ISSN 0373-580 X
Bol. Soc. Argent. Bot. 41 (3-4): 193 -201. 2006

ANALISIS MORFOLOGICO Y TOXICOLOGICO DE CULTIVOS DE

PSEUDO-NITZSCHIA PUNGENS VAR. PUNGENS (BACILLARIOPHYCEAE)

EUGENIA A. SAR', DARIO ANDRINOLO? e INES SUNESEN'

Summary: Morphological and toxicological analysis of cultures of Pseudo-nitzschia pungens var.
pungens (Bacillariophyceae). In the framework of a project of monitoring of harmful diatom species
carried out in the Northern area of the Golfo San Matias (Provincia de Rio Negro, Argentina) we found
and established cultures of Pseudo-nitzschia pungens (Grunow ex. P.T. Cleve) Hasle var. pungens. The
strains isolated from net phytoplankton samples obtained in Las Grutas and Piedras Coloradas, (Golfo
San Matias) were cultured in F/2 medium, with silica added, and maintained at 20 °C, under continuous
light supplied by cool-white fluorescent tubes. Cultures were essayed for domoic acid (DA) by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Materials from field and cultures were studied with light
and scanning electron microscopy. Comparison with closely related taxa, P. pungens var. cingulata
Villac and P. multiseries (Hasle) Hasle, and analysis of the fine morphology of cultured material, were
conducted and discussed. In spite of P. pungens var. pungens has been reported as domoic acid
producer, the toxin was not detected in any of the cultures tested.

Key words: Pseudo-nitzschia pungens var. pungens, cultures, morphology, domoic acid.

Resumen: En el marco de un proyecto de monitoreo de especies de diatomeas nocivas llevado a cabo
en el area norte del Golfo San Matias (Provincia de Rio Negro, Argentina) hemos encontrado a Pseudo-
nitzschia pungens (Grunow ex. P.T. Cleve) Hasle var. pungens y establecido cultivos monoclonales de
esta variedad. Las cepas aisladas a partir de muestras tomadas con red, provenientes de Las Grutas y
Piedras Coloradas (Golfo San Matias), fueron cultivadas en medio F/2 con adicién de silicatos, y mantenidas
a 20 °C con luz continua, blanca, fria. Los cultivos fueron analizados mediante Cromatografia Liquida de
Alta Resoluciéon (HPLC) para determinar si la variedad aislada era productora de acido domoico (DA) en
el area bajo estudio. Material procedente de campo y de cultivo fue estudiado con microscopios 6ptico
y electrénico de barrido. Una comparacion con los taxa mas allegados, P. pungens var. cingulata Villac
y P. multiseries (Hasle) Hasle, y datos sobre la morfologia fina del material procedente de los cultivos,
son presentados y discutidos. A pesar de que P. pungens var. pungens ha sido reportada como
productora de acido domoico, los resultados del analisis para deteccién de las toxinas fueron negativos
para las cultivos chequeados.

Palabras clave: Pseudo-nitzschia pungens var. pungens, cultivos, morfologia, acido domoico.

INTRODUCCION

Diez especies de diatomeas pertenecientes al
género Pseudo-nitzschia H. Peragallo in H. & M
Peragallo (1897-1908) son nocivas toxigenas
(Lundholm et al., 2003; Fryxell & Hasle, 2004; Cerino
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et al. 2004). El acido domoico (DA) producido por
estas especies es una toxina que ha provocado
intoxicaciones humanas y ha sido reportada como
causal de muerte de personas, mamiferos y aves
marinas (ver revision en Bates, 2000). Los moluscos
filtradores tienen la capacidad de acumular esta toxina
y son el vector mas comun; el sindrome que provoca
el DA se denomina Amnesic Shellfish Poisoning (ASP)
(Todd, 1990).

En el area norte del Golfo San Matias, donde hay
bancos naturales de moluscos y se realizan cultivos
de mejillon a escala comercial, hemos detectado
algunas especies de Pseudo-nitzschia citadas como
potencialmente toxigenas, eventuales productoras de
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DA (Ferrario et al., 1999; 2002). Sobre la base de esta
evidencia y de cara a la preservacion de la salud
publica, al manejo de los cultivos de moluscos y a la
colocacion de los productos de acuicultura en los
mercados europeos, planteamos un proyecto que se
focaliza en el monitoreo de especies nocivas, su
aislamiento y cultivo para estudio morfoldgico y
toxicoldgico asi como el monitoreo de toxinas en
moluscos. El objetivo de este trabajo es presentar los
primeros resultados obtenidos en el marco de ese
proyecto sobre Pseudo-nitzschia pungens (Grunow
ex P. T. Cleve) Hasle (1965) var. pungens.

