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DINOFLAGELADOS PRODUCTORES DE YESSOTOXINAS EN EL MAR
ARGENTINO

ELENA FABRO'?Z, BERND KROCK? y GASTON O. ALMANDOZ'?2

Summary: Dinoflagellates producers of yessotoxins in the Argentine Sea. Yessotoxins (YTXs) consist
of a recently described group of phycotoxins associated with shellfish toxicity and with cardiotoxicity in
laboratory rodents. Until now there are only three dinoflagellate species considered as YTXs producers:
Protoceratium reticulatum, Gonyaulax spinifera and Lingulodinium polyedra. In this study the presence
of YTX and its potential producers in the Argentine Sea was analyzed by four oceanographic expeditions
carried out between 38 and 55°S and during different seasons. Toxin detection was performed by
application of liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry. Morphological analysis
included optical and scanning electron microscopy. Two YTXs potential producers were found:
Protoceratium reticulatum and Gonyaulax spinifera, showing highest concentrations of 660 and 140 cell
L respectively, during autumn and spring. YTX was also detected during autumn and spring in samples
from San Jorge Gulf and slope waters and was associated with the presence of P. reticulatum, showing
toxin cell quotas of 2.2 and 12.5 pg YTX cell"". The data obtained suggest that P. reticulatum is the main
YTXs producer in the Argentine Sea, while G. spinifera represents a potential producer in the region which
did not show a clear association with YTX detection.
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Resumen: Las yessotoxinas (YTXs) son un grupo de ficotoxinas descrito recientemente, asociado a
toxicidad en moluscos y a cardiotoxicidad en ratones de laboratorio. Hasta el momento se conocen tres
especies de dinoflagelados productoras de YTXs a nivel mundial: Protoceratium reticulatum, Gonyaulax
spinifera 'y Lingulodinium polyedra. En este estudio se analizo la presencia de YTXs y de sus potenciales
productores en cuatro campafias oceanograficas realizadas en diferentes estaciones del afio entre
los 38 y 55°S. La detecciéon de toxinas se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplada con espectrometria de masas en tandem. Los analisis morfoldgicos incluyeron observaciones
mediante microscopia Optica y electrénica de barrido. Se encontraron dos potenciales productores de
YTXs, Protoceratium reticulatum y Gonyaulax spinifera, presentando densidades maximas de 660 y 140
cél. L' respectivamente durante las camparias de otofio y primavera, en las cuales se detectdé YTX en
muestras del Golfo San Jorge y del talud. Los datos obtenidos sugieren que la especie P. reticulatum es
la principal productora de YTXs en el Mar Argentino presentando cuotas celulares entre 2,2 y 12,5 pg
YTX cél.”!, mientras que G. spinifera representa un productor potencial en la regiéon que no ha mostrado
una asociacion clara con la deteccion de YTX.

Palabras clave: Protoceratium reticulatum, Gonyaulax spinifera, yessotoxinas, Mar Argentino.

INTRODUCCION eslabon en la cadena alimentaria y son responsables
de la mayor parte de la productividad primaria de

Las microalgas planctonicas constituyen un los ecosistemas marinos (Graham & Wilcox, 2000).
componente bidtico esencial presente en todos los  Los periodos de rapido crecimiento y acumulacion
mares y océanos del mundo, representan el primer de fitoplancton, denominados floraciones, resultan
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mayormente beneficiosos para la acuicultura y las
pesquerias; sin embargo 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 como
Floraciones Algales Nocivas (FANs) y algunas de
ellas son generadas por organismos productores
de toxinas que se acumulan a través de las redes
troficas, provocando intoxicaciones en humanos y
otros vertebrados principalmente relacionadas con el
consumo de moluscos bivalvos.

Las ficotoxinas son un grupo de compuestos
quimicos de diferente naturaleza y con diversos
mecanismos de accidon bioldogica, que pueden
provocar distintos sindromes y sintomas en los
organismos afectados (Lassus et al, 2016). En
particular, las yessotoxinas (YTXs) forman un
grupo de aproximadamente 100 analogos de toxinas
lipofilicas (Miles et al., 2005) capaces de producir
cardiotoxicidad en ratones tras ser inyectadas
intraperitonealmente (Terao ef al., 1990; Aune et al.,
2002) y citotoxicidad frente a algunas lineas celulares
de tumores humanos (Konishi et al., 2004). Si bien
las YTXs han sido asociadas a toxicidad en moluscos
(Satake et al., 1997; MacKenzie et al., 1998) hasta el
momento no se han registrado casos de intoxicacion
de personas, aunque representan un riesgo potencial a
la salud humana; por lo cual los paises integrantes de
la Unién Europea han establecido limites maximos
permitidos de YTXs en moluscos para consumo
(Gazzetta Ufficiale della Repubblica Italiana, 2002;
Munday et al., 2008; Paz et al., 2013).

Los organismos productores de YTXs
conocidos hasta el momento pertenecen al grupo
de los dinoflagelados, entre ellos Protoceratium
reticulatum fue la primera especie en ser considerada
como productora de YTXs (Satake et al, 1997).
Recientemente, la produccion de YTX se confirmo
en cultivos de la especie Lingulodinium polyedra
mediante espectrometria de masas (LC-MS) (Paz et
al., 2004; Armstrong & Kudela, 2006). Asimismo, L.
polyedra fue detectada de manera recurrente formando
floraciones en el mar Adriatico, durante las cuales
también se detectaron YTXs en muestras de plancton
(Draisci et al., 1999 como Gonyaulax polyedra;
Tubaro et al., 1998 como Lingulodinium polyedrum).
Por otro lado, la presencia de G. spinifera en el Mar
Adriatico en ausencia de P, reticulatum y L. polyedra
en 2004 y 2006, estuvo asociada al establecimiento
de vedas para la recoleccion de mariscos debido
a la deteccion de YTXs en moluscos recolectados
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(Riccardi et al., 2009). Luego, la produccion de YTXs
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).

Protoceratium reticulatum es una especie de
amplia distribucion en mares y océanos de Europa,
América, Africa, Asia y Oceania (Lassus et al., 2016).
Particularmente en Argentina, P. reticulatum ha sido
recientemente asociada a la presencia de YTXs en
muestras de plancton del Golfo San Jorge, a partir
de las cuales se establecio un cultivo que mostro
un perfil de toxinas dominado por YTX (>95%),
con la deteccion de otros cuatro derivados 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 es una especie cosmopolita y ampliamente
distribuida en el Mar Argentino (Balech, 1988;
Akselman, 1996), la cual no parece contribuir
significativamente a la produccion de YTXs en el
Golfo San Jorge (Akselman et al., 2015). A pesar
de que no existen registros de células vegetativas
de L. polyedra 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 trabajo se describen la distribucion
y abundancia de las especies previamente citadas
como productoras de YTXs junto con la deteccion y
concentracion de YTXs en el Mar Argentino en 121
muestras de plancton colectadas a lo largo de cuatro
expediciones oceanograficas llevadas a cabo en
diferentes estaciones del aflo.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

El area de estudio abarcé un extenso sector
de la plataforma continental y el talud del Mar
Argentino entre los 38 y 56°S, muestreado durante
cuatro campafias oceanograficas llevadas a cabo en
distintas estaciones del afio (primavera, verano y
otoflo) entre los afios 2012 y 2016, con un total de
121 puntos de muestreo (Fig. 1).

La primera campaifia, de aqui en adelante
denominada “campafia de otofio” o “Cl”, tuvo
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Fig. 1. Mapa del area de estudio indicando los puntos de muestreo de las cuatro campafias oceanograficas

realizadas.

lugar a bordo del buque oceanografico R/V
“Puerto Deseado” desde el 30 de marzo hasta
el 14 de abril del afio 2012, con un total de 46
estaciones de muestreo entre los 38 y los 56°S. La
segunda campafa, de aqui en adelante denominada
“campaiia de verano tardio” o “C2”, se realizd del
11 al 22 de marzo del afio 2013 a bordo del buque
oceanografico R/V “Bernardo Houssay” y consto
de 24 estaciones de muestreo entre los 39 y los
43°S. Estuvo dividida en dos piernas: la K1 con 8
estaciones desde los 39 hasta los 40.7°S, y la K2
con 16 estaciones desde los 41 a los 43°S. La tercera
campaia, denominada en adelante “campaia de
primavera” o “C3”, se llevo a cabo desde el 26 de
octubre al 9 de noviembre del afio 2013 a bordo del
buque oceanografico R/V “Puerto Deseado” con 44

estaciones de muestreo localizadas entre los 39 y
los 47°S. La cuarta y ultima campaia, llamada en
adelante “campana de verano temprano” o “C4”,
se llevo a cabo desde el 6 al 12 de enero de 2016 a
bordo del buque oceanografico “Bernardo Houssay”
y consto de un total de 7 puntos de muestreo, dos de
ellos localizados frente a Peninsula Valdés, tres al
sur del Golfo San Jorge y los otros dos frente a la
Isla de los Estados (Tierra del Fuego).

En cada una de las campafas oceanograficas
y para cada estacion de muestreo se tomaron
muestras cuantitativas y cualitativas para el analisis
del fitoplancton en forma simultanea con la toma de
muestras destinadas al estudio de las ficotoxinas.
En todas las estaciones de muestreo se obtuvieron
datos de salinidad, temperatura y profundidad
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(CTD), excepto en las ubicadas en la pierna K2 de
la C2, en la cual inicamente se midi6 la temperatura
superficial con un sensor multiparamétrico TOA-
DKK Modelo WQC.

Para la toma de muestras cuantitativas se utilizo
una roseta equipada con sensores de temperatura y
salinidad y botellas Niskin de 5 litros. Las botellas se
llenaron con agua de superficie (entre 3 y 10 metros)
y 250 mL se fijaron con lugol acético (concentracion
final = 2%) para los analisis microscopicos de
la comunidad plancténica y se mantuvieron en
oscuridad y a temperatura ambiente hasta el momento
de su analisis.

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.
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 a fin de estandarizar el volumen total de
muestra y de esa manera poder tomar alicuotas para
los analisis morfologicos y toxinologicos de igual
volumen en todas las estaciones de muestreo. Para el
estudio morfoldgico ¢ identificacion de las distintas
especies, fueron obtenidas alicuotas de 20 mL (C1)
y 100 mL (C2-C4) que se fijaron con lugol acético
(concentracion final = 2%) y se mantuvieron en la
oscuridad y a temperatura ambiente hasta el momento
de su analisis. La cantidad restante de muestra se filtrd
por gravedad a través de un tamiz compuesto de tres
mallas de Nitex de 200, 50 y 20 um. 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
tamaio fue centrifugado en tubos de centrifugacion
de 45 mL durante 30 minutos a 3.000 x g. Los
pellets resultantes de esta primera centrifugacion
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 2 mL durante
15 minutos a 10.000 x g. 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 12 e 113
debido a problemas meteorologicos.

Andalisis microscopicos

El analisis de las muestras cuantitativas se realizo
mediante la técnica de Utermohl (1958) utilizando un
microscopio invertido con contraste de fases Leica
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DMIL LED. Se dejaron sedimentar 50 mL de muestra
de cada estacion de muestreo durante 24 horas. Para
la cuantificacion de los organismos se examino
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. El limite de deteccion fue
de 20 cél. L.

Adicionalmente se realizaron analisis cualitativos
de las muestras de red con el objetivo de determinar
los dinoflagelados toxigenos hasta el menor
nivel taxonémico 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. Para el estudio taxondémico detallado
de los dinoflagelados se observaron alicuotas
tefiidas con CalcoFluor utilizando microscopia de
epifluorescencia UV, de acuerdo a Fritz & Triemer
(1985). Los analisis 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 y un microscopio electronico de barrido Carl
Zeiss NTS (SUPRA 40) del Centro de Microscopias
Avanzadas (CMA) de la Universidad de Buenos
Aires. El material a analizar se deshidrato a través de
series de diluciones de etanol (25, 50, 75, 100%) y el
secado final se realiz6 utilizando la técnica de punto
critico. Por ultimo las muestras se metalizaron con
oro previo a su observacion al MEB.

Finalmente, con el proposito de analizar la
relacion entre la densidad celular de dinoflagelados
potencialmente productores de YTXs y la
concentracion de las mismas, 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
cuantificacion de los organismos se examino la
superficie total de la camara utilizando un aumento
de 10 X, o una cantidad variable de campos al azar
(>10) utilizando un aumento de 20 X, dependiendo de
la cantidad de organismos presentes. Las densidades
estimadas se expresan como células por lance de red
(cél. LRY).

El grado de asociacion entre células y toxinas
se estableci6 mediante el indice de correlacion de
Spearman aplicando el software Statistica 7.1.
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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 pequeias utilizadas
para la ruptura de paredes celulares) utilizando
un homogeneizador por batido Biol01 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 um
de poro (Millipore Ultrafree, Eschborn, Alemania)
y centrifugados durante 30 s a 800 x g. Por tltimo,
los filtrados se transfirieron a viales para su analisis
con cromatografia liquida (HPLC) acoplada con
espectrometria de masa en tindem (MS-MS) en la
Division de Quimica Ecologica del Alfred Wegener
Institute, Bremerhaven, Alemania, como se describe
en Krock et al. (2008). Los datos se presentan como
nanogramos detectados por lance de red (ng LR™").

Estimacion de cuotas celulares

Con el proposito de estimar las cuotas celulares
de YTX, entendidas como la cantidad promedio
de toxina presente en una célula, se utilizaron los
resultados de los recuentos celulares y los de analisis
de toxinas, realizados a partir de muestras de red. A
tal fin se realizo el cociente entre el contenido de
toxinas y el nimero de células para cada estacion
de muestreo. Solo se estimaron cuotas celulares de
toxinas en las estaciones de muestreo en las cuales
se encontrdé una uUnica especie potencialmente
productora de la toxina en cuestion o, en el caso
de haber mas de un productor potencial, las cuotas
se calcularon s6lo 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 Exploracion
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.

Las toxinas presentes en la fraccion >200 pm
no fueron consideradas en la estimacion de cuotas
celulares ya que no existen productores de YTXs
mayores a 200 um. Las cuotas celulares de toxinas
se expresan como picogramos de toxina por célula

(pg cél.h).

REsuLTADOS

Descripcion morfolégicade las especies encontradas

Protoceratium reticulatum (Claparéde &
Lachmann) Biitschli (Fig. 2)

Balech (1988): 169, Lam. 77, Figs. 1-5
(Gonyaulax grindleyi)

Basionimo: Peridinium reticulatum Claparéde &
Lachmann.

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

Contorno ovoide, pentagonal a poligonal, sin
cuello ni espinas. Epiteca con forma de domo, mas
pequena que la hipoteca (Figs. 2 A, B). Reticulacion
tecal muy particular formada por un reticulado de
areolas poligonales, cada una con una protuberancia
central en forma de cresta, la cual posee un poro
(Figs. 2 B, C). Cingulum muy excavado, con
marcada reticulacién, descendente (1-1,5 veces
su altura) y sin entrecruzamiento; sulcus angosto
y corto (Figs. 2 C, D). Placa 1' con un poro en la
region apical derecha (Figs. 2 C, D). Presencia de
tres placas apicales (3”) y una placa intercalar (1a)
en todas las células analizadas (n = 20) (Figs. 2
E-H).

Dimensiones: largo 39-55,5 um (promedio 46
um, + 4); ancho 33-48 um (promedio 40 um, + 4)
(n=23).

Gonyaulax spinifera (complejo de especies)
(Claparéde & Lachmann) Diesing (Fig. 3)

Balech (1988): 166, Lam. 74, Figs. 1-4.

Basionimo: Peridinium spiniferum Claparéde &
Lachmann

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. 3
A), un cuello prominente y hombro derecho muy
marcado (Figs. 3 A, B). Cingulum muy excavado y
claramente descendente (2-2,5 veces su altura) con
entrecruzamiento muy evidente (Figs. 3 C-E). Placa
6" triangular con un borde izquierdo céncavo (Figs.
3 C, D). Areolas casi circulares las cuales pueden
o no estar perforadas o presentar poros entre ellas
(Figs. 3 D-F). Presencia de dos (Figs. 3 D, E) o tres
(Fig. 3 F) espinas antapicales.

555



Bol. Soc. Argent. Bot. 53 (4) 2018

Fig. 2. Protoceratium reticulatum. (A) Microscopia 6ptica con contraste de fases, (B-I) Microscopia
electrénica de barrido. A, B: Vista general lateral. C, D: Vista ventral, note la presencia de un poro ventral
en la placa 1’ (flechas). E: Vista apical, note la presencia de la placa intercalar (1a). F: Detalle de E, note
la sutura entre las placas 2'y 3' (flecha). G, H: Vista dorso-apical, note la sutura entre las placas 2’y 3’
(flechas). I: Vista antapical. Escala= A-E, G-I: 10 ym. Escala= F: 5 pm.

Dimensiones: largo 37-69 um (promedio 51 pm, =
9); ancho 32-55 um (promedio 43 pm, + 7); (n = 20).

Distribucion, abundancia y toxinas asociadas
Campaiia de otorio (C1)

La especie Protoceratium reticulatum estuvo
presente en cuatro muestras cuantitativas colectadas
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en el Golfo San Jorge y aguas circundantes (Fig.
4 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 detectaron
representantes del complejo Gonyaulax spinifera
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Fig. 3. Gonyaulax spinifera. (A) Microscopia optica, (B, C) Microscopia o6ptica de fluorescencia y (D-F)
Microscopia electronica de barrido. A, B: Vista general dorsal, note las espinas antapicales, el prominente cuello
y el hombro derecho marcado (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 ym.

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 encontr6 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. 4 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 encontr6
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.

La presencia de YTX se detecté 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 (Tabla 1).
Adicionalmente se detectdé 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. 5) también se encontraron células de P.
reticulatum en muestras de red no fraccionadas, en
abundancias entre 4 y 40 x 10°cél. LR*!; presentando
una correlacion alta y significativa entre densidad
celular y concentracion de toxinas (r = 0,99 p <
0,05). Por otro lado, en cuatro de ellas también se
encontraron células de G. spinifera, aunque siempre
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Fig. 4. Distribucion y abundancia en muestras cuantitativas y presencia en muestras cualitativas de
Protoceratium reticulatum (A) y Gonyaulax spinifera (B) durante la C1.

en menor abundancia que P. reticulatum (Fig. 5) y
presentando una menor correlacion (r = 0,87 p <
0,05). Las cuotas celulares de YTX estimadas para
P, reticulatum, en las dos estaciones con densidades
suficientes, fueron de 7,5 y 12,5 pg cél.”".

Campana de verano tardio (C2)

Protoceratium reticulatum no se detectd ni en las
muestras cuantitativas ni en las cualitativas durante
esta campafia. Por el contrario, el complejo de
especies G. spinifera se encontrd en nueve muestras
cualitativas correspondientes al Golfo San Matias
(Fig. 6), en abundancias de 3 a 28 x 10° cél. LR,
pero no se detectd en ninguna muestra cuantitativa.
El rango de temperatura en que se encontraron
células de G. spinifera fue de 14 a 18 °C. No se
detectaron YTXs durante esta campana (Tabla 1).

Campaiia de primavera (C3)
La especie P. reticulatum estuvo presente en tres
muestras cuantitativas ubicadas al norte del Golfo
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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 la encontré en cinco muestras
cualitativas correspondientes al Golfo San Jorge y a
aguas del talud a los 39 y 44°S (Fig. 7 A).

En seis muestras cuantitativas correspondientes
al Golfo San Jorge y aguas del talud a los 39 y
44°S se detectaron representantes del complejo
G. spinifera. 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 cé¢lulas del complejo en 11 muestras
cualitativas obtenidas en aguas del talud, en
el Golfo San Jorge y en aguas adyacentes a la
Peninsula Valdés (Fig. 7 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
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Tabla 1. Tabla resumen de los resultados de abundancias de P. reticulatum, G. spinifera'y YTX, cuotas
celulares y correlaciones a lo largo de las cuatro campanas realizadas. nd = no detectado, n = cantidad de
muestras, - = sin datos.

Abundancia en
muestras de botella
(cuantitativas)

P. reticulatum 20-120 cél. L' (n=4) nd

G. spinifera 20-140 cél. L' (n=3) nd
Abundancia en

muestras de red

fraccion 20-50 ym

P. reticulatum

G. spinifera

YTX

Abundancia en
muestras de red
fraccion 50-200 ym

24-343 (n=5) nd

P. reticulatum

G. spinifera

YTX
Abundancia en
muestras de red
fracciones integradas

68-160 ng LR (n=3) nd

P. reticulatum 4-40 x 10°cél. LR (n=5) nd

G. spinifera 2-20 x 103cél. LR (n=6) 3-28 x 10°cél

YTX 24-343 ng LR (n=5) nd

Cuotas celulares

P. reticulatum
(fraccion 20-50 pum)
P. reticulatum
(fraccion 50-200 pm)
P. reticulatum

(fracciones integradas) nd

7,5-12,5 ng cél.”" (n=2)
Correlacion
nd

P. reticulatumy YTX r=0,99

r=0,87 nd

G. spiniferay YTX

20-660 cél. L' (n=3) nd
20-140 cél. L' (n=6) nd
1-126 x 10° cél. (n=8) -
1-21 x 10° cél. (n=17) -
14-283 ng LR'(n=4) nd
1-13 x 10°cél. (n=7) -
1-15x 10%cél. (n=16) -
88 ng LR (n=1) nd
1-139 x 10°cél. LR (n=8) nd
.LR"(n=9) 1-36 x 10°cél. LR"(n=17) 9-12 x 10%cél. LR (n=2)
14-371 ng LR (n=4) nd
2,2 ng cél.! -
6,5 ng cél.! -
3 ng cél.” nd
r=0,73/0,4 nd
r=0,17 nd

maximas a 12 °C y 33,4. G. spinifera se encontrd a
temperaturas entre 7 y 12 °C y a salinidades entre
33,4 y 33,9, con densidades celulares maximas a 8
°C y a una salinidad de 33,9.

La presencia de YTX se detectd en cuatro
estaciones, para la fraccion del fitoplancton de 20-
50 pum, en aguas del talud y de la plataforma a los
44°S y del Golfo San Jorge. Las concentraciones
halladas variaron entre 14 y 283 ng LR (Tabla 1).

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 detectd
YTX (Fig. 8), tanto en las cuatro correspondientes a
la fraccion de 20-50 um como en la de la fraccion de
50-200 pm. Adicionalmente la especie fue hallada
en concentraciones bajas (< 2 x 10° cél. LR") en
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Fig. 5. Concentracion de YTX (A) en la fraccion de 20-50 ym y abundancia de células de P. reticulatumy G.
spinifera (B) en muestras cualitativas no fraccionadas a lo largo de la C1.

cuatro muestras de la fraccion menor y en seis de la
fraccidon mayor en las cuales no se detectaron YTXs.

Los valores de abundancia celular de P.
reticulatum y concentracion de YTX presentaron
una correlacion significativa en ambas fracciones
(r=0,73 y 0,4 p < 0,05). Las cuotas celulares de
YTX estimadas para P. reticulatum en la fraccion
de 20-50 pm y de 50-200 um fueron de 2,2 y 6,5 pg
cél.”! respectivamente.

En tres de las cuatro muestras en las que se
detectaron toxinas en la fraccion de 20-50 um se
encontraron células correspondientes al complejo
G. spinifera, aunque siempre en abundancias
inferiores a P. reticulatum. La correlacion entre
densidad celular de G. spinifera y YTX resulto baja
y no significativa (r = 0,17 p > 0,05).

Camparia de verano temprano (C4)
Protoceratium reticulatum no se detectd en
muestras cuantitativas ni cualitativas, mientras que
el complejo G. spinifera se observo en dos muestras
de red correspondientes al sur del Mar Argentino
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(55°S), en densidades de 9 y 12 x 10%cél. LR (Fig.
9). El rango de temperatura en que se encontraron
células del complejo G. spinifera fue de 5a 8 °Cy
la salinidad de 33,5 a 34. No se detectaron YTXs
durante esta campaiia (Tabla 1).

DiscusioN

Variabilidad morfologica de los taxones
identificados

Si bien P. reticulatum y G. spinifera pertenecen
a géneros diferentes, son morfoléogicamente
semejantes entre si, con una estructura fina muy
similar y semejanzas a nivel ultraestructural de
las organelas (plastidos, pirenoide y sistema
pusular) (Hansen et al., 1996/1997). Sin embargo,
la diferenciacion morfolégica puede realizarse
mediante microscopia Optica en base a caracteres
de la forma general de la célula, la posicion del
cingulum, la reticulacion tecal y la presencia/
ausencia de espinas antapicales (Balech, 1988).
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Fig. 6. Distribucion del complejo Gonyaulax spinifera en muestras de red durante la C2.

Los ejemplares de P. reticulatum analizados en
este estudio son morfologicamente semejantes a
los descriptos por Balech (1988 bajo el nombre
Gonyaulax grindleyi), aunque presentan diferencias
en el rango de tamafio de las células (largo: 39,0-
55,5 um; ancho: 33-48 um) el cual fue levemente
mayor al descripto por Balech (1988) para
especimenes del Mar Argentino (largo: 35-45 um,

37

39

41
;U-)\ x Peninsula Valdés
=43 x
o
é © =
8 45 X

X

© 20-200 cel !

0660 cel L

e presente en muestra de red
x no detectado

ancho: 28-37 um) 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 aguas
marinas de Espafia. Los especimenes analizados
durante este estudio presentaron en la epiteca tres
placas apicales y una intercalar, lo cual concuerda
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Fig. 7. Distribucion y abundancia en muestras cuantitativas y presencia en muestras cualitativas de
Protoceratium reticulatum (A) y G. spinifera (B) durante la C3.
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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 3 placas
apicales y el otro 50% sin placa intercalar y con 4
placas apicales (Hansen et al., 1996/1997), con la
consecuente variabilidad en el patron de placas de
la especie (3', 1a, 6", 6¢, 7s, 6", 2"" vs 4', Oa, 6",
6¢c, 7s, 6", 2 ""). Asimismo, un cultivo aislado del
mismo sitio presentd células con una division de la
placa intercalar en tres placas, indicando un grado
de variabilidad adicional en la formula epitecal
de la especie (3', 3a, 6", 6¢, 7s, 6", 2"") (Hansen
et al., 1996/1997), la cual no fue observada en las
poblaciones estudiadas en este trabajo.

Los ejemplares del complejo Gonyaulax spinifera
analizados en este estudio también presentaron
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un contorno particular dado por un prominente
cuello y dos espinas antapicales, una fuerte
reticulacion tecal y un marcado desplazamiento y
entrecruzamiento cingular semejante al descripto
por Balech (1988), aunque alcanzaron dimensiones
mayores que las mencionadas en la literatura
(Balech, 1988; Garate-Lizarraga et al., 2014). Los
especimenes mas pequefios con dos espinas y una
reticulacion suave se corresponden con la especie
G. spinifera, mientras que las células con mas
de dos espinas antapicales, con una reticulacion
marcada y de mayor tamafio se corresponden
con G. digitalis (Balech, 1988; Ellegaard et al.,
2003). Dodge (1989), Steidinger & Tangen (1997),
Lewis et al. (1999) y Ellegaard et al. (2003) han
mencionado que la identificaciéon microscopica
de especies dentro del complejo G. spinifera
resulta dificultosa e incierta, y que las diferencias
morfologicas entre los quistes parecen representar
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Fig. 9. Distribucion del complejo Gonyaulax spinifera en muestras cualitativas durante la C4.

mejor las diferencias genéticas entre las especies
que las caracteristicas morfoldgicas de las células
vegetativas. 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 (Riccardi et al., 2009). 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.

Distribucion y toxinas asociadas

El patron de distribucion de P reticulatum
encontrado en este estudio 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) lahallaron también mas al sur, alos 49 y 53°S.
Por otro lado, el complejo G. spinifera present6d 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). Asimismo, G. spinifera
se observod a rangos de temperatura y salinidad mas
amplios que P. reticulatum (5-16 °C; 32,2-34,0 y
10-14 °C; 33,1-33,7 respectivamente).
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Las densidades celulares detectadas durante
este estudio para ambos taxones fueron bajas,
con maximos durante la campafia de primavera
de 660 y 140 cél. L' para P. reticulatum y el
complejo G. spinifera, respectivamente. Mientras
que P reticulatum habitualmente presenta bajas
abundancias poblacionales (Aasen et al., 2005;
Seguel et al., 2005), G. spinifera suele formar
floraciones ¢ incluso producir eventos de muerte
masiva de biota marina (Margalef, 1956; Riaux-
Gobin & Lassus, 1989; Praseno et al. 1999;
Fukuyo et al., 2003; Riccardi et al., 2009; Garate-
Lizarraga et al., 2014). Aunque ambas especies
fueron consideradas de aguas frias por Balech
(1988), experimentos realizados con P. reticulatum
permitieron establecer que la mayor tasa de division
celular se produce a los 20 °C y la minima a los 10
°C (Houghton et al., 2016). Asimismo se registro
una floracion de P, reticulatum al norte de Chile bajo
condiciones de mezcla de masas de agua calidas
(21 a 25 °C) con masas de agua provenientes de un
intenso afloramiento (Alvarez et al., 2011).

A menudo, cuando una misma toxina es sintetizada
por mas de una especie, resulta complejo identificar
en el campo al organismo responsable de dicha
toxicidad. Tal es el caso de la produccion de YTXs,
debido a la reciente confirmacion de Lingulodinium
polyedra y Gonyaulax spinifera como especies
productoras (Paz et al., 2004; Armstrong & Kudela,
2006; Riccardi et al., 2009). Particularmente en el
Mar Argentino existe un unico estudio abocado a
la determinacion de YTXs y especies productoras
(Akselman et al., 2015), por lo cual atin no se posee
un conocimiento fehaciente sobre los roles respecto
de la produccion de toxinas de las dos especies
toxigenas citadas para la region (P, reticulatum y G.
spinifera). Sin embargo, los resultados presentados
en este trabajo sustentan la asociacion entre P,
reticulatum y YTXs en el Mar Argentino, ya
que durante las Cl 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 YTXs. Los tnicos dos cultivos
de G. spinifera para los cuales se ha comprobado
fehacientemente la produccion de YTXs a nivel
mundial (utilizando LC-MS), mostraron diferentes
petfiles toxicos. Uno presento bajas cuotas celulares
(5,4 pg cél.") y dominancia de YTX (como en P
reticulatum), mientras que el otro presentd cuotas
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celulares mas altas (33,4 pg cél.!) y dominancia
de homo-YTX (Riccardi ef al., 2009). No obstante,
el andlogo homo-YTX tipico de G. spinifera no se
detect6 en el presente estudio durante ninguna de las
cuatro campaias de muestreo realizadas y tampoco
existen antecedentes de analisis de toxicidad en
cultivo para cepas argentinas.

Las cuotas celulares de YTX para P. reticulatum
variaron entre 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)
yde3a7pgYTX cél.! (Houghton et al., 2016). Por
el contrario, durante una floracion de P. reticulatum
en Bahia Megjillones, Chile, las cuotas celulares de
YTX 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 er al., 2011). En cualquier
caso, la produccion de YTXs, 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
Espana) (Paz et al., 2007).

El perfil de toxinas 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., 2009; Alvarez et al.,
2011, Akselman et al., 2015), el cual de acuerdo a
Paz et al. (2007) parece ser el tipico de P. reticulatum.

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos a partir de este estudio
confirman a la especie P. reticulatum como la
principal productora de YTXs en el Mar Argentino,
mientras que G. 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 YTXs en muestras de
plancton, hasta el momento acotada al Golfo San
Jorge (Akselman et al., 2015), se amplio6 a areas de
la plataforma externa cercanas al talud continental
(44°S). No obstante, las mayores concentraciones
de YTX y P. reticulatum se observaron en el Golfo
San Jorge, lo cual puede considerarse como un
alerta respecto del desarrollo de futuros eventos
toxicos vinculados a esta especie en la zona.
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