la misma zona.

En las cinco estaciones con deteccion de YTX (Fig. 6.6 A) también se
encontraron células de P. reticulatum en muestras de red no fraccionadas, en
abundancias entre 4 y 28 x10° cél. LR™'; presentando una correlacion alta y significativa
entre densidad celular y concentracion de toxinas (r= 0,99). Por otro lado, en cuatro de
ellas también se encontraron células de G. spinifera, aunque siempre en menor
abundancia que P. reticulatum (Fig. 6.6 B) y presentando una menor correlacion (r=
0,87). Las cuotas celulares de YTX estimadas para P. reticulatum, en las dos estaciones
con densidades suficientes, fueron de7,5 y 12,5 pg cél.”". Los datos de YTX y de cuotas
celulares de la especie P. reticulatum correspondientes a esta campafia se encuentran

publicados en Akselman et al. (2015).
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Fig. 6.6: Concentracion de YTX (A) en la fraccion de 20-50 pm y abundancia de células de P.
reticulatum y Gonyaulax spinifera (B) en muestras de red no fraccionadas a lo largo de la C1.
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6.3.2 Campaiia de verano tardio (C2)
Distribucion y abundancia

P. reticulatum no se detect6 en ninguna de las muestras de botella ni de red de
esta campana. Por el contrario, el complejo de especies G. spinifera se encontr6 en
nueve muestras de red correspondientes al Golfo San Matias (Fig. 6.7), en abundancias
de 3 a 28 x10° cél. LR, pero no se detecté en ninguna muestra de botella. El rango de

temperatura en que se encontraron células de G. spinifera fue de 14 a 18 °C.

Toxinas asociadas

No se detectaron YTX durante esta campania.
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Fig. 6.7: Distribucion de Gonyaulax spinifera en muestras de red durante la C2.
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6.3.3 Campaiia de primavera (C3)

Distribucion y abundancia

La especie Protoceratium reticulatum estuvo presente en tres muestras de
botella ubicadas al norte del Golfo San Jorge y en aguas de plataforma cercanas al talud
a los ~44 °S en abundancias de 20 a 660 cél. L™y represent6 entre el 0,1 y 4,5 % de la
abundancia total de los dinoflagelados (promedio= 1,6 %). Adicionalmente, se encontrd
en cinco muestras de red correspondientes al Golfo San Jorge y aguas del talud a los
~39 y 44 °S (Fig. 6.8 A).

Se detectaron representantes del complejo G. spinifera en seis muestras
cuantitativas correspondientes al Golfo San Jorge y a aguas del talud a los ~39 y 44°S.
Las densidades celulares alcanzadas variaron entre 20 y 140 cél. L y representaron
entre el 0,03 y 1,3 % de la abundancia total de los dinoflagelados (promedio= 0,3 %).
Ademas se encontraron células del complejo en 11 muestras de red obtenidas en aguas
del talud, en el Golfo San Jorge y en aguas adyacentes a Peninsula Valdés (Fig. 6.8 B).

El rango de temperatura en que se encontraron células de P. reticulatum fue de
10 a 12 °C y la salinidad de 33,1 a 33,7, con densidades celulares méximas a 12 °C y
33,4. G. spinifera se encontrd a temperaturas entre 7y 12 °C y a salinidades entre 33,4 y

33,9. Present6 las densidades celulares maximas a 8 °C y a una salinidad de 33,9.
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Fig. 6.8: Distribucién y abundancia en muestras de botella y presencia en muestras de red de
Protoceratium reticulatum (A) y Gonyaulax spinifera (B) durante la C3.
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Toxinas asociadas

La presencia de YTX se detectd en cuatro estaciones correspondientes a la
fraccion de 20-50 um ubicadas en aguas del talud y de plataforma a los 44 °S y en el
Golfo San Jorge. Las concentraciones halladas variaron entre 14 y 283 ng LR™. Ademas
se detectd YTX en la fraccion de 50-200 um de la estacion 45, correspondiente a aguas
de plataforma cercanas al talud a los 44 °S, en una concentracion de 88 ng LR™. P.
reticulatum estuvo presente en todas las muestras en las que se detectaron YTX (Fig.
6.9), tanto en las cuatro correspondientes a la fraccion de 20-50 pm como en la de la
fraccion de 50-200 um y ademads en cuatro muestras de la fraccion menor y en seis de la

fraccion mayor en las cuales no se detectaron YTX, aunque las abundancias alcanzadas

en dichas estaciones fueron bajas (< 2 cél. x 10° LR™).
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Fig. 6.9: Concentracion de YTX (A) y abundancia de células de P. reticulatum y G. spinifera (B) en la
fraccion de 20-50 um de muestras de red a lo largo de la C3.

Los valores de abundancia celular de P. reticulatum y concentraciéon de YTX
presentaron una correlacion significativa en ambas fracciones (r= 0,73 y 0,4). Las
cuotas celulares de YTX estimadas para P. reticulatum en la fraccion de 20-50 um y de

50-200 pm fueron de 2.2 y 6,5 pg cél.”" respectivamente.
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Se encontraron células correspondientes al complejo G. spinifera en tres de las
cuatro muestras en las que se detectaron toxinas en la fraccion de 20-50 um, aunque
siempre en abundancias inferiores a P. reticulatum. La correlacion entre densidad

celular de G. spinifera y YTX resultd baja y no significativa (1= 0,17).

6.3.4 Campaiia de verano (C4)
Distribucion y abundancia

P. reticulatum no se detectd en muestras de botella ni de red, mientras que el
complejo G. spinifera se observod solo en dos muestras de red correspondientes al sur
del Mar Argentino (55 °S), en densidades de 9 y 12 x10° cél. LR™' (Fig. 6.10).

El rango de temperatura en que se encontraron células del complejo G. spinifera

fue de 5 a 8 °C y la salinidad de 33,5 a 34.
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Fig. 6.10: Distribucion del complejo Gonyaulax spinifera en muestras de red durante la C4.

Toxinas asociadas

No se detectaron YTX durante esta campana
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6.4 Discusion y Conclusiones

Durante este estudio se detectaron dos especies potencialmente productoras de
YTX, Protoceratium reticulatum y Gonyaulax spinifera. Por el contrario, la especie
Lingulodinium polyedrum, también considerada como productora de YTX, no se
observo en ninguna de las cuatro campafias realizadas.

P. reticulatum se observo desde los ~39 °S a los ~47 °S, tanto en aguas de
plataforma como del talud, donde se detectaron las abundancias méximas. Este patron
de distribucion se asemeja al mencionado en los registros historicos de la especie desde
los 37 a los 47 °S (Balech, 1988), aunque Akselman et al. (2015) la hallaron también
mas al sur, a los =49 y 53 °S. Por otro lado, el complejo G. spinifera presentd una
distribucion mas amplia, desde los 39 °S a los 55°S, lo cual concuerda con la
distribucion citada en la literatura, desde los 37 °S hasta la convergencia antartica
(Balech, 1988).

Las densidades celulares detectadas durante este estudio para ambos taxones
fueron bajas, con méaximos durante la campaiia de primavera de s6lo 660 y 140 cél. L'
para P. reticulatum y el complejo G. spinifera, respectivamente. Ambos se hallaron en
mayores concentraciones durante las campafias de otoflo y primavera en comparacion
con las de verano y verano tardio, en las cuales solo se detectod al complejo G. spinifera
en muestras de red. En cuanto a la relacion con las variables ambientales disponibles,
¢éste Ultimo se observd a rangos de temperatura y salinidad mas amplios que P.
reticulatum (5-16 °C; 32,2-34 y 10-14 °C; 33,1-33,7 respectivamente). Aunque ambas
especies fueron consideradas de aguas frias por Balech (1988), experimentos realizados
con P. reticulatum hallaron la mayor tasa de division celular a los 20 °C y la minima a
los 10 °C (Houghton et al., 2016), de manera que las bajas densidades encontradas en
este estudio podrian relacionarse con las temperaturas registradas durante las cuatro
campafas realizadas, las cuales fueron siempre inferiores a los 19 °C, con una
temperatura promedio de 12,6 °C. Asimismo durante una floracion de P. reticulatum al
norte de Chile se observaron masas de agua célidas (21 a 25°C) mezcladas con masas de
agua provenientes de un intenso upwelling (Alvarez et al., 2011).

Si bien P. reticulatum y G. spinifera pertenecen a géneros diferentes, son muy
cercanas entre si, con una estructura fina muy similar y semejanzas a nivel

ultraestructural de las organelas (plastidos, pirenoide y sistema pusular) (Hansen et al.,
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1996/1997). Sin embargo, la diferenciacion morfoldgica puede realizarse mediante
microscopia Optica en base a caracteres de la forma general de la célula, como la
posicidon del cingulum, la areolacion y la presencia/ausencia de espinas antapicales
(Balech, 1988).

Los ejemplares de P. reticulatum analizados en este estudio presentaron las
caracteristicas tipicas de la especie segun su descripcion clasica (Balech 1988, =
Gonyaulax grindleyi), aunque el tamafio de las células (largo: 39-55,5 um; ancho: 33-48
um) fue levemente mayor al descripto por Balech (1988) para especimenes del Mar
Argentino (largo: 35-45 pum, ancho: 28-37 pm) y por Akselman et al. (2015) para el
Golfo San Jorge (largo: 34-39 um, ancho: 29-31 um). En este sentido, Paz et al. (2013)
encontraron una variacion significativa en el biovolumen de distintas cepas de P.
reticulatum aisladas de Espafia.

Los especimenes analizados durante este estudio presentaron en la epiteca tres
placas apicales y una intercalar, lo cual concuerda con las observaciones previas de
Akselman et al. (2015) para las poblaciones de Argentina. Por el contrario, las
poblaciones naturales de P. reticulatum analizadas en un sitio cercano a su localidad
tipo (Strib, Dinamarca) presentaron un 50% de especimenes con una placa intercalar y
el otro 50% sin placas intercalares (Hansen et al. 1996/1997), con la consecuente
variabilidad en el patrén de placas de la especie (3', 1a, 6", 6¢, s, 6", 2"" 6 4/, Oa, 6", 6¢,
s, 6", 2 ""). Asimismo, cultivos aislados del mismo sitio presentaron una division de la
placa intercalar en tres placas, indicando un grado de variabilidad adicional en la
férmula epitecal de la especie.

Los ejemplares del complejo G. spinifera analizados en este estudio también
presentaron las caracteristicas tipicas halladas en la literatura, como un contorno
particular dado por un prominente cuello y dos espinas antapicales, una fuerte
areolacion y un marcado desplazamiento y entrecruzamiento cingular (Balech, 1988).
Segun su morfologia los especimenes mas pequeiios con dos espinas y una reticulacion
suave corresponden a la especie G. spinifera, mientras que las células con mas de dos
espinas antapicales, con una reticulacion marcada y de mayor tamafio corresponden a G.
digitalis (Balech, 1988; Ellegaard et al., 2003). Sin embargo, varios autores han
mencionado que la identificacidn microscopica de especies dentro del complejo G.
spinifera resulta dificultosa e incierta (Dodge, 1989; Tomas, 1997; Lewis et al., 1999;
Ellegaard et al., 2003), y que las diferencias morfologicas entre los quistes parecen

representar mejor las diferencias genéticas entre las especies que las caracteristicas
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morfoldgicas de la fase vegetativa (Ellegaard et al., 2003). Por otro lado, la variabilidad
molecular del complejo podria implicar la presencia de especies cripticas ya que existen
cepas de G. spinifera que no forman un grupo monofilético sino que poseen mayor
cercania filogenética con otras especies de morfologia similar, como G. digitalis. No
obstante, las pocas secuencias disponibles para este complejo de especies dificulta la
determinacion fehaciente a nivel especifico desde el punto de vista molecular (Riccardi
et al., 2009). En este contexto y dada la incertidumbre que actualmente existe sobre la
identidad de las especies del complejo G. spinifera (Riccardi et al., 2009), en este
estudio se optd por considerar a los ejemplares definidos en base a su morfologia como
G spinifera y G digitalis como integrantes del complejo de especies G. spinifera.

A menudo, cuando una misma toxina es sintetizada por mds de una especie,
resulta complejo identificar en el campo al organismo responsable de dicha toxicidad.
Tal es el caso de la produccion de YTX, debido a la reciente confirmacion de nuevas
especies productoras. Particularmente en el Mar Argentino existe un Unico estudio
abocado a la determinacion de YTX y especies productoras en el Golfo San Jorge
(Akselman et al., 2015), por lo cual atin no se posee un conocimiento fehaciente sobre
los roles de las dos especies toxigénicas citadas para la region (P. reticulatum y G.
spinifera). Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo sustentan la
asociacion entre P. reticulatum y YTX en el Mar Argentino, ya que durante las C1 y C3
la deteccion de YTX presentd una clara asociacion con la presencia de la mencionada
especie. Por el contrario, el complejo G. spinifera estuvo presente en muestras de red en
abundancias moderadas, durante las C2 y C4 en las que no se detectaron YTX, y mostrd
una asociacion mas débil que P. reticulatum durante las C1 y C3. Esto sugiere que el
aporte del complejo G. spinifera a la produccion de YTX en el Mar Argentino no parece
ser de gran peso. En este sentido, los unicos dos cultivos de G. spinifera para los cuales
se ha comprobado fehacientemente la produccion de YTX a nivel mundial (utilizando
LC-MS), mostraron diferentes perfiles toxicos. Uno presentd bajas cuotas celulares (5,4
pg cél.™!) y dominancia de YTX (como en P. reticulatum), mientras que el otro present6
cuotas celulares mas altas (33,4 pg cél.™h) y dominancia de homo-YTX (Riccardi et al.,
2009). No obstante, el andlogo homo-YTX tipico de G. spinifera no se detectd en el
presente estudio durante ninguna de las cuatro campafias de muestreo realizadas y
tampoco existen antecedentes de analisis de toxicidad en cultivo para cepas argentinas.
Por otro lado, Lingulodinium polyedrum, la tercera especie considerada productora de

YTX, no se observd durante este estudio. L. polyedrum suele formar floraciones en
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zonas de aguas templado-calidas como en la costa de Baja California, México y en
Costa Rica (Pefia-Manjarrez et al., 2009; Morales-Ramirez et al., 2001), mostrando
temperaturas Optimas de crecimiento en cultivo alrededor de los 24 °C (Figueroa &
Bravo, 2005). Ademas presenta una fuerte estacionalidad en la germinacion de los
quistes de reposo asociada con la temperatura superficial del agua (Pefa-Manjarrez et
al. 2009), produciéndose generalmente a temperaturas entre 17 y 22.5 °C. Considerando
las temperaturas medias del Mar Argentino (~13 °C) (Rivas, 1994), la ausencia de
células vegetativas de L. polyedrum en el Golfo San Jorge, a pesar de la presencia de sus
quistes (Akselman et al., 2015), podria deberse a que las temperaturas dptimas para su
germinacion no son alcanzadas.

Debido a las bajas abundancias de P. reticulatum detectadas en las muestras de
red, Unicamente se pudieron estimar cuotas celulares de YTX en dos muestras de la C1
y en otras dos de la C3. Las cuotas celulares obtenidas fueron de 2,2 y 12,5 pg YTX
cél.”", y resultaron ser similares a las encontradas para las cepas aisladas del Golfo San
Jorge, las cuales presentaron cuotas de 9,1 a 10,2 pg YTX cél.”" (Akselman et al., 2015)
yde 3 a7 pg YTX cél.”! (Houghton et al., 2016). Por el contrario, durante una floracion
de P. reticulatum en Bahia Megjillones, Chile, las cuotas celulares de YXT fueron
considerablemente menores (0.2 y 0.4 pg cel.”), aunque los autores mencionan una
posible subestimacion en el contenido de toxina dada por la preservacion de las
muestras con formaldehido (Alvarez et al., 2011). En cualquier caso, la produccién de
YTX, e incluso los perfiles toxicos, suelen variar dependiendo del origen de las cepas, e
incluso las cuotas celulares en cepas de la misma region suelen presentar una gran
variacion (ej., 2,9-28,6 pg YTX cél.” para cuatro cepas de Espaiia) (Paz et al., 2007).

