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CAPITULO 1

INTRODUCCION, OBJETIVOS Y AREA DE
ESTUDIO
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1.1. Introduccion

1.1.1. Las algas verdes y su origen

Se pueden definir las algas verdes como un greparginismos que tienen en
comun la capacidad para la fotosintesis oxigénizapresencia de la clorofilaentre
los pigmentos accesorios para la realizacion de Bsthas caracteristicas hacen de las
algas verdes un grupo de organismos fotétrofos xatnofos muy heterogéneo, en el
que coinciden tanto seres unicelulares y plurieedd como procariotas y eucariotas, y
que, segun Grahan y Wilcox (2000), alberga una$® &8pecies. Este conglomerado de
especies proviene de linajes evolutivos indepenteliesiendo uno de éstos el que daria
lugar a las plantas terrestres (Inouye & Okamot®520Seria por tanto un taxén
polifilético, esto es, un grupo de cuyos comporentese conoce un ancestro comdn a

partir del cual establecer todas las relacionegéihéticas que han dado origen al propio

grupo.

Segun el trabajo de Inouye y Okamoto (2005), qmestituye una revision
acerca de los distintos avances de los Ultimos efignateria de teoria evolutiva de las
plantas, las algas verdes estarian compuestasesolinajes Viridiplantae (divisiones
Chlorophyta y Streptophyta), Chlorarachniophyta yglEnophyta, Dicho trabajo no
hace referencia a los dinoflagelados del géhemdodinium,que tienen cloroplastos
con clorofilasa y b (Watanabeet al. 1990) y por tanto también pueden ser considerados
como algas verdes bajo el criterio empleado enesgtalio. Ademas, al considerar las
algas como protistas autétrofos, excluye tambiéresde grupo a las algas procariotas
con clorofila b, las llamadas proclorofitas, que comprenden losegs de

cianobacteria®rochloron Prochlorococcus Prochlorotrix

Viridiplantag, Chlorarachniophyta y Euglenophyta, habrian addirla
capacidad fotosintética gracias a distintos evetosndosimbiosis ocurridos a lo largo
de su historia evolutiva (Inouye & Okamoto 200%)r Bn lado tendriamos el linaje que
daria lugar a las plantas terrestres, que se emglolel taxéwiridiplantae definido por
Cavalier-Smith (1981), y que comprende las divisoiChlorophyta y Streptophyta,

esta ultima contendria los ancestros de las algjasizadoras del medio terrestre. Este
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linaje, junto con el de las divisiones de RhodoahyGlaucophyta, habria adquirido la
fotosintesis mediante un evento de endosimbiogisapia en el que un ancestro comun
a estas tres divisiones, protista y heterotroftoripafagocitado una cianobacteria que
habria pasado a ser un simbionte para posterioemguedar asimilado como un
organulo més: el cloroplasto. Por su parte, logjéim de Chlorarachniophyta y
Euglenophyta habrian obtenido la capacidad fotésgat mediante endosimbiosis
secundaria, esto es, habiendo fagocitado y asimilad simbionte, perteneciente a

Viridiplantae en este caso en concreto.

El caso de los dinoflagelados del géneepidodiniumes algo mas complicado.

El grupo de los dinoflagelados a lo largo de stohiess evolutiva parece haber sufrido
numerosos eventos de endosimbiosis y pérdida deptéstos que ha dado lugar a los
diferentes linajes que lo componen (Saldarriegal. 2001, Mingeet al. 2010). Todos
estos linajes provienen en su mayoria de un awocesinun que tenia plastos con
peridinina y cuyo cloroplasto provendria en ultimstancia de una Rhodophyta, pero
que a lo largo de su historia se ha perdido o Hulokt por otros (Saldarriaget al.
2001, Inouye & Okamoto 2005). En el caso concreatb gneroLepidodinium los
cloroplastos tendrian como origen, segun los essutids recientes, una cloroficea y no

una prasinoficea como se creia hasta ahora (Matswnal. 2011).

Por su parte, las proclorofitas, siendo como soanobacterias, son
fotoautotrofos originalmente. Primero se pensé goa de ellas podia haber sido el
endosimbionte que dio lugar a las algas verdesrietees: debido a que disponian de
clorofila b. Sin embargo, posteriormente se descarto esa ide@ag a analisis
genéticos, al tiempo que se conocia que constituyen grupo polifilético
filogenéticamente diverso, y por lo tanto, querepko de la clorofildb como pigmento
accesorio se ha dado independientemente en bastacésiones a lo largo de la

evolucion (Palenik & Haselkorn 1992).

La taxonomia dentro de cada uno de los grupodgdes &erdes comentados, y
en especial de las divisiones mencionadas, es thipasxtensa como para tratarla en

esta introduccién. Aunque como buen punto de panidra profundizar en ella se
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recomiendan las siguientes referencias: divisioBB®rophyta (Graham & Wilcox
2000), Streptophyta (Marin & Melkonian 1999, Graha& Wilcox 2000),

Chlorarachniophyta (Hibberd & Norris 1984), Euglphgta (Walneet al. 1986,

Wotowski & Hindak 2005), géneroepidodinium(Watanabeet al. 1990, Hanseet al.

2007) y proclorofitas (Lewin 1976, Burger-Wiersn&86, Chisholnet al. 1992).