MATERIALES Y METODOS

Para el aislamiento de las cepas de Pseudo-
nitzschia pungens var. pungens se realizaron
muestreos de fitoplancton en la estacion Piedras

65°

Coloradas, en junio de 2004, en el poligono de cultivo
de mejillon y en la estacion Las Grutas, en la que se
encuentran bancos naturales de ostra plana, en julio
de 2004. Las estaciones de muetreos estan ubicadas
en el area norte del Golfo San Matias (Fig. 1).

Las muestras de fitoplancton para analisis
cualitativo fueron tomadas con red de 30 um de
apertura de malla, en la parte superficial de la columna
de agua, entre los 0 y 5 metros de profundidad.
Simultaneamente fueron colectadas muestras de agua
de mayor volumen, concentradas con red, para realizar
el aislamiento y cultivo de especies potencialmente
toxigenas del género Pseudo-nitzschia. Los
aislamientos se realizaron con pipetas capilares bajo
microscopio siguiendo los criterios establecidos por
Billard & Chrétiennot-Dinet (1995). Los especimenes
fueron enjuagados varias veces en agua de mar filtrada
y esterilizada en portaobjetos excavados y dispuestos
en placas policultivo con medio nutritivo F/2 con
adicion de silicatos (Guillard, 1975). Las placas fueron
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Fig. 1. Mapa de la zona norte del Golfo San Matias mostrando las estaciones de muestreo y la localizacion del area en

Argentina.
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mantenidas en sala de cultivo a 20 °C bajo condiciones
de luz continua provista por tubos fluorescentes de
luz banca fria, y regularmente fueron chequeadas para
observar el crecimiento algal. Cuando se detect color
el inoculo se escald a tubo de 20 ml y luego a
erlenmeyers de 250 ml (Sar ez al., 2002; Sar & Sunesen,
2003).

Las muestras cualitativas fueron fijadas con formol
al 4% e incorporadas a la Coleccion de Diatomeas
Argentinas, depositada en el Departamento Cientifico
Ficologia de la Facultad de Ciencias Naturales y
Museo de la UNLP.

El analisis de las muestras cualitativas y de las
cuatro cepas aisladas se realiz6 con microscopio

optico (MO) Wild M20 con contraste de fase, y
microscopios electronicos de barrido (MEB) Jeol
JSMT 100y Jeol JSM 6360 LV. Dado que la sistematica
de las diatomeas se basa principalmente en las
caracteristicas de los frastulos, los materiales fueron
tratados para eliminacion de materia organica por el
método de Prygiel & Coste (2000) y montadas en
preparados para MO y MEB de acuerdo con el
procedimiento descripto en Ferrario ez al. (1995).
Alicuotas de los cultivos en fase estacionaria de
crecimiento, correspondientes a cada una de las
cuatro cepas aisladas, fueron analizadas desde el
punto de vista morfologico para estimar la variabilidad
intrapoblacional de la especie. El resto de los cultivos

Fig. 2. Pseudo-nitzschia pungens var. pungens. MEB. a. Colonias. Note que varias de las células estan recientemente divididas.
b-c. Valvas mostrando contorno linear lanceolado con apices puntiagudos. Observe bandas abiertas. d. Parte media de la valva
en vista externa mostrando estrias biseriadas y manto distal. Observe los poroides con velos himenados. e. Apice de la valva
de, d. Observe dos bandas. f. Parte media de la valva en vista externa mostrando estrias biseriadas, rafe y manto proximal. Note
algunos poroides aislados entre las dos hileras regulares de poroides. g. Apice de la valva de f. Observe que las estrias tienen
pocos poroides. h. Parte central de la valva en vista interna mostrando las fibulas alineadas con las interestrias. Note que las
estrias del manto distal estan alineadas con las de la superficie valvar, mientras que las del manto proximal no lo estan. i. Apice
de la valva de h. Escalas: 50 um (a), 20 pm (b,c), 5 pm (f-h), 2 pm (d,e,i).
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fueron utilizados para las observaciones y los tres
duplicados de cada uno de ellos, con una
concentracion promedio aproximada de 2 - 10°cél/l,
fueron congelados en botellas de 2 litros para su
traslado al laboratorio analitico y posterior analisis a
fin de detectar la presencia y concentracion de DA.
Para llevar a cabo el aislamiento de las toxinas, a partir
de la hipoétesis de que las cepas las contuvieran, se
sigui6 la metodologia propuesta por Wang et al.
(1993) incorporando leves modificaciones. Las
muestras fueron sometidas a tres ciclos de
congelamiento/descongelamiento para producir lisis
celular y posteriormente filtradas en filtros Wattman
de 0,45 um. El pH del medio de cultivo se ajustd a 2,5
y éste fue pasado por filtros Sep-Pac C 18. El filtro fue
posteriormente lavado con agua destilada y el eluido
descartado, luego fue lavado con 10 ml de una
solucion metanol/H,O (80:20 V/V) y el eluido
concentrado por evaporacion hasta 3 ml. Una alicuota
de 20 pl de este extracto se inyectd en el sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). El
Cromatografo utilizado fue Hewlett Packard serie 1100,
con bomba binaria, sistema desgaseador detector UV
con arreglo de diodos e inyector Rheodyne 77251 con
un loop de 20 pl. Se utilizé un régimen isocratico con
flujo de 1 ml/min y una solucion de corrida compuesta
por acetonitrilo/agua (12:88 V/V) ajustada a un pH de
2,5 con acido ortofosforico (Lawrence & Menard,
1991). La columna utilizada fue Hypersil C18 (150 X
46 mm, ID 5 um). La deteccion se realizo a 242 nm. Las
soluciones fueron todas grados HPLC y el estandar
analitico de acido domoico Sigma.

Resultados Taxonomicos

Pseudo-nitzschia pungens (Grunow ex. P.T. Cleve)
Hasle var. pungens

Los frastulos de las muestras obtenidas a campo
tuvieron las mismas caracteristicas morfologicas y
parametros morfométricos que las descriptas en
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Ferrario et al. (1999) para aguas costeras de Argentina.
A su vez muchas de las células provenientes de los
cuatro cultivos realizados coincidieron con las
muestras de campo, excepto por presentar
dimensiones mas pequefias que las descriptas por
Ferrario et al (1999) (Fig. 2 A-1, Tabla I). Algunas de
las células analizadas mostraron modificaciones
morfologicas en el frustulo (Fig. 3 A-M),
observandose algunos con ensanchamiento unilateral
en la parte media de la valva (Fig. 3 A), con un
estrechamiento en el centro de la valva y ligeramente
arqueadas (Fig. 3 H), otras con un ensanchamiento
unilateral de la valva del lado proximal (Fig. 3 E) o de
la valva del lado distal (Figs. 3 B-D), otras con
ensanchamiento central bilateral de valva y cingulum
(Fig. 3 F) y con extremos afinados (Fig.3 G). Fue
bastante frecuente encontrar irregularidades en la
distribucion de las interestrias y poroides en la zona
central de la valva o en la distribucion de la doble
hilera de poroides, tanto en el area central como hacia
los polos (Figs. 3 I-M). Tal como sucede en el material
proveniente del campo, se encontr una tercera hilera
de poroides generalmente incompleta o algiin poroide
aislado entre dos hileras completas. En cuanto a las
bandas componentes de la cintura se han observado
algunas deformaciones en los poroides de la
valvocopula (Fig. 3 J).

Resultados sobre andalisis de toxinas

El analisis de toxinas se llevo a cabo sobre material
de cultivo proveniente del escalamiento de cada una
de las cuatro cepas aisladas, estos cultivos fueron
analizados en fase estacionaria de crecimiento y todos
ellos arrojaron resultados negativos para acido
domoico, tanto en el caso de las dos cepas de Las
Grutas como en las de Piedras Coloradas. Como
control positivo se utilizo una alicuota de una de las
cepas analizadas a la que se le agregd acido domoico
auna concentracion final de 25 pg/litro.
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Figs. 3. Pseudo-nitzschia pungens var. pungens. MEB. Formas teratologicas. a. Colonias. Note que los frustulos presentan un
abultamiento en la regién media. b. Teca con abultamiento central. ¢. Detalle de la teca de: b, mostrando las tres bandas
conectivales. Bandas con una hilera de poroides que disminuyen de tamafio en sentido abvalvar. d. Valva con abultamiento en
el manto distal, valvocopula y primera copula. Observe poroides aislados entre las dos hileras regulares de poroides. e. Valva
en vista interna mostrando un abultamiento en el manto proximal de la regién mediana. f. Frastulo con abultamiento central
bilateral. g. Valva en vista interna mostrando abultamiento bilateral y 4pice deformado. Note la presencia de cingulos
constituidos por tres bandas abiertas. h. Valva en vista interna mostrando una constriccion en la zona media. i. Valvas en vistas
interna y externa. Note el arreglo irregular de los poroides en valva indicada con la flecha. j. Teca con estrias con arreglo de
poroides irregular y arreglo irregular de las estrias e interestrias en el centro. k. Detalle de la parte central de la valva de j, 1.
Parte de una valva en vista lateral externa. m. Parte de una valva en vista interna. Note en ambas figuras que los poroides de
las estrias estan irregularmente dispuestos. Escalas: 20 um (a), 10 pm (b,g,h,j), 5 um (¢,f,i,m), 2 pm (d,k,e,l).
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Tabla 1. Datos morfométricos y contorno valvar de Pseudo-nitzschia pungens var. pungens recabados en este estudio y en
estudios previos. * Medicion realizada por nosotros a partir de las microfotografias presentadas en los trabajos correspondientes.

Caracteres  Este Ferrasic et Takano &  PRivera Hallegraeff Larsen &  Fryxell &
estudio al. (1999} Kurok: (1985) (1994 Nguyen Hasle (2004)
(1977 (2004) Hasle (1995)
Hasle et al
(1996)
Contorno Linear Linear Linear Linear Linear Linear Linear
delavalva lanceclada lanceclads lanceclada lanceclada lanceclada lanceclada lanceclada
Eje apical
en pim 73-110 56-145 51-151 74-142 90-130 80-115 74-174
Eje
transapical  2-3.8 2845 2.6-33 345 2.6-43 23804 24533
en pm
Fibulas en
10 pm 10-14 12-18 0-16 0-15 10-13 (219-12 9-16
(13)
Interestrias
en 10 pm 10-13 10-18 0-16 0-15 10-13 (29-12 9-16
(13)
Hileras de 2, una 2, una tercera
poroides tercera 2 2 2-3 2 2 puede
puede aparecer
aparecer
Poroides en
1pm 21303 3-4 34 34 34 2-304 3-3.5%
Poroides en
valvecopula 13-17.3 nd nd nd nd nd 1 hilera
Poroides en
1° copula 20-27 nd nd nd nd nd 1 hilera (mas
_ pequefios)
Poroides en
2° copula 23-34 nd nd nd nd nd 1 hilera {mas
pequefios)
Eegidn Golfo San Aguas Apguas Aguas Aguasde  Aguas Varias
geografica  Matias costeras de  costeras de  costeras de  Awustralia costeras de  regiones
Argentina  Japon Chile WVietnam
DiscUSION dimensiones, particularmente en lo referente a los ejes

Todas las cepas bajo analisis mostraron una
variabilidad intrapoblacional e interpoblacional
similar. Como se muestra en la Tabla I, el material
cultivado durante este estudio presentd menores

3 Aun cuando estos autores se refirieron a la especie sin
especificar variedad, tomando en cuenta las figuras 4 a 6
de su trabajo podemos determinar que ellos trabajaron con
la variedad nominal.
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transapical y apical. Sin embargo, especimenes
provenientes de muestreo de campo descriptos por
Larsen & Nguyen (2004), presentan un limite inferior
del rango de medidas del eje transapical (2 pum)
semejante al que encontramos en nuestro material de
cultivo. La longitud de los frustulos o valvas fue, en
cambio, ligeramente inferior a todas las halladas en la
literatura. Chepurnov ef al. (2005) puntualizaron que
en los clones de P. pungens’ en cultivo, las células
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generalmente reducen su longitud en
aproximadamente 5 pm por mes. El resto de los datos
morfométricos de las cepas aisladas en Las Grutas y
Piedras Coloradas coincidieron razonablemente con
los descriptos para el mismo taxon en diferentes
regiones geograficas (Tabla I). En los cultivos
mantenidos en erlenmeyers alrededor de 48 dias
fueron encontrados numerosos especimenes
deformados, semejantes a los descriptos por Villac
(1996) para varias especies de Pseudo-nitzschia, en
particular para P. pungens var. cingulata Villac, por
Subba Rao & Wohlgeschaffen (1990) para P.
multiseries (Hasle) Hasle (1995) y por Chepurnov et
al. (2005) para P. pungens var. pungens. Sin embargo
los frastulos teratologicos presentes en nuestro
material siempre evidenciaron aspecto menos
aberrante que los presentados en los trabajos
mencionados. Esto podria deberse a que los cultivos
analizados por nosotros no estuvieron en ningtin caso
en etapas bioldgicas senescentes. Chepurnov ef al.
(2005) senalaron que los frastulos muestran
apariencia ligeramente irregular, con abultamiento en
el area central, previo a una reduccion abrupta de
tamano.

P. pungens var. cingulata y P. multiseries, son
los taxones morfologicamente mas allegados a la
variedad bajo estudio, considerando contorno valvar
y parametros morfométricos, y se diferencian de P.
pungens var. pungens por algunos caracteres que
requieren de analisis ultraestructurales. Uno de ellos
es la morfologia de la valvocdpula, estriada en P.
pungens var. cingulata, con estrias con dos o tres
hileras de poroides, mientras que en P. pungens var.
pungens la valvocopula muestra sdlo una hilera de
poroides. Otro caracter diferencial entre ambas
variedades, enunciado por Villac & Fryxell (1998), es
el nimero de hileras de poroides que componen la
estria, las autoras encuentran que una tercera hilera
mas o menos completa se intercala entre las dos
ubicadas en la proximidad de la costilla interna
(interestria externa) en P. pungens var. cingulata. Este
caracter debe ser relativizado ya que es bastante
frecuente encontrar uno o mas poroides conformando
una tercera hilera en P. pungens var. pungens. En
nuestro material de campo y de cultivo suelen aparecer
poroides aislados o alineados en corto numero entre
las dos hileras de poroides laterales, lo que también
fue ilustrado y mencionado por Hasle ez al. (1996, fig.
30, p 138) para la variedad nominal.

P. multiseries se diferencia de ambos taxones por
presentar estrias pluriseriadas (3 a 5 hileras de

poroides completas) con poroides mas densamente
dispuestos que en ambas variedades de P. pungens
y una valvocopula estriada, bien diferente de la
valvocopula de la variedad bajo analisis y con sutiles
diferencias con la de P. pungens var. cingulata.

Los resultados del analisis para deteccion de acido
domoico de las cepas de Pseudo-nitzschia pungens
var. pungens aisladas en Las Grutas y Piedras
Coloradas en el transcurso del presente estudio
fueron negativos, aiin cuando éstos fueron realizados
en cultivos que se encontraban en la fase estacionaria
de crecimiento.

Pseudo-nitzschia pungens var. pungens fue
reportada como un taxon no toxigeno para la costa
este de Canada, Estados Unidos, el Golfo de México,
la Bahia de Monterrey, Europa y Nueva Zelanda por
diferentes autores (ver citas para cada lugar
presentadas por Bates ef al. 1998). Sin embargo,
Rhodes et al. (1996) aislaron cepas de aguas costeras
en varias localidades de Nueva Zelanda con el
proposito de determinar si esta variedad producia
acido domoico y hallaron que por lo menos una de
ellas era efectivamente productora de la toxina,
mientras que otras cepas no la producian. Este fue el
primer hallazgo de toxicidad para el taxon y la
diferencia entre cepas de distinta procedencia les
sugirid a los autores que algunos factores, tales como
nutrientes especificos o variabilidad genética, estaban
implicados en la produccion de toxinas. Villac (1996),
Bates et al. (1998) y Orsini et al. (2002) sefialaron que
la mayoria de las especies de Pseudo-nitzschia
presentan clones toxicos y no toxicos y que la
produccion de acido domoico varia entre clones con-
especificos de diferentes regiones geograficas y aun
dentro de la misma area geografica a pesar de haber
sido mantenidos bajo las mismas condiciones de
cultivo.

Dado que en esta oportunidad hemos realizado
un analisis puntual de cepas aisladas durante los
meses de invierno en el area de estudio pensamos
que este resultado negativo debe ser considerado
provisional y que nuevas cepas de la especie deberan
ser aisladas y analizadas para determinar produccion
de acido domoico. Finalmente, si bien el analisis de
toxinas resultd negativo en las condiciones del
presente trabajo, es posible que el método con
derivatizacion con FMOC-CL y deteccidn
fluorescente propuesto por Pocklington et al. (1990),
que es de 50 a 100 veces mas sensible que el método
con deteccion UV utilizado, permita la deteccion de
DA en las cepas.
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