El perfil de toxina asociado a P. reticulatum en este estudio estuvo representado
unicamente por YTX, coincidente con el perfil hallado en Chile y el Golfo San Jorge,
(Krock et al., 2009a; Alvarez et al., 2011, Akselman et al., 2015). Este parece ser el
perfil tipico de P. reticulatum (Paz et al., 2007), aunque se han encontrado excepciones
en las que también se detectd la dominancia del andlogo homoYTX en cultivos
obtenidos de Espafia (Paz et al., 2007) y 1-homoYTX en cultivos obtenidos de Japon
(Suzuki et al., 2007). Asimismo, cabe destacar la presencia de cepas no toxigénicas
aisladas de USA (Paz et al., 2007), Nueva Zelanda (Rhodes et al., 2006) y Japon
(Satake et al., 1999; Suzuki et al., 2007).

En sintesis, los datos obtenidos a partir de este estudio sugieren que la especie P.

reticulatum es la principal productora de YTX en el Mar Argentino, mientras que G.
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spinifera representa un productor potencial en la region que hasta el momento no ha
mostrado una asociacion clara con la deteccion de YTX. El area de registro de YTX en
muestras de plancton, hasta el momento acotada al Golfo San Jorge (Akselman et al.,
2015), se amplio a areas de la plataforma externa cercanas al talud continental (~44 °S).
No obstante, las mayores concentraciones de YIX y P. reticulatum se observaron en el
Golfo San Jorge, lo cual representa un llamado de atencidon sobre el desarrollo de

futuros eventos toxicos vinculados a esta especie en la zona.
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Capitulo 7: Especies de
Azadinium y toxinas asociadas
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7.1 Introduccion

El género Azadinium Tillmann se describi6 recientemente a partir de cultivos
celulares provenientes del Mar del Norte, siendo 4. spinosum su especie tipo (Tillmann
et al., 2009). Analisis morfoldgicos y moleculares ubicaron a Azadinium dentro de la
subclase Peridiniphycidae y de la familia Amphidomataceae. Sin embargo, su posicion
filogenética es aun dudosa (Krock et al., 2009b) ya que presenta caracteristicas
morfoldgicas tanto del orden Peridiniales como de Gonyaulacales (Tillmann et al.,
2009).

Las cé¢lulas de Azadinium son generalmente de muy pequeio tamafio (~7-13
um), por lo cual su identificacion requiere de la determinacién de la formula tabular
(APC, 4', 3a, 6", 6C, 575, 6", 2") (Fig. 7.1) mediante del uso de microscopia
electronica. Sumado a esto, el género Azadinium presenta un tamafio y forma muy
similares al de algunas especies de los géneros Amphidoma y Heterocapsa, por lo cual
para poder diferenciarlo fehacientemente de estos ultimos es necesario observar la
cantidad de placas apicales (Amphidoma posee seis y Azadinium cuatro), intercalares
(Amphidoma no posee y Azadinium si) (Tillmann et al., 2012a) y pre- y postcingulares
(Azadinium posee seis en ambos casos y Heterocapsa siete y cinco, respectivamente)
(Tillmann et al., 2014). Asimismo, el andlisis de las caracteristicas morfologicas
utilizadas en la diferenciacion de especies dentro del género, tales como la presencia o
ausencia de una espina antapical, la estructura del complejo del poro apical, la ubicacion
del poro ventral y caracteristicas especificas de algunas placas (ej. 2a), también
requieren la utilizacién de microscopia electronica (Tillmann et al., 2009, 2010, 2012a,
b).

La familia Amphidomataceae ha cobrado gran importancia en los tltimos afios
por abarcar especies, tanto del género Azadinium como Amphidoma, capaces de
sintetizar azaspiracidos (AZAs). Este grupo de toxinas lipofilicas es capaz de
acumularse en organismos del plancton y en bivalvos y generar intoxicaciones en
humanos provocando sintomas coincidentes con el sindrome diarreico de moluscos
(SDM) (McMahon & Silke, 1996). Los AZAs fueron caracterizados como aminas
ciclicas (Fig. 7.2) a partir de muestras de moluscos provenientes de Irlanda en los afios
’90 (Satake et al., 1998), tras haber sido causantes de la intoxicacién de ocho personas

en Holanda. Hasta la descripcion del género Azadinium en 2009 se creia que el
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organismo productor de AZAs era el dinoflagelado heterdtrofo Protoperidinium
crassipes (Yasumoto, 2001; James et al., 2003a,b). Sin embargo, la produccion de
AZAs por parte de P. crassipes no habia podido ser verificada, a pesar de realizarse
analisis exhaustivos tanto de campo como de cultivo. Luego de la deteccion de grandes
cantidades de AZAs en la fraccion menor (8—20 pm) de muestras de plancton colectadas
en el Mar del Norte (Krock et al., 2008b) se realizaron cultivos de dinoflagelados de
dicha fraccion de tamafio con el fin de encontrar al productor de novo de estas toxinas,
ya que por su mayor tamafio P. crassipes (70-80 um) quedaba descartado como tal. Este
trabajo dio como resultado la deteccion de un dinoflagelado tecado de pequefio tamafio
y desconocido hasta el momento (4. spinosum gen et sp. nov.) como productor de AZAs
(Krock et al., 2009b; Tillmann et al., 2009). Actualmente Azadinium consta de 12
especies (Tillmann et al., 2014, Tillmann & Akselman, 2016; Luo et al., 2017), tres de
las cuales (4. spinosum, A. dexteroporum y A. poporum) han mostrado la capacidad de
sintetizar AZAs (Tillmann et al., 2009; Krock et al. 2012; Percopo et al., 2013).
Adicionalmente, la produccion de AZAs ha sido comprobada en Amphidoma languida

(Krock et al., 2012).

Fig. 7.1: Esquemas de Azadinium spinosum, especie tipo del género. A) vista ventral. B)
vista lateral izquierda. C) vista lateral derecha. D) vista dorsal. E) vista apical. F) detalle de
APC. G) vista antapical. Abreviaciones: vp: poro ventral. Sa: sulcal anterior. Sp: sulcal
posterior. Ss: sulcal izquierda. Sd: sulcal derecha. Sm: sulcal media. APC: complejo del
poro apical. Po: placa del poro apical. cp: placa cobertora. (modificado de Fig. 6 de
Tillmann et al., 2009).
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La distribucion del género Azadinium abarca el Mar del Norte, los sectores
noreste y suroeste del océano Atlantico, el Pacifico mejicano y asidtico y el Mar
Mediterraneo (Akselman & Negri, 2012; Tillmann et al., 2014 y referencias incluidas).
Tanto la amplia distribucion de representantes de la familia Amphidomataceae como de
analogos de AZAs asociados a las especies (James et al. 2003a,b; Brafia Magdalena et
al. 2003; Taleb et al. 2006; Lopez-Rivera et al. 2009; Yao et al., 2010) indican una

distribucion cosmopolita del género.

Esqueleto de carbono
Puentes ether Funcion acido
Funcion amino=aza

Fig. 7.2: Formula quimica de los azaspiracidos (AZA) detallando las
funciones quimicas que posee la molécula.

Los primeros registros de floraciones del género Azadinium en el Mar Argentino
corresponden a los afios 1990 y 1991, ambos durante la primavera y en aguas abiertas
de plataforma y del talud frente a la Provincia de Buenos Aires (Akselman & Negri,
2012). La primera floracion generd una discoloracion del agua que prevalecid por una
semana aproximadamente, abarcando un area de 60 km® (~40°21' S-59°52' W). La
presencia de una espina antapical y de un pirenoide en las células analizadas llevo a los
autores a definirlas como Azadinium cf. spinosum, una de las tres especies del género
descriptas hasta ese momento. Sin embargo, algunas caracteristicas taxondmicas
importantes, como la ubicacién del poro ventral, no habian podido ser observadas.

Recientemente, la re-examinacién con microscopia electronica de las muestras de la
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floracion de 1991 llevd a la descripcion de una nueva especie, Azadinium
luciferelloides, la cual se encontraba como especie dominante junto a otras de la familia
Amphidomataceae, entre ellas A. spinosum, A. dalianense y A. dexteroporum (Tillmann
& Akselman, 2016). Por otro lado, el analisis toxinoldgico de cultivos de la especie 4.
poporum establecidos a partir de la germinacion de quistes provenientes de muestras de
sedimento de la region de “El Rincon” mostraron un perfil dominado por AZA-2 en las
10 cepas monoclonales analizadas (Tillmann et al., 2016b). Asimismo, cantidades no
cuantificables de AZA-2 fueron detectadas a partir de bivalvos colectados en Santa
Teresita y San Clemente del Tuyt, Provincia de Buenos Aires (Turner & Goya, 2015).
A pesar de los antecedentes recientes que indican la presencia de especies de
Azadinium y AZAs de manera puntual en la region, es poco lo que ain se sabe sobre la
diversidad, ocurrencia y toxicidad del género Azadinium a lo largo del Mar Argentino.
Si bien la identificacion y cuantificacion inequivoca de las especies toxigenas dentro de
la familia Amphidomataceae y su diferenciacion respecto de especies no productoras de
AZA es desafiante, especialmente porque tanto especies toxigenas como no toxigenas
suelen coexistir en la misma masa de agua (Tillmann et al., 2010, 2011, 2012b), esta es
una tarea de vital importancia para conocer a los principales responsables de la
produccion de AZA en condiciones naturales. Considerando la reciente descripcion de
nuevas especies de la familia Amphidomataceae y el descubrimiento de nuevos
analogos de AZA a nivel mundial (Krock et al., 2012; Tillmann et al., 2014, 2017,
Rossi et al., 2017), es de esperar que existan especies atin no descriptas de la familia, las
cuales podrian incluir una fuente primaria de AZA no registrada. A su vez la presencia
de especies atin no conocidas en muestras de plancton podrian producir falsos positivos
durante los relevamientos realizados con las sondas moleculares disefiadas para las
especies toxigénicas conocidas hasta el momento (4. spinosum, A. dexteroporum y A.
poporum) (Tilmann et al., 2009; Gu et al., 2012; Percopo et al., 2012). Por lo tanto, es
necesario obtener mas informacion sobre la diversidad de especies de la familia
Amphidomataceae, sobre sus caracteristicas moleculares y morfologicas y sobre su
distribucion geografica. En el presente capitulo se presentan los resultados del andlisis
morfologico, de distribucion y de abundancia de las especies del género Azadinium y su

relacion con la deteccion de AZAs durante las cuatro campanas de muestreo.
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7.2 Descripcion morfologica de las especies
encontradas

Azadinium dexteroporum Percopo (Fig. 7.3)

Percopo et al. (2013)

Células elipsoidales de pequeio tamano. La epiteca (2,6-3,9 um) es conica, una
vez y media a tres veces mas alta que la hipoteca (1,4-2,3 um) y posee un conspicuo
APC. Epiteca un tanto mas ancha que la hipoteca. La hipoteca es algo asimétrica y
posee una espina antapical en la placa 2" (Fig. 7.3 A). Cingulum descendente, muy
excavado y ancho (0,8-1,8 um), representa aproximadamente un cuarto del largo de la
célula. Las aletas cingulares son muy angostas, se encuentran formadas por la region
posterior de las placas precingulares y la region anterior de las placas postcingulares. Po
es asimétrica y posee un vp en la region derecha (Fig. 7.3 B). El poro apical es circular
y se ubica en el centro de la placa Po, cubierto por la placa cobertora (cp). La placa 1’ es
asimétrica en su region anterior y el extremo posterior es muy angosto. Las placas
intercalares la y 3a contactan con seis placas y son de tamafo similar, mientras que la
placa 2a es levemente mas pequefia y concava, forma una depresion respecto de las
placas adyacentes y se encuentra rodeada por cuatro placas: 3', 1a, 3a 'y 3" (Fig. 7.3 C,
D). La teca es tersa y lisa aunque posee grupos de poros en regiones determinadas, entre
las cuales son caracteristicas la region media de las placas la y 3a (Fig. 7.3 D).

Dimensiones: largo 6,1 a 7,3 pm, ancho 5 a 5,9 um (n= 6).

Azadinium luciferelloides Tillmann & Akselman (Fig. 7.4)

Tillmann & Akselman (2016)

C¢lulas pequefias de forma general ovoide. Epiteca (3,3-6,3 um) conica, mas alta que la
hipoteca (1,6-4,8 um), representa un tercio de la longitud total de la célula y posee un
conspicuo APC. Cingulum amplio (1,7-3,1) y descendente, aproximadamente la mitad
de su ancho. Epiteca un tanto més ancha que la hipoteca. El poro apical se encuentra en
Po cubierto por la cp y contacta hacia la region ventral con las placas X y 1’ por medio
de una protrusion en forma de dedo. El pv se ubica en la region derecha de Po y
contacta con las placas 1’ y 4. Placa 1’ romboidal y apenas asimétrica en la region

anterior.
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Fig. 7.3: Fotografias de 4. dexteroporum tomadas con microscopia electronica de barrido. A)
Vista general latero-dorsal, note la depresion formada por la placa 2a y la presencia de una
espina antapical (piramide). B) Vista ventral, note el extremo posterior angosto de la placa 1’ y
la ubicacion del vp (V) en la region derecha de Po. C), D) Vistas apicales, note la concavidad de
la placa 2a y los grupos de poros en las placas 1a y 3a en D. Escala: 2um

Las placas precingulares son similares en tamafo. La 6" contacta con tres placas
epitecales (1', 4" y 5") ya que se encuentra separada de la placa intercalar 3a por la placa
apical 4’ (Fig. 7.4 A). Hipoteca redondeada, placas postcingulares 1" y 6" de posicion
ventral, placa 2" con una espina antapical (Fig. 7.4 A, C). Placas intercalares la y 3a
de mayor tamano que la 2a (Fig. 7.4 B). Sulcus profundo formado por cinco placas. La

Sa apenas penetra en la epiteca, mientras que la Sp claramente se extiende hacia la
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hipoteca. La placa Ss se ubica antes que la Sp a lo largo de la linea entre las placas
cingulares C1 y C6. Entre la Sa, la C6 y la Ss se encentra una depresion formada por las

placas Sm y Sd (Fig. 7.4 E, F).

Fig. 7.4: Fotografias de A4. luciferelloides tomadas con microscopia electronica de barrido. A)
Vista general ventral, note la protrusion en forma de dedo (doble flecha) que contacta cp con 1’y
la presencia de una espina antapical (piramide). B) Vista dorsal de la epiteca, note la ausencia de
poros en la placa 2a. C), D) Detalles de la region sulcal, note la ausencia de poros en Sd y Sm.
Escala: 2pm.
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La teca es suave y lisa pero todas las placas excepto las 2a, Sd y Sm presentan uno o
dos grupos de poros caracteristicos de la especie de entre 0,05 y 0,15 um (promedio 0,1,

n=27). Dimensiones: largo 7,4 a 13,6 um, ancho 4,8 a 10,2 um (n=4).

Azadinium obesum Tillmann (Fig. 7.5)

Tillmann et al. (2010)

Células ovoides, placa 1’ romboidal y bastante simétrica, aunque la sutura con la
placa 1" es algo mayor que la sutura con la placa 6"; el extremo posterior de 1’ es muy
angosto. El poro ventral se ubica en la region posterior de la placa 1’, en su margen
izquierdo (Fig. 7.5 A-D). APC prominente que contacta hacia la region ventral con las
placas X y 1’ por medio de una protrusion en forma de dedo (Fig. 7.5 C).

Cingulum amplio (2,6-4,5 um) y descendente la mitad de su ancho, con aletas
muy angostas formadas por la region posterior de las placas precingulares y la region
anterior de las placas postcingulares. Una extension de la placa C6 cubre parte de la
region sulcal. Sulcus profundo, Sa sobresale levemente hacia la epiteca.

Las placas Sp, Sm, Sd y Ss forman una depresion y poseen pequeias
prolongaciones en las zonas de sutura (excepto entre Sm y Sd). La Sp penetra en la
hipoteca aproximadamente dos tercios del largo total de la misma y forma la aleta sulcal
derecha, la cual se encuentra doblada levemente hacia la izquierda (Fig. 7.5 C, D).

La teca es tersa y lisa, aunque algunas placas presentan poros dispuestos
irregularmente, en general en grupos de dos. Dimensiones: largo 12 a 18,6 um, ancho

13,5a 14,9 pm (n= 4).

Azadinium poporum Tillmann (Fig.7.6)
Tillmann et al. (2011)

Células de forma general ovoide, sin espina antapical. APC prominente, la placa
Po lleva un vp en la region ventral izquierda, el cual contacta con las placas 1"y 2'.
Cingulum profundo y ancho. Presencia de un grupo de cinco a diez poros en la placa
2"" los cuales resultan diagnosticos para ejemplares de la especie en el Mar Argentino.

Dimensiones: largo 16,2 um, ancho 11,4 um (n=1).
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Fig. 7.5: Fotografias de representantes de 4. obesum tomadas con microscopia electronica de barrido. A)
Vista general ventral, note la forma casi simétrica de la placa 1'. B) Vista general lateral. C) Detalle de
A), note la posicion de vp (V) y la protrusion en forma de dedo que contacta APC con 1’ (doble flecha).
D) Detalle de B), note la ubicacion de vp (V). E, F) Detalles de la region sulcal, note la depresion
formada por las placas Sp, Sm, Sd y Ss y las prolongaciones en forma de aletas en las suturas entre las
placas Sp y Ss y entre Ss y Sd (flechas). Escala: A, B): Sum, C-F): 2um.

Azadinium sp. (Fig. 7.7)

Tillmann en preparacion (comunicacion personal)

Placa 1’ romboidal, simétrica ya que las suturas entre esta placa y las placas 2’ y 4’ son
muy similares (Fig. 7.7 A), lleva un poro ventral en la region anterior izquierda, a la
altura del final de la sutura con la placa 2’ (Fig. 7.7 A-D). Placas intercalares la y 3a
hexagonales, notoriamente mayores que la 2a, la cual es rectangular y de cuatro lados
(Fig. 7.7 A). El poro apical se encuentra cubierto por cp y se ubica en el centro de Po,
contacta hacia la region ventral con las placas X y 1’ por medio de una protrusion en
forma de dedo (Fig. 7.6 7 C). La teca rugosa es una caracteristica distintiva de la
especie, ademas todas las placas de la epiteca, incluyendo la 2a, poseen poros dispersos
de manera irregular en toda la superficie de la placa, dispuestos individualmente o en

grupos de hasta cinco.
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Fig. 7.6: Fotografias de representantes de 4. poporum tomadas con microscopia electronica de
barrido. A) Vista general ventral. B) Detalle de A), note la ubicacion de vp (V) en el margen
izquierdo ventral de Po. C) Vista ventro-antapical, note el grupo de poros en la placa 2" (Y). D)
Vista dorso-antapical, note el grupo de poros en la placa 2""'(Y). Escala: A, C, D): 5 um. B): 2um.
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Fig. 7.7: Fotografias de Azadinium sp. tomadas con microscopia electronica de barrido. A) Vista
apical, note la ubicacion del vp (V) en la region izquierda de la placa 1’ a la altura de la sutura
entre las placasl’ y 2'. B) Detalle de la epiteca mostrando la ubicacion de vp (V). C) Detalle de la
epiteca, note la presencia de una protrusion de forma de dedo entre cp y 1’ (doble flecha). D)
Detalle de la epiteca, note la presencia de poros en todas las placas, incluyendo la 2a. Escala: 2pm.
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7.3 Distribucion y abundancia del género
Azadinium y toxinas asociadas

7.3.1 Campaiia de otoiio (C1)
Distribucion y abundancia

El género Azadinium se encontr6 en 15 de un total de 47 muestras de botella,
con densidades celulares entre 20 y 4.000 cél. L' y represent6 en esas estaciones entre
un 0,4 y un 31 % de la abundancia total de dinoflagelados (promedio= 10 %). Las
maximas abundancias se hallaron al sur del area de estudio (55 °S) en aguas de
plataforma cercana a la costa de Tierra del Fuego e Isla de los Estados (Fig. 7.8).
Mediante andlisis con microscopia electronica de barrido del concentrado de tres
muestras de botella correspondientes a las estaciones 19, 113 y 15, obtenidas al sur del
area de muestreo (~55°C), se determiné la presencia de dos especies, A. dexteroporum 'y

A. poporum. En las muestras de red no se encontraron células del género Azadinium.

Las células de Azadinium detectadas en esta campafia se encontraron en un

rango de temperaturas entre 6 y 14 °C y a salinidades entre 31,2 y 34,2.

Toxinas asociadas
No se detectaron azaspiracidos en los filtros correspondientes a las muestras de

botella y tampoco en los pellets de muestras de red.

7.3.2 Campaiia de verano tardio (C2)
Distribucion y abundancia

El género Azadinium se encontr6 en 22 de un total de 25 muestras de botella,
con abundancias celulares entre 20 y 19.000 cél. L y representando entre un 0,3 y un
53 % (promedio: 17 %) de la abundancia total de dinoflagelados. Las maximas
abundancias se hallaron al sur del Golfo San Matias (Fig. 7.9). Debido a la gran
abundancia de diatomeas presente en las muestras con Azadinium, lo cual dificult6 la
deteccion de células durante las observaciones al MEB, no se logr6 identificar a nivel
especifico a los ejemplares observados durante esta campana. En las muestras de red no
se encontraron células del género Azadinium.

Las células de Azadinium detectadas en esta campafia se encontraron en un

rango de temperaturas entre 15y 19 °C y a salinidades entre 31,9 y 34,1.
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Fig. 7.8: Distribucion y abundancia del género Azadinium en muestras de botella durante la C1.

Toxinas asociadas

No se detectaron azaspiracidos en los filtros correspondientes a las muestras de
botella y tampoco en los pellets de muestras de red.

Capitulo 7: Especies de Azadinium y toxinas asociadas Pagina 159



w
~

39 "El Rincon” % -
) %
(o] =:. \&
~ 41 0 m)s‘ -s<
© Golfo San Matias @
-"3 Pemnsula Valdés
-Ei 43 J:/‘“_.-:fb""i@
= y = no detectado
L o 20-1.000 cél. L!
45 o © 1.000-5.000 cél. L
£lio /"j " (0 5.000-10.000 cél. L1
sen ¢ O >10.000 cél. L
47 Jorge

69 67 65 63 61 59 &7 55
Longitud (°O)

Fig. 7.9: Distribucion y abundancia del género Azadinium en muestras de botella durante la C2.

7.3.3 Campaiia de primavera (C3)

Distribucion y abundancia

El género Azadinium se encontrdé en 26 de un total de 44 muestras de botella,
con densidades celulares entre 20 y 154.000 cél. L' y represent6 en esas estaciones entre
un 0,05 y un 87 % de la abundancia total de dinoflagelados (promedio= 21 %). Las
maximas abundancias se hallaron en aguas del talud a los 40 y 44 °S (Fig. 7.10A). Los
analisis con microscopia electronica permitieron detectar la presencia de cinco especies:
A. obesum, A. dexteroporum, A. luciferelloides, A. poporum y ejemplares que se
corresponden con una nueva especie en via de ser publicada (Urban Tillmann com.
pers.), nombrada en este trabajo como Azadinium sp. La presencia de Azadinium sp. y
de A. poporum se confirmé en la estacion 1 y la de A. luciferelloides en las estaciones 5
y 6, todas ellas correspondientes al sector norte del talud continental (~40 °S). 4.
obesum se encontro en las estaciones 5 y 43 y 4. dexteroporum en las estaciones 7,43 y
44, correspondientes en ambos casos a aguas del talud al norte (~40 °S) y centro (~44
°S) del area de estudio. También se detectaron células de Azadinium en tres muestras de
red de la fraccion de 20-50 pm y en una muestra de la fraccion de 50-200 um

correspondientes al talud a los 40 °S y a aguas frente a Peninsula Valdés.
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Las células de Azadinium detectadas en esta campafia se encontraron en un

rango de temperaturas entre 8 y 13,5 °C y a salinidades entre 33 y 34,1.

Toxinas asociadas

Se detecto la presencia de AZA-2 en 11 muestras de red de la fraccion de 20-50
um y en 11 de la fraccion de 50-200 um, 18 de ellas correspondientes a estaciones del
talud desde los 39 a los 40 °S y desde los 44 a los 45°S, y cuatro de ellas
correspondientes al Golfo San Matias, al Golfo Nuevo y al sur de Provincia de Buenos
Aires (Fig. 7.7B). Las concentraciones de AZA-2 detectadas fueron bajas, 0,03 y 1,24
ng LR, y en dos muestras de la fraccion menor y en una de la mayor se detectaron
también células de Azadinium, aunque en densidades menores a 10.000 cél. LR™. No se

detectaron AZAs en los filtros correspondientes a las muestras de botella.
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Fig. 7.10: Distribucion y abundancia del género Azadinium en muestras de botella (A) y distribucion de
AZA-2 detectado a partir de muestras de red (B) a lo largo de la C3.

7.3.4 Campaina de verano (C4)
Distribucion y abundancia

El género Azadinium se encontr6 en cuatro de un total de siete muestras de
botella, presentando densidades celulares entre 100 y 3.000 cél. L', en las que
represento entre un 1,5 y un 10 % de la abundancia total de dinoflagelados (promedio=
4 %). Las maximas abundancias se hallaron al sur del Golfo San Jorge (47 °S) (Fig.

7.11). Debido a las bajas abundancias encontradas no se pudieron realizar
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identificaciones a nivel especifico durante esta campafa. En las muestras de red no se

encontraron células del género Azadinium.
Las células de Azadinium detectadas en esta campafa se encontraron en un

rango de temperaturas entre 5y 11 °C y a salinidades entre 32,9 y 34.

Toxinas asociadas

No se detectaron azaspirdcidos en los filtros correspondientes a las muestras de

botella y tampoco en los pellets de muestras de red.
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Fig. 7.11: Distribucion y abundancia del género Azadinium en muestras de botella durante la C4.
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7.4 Discusion y Conclusiones

El género Azadinium es el mas reciente de los dinoflagelados toxigenos
descubiertos a nivel mundial. A partir del descubrimiento de la capacidad de produccion
de AZA-1 en A. spinosum (Krock et al., 2009b) los estudios sobre este género se han
multiplicado en todo el mundo, dando lugar en pocos afios al hallazgo de nuevas
especies y mas de 30 analogos de AZAs (Hess et al., 2014a,b). En Argentina, Akselman
& Negri (2012) dieron a conocer la presencia de Azadinium por primera vez para la
region, basandose en una intensa floracion que ocurrid en el talud al norte del Mar
Argentino hace mas de 30 afios. Desde entonces, y posiblemente debido a la dificultad
de identificar a las especies de este género, no se encuentran en la bibliografia citas de
Azadinium en el Mar Argentino. No obstante, Turner & Goya (2015) encontraron trazas
de AZA-2 en moluscos, colectados también en la parte norte de la Provincia de Buenos
Aires.

El presente estudio confirma la presencia de especies de Azadinium y AZA-2 en
muestras de plancton del Mar Argentino. Adicionalmente, los resultados obtenidos
sugieren que el género Azadinium representa un componente frecuente del fitoplancton
y presenta una amplia distribucion latitudinal desde los ~38 a los ~55,5 °S. Sin
embargo, las méximas abundancias (154.000 cél. L") se detectaron en aguas del talud y
adyacentes durante la campafia de primavera, en coincidencia con lo reportado para la
floracion de los 90 (Akselman & Negri, 2012).

La identificacion taxonomica de las especies del género Azadinium es de gran
complejidad debido al pequefio tamafio de sus células y a la necesidad de observar las
caracteristicas diagnosticas por medio de microscopia electronica (Tillmann et al. 2009,
2010, 2011, 2012a, 2012b; Tillmann & Akselman, 2016). Dicha identificacién se hace
aun mas compleja cuando se trata de muestras de campo, debido a las bajas densidades
celulares y a la presencia conjunta de varias especies (Tillmann & Akselman, 2016). Sin
embargo, a partir del andlisis de concentrados de muestras de botella de la C3
correspondientes a aguas del talud en las cuales el género Azadinium se encontr6 en
densidades celulares mayores a 30.000 cél. L' pudo determinarse la presencia de cinco
especies: A. dexteroporum, A. luciferelloides, A. obesum, A. poporum y Azadinium sp.

mediante estudios ultraestructurales con microscopia electronica. Asimismo, se pudo

Capitulo 7: Especies de Azadinium y toxinas asociadas Péagina 163



confirmar la presencia de A4. dexteroporum y A. poporum a partir de la mezcla y
concentracion de tres muestras de botella de la C1.

Los reportes previos de especies de Azadinium en el Mar Argentino (Akselman
2001, Akselman & Negri 2012; Tilmann & Akselman 2016) corresponden al analisis de
una unica muestra de la floracién de 1991 antes mencionada, en la cual se detectaron
cinco especies. Adicionalmente, durante este estudio se detectd la presencia de la
especie A. obesum por primera vez para el area de estudio y de ejemplares que
corresponden a una nueva especie en vias de ser publicada. En consecuencia el Mar
Argentino parece ser un area de gran diversidad para género, ya que se han detectado
hasta el momento seis de las 12 especies descriptas a nivel mundial.

La nueva cita presentada en este trabajo, A. obesum, se describido en base al
analisis de cultivos celulares del Mar del Norte. Se diferencia de otras especies del
género por presentar el vp en la region posterior izquierda de la placa 1', por la ausencia
de espina antapical, su forma mas o menos ovoide y su mayor tamafio (Tillmann et al.,
2010). Los cultivos de la especie no presentaron produccion de ningin AZA conocido
hasta el momento (Tillmann et al., 2010).

A. luciferelloides fue descripta recientemente a partir del analisis de una muestra
de campo obtenida en 1991, correspondiente a la floracion de Azadinium observada en
aguas del talud a los 38 °S (Tillmann & Akselman, 2016). En el presente trabajo la
presencia de A. luciferelloides pudo ser confirmada en muestras recientes, también en
aguas del talud a los 40 °S. Las células analizadas se determinaron principalmente en
base a la distribucion de los poros, lo cual la diferencia de las otras tres especies del
género (A. caudatum, A. dexteroporum y A. concinnum) que poseen una ubicacion
similar del vp, en la region derecha de Po (Tillmann & Akselman, 2016). El rango de
tamafios hallado (largo 7,4 a 13,6 pm y ancho de 4,8 a 10,2 pm) resulté muy cercano al
descripto anteriormente (largo de 6,4 a 14,1 um y ancho de 7,6 a 11,6 um) (Tillmann &
Akselman, 2016).

A. dexteroporum fue descripta a partir de muestras del golfo de Napoles en el
Mar Mediterraneo (Percopo et al., 2013). Tillmann & Akselman (2016) la encontraron
formando parte de la floracion de 1991 en el Mar Argentino, aunque en proporciones
menores al 6,5% del total de células identificadas como pertenecientes a la familia
Amphidomataceae. En este estudio la presencia de esta especie se confirmé para aguas
del talud cercanas al sitio de la floracion de 1991 (=38 °S), pero mostrdé ademds una

distribucion mas austral, alcanzando alrededor de los 55 °S durante la C1 y los 44 °S
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durante la C3. Morfoldgicamente, pudo diferenciarse de otras especies del género por
presentar una placa intercalar 2a concava, formando una depresion en la teca, y el vp
ubicado en la region derecha de Po. Tanto en las cé€lulas analizadas en este estudio como
en las encontradas por Tillmann & Akselman (2016) el vp se ubica més cerca de Po que
en los especimenes del mediterraneo (Percopo et al., 2013).

A. poporum fue descripta a partir de cultivos del Mar del Norte (Tillmann et al.,
2011) y luego identificada en las costas de Corea y China (Potvin et al., 2012; Gu et al.,
2013). Recientemente, cultivos celulares de A. poporum obtenidos a partir de quistes
presentes en sedimentos de la region de “El Rincon”, al sur de la Provincia de Buenos
Aires, presentaron una particularidad morfoldgica no observada previamente en la
especie: un grupo de poros en la segunda placa antapical (Tillmann et al., 2016b). La
presencia de este grupo de poros se observd nuevamente en los ejemplares de A.
poporum encontrados durante este estudio, los cuales se observaron tanto durante la C1
y C3 en aguas profundas proximas al talud, a los 55 °S y ~40 °S respectivamente.

Finalmente durante este estudio se encontraron ejemplares pertenecientes al
género Azadinium, segun su formula tabular, pero cuya morfologia no se corresponde
con ninguna de las especies descriptas hasta el momento. No obstante, ejemplares
similares fueron detectados durante la floracion antes mencionada en el afio 1991 y
parecen corresponder a una nueva especie en vias de ser publicada (Urban Tillmann
com. pers.). Esta especie puede ser diferenciada principalmente por poseer una teca
rugosa y el vp en la region anterior izquierda de la placa 1. En este estudio se la detectd
en una estacion en aguas del talud al norte del area de estudio, en la misma zona que
ocurri0 la floracion de los "90.

Mediante el analisis de toxinas realizado a partir de pellets de muestras de red de
la C3 se detectaron por primera vez para el area de estudio la presencia de
concentraciones cuantificables de AZAs, tanto a partir de la fraccion de 20-50 um como
de 50-200 pm. En tres de las 22 muestras en las que se detectd AZA también se
encontraron células de Azadinium sp. en las muestras de red, lo cual podria deberse a la
obstruccion de la red, ya que las células de Azadinium son de menor tamafo (<18 pm)
que el poro de la red de fitoplancton utilizada (20 pm). A pesar de la presencia de
células de especies de Azadinium productoras de AZA en algunas de las estaciones,
como A. dexteroporum, es de esperar que en todos los casos la toxina estuviera
concentrada en depredadores de Azadinium, con lo cual no es posible realizar una

asociacion directa entre la deteccion de AZA y la presencia de las células de Azadinium
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en los pellets. La transmision de AZA a través de la red trofica se ha documentado
previamente en dinoflagelados heterdtrofos y ciliados (Krock et al., 2009b; Akselman &
Negri, 2012), e incluso fue la causa de que durante muchos afios se considerara a
Protoperidinium crassipes como productor de AZAs (Yasumoto, 2001; James et al.,
2003a,b). En este sentido, depredadores potenciales de Azadinium, y en consecuencia
vectores de AZAs, como dinoflagelados de los géneros Tripos o Protoperidinium sp.,
ciliados y larvas de copépodos fueron un componente frecuente del nano y
microplancton durante la C3.

Por otro lado, en 13 de las 15 estaciones de muestreo en las que se detectdo AZA
en las muestras de red se observaron células de Azadinium en abundancias mayores a
10.000 cél. L durante los conteos de muestras de botella, lo cual apoya la idea de una
transmision trofica de la toxina. En otras 14 estaciones se detectaron células de
Azadinium en las muestras de botella pero no hubo deteccion de AZAs en los pellets,
aunque las densidades celulares encontradas en dichas muestras fueron bajas (<1000
cél. L'l). En estos casos las células podrian corresponder a especies no toxigenas del
género, ya que mediante los analisis microscopicos no pudieron determinarse a nivel de
especie. En este sentido, de las 12 especies de Azadinium descriptas hasta el momento
unicamente se ha probado la produccion de AZAs para tres de ellas (Tillmann et al.,
2009; Krock et al., 2012; Percopo et al., 2013; Luo et al., 2017), asi también, de las
cinco especies detectadas durante este estudio las Unicas para las cuales se ha
comprobado la produccion de azaspiracidos hasta el momento son A. dexteroporum 'y A.
poporum. Esto también podria explicar la no deteccion de toxinas en los filtros de
muestras de botella a pesar de las altas densidades celulares de representantes del
género detectadas durante la C3.

De los aproximadamente 30 analogos de AZAs descriptos hasta el momento, en
este estudio se detectd unicamente al analogo AZA-2, el mismo encontrado por Turner
& Goya (2015) en moluscos colectados en la Provincia de Buenos Aires. Sin embargo,
no fue posible realizar una asociacion certera entre las especies toxigenas de Azadinium
encontradas en las muestras de botella (4. poporum y A. dexteroporum) y el andlogo
AZA-2 detectado a partir de las muestras de red, debido en parte a la variabilidad de
perfiles registrada previamente para estas especies en condiciones de cultivo. El perfil
de toxinas de A. dexteroporum determinado a partir del cultivo del Mar Mediterraneo
con el que se realizd su descripcion original mostrd bajas cantidades de AZA-3 y AZA-

7 (Percopo et al., 2013), mientras que un cultivo obtenido del Artico (Mar de Irminger)
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no presentd produccion de azaspirdcidos (Tillmann et al., 2015), con lo cual no se ha
registrado, hasta el momento, la produccién de AZA-2 por parte de 4. dexteroporum.
Por otro lado, los analisis de toxinas realizados con cultivos de 4. poporum obtenidos de
muestras de sedimentos correspondientes a aguas de plataforma adyacentes al sur de la
Provincia de Buenos Aires y aguas cercanas al talud mostraron un perfil dominado por
AZA-2 (> 95%) (Tillmann et al., 2016b). Sin embargo, se observo una gran variabilidad
en los perfiles de seis cultivos correspondientes a 4. poporum de China, tres de los
cuales produjeron Gnicamente AZA-2, uno presentd un perfil dominado por un andlogo
descripto recientemente para un cultivo de Corea, otro un perfil compuesto unicamente
de un nuevo AZA, y por altimo uno de los cultivos no presentd produccion de AZA (Gu
et al., 2013). Sumado a esto tampoco es posible descartar que A. spinosum, la otra
especie confirmada como productora de AZA-2 y detectada en la floracion de
Azadinium de 1991 (Tillmann & Akselman, 2016) haya estado presente en las muestras
de este estudio en abundancias tan bajas que no permitieran su deteccion. Tampoco se
ha evaluado la produccion de AZA en cultivo para A. luciferelloides, ni para la nueva
especie aun no descripta (en este estudio Azadinium sp.). Por lo tanto, para determinar
los perfiles toxicos de las especies del género Azadinium en el Mar Argentino resulta
imprescindible el establecimiento de cultivos celulares.

Tanto la presencia de las mencionadas especies como la nueva cita de 4. obesum
para la zona, asi como el hallazgo de AZA-2 en el nano y microplancton denotan la
necesidad de realizar mas estudios del género ya que representa una posible fuente de

FANSs e intoxicaciones por AZAs en la Argentina.
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Capitulo 8: Consideraciones Finales

En el presente estudio se analizo la presencia de dinoflagelados toxigenos y sus
respectivas toxinas durante cuatro campanas de muestreo realizadas en diferentes
estaciones del afio y abarcando una extensa area del Mar Argentino, desde los 39 a los
55°S. Los principales resultados obtenidos incluyen la deteccidon de cinco géneros de
dinoflagelados toxigenos, de los cuales cuatro presentaron especies asociadas a distintos
grupos de ficotoxinas: Dinophysis (PTX, AO), Alexandrium (TPM, SPX),
Protoceratium (YTX) y Azadinium (AZA). La mayoria de los géneros mencionados
presentaron especies que no habian sido citadas previamente para la zona (Fig. 8.1) y
toxinas asociadas detectadas por primera vez en muestras de nano y microplancton en el
area de estudio. Asi también se confirmaron registros de taxones toxigenos descriptos

recientemente a nivel mundial.
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Fig. 8.1: Distribucion de las especies que representan nuevas citas para el area de
estudio.
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El género Dinophysis mostrd una amplia distribucion en el Mar Argentino y fue
comunmente detectado en primavera, verano, verano tardio y otofo. Se encontrd
representado principalmente por D. acuminata, aunque D. tripos también fue
encontrada con frecuencia y en algunos casos alcanzando las mayores densidades para
el género. Ambas especies se encontraron relacionadas con la presencia de toxinas,
principalmente PTX-2 y PTX-11. Adicionalmente en el presente estudio se propone a
D. tripos como especie productora de PTX-2sa, un andlogo asociado cominmente a
modificaciones de la PTX-2 que ocurren como resultado de la digestion en moluscos.
Por el contrario, D. caudata y D. norvegica, las otras dos especies toxigenas
encontradas, no se asociaron a la deteccioén de toxinas debido a sus bajas densidades. No
obstante, la deteccion de D. norvegica, por primera vez en el suroeste Atlantico, no debe
ser subestimada considerando que es una especie toxigena productora de floraciones y
relacionada con eventos de intoxicacion por TDM en el hemisferio Norte (Blanco et al.,
2005). La ausencia general de DTX y la escasez de AO observada en este estudio
podrian reflejar una tendencia de las poblaciones de Dinophysis presentes en el Mar
Argentino a producir principalmente PTX, como ha sido observado en otras partes del
mundo como consecuencia de factores regionales tanto genéticos como ambientales
(Reguera et al., 2014).

El género Alexandrium es considerado como el principal agente causante de
eventos de intoxicacion tanto a nivel mundial como en Argentina (Carreto et al., 2002;
Gayoso & Fulco, 2006; Montoya & Carreto, 2007; Anderson et al., 2012). En este
estudio, Alexandrium mostr6 una amplia distribucion en el Mar Argentino, lo cual
coincide con los estudios pioneros de Balech (1995). Las maximas abundancias, mayor
frecuencia y diversidad especifica se detectaron durante la primavera y desde los 44 a
los 46 °S, incluyendo el Golfo San Jorge y aguas adyacentes. Estudios moleculares
permitieron confirmar la presencia de A. minutum y A. ostenfeldii, dos especies
registradas por primera vez para el area de estudio, lo cual representa un hecho de gran
relevancia para futuros programas de monitoreo, dado que son especies que ocasionan
FANs en distintas regiones del mundo (Anderson et al., 2012). Asimismo la
secuenciacion de ADN a partir de células aisladas en una muestra de campo colectada
en las cercanias de Peninsula Valdés permiti6 identificar a los organismos como A.
catenella, lo cual representa un importante aporte al conocimiento del género en
términos moleculares, considerando que para Argentina existian datos genéticos

unicamente para tres cepas de Alexandrium (Penna et al., 2008; Ho et al., 2012;
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Sunesen, comunicacion personal). No obstante, se encontraron ciertas discrepancias
entre los resultados de los anélisis moleculares y microscopicos, como por ejemplo, la
alta frecuencia y abundancia de representantes del complejo 4. tamarense detectadas
mediante técnicas de microscopia en muestras en las cuales las pruebas moleculares
aplicadas para cuatro de los cinco ribotipos del complejo indicaron solo bajas senales
del ribotipo I. Por otro lado, los analisis morfoldgicos indicaron la presencia de células
con caracteristicas similares a 4. minutum pero que no coincidieron completamente con
su descripcion clésica, mientras que las pruebas moleculares resultaron positivas para la
mencionada especie. En consecuencia, los resultados obtenidos ponen en evidencia la
necesidad de utilizar de manera conjunta analisis morfolégicos y moleculares en
estudios de diversidad y composicion fitoplanctonica en la zona. Asi también, los
resultados sugieren que no debe subestimarse la posibilidad de que la variabilidad
genética dentro de las poblaciones de Alexandrium a nivel local o regional afecte la
eficiencia de los marcadores moleculares disefiados para poblaciones de otras regiones
geograficas.

Resultados del presente trabajo permitieron asociar por primera vez para el area
de estudio la presencia de A. ostenfeldii con la deteccion de SPX. Por otro lado, la
presencia de células del complejo 4. tamarense y de A. minutum se encontr6é asociada
con la deteccion de una gran variedad de perfiles de TPM, lo cual ha sido detectado
previamente tanto en muestras de campo como en cultivos de distintas areas del Mar
Argentino (Carreto et al., 2001; Montoya et al., 2010). La presencia simultdnea de 4.
minutum y el complejo A. tamarense, detectada por primera vez en este estudio, podria
ayudar a explicar la variacion en los perfiles de TPM antes mencionada. Asimismo, la
deteccion de nuevas especies denota la necesidad de continuar y profundizar los
estudios sobre el género Alexandrium en la zona, especialmente mediante el
establecimiento de cultivos celulares que permitan aumentar el conocimiento sobre la
variabilidad de las caracteristicas morfoldgicas, genéticas y toxinoldgicas de este género
tan importante respecto de FANSs e intoxicaciones humanas en el mundo y en Argentina
en particular.

La especie productora de YTX Protoceratium reticulatum se detectd
principalmente durante otoflo y primavera y presentd una distribucion mayormente
restringida al Golfo San Jorge. Su presencia estuvo asociada a la deteccion de YTX en
fitoplancton. Por otro lado, la especie Gonyaulax spinifera, también productora de YTX

en otras partes del mundo (Riccardi et al., 2009), fue observada con mayor frecuencia y
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con una distribucién mas amplia, pero su presencia no mostré una asociacion clara con
la deteccion de YTX, lo cual sugiere que P. reticulatum representa el principal
productor en el Mar Argentino.

El género Azadinium es el mas reciente de los géneros de dinoflagelados
toxigenos a nivel mundial. A partir de su descripcion en el afio 2009 han surgido
reportes de diferentes especies en todo el mundo. En particular en Argentina, el género
fue encontrado formando una intensa floracion en los anos 90 (Akselman & Negri,
2012). El anélisis reciente de muestras de esa floracion ha resultado en la deteccion de
tres especies y en la descripcion de una nueva especie del género (Tillmann &
Akselman, 2016). Luego del mencionado trabajo no se ha vuelto a citar la presencia de
especies de Azadinium en muestras de campo del Mar Argentino, presumiblemente y en
parte, a causa de que su identificaciéon microscépica es compleja debido al pequenio
tamafio de sus células (Tillmann et al., 2009, 2010, 2012a, 2012b). En el presente
estudio, mediante la concentracion de muestras de botella y aislamiento individual de
células utilizando micropipetas para su posterior observacidbn con microscopia
electrénica, se observo a Azadinium como un componente frecuente y en algunos casos
abundante del fitoplancton, y con una distribucion amplia que se extendid hasta los 55
°S. Con respecto a su riqueza especifica, se confirmo la presencia en muestras recientes
de tres de las cuatro especies del género citadas previamente para el Mar Argentino
durante la floracion de los '90 (A. dexteroporum, A. poporum y A. luciferelloides).
Asimismo, se detectd a A. obesum por primera vez para el area de estudio y se
observaron ejemplares correspondientes a una nueva especie en vias de ser publicada
(Tillmann, com. pers.). Por otro lado, se detectod por primera vez la presencia de AZA-2
en muestras de fitoplancton colectadas en aguas cercanas al talud a los 40 °S, aunque en
concentraciones bajas. A pesar de ello, la deteccion de especies potencialmente
toxigenas de Azadinium representa un riesgo potencial de intoxicacidn por azaspiracidos
en el Mar Argentino, debido a la amplia distribucion geografica y las elevadas
abundancias detectadas, especialmente en la zona del talud y aguas de plataforma

externa.
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Campainias en las

. PR Analisis Toxinas .
Especie que estuvo Distribucion moleculares asociadas Observaciones
presente
C1 (otofio), C2 PTX-2 Las cuotas de PTX total
D. (verano tardio), C3 | 39-55,5 °S.Talud y PTX- 1‘ fueron mayores hacia el
acuminata | (primavera), C4 plataforma AO ’ sur del area de estudio y
(verano) en aguas del talud
Ademas de las células
C1 (otofio), C2 PTX-2 grandes tipicas se
) (verano tardio), C3 39-42 °S. ; encontraron células
D. tripos (primavera), C4 Plataforma PTX-2sa, intermedias y pequefias
(veranoj PTX-11 las cuales corresponden‘
a gametos de la especie
D. caudata C1 (otofio) 38° S. Plataforma Presente unicamente en
muestras de red
D. ~ 52-55 °S. Talud y Presente Unicamente en
. C1 (otofio)
norvegica plataforma muestras de red
~ PCR de muestras GTX2/3
C1 (otofio), C2 ’
A o de campo y PCR GTX1/4, . .
A. (vera}no tardio), C3 | 38-52 °S. Talud y de células aisladas | C1/2, STX, Presencia c!e quistes de
catenella (primavera), C4 paltaforma y andlisis NEO.STX y pelicula
(verano) filogenéticos B1
o GTX1/4, . .
_ A. C3 (primavera) 40-45°S. Taludy | PCR de muestras GTX213 y Presencia Qe quistes de
minutum plataforma de campo STX pelicula
A. C3 (primavera) 40-45°S. Taludy | PCR de muestras | SPX1y20- | Presencia de quistes de
ostenfeldii P plataforma de campo Me SPX-G pelicula
P C1 (otofio) y C3 40-47 °S. Talud y Distribucion mayormente
. . ) YTX restringida al Golfo San
reticulatum (primavera) plataforma. J
orge.
C1 (otofio), C2
G. (verano tardio), C3 | 39-55 °S. Talud y
spinifera (primavera), C4 plataforma.

(verano)

Tabla 8.1: Resumen de las especies de dinoflagelados toxigenos encontrados durante este estudio y las
principales caracteristicas.
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