1.1.2. Importancia de las algas verdes

En su labor como base de los ecosistemas acuétibesdestacar el papel de las
procloroficeas, y en especial el génBrochlorococcuscomo uno de los taxones mas
abundantes sobre todo en zonas oceéanicas cergoale&scaso contenido en nutrientes
(Partenskyet al. 1999a). También es importante la contribucién eue distintos
ambientes marinos pueden realizar las clorofitagspecial las de la clase prasinoficea,
no solo siendo uno de los grupos de eucariotas haBguales del picofitoplancton
(Diez et al. 2004, Worden 2006, Medliet al. 2006), considerado en este estudio como
el conjunto de las algas de tamario inferior a 3siguiendo a Vaulot y colaboradores
(2008), sino también como uno de los mas abunddatés en ambientes oceanicos
como costeros (Nagt al. 2004, Notet al. 2005, Vaulotet al. 2008). En cuanto a los
ambientes de agua dulce, las algas verdes, y eciak[as clorofitas, son importantes
componentes del fitoplancton tanto de rios comdades, llegando a ser en muchas
ocasiones el grupo dominante, destacando taxomes ebubicuistaChlamydomonas
Chlorella, Ankistrodesmus Scenedesmuyslappey-Wood 1988).

Por otra parte, las algas verdes, y de nuevo gotmelas clorofitas, tienen una
importancia creciente en cuanto a sus usos segefisi, se emplean algas @klorella
y otros géneros, como complemento alimenticio €naidn humana o como alimento
para animales, sobre todo en acuacultura tantogbanantar larvas de moluscos como
zooplancton que después se emplea como alimenarvwdes de peces (Spolactal.
2006). También se emplean clorofitas para la obiande combustibles renovables o
alternativos como biodiésel e hidrogeno (Schetnél. 2008, Meuseet al. 2009), como

bioremediadores en el tratamiento biologico de sgesiduales (Valderramet al.
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2002), o incluso como fuente de sustancias comaiines farmacéuticas (Rkoal.
1997) o cosméticas (Spolaatal. 2006).

1.1.3. Las algas verdes en el estuario del Nervion

Las algas verdes constituyen uno de los grupos mg®rtantes en la
comunidad fitoplancténica del estuario del rio Né@mv Su importancia es mayor en la
fraccion picoplancténica siendo la clorofbeel pigmento auxiliar dominante, hasta el
punto de que su variacion temporal y espacial alrde comunidad sigue patrones
similares a los de la clorofim(Seoaneet al. 2006), o que implica que el devenir de las
algas verdes afecta en gran medida a esta fradeimcomunidad.

En cuanto a abundancia celular, en ocasiones dagfiths llegan a ser uno de
los grupos mas importantes del fitoplancton, alaade densidades que superan lds 10
céls.' I'!, mientras que las euglenofitas llegan a supesf@céls. I* (Seoaneet al.
2005, Seoanet al. 2006). Destacan los géner@Ghlamydomonagntre las cloroficeas,
Pyramimonasy Tetraselmisentre las prasinoficeasButreptiellaentre las euglenofitas.
También se ha detectado al menos una floracibnadprdsinoficeaCymbomonas
tetramitiformisy la presencia del dinoflageladlepidodinium chlorophoruniSeoanest
al. 2005, Seoanet al. 2006). Ademas, tanto este dinoflagelado como sarégpas de
clorofitas y de otras microalgas han sido aisladags pigmentos analizados mediante

cromatografia de alta resolucion (Laza-Martiaeal. 2007).

En la fraccidbn picoplanctonica, son relativamentecdentes en cultivos
establecidos a partir de muestras del estuarigrésnoficeaslicromonas pusillay el
géneroNephroselmisy ocasionalmente se ha registrado la presendidaaeiella gilva
y algas que presumiblemente pertenecen al gédanmochloris(Trebouxiophyceae).
Algunas de estas algas debido a su tamafio tamhiédep considerarse como

nanoplancton (3-20 um).

Finalmente, hasta donde alcanza el conocimientawtel no se tiene constancia
de la presencia de algas de la division Chloraiaphgta ni de ninguna proclorofita en

el estuario.
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1.2. Ocasion y objetivos del estudio

Pese a que los estudios previos citados antenemdan a entender su
importancia en el estuario, la taxonomia de laasaigerdes del rio Nervion no habia
sido estudiada en profundidad hasta la fecha. Rpanta cual se planteo6 la posibilidad

de realizar el presente estudio que tiene comdiwvtgelos siguientes:

- Objetivo fundamental: conocer la diversidad especifica de las algasegexdsu

importancia relativa en la comunidad fitoplancté@niel estuario del rio Nervion.
Serianobjetivos concretospara lograr el fundamental los siguientes:

1. Estimar la importancia relativa de las algas vendspecto al conjunto de la

comunidad fitoplanctonica y a la fraccion infer&oB pm.
2. Identificar las especies de algas verdes presentekestuario.

Para determinar la importancia relativa de lagsakprdes en el estuario se ha
empleado un conjunto de técnicas que permiten emalution taxondémica y una
capacidad de cuantificacion variables en cuants @tupos de algas cuya importancia

pueden estimar.

Se ha realizado un analisis quimiotaxondmico &rpde pigmentos marcadores
detectados mediante cromatografia de alta precigldRLC, del inglés High
Performance Liquid Chromatography), para estimaalaortaciones relativas al total de
la clorofila a de cada uno de los grandes grupos algales, tantel ¢otal de la
comunidad como en la fraccion picoplanctonica. kesultados de este analisis se

muestran en el segundo capitulo de este trabajo.

A su vez, la fraccion picoplanctonica, en la cagedlgas verdes han demostrado
tener mayor importancia en estudios previos (Seetmaé¢ 2006), se ha estudiado con
epifluorescencia y citometria de flujo para la difemacion de los grandes grupos del
picofitoplancton en términos de abundancia celwase ha estimado la aportacién
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relativa de varios taxones de algas verdes medhsbtedacion fluorescentenisitu
(FISH, del inglés Fluorescencln Situ Hybridization), que permite una mayor
resolucion taxondémica que todas las anterioresidéen Los resultados obtenidos

mediante estas técnicas se muestran en el tegmi¢nloade este trabajo.

Para identificar las especies de algas verdesmesen el estuario del Nervion
se han analizado mediante métodos de microscofitaOp electronica en los casos en
que ha sido necesario, la morfologia de cepasdassleen el propio estuario,
identificAndolas hasta nivel de especie siempre loesido posible. Los taxones
encontrados y toda la informacion empleada paradentificacion se retnen en el

cuarto capitulo.

Cada uno de los citados capitulos tiene una dsteucque consta de
introduccién, material y métodos, resultados, digouy conclusiones. Tras ellos sigue

un capitulo final en el que se resumen las prihegpeonclusiones de este trabajo.
1.3. Area de estudio

El estuario del rio Nervion (Fig. 1.1.), situado la provincia de Vizcaya, al
norte de Espafia (43° 14°- 43°23" N, 3° 07- 2°®K vierte sus aguas al golfo de
Vizcaya. Desde el limite de marea, junto a la d&e&San Cristobal en La Pefia, Bilbao,
hasta su limite exterior en Zierbana, comprendeextension de 23 km. A lo largo del
estuario se diferencian una zona interior y otri@rex. La interior, conocida como la
Ria de Bilbao, se encuentra totalmente canalizam unos 15 km de largo por 50-145
m de ancho y 2-9 m de profundidad, y va abriénthesta el exterior. La zona exterior,
conocida como el Abra de Bilbao, tiene una extensié unos 25 kf con una

profundidad de hasta 30 m y una anchura maximadg 8800 m (Seoane 2005).

El estuario tiene un régimen de mareas semidiwran,una amplitud mareal
maxima en mareas vivas de unos 4,6 m y una minimaaeas muertas de 1,2 m
(Cearreta 1991). La entrada de agua marina alrestes 2-7,5 veces mayor que la de
agua dulce (Cearreta 1991; Saiz-Salietal. 1996) por lo que los parametros fisico-
qguimicos del estuario dependen en gran mediddujelrhareal. De esta manera en la
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mayor parte del estuario se da una fuerte esteatibn salina con una amplia capa de
agua salada de fonde30 psu) y una fina capa superficial de agua dulce va
perdiendo importancia hacia la zona exterior.
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Figura 1.1.: situacion de las estaciones de muestreo delrestel rio Nervionmuestreadas periédicamente e
marco de un proyecto de monitorizacién de la cdlglss aguas.

Sobre el estuario drena una cuenca de unos 164Gslendo los cursos de agua

que van a dar directamente al estuario los sigeserilervion-lbaizabal, Cadagua,
Galindo, Asua y Gobela-Udondo.

El clima imperante en el estuario y la cuenca leatléntico con influencia
mediterranea, caracterizado por una alta pluvidsideja insolacion, temperaturas
suaves y vientos de moderados a fuertes.

La cuenca de drenaje acoge una poblacion cerdandllén de habitantes,
residentes de Bilbao y el resto de municipios queponen la zona que ha venido a
llamarse el Gran Bilbao. A la enorme presion gusupuesto, y ain supone, semejante

densidad de poblacion hay que afadirle que dessiglel XIX hasta la actualidad las
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margenes del estuario han ido siendo ocupadasla@aousos urbanos del suelo, sino
también por una importante actividad industrial duzeido variando a lo largo del
tiempo: desde mineria y metalurgia a la fabricadiémaquinaria y construccion naval,
incluyendo elaboracion de papel e industrias quamifabricas de acido nitrico y
sulfurico) y petroquimica. De esta manera, sedgallo a perder hasta mas del 99% de
la superficie intermareal original, sus aguas yirsedtos se han contaminado con
materia organica y metales pesados y sus nivelesoxigeno han disminuido
drasticamente (Saiz-Salinas 1996), llegando a dereise como la zona costera mas

contaminada de la cornisa cantabrica (Ceaatesh 2000).

En los ultimos 40 afios esa actividad industrigélcean declive y gracias a esto,
y a que se comenzo0 a depurar las aguas residualesdpntes del Gran Bilbao, en la
actualidad comienzan a verse los primeros sintateamejoria en la calidad de las
aguas del estuario. Como ejemplos cabe destagadieccion que se ha dado en la
demanda quimica y bioquimica de oxigeno (Gorostetga. 2003, Garcia-Barcinat

al. 2006) y la recuperacion progresiva de la faunanafl

En el presente estudio se han analizado muestragidas, o algas aisladas, en
las estaciones 0-3 y 5, dentro del proyecto de togzacion llevado a cabo por el
Laboratorio de Fitoplancton de la Universidad deilsP/asco denominadétoplancton
del estuario del Nervion-lbaizabal y de los dltimicamos de sus principales afluentes:
estudio de seguimientafinanciado por el Consorcio de Aguas Bilbao-Biaka
Asimismo, se han analizado algas procedentes destosrios cercanos de Urdaibai y
del Barbadun, asi como otras aisladas a partir ulestras ocasionales tomadas en el
puerto deportivo de Getxo, muelle y darsena atlecte de la estacion 2 en la Fig. 1.1.,
y del propio Abra. Los detalles concretos relacitmsacon la periodicidad, recogida,
procesado y analisis de muestra se describen eapkrsados de material y métodos
correspondientes a cada uno de los capitulos cad@ntEn cada capitulo se describen

los métodos y técnicas empleadas para obtenezdaiados que se exponen en ellos.
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CAPITULO 2

ESTUDIO QUIMIOTAXONOMICO DE LA ABUNDANCIA
RELATIVA DE LOS GRUPOS QUE COMPONEN LA
COMUNIDAD DEL FITOPLANCTON Y SU FRACCION
PICOPLANCTONICA EN LA ZONA EXTERIOR DEL
ESTUARIO DEL NERVION CON ESPECIAL REFERENCIA A
LAS ALGAS VERDES
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2.1. Introducciodn

Estudios previos han demostrado que las algasesvendrincipalmente las
prasinoficeas, tienen un papel importante en cuanébundancia relativa se refiere
dentro de las poblaciones fitoplanctonicas, enaapen la fraccion picoplancténica, de
ambientes acuaticos costeros y estuaricos (Biedadh 2003, Notet al. 2004, Notet
al. 2005, Notet al. 2007, Notet al. 2008, Vipreyet al. 2008). En estudios realizados en
el propio estuario del Nervibn se ha observado, lemmgo la técnica de HPLC o
cromatografia liquida de alta precision, un impugaaporte de las algas con clorofila
al total de la clorofila, sobre todo en la fraccion picoplanctonica, yae dbtenido los
patrones pigmentarios de un buen nimero de taxamedgas verdes tanto pico- como
nanoplanctonicos (Seoaret al. 2005, Seoaneet al. 2006, Laza-Martinez 2007),

considerando estas ultimas como las algas de taemf@®3-20 um.

La técnica de HPLC es habitualmente empleada paradeteccion vy
cuantificacion de pigmentos, tanto clorofilas cowtoos pigmentos accesorios, que
forman parte del aparato fotosintético de las alghsonjunto de pigmentos presente en
un alga y la proporcién de cada uno de estos respda clorofilaa (ratio pigmentario)
tienen caracter taxonémico, por lo que el analigspigmentos se ha empleado en
multitud de ocasiones en estudios de este tipoa@ap al. 2001, Zingoneet al. 2002,
Latasaet al. 2004, Seoanet al. 2009c). Por su parte, los ratios pigmentarios tambe
emplean en quimiotaxonomia, o0 taxonomia a partimdecadores quimicos, para la
estimacion de la contribucion a la clorofdaotal que los distintos grupos algales con
contenido pigmentario conocido, realizan en ladgmbnes fitoplanctonicas.

En este ultimo cometido esta muy extendido eldeogprograma CHEMTAX,
disefiado por Mackey y colaboradores (1996), cuywifunamiento se explica mas
adelante en el apartado de material y métodos. dhutlabajos sobre ecologia de las
poblaciones algales han confiado en esta herramieomo medio para estimar la
abundancia relativa de los distintos grupos de aalgas tanto en ambientes marinos
como dulceacuicolas de distintas partes del muRddr{guez et al. 2002, Ansotegiti
al. 2003, Greisberger & Teubner 2007, Eker-Deeglial. 2008, Lionardet al. 2008,
Wright et al. 2009b). Sin embargo, sélo unas pocas clorofilaarptenoides ofrecen
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una interpretaciéon quimiotaxonémica no ambiguandide realmente marcadores
especificos de un Unico tipo de algas, como pon@p® las clorofilax,-MGDG para
algunas haptofitas, la prasinoxantina y la sifombixa para algunas prasinoficeas y la
peridinina para algunos dinoflagelados (Zapetaal. 2001, Ansoteguiet al. 2003,
Jeffrey & Wright 2006). Esta circunstancia hace esacio el empleo de técnicas
microscopicas en combinacién con el analisis dempijos, para poder tener un
conocimiento lo mas exacto posible de los grupos gomponen la comunidad
fitoplanctonica objeto de estudio (Mackey al. 1996, Irigoienet al. 2004). Dicho
conocimiento es un requisigopriori del programa CHEMTAX para poder ofrecer unos

resultados fiables y basados en la realidad.

Otro de los problemas para la aplicacion del CHEBMTconsiste en que los
ratios de pigmentos accesorios varian tanto esfrectes de un mismo género, como
dentro de una misma especie dependiendo de layadpéas condiciones ambientales a
las que estén expuestas las algas (Scheétitalr 2000, Rodrigueet al. 2006, Yacet al.
2006, Seoanest al. 2009c), por lo que es recomendable usar ratiomengarios
originados a partir de medias de los conseguidoxapas aisladas en la propia
poblacién a analizar y sometidas a distintas cémaés de cultivo.

Teniendo en cuenta la utilidad de la técnica déGiEn combinacion con el
programa para quimiotaxonomia CHEMTAX, se deciditizar ambos con el objetivo
de caracterizar la poblacién fitoplancténica présesn el estuario del Nervion, asi
como su fraccion picoplancténica (<3 um) y el apasrlativo que las algas verdes
realizan en ambas. Para ello, y teniendo en cuastiémitaciones del CHEMTAX, se
emplearon ratios de especies aisladas del eseammombinacion con los obtenidos en
la bibliografia, y datos de abundancia de los tagsamalizados aportados por recuentos
realizados al microscopio con la técnica de reauel® Utermohl (Utermohl 1958,
Hasle 1978, Edler & Elbrachter 2010). Debido a donplicado que seria realizar un
estudio a tan gran escala se redujeron los mussaleperiodo de mayor abundancia
picoplanctdnica en el estuario, comprendido easaereses de marzo a septiembre, y se
limité a la parte exterior del mismo, estaciongs2l donde se sabe por estudios previos
que la contribucion relativa de la fraccion <8 usnmeayor (Butroret al. 2009). Por la
misma razon la mayoria de los ratios obtenidosadesspecies aisladas en el estuario

corresponden a cepas mantenidas en solo unas icoedicle cultivo.
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2.2. Material y métodos

-Recogida y procesamiento de las muestras:

1. Recogida y traslado:se recogieron muestras de 10 | de agua supertieidhs
estaciones 1 y 2 durante los meses de abril acsdpte de 2008. No se incluyo
marzo en los muestreos aunque estaba previsto, grledo a las condiciones
meteoroldgicas especialmente adversas tuvo quesaese el muestreo previsto para
finales de ese mes hasta comienzos de abril, pgudofinalmente se realizaron 2
muestreos durante este mes. Para la recogida derasise emplearon bidones de
plastico opacos que se cubrieron con bolsas d¢iquasegras para proteger las

muestras del sol durante su traslado hasta eldbada.

2. Filtracién: a su llegada al laboratorio, y tras ser agitadasualmente las muestras,
se filtraron 0,7-2 | de agua para el analisis d&dltde la comunidad, mientras que
para la fraccion inferior a 3 um se filtraron dé328 |, a través de filtros de GF/F
(Whatman International Ltd., Reino Unido) de 0,7 gdentamafio de poro y 47 mm

de diametro, a una presion aproximada de 100 mm Ibigo luz atenuada.

3. Conservacion:terminada la filtracion se secaron los filtros lddios por la mitad
con papel absorbente, se introdujeron en papel ldenirdo debidamente
identificado y se congelaron en Nquido, donde se conservaron hasta su posterior

andlisis, que tuvo lugar en un plazo de 5-11 meses.
-Extraccion y analisis de los pigmentos:

1. Extraccioén: los filtros se descongelaron a temperatura ambientel propio papel
de aluminio. Después, y a partir de aqui siempje lba atenuada, se cortaron en
pedazos pequefios que se mezclaron con 1-4 ml taca 90% en un vial con
tapon perforable, embutido en papel de aluminioa pairoteger de la luz su
contenido. El volumen de acetona a emplear entta@ion se determind segun la

concentracion de la muestra (mayor o menor coldrfitteo), de manera que
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guedara un volumen lo mayor posible de un extractoas concentrado posible. Se
pretendia asi, que los picos de pigmentos minm#gsudieran cuantificarse sin
problemas, lograndose ademas extracto suficiem® guara repetir los analisis. Los
pedazos de filtro con la acetona se homogenizasaruna varilla de vidrio en un
vial como los anteriores. Una vez conseguido edi@aato se filtrd a través de un
filtro de jeringa de 0,22 um de teflén (Olimp&akeknokroma S. Coop. Ltda.,
Barcelona, Espafa), la jeringa y el filtro ambosedbables, mientras se pasaba a un
vial distinto. A una parte del extracto filtrado ke afiadi6é, en otro vial, agua
destilada en una proporcién de extracto: agua@d para mejorar la resolucién de
los picos. Esta mezcla fue la que se inyecto éfP&IC para el analisis. El extracto
de mantuvo en frio hasta que se realiz6 la inyacdlévada a cabo a la mayor

brevedad posible para que la degradacion no afeatims pigmentos.

2. Andlisis: se inyectaron 100 ul de extracto mezclado con agum HPLC equipado
con un desgasificador Waters in-line degasser Ag,hiomba binaria Waters 1525,
un inyector Rheodyffe 7125 (IDEX Health & Care, Wertheim-Mondfeld,
Alemania), una precolumna y una columna cromatagr&ymmetry C8 3,5 pum,
un horno de columna modelo 5HC, un detector derdkgencia Waters 2475, un
detector de fotodiodos Waters 2996, (Waters CotjporaMassachusetts, EE. UU.).
El método empleado en el andlisis fue el expuestapata y colaboradores (2000),
pero con una reduccion de 10 veces en la concénirde piridina en el eluyente A
(concentracion final de 0,025 M). Los eluyentes legbos y su preparacion se

detallan en el apéndice A.

3. Tratamiento de los datos: los datos de absorcién y fluorescencia obtenidos
mediante el HPLC se procesaron empleando el satvianpower PRO 5.0
suministrado por el fabricante del equipo. Mediathitdho software se identificaron
los pigmentos en base a sus tiempos de retenamdmatografica y a su espectro de

absorcion a 440 nm.

4. Calibracion del HPLC: para la cuantificacion de las concentraciones afe |
pigmentos de las muestras analizadas se construgatoones de calibrado que
relacionaban la superficie de los picos cromatagpafde estandares purificados

con sus respectivas concentraciones mediante r@gréseal. Los pigmentos
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usados para la calibracion fueron: cloroil y c,, fucoxantina, luteina, peridinina

y zeaxantina. Todos fueron suministrados por DHirdHolm, Dinamarca.

-Quimiotaxonomia:

Los datos sobre abundancia pigmentaria obtenidguosamte HPLC se analizaron
utilizando el programa CHEMTAX 2.0.5. (CSIRO/Augina Antartic Division)
empleado habitualmente en estudios pigmentarics lpagstimacion de la abundancia
relativa a la clorofilaa de las distintas clases pigmentarias (Irigatal. 2004, Lewitus
et al. 2005, Lionardet al. 2008, Wrightet al. 2009a), o dicho de otro modo, para
expresar qué porcentaje de clorofdaotal pertenece a cada una de esas clases que
componen la comunidad fitoplanctonica. Para dicstanacion el programa requiere
dos tipos de entradas de datos. Por un lado nedesitabundancias pigmentarias
obtenidas de distintas muestras de la poblaciGet@ble estudio. Y por el otro, requiere
la introduccién de las clases pigmentarias y s@pedivos ratios de pigmentos
accesorios caracteristicos frente a clorddil&stos ratios conforman lo que se conoce
como firma pigmentaria. Partiendo de esos datgsogirama concibe la estimacion de
las clases pigmentarias, como un problema de céafoatricial de soluciones infinitas.
De esta manera y mediante un proceso iterativopdaxianacion y variacion de los
ratios iniciales que se le proporcionan, es cagadrbjar los resultados de abundancia
relativa de las clases que en teoria mas se ajasdtanmuestras que se le proporcionan
inicialmente. Los detalles concretos acerca defloslamentos del CHEMTAX se

describen en el trabajo de Mackey y colaboraddregg).

Habiendo obtenido, gracias a su analisis medi&R&C, las abundancias
pigmentarias de las muestras recogidas en lasi@stacl y 2 durante el periodo de
abril a septiembre de 2008, solo restaba determemrclases pigmentarias que
conformaron la poblacion fitoplanctonica en dicheripdo, y aportar los ratios
pigmentarios de éstas, para asi poder consegestiaacion de su abundancia relativa

y la caracterizacion de la poblacion.

En ese empefio, se utilizaron tanto los datos deemntos de microalgas
mediante la técnica del Uterméhl (Tabla 2.1.), cola® observaciones acerca de

presencia de distintos taxones en muestragivo y cultivos obtenidos mediante el
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método de diluciones seriadas (Thronsend 19783, geeterminar cuales eran las clases
algales mas representativas de la poblacion. Aegy se emplearon los datos de los
distintos pigmentos accesorios detectados medHiAteC para determinar cuales eran
los mas importantes a nivel de total de comuniddd fraccion inferior a 3 um, lo cual
se hizo comparando la abundancia relativa de cadaaspecto a la suma total de las
concentraciones de todos los pigmentos accesdraisas 2.2.-2.3.). De esta manera se
eligieron las categorias pigmentarias mas reprasem$ de la comunidad y sus
respectivos pigmentos marcadores que se utilizaragl analisis realizado mediante el
programa CHEMTAX (Tabla 2.4.).

Las categorias pigmentarias definidas fueron déd&cionadas a continuacion:
Bacillariophyceae/Dictyochophyceae/Haptophyta @lgan fucoxantina considerando
todo el grupo), Cryptophyta, Chlorophyceae/Pradigopae 1 y 2 (cloroficeas y
prasinoficeas sin prasinoxantina), Prasinophycegea3inoficeas con prasinoxantina),
Dinophyta 1 (dinoflagelados con peridinina) y Cyalmgta 2 (cianofitas cocoides
planctonicas marinas, representadas mayoritariarmort el géner&@ynechococcusn

este estudio). Los tipos pigmentarios sefialadas ajlie se refieren las categorias se

Tabla 2.1: principales taxones detectados mediante recuentosterméhl en muestras no fraccionadas de |
comunidad fitoplancténica del estuario del Nerviorentre abril y septiembre de 2008 Taxones principales, su
abundancia relativa media (Media), desviacion estafD. E.) y valores minimos (Min.) y maximos (Maxodos
en forma de porcentaje. La abundancia se calcafiento al total de células contadas en las esexiby 2 entre los
meses de abril a septiembre de 2008. Tabla cregutatia de los datos obtenidos en las mismas esteside
muestreo por parte del Laboratorio de Fitoplanctien la Universidad del Pais Vasco dentro del program
denominaddritoplancton del estuario del Nervién-lbaizabal y lde Ultimos tramos de sus principales afluentes:

estudio de seguimientinanciado por el Consorcio de Aguas Bilbao-Bizkaia

Taxon Media D.E. Min. Max
Bacillariophyceae 51,85 23,89 7,37 90,34
Cryptophyta 19,36 15,14 4,47 63,46
Flagelados sin identificar 8,28 8,53 0,00 32,26
Haptophyta 7,20 7,50 0,00 20,38
Chlorophyceae 6,18 7,11 0,00 25,38
Prasinophyceae 2,64 3,04 0,00 8,19
Dinophyta 1,63 2,96 0,00 10,07
Dictyochophyceae 1,31 1,61 0,00 4,76
Otros 1,56 1,63 0,00 6,45
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corresponden con los descritos en Jeffrey y Wi({g@06). El resto de categorias, entre
las que se incluyen algas verdes tales como ldsrmaftceas o las proclorofitas, no se

tuvo en cuenta debido a su nula o escasa preq@iatia 2.1., Otros).

Una vez hecha la seleccion, se obtuvieron lo®ggligmentarios necesarios
para la aplicacion del programa. Estos ratios iggeebn, preferentemente, de especies
numeéricamente representativas de esas clases adassken el propio estuario del
Nervion. Algunas fueron analizadas en estudiosipsey otras en este mismo trabajo

(Tabla 2.4., consultar apéndice B para condiciateesultivo). En los casos en que no

Tabla 2.2: pigmentos accesorios principales y su abundancialativa en la comunidad fitoplancténica del
estuario del Nervién entre abril y septiembre de 208. La abundancia relativa se calculo respecto al t¢al
concentracion de pigmentos accesorios, estimaddgnte HPLC, en muestras pertenecientes a todanaridad

de las estaciones 1y 2 durante los meses de maeatiembre de 2008.

Abreviaturas: aloxantina (Alo.)B-caroteno f§), carotenoide desconocido 35 (Carot. Desc. 35)ofila a (a),
clorofila b (b), clorofila c, (c,), clorofilac, (c,), clorofilida a (Clda. a), diadinoxantina (Dia.), Fucoxantina (Fuco.),
luteina (Lut.), micromonal (Micral.), micromonol (btol.), Mg-3, 8-divinil-feoporfirina a5 monometiester
(MgDVP), neoxantina (Neo.), peridininina (Per.),aginoxantina (Pra.), uriolido (Uri.), violaxanting/iola.),

zeaxantina (Zea.).El resto de abreviaturas coma €abla 2.1.

Pigmento Media D. E. Min. Max
Fuco. 36,10 5,99 21,79 46,11
Dia. 10,20 2,31 6,05 13,39
c, 9,69 2,61 5,01 14,53
b 7,95 2,71 2,54 11,45
Alo. 7,46 5,70 3,21 26,16
cq 4,27 2,55 0,00 8,72
Clda. a 3,90 5,28 0,00 15,94
Lut. 3,58 4,63 0,00 13,97
B 3,10 0,65 2,09 4,31
Zea. 2,55 3,26 0,00 10,71
Viola. 2,02 1,23 0,00 3,81
Per. 1,85 2,38 0,00 7,18
MgDvP 1,25 0,68 0,00 2,08
Pra. 1,12 1,08 0,00 2,89
Otros 4,96 4,10 0,00 13,26
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se disponia de ratios de especies perteneciengssualrio, se recurrio a la bibliografia.
Debido a la disponibilidad limitada de este tiporaiéos en cuanto a nivel especifico se
refiere, se optd por buscar solo los de las espenées abundantes de cada categoria

pigmentaria, algo que no se ha podido conseguinaws los casos.

En los casos en los que se ha logrado mas detionregresentativo de una
misma categoria, se ha estimado el ratio de la ansrpartir de la media ponderada
respecto a la abundancia relativa, estimada pamdtd, de los taxones que componian
dicha categoria. En cambio, se ha utilizado unaianadtmética, en lugar de la
ponderada, cuando se carecia de datos de abundahce algunos taxones de una
misma clase. Los ratios iniciales con los que sreaito el programa CHEMTAX se

muestran en las Tablas 2.5.-2.6.

Tabla 2.3: pigmentos accesorios principales y su abundancialativa en la fraccion <3 umde la comunidad
fitoplanctonica del estuario del Nervion entre abri y septiembre de 2008La abundancia relativa se calculo
respecto al total de concentracion de pigmentossacios, estimados mediante HPLC, en muestras fdeckion <3
pum de las estaciones 1 y 2 durante los meses dl@amptiembre de 2008. Abreviaturas de los pigog®nomo en
Tabla 2.2.

Pigmento Media D. E. Min. Max
b 31,08 12,60 18,31 49,83
Viola. 13,03 5,81 6,80 23,46
Pra. 10,43 5,39 0,01 19,18
Zea. 10,41 17,42 0,00 65,78
Neo. 6,00 3,24 0,01 11,93
Fuco. 3,90 6,48 0,00 18,70
MgDvP 3,42 2,44 0,00 5,88
Lut. 3,20 9,18 0,00 34,22
Alo. 3,06 5,54 0,00 16,56
B 2,53 1,51 0,00 4,37
Micral. 2,09 1,72 0,00 4,29
(P} 2,05 2,83 0,00 7,75
Carot. Desc. 35 1,81 1,41 0,00 3,85
Uri. 1,81 2,00 0,00 4,58
Microl. 1,22 0,86 0,00 2,57
Dia. 1,21 2,22 0,00 6,72
Otros 2,76 2,82 0,00 9,88
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Tabla 2.4 (Cont.):

1. Jeffrey & Wright 2006.

2. Existe controversia acerca de si el gén@lmysochromulinase puede englobar en un solo tipo debido a su
diversidad pigmentaria (Seoane S. Comunicacion palso

3y 4.Estos 2 taxones dgkeletoneméaan sido tradicionalmente clasificados cagof. costatuny S.cf. potamosa
la espera de un estudio taxonémico en profundidad.

5. Tanto el génerbleterocapsacomo la divisién Dinophyta estaban mejor represdod poH. rotundata(58,85%
de las células de Dinophyta) pero ante la impadddl de encontrar sus ratios pigmentarios se optdfiizar los
de su congénere mas abundante.

6. Segun los recuentos Uterméhl.

a. Seoanet al. 2006. b. Laza-Martinezt al. 2007. c. Latasaet al.2004.

d. Seoanet al.2009c. e.Yaoet al.2006. f. Schluteret al. 2000.

g. Cepas aisladas durante este mismo estudio.

2.3. Resultados

En este apartado se explican cuéles fueron legrimtes principales de cada
categoria y los aportes que éstas hicieron a laoftbb a de la comunidad

fitoplanctonica durante el transcurso del estudio.

A nivel de comunidad el grupo mayoritario fue ellds algas con fucoxantina,
formado por diatomeas, dictiocoficeas y haptofisasndo testimonial la presencia de
otros grupos como rafidofitas, crisofitas, o passbilinoflagelados con fucoxantina, con
menos de un 1,5% de todas las células observadasapwas estaciones durante el
periodo de estudio (Tabla 2.1., Otros). Entre ksomes principales de este grupo
destacan las diatomeas del géngkeletonemacon dos integrantes que, a falta de un
estudio taxonémico en profundidad, se han venidwmuknando tradicionalmente en
los estudios previos realizados en el estuaridN@elion comoS. cf. costatumy S. cf.
potamos Estas dos especies supusieron en conjunto eP%9@e las diatomeas
contadas mediante la técnica de Utermdhl (Tabla).2RBor su parte, la clase
Dictyochophyceae estuvo representada exclusivampaotela especieApedinella
spiniferg mientras que entre las haptofitas destac#oahrisis galbanay el género
Chrysochromulinaque comprendian en conjunto el 97,8% de las figgstoEntre las
haptofitas también se tuvo en cuenta, en términgmgntarios, el génerbmantonia

que estuvo presente a menudo en los cultivos cetulastablecidos a partir de las
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muestras recogidas para este estudio. La catqggrfeentaria compuesta por estos tres
grandes grupos explicaba un 61,42 % de media dariabilidad de la clorofila en el
total de ambas estaciones (Fig. 2.1.), llegandoasns puntuales hasta el 84,29% como
en el mes de junio en la estacion 1. Por otro lamomaximos de clorofila tuvieron
lugar en junio en ambas estaciones, 7,51 If{gen la estacién 1 y 14 ud™ en la 2,
coincidiendo con los maximos aportes relativos stasealgas, lo que hace suponer su

papel fundamental en términos pigmentarios dergria domunidad.

El segundo grupo en importancia a nivel comuratéue el compuesto por las
criptofitas, entre las que destacaron los géndmmiselmis, Plagioselmig Teleaulax
suponiendo en conjunto el 98,19% de las criptofihservadas (Tabla 2.4.). Estas
llegaron a aportar de media el 15,14% de la claraeficomunitaria (Fig. 2.1.), siendo
mas importantes en la estacion 2, en la que apartana media del 18,54% de la
clorofila a, llegando a alcanzar un maximo del 52,08% duraintees de mayo.

El resto de grupos no llegd a tener un aporte onpdra las dos estaciones
mayor al 10% (Tabla 2.1.), y solo en ocasionesyales superaron estos valores. La
categoria pigmentaria formada por las cloroficegistigo 1 y prasinoficeas de los
grupos 1 y 2, que tuvieron como representantescipales aChlamydomona<f,
coccoideg99,33% de cloroficeas al Utermohl, Tabla 2.4lpsy génerod etraselmisy
Pyramimonagen conjunto, el 84,74% de las prasinoficeas),j40 bn la estacion 1 en
el segundo muestreo de abril, y de abril a julidaeestacién 2, con un maximo en esta
altima del 23,5% en abril. Las prasinoficeas deipgr 3, representadas péiamiella
gilva (15,26% de las prasinoficeas) y el géndioromonas(solo presente en cultivos)
lo hicieron a principios de abril y los meses deshg y septiembre en ambas
estaciones, con maximos al comienzo de la primaletsasta un 17% de la clorofda
Los dinoflagelados del grupo 1, cuyos represengapténcipales eran especies del
género Heterocapsa tales comoH. rotundata, H. pygmaea y H. cf. mininfgue
sumaron el 63,58% de los dinoflagelados, datos ostnados)Gyrodinium flagellare
(14,62%), el génerBcrippsiella(8,31%) yProrocentrumtriestinum(6,98%), llegaron a
superar el 10% ligeramente solo en la estacion rante el mes de septiembre. Y
finalmente, las cianobacterias del grupo 2, reprtesias por el génei®ynechococcus
(solo observado en cultivos) aportaron el 12,61 $6244% de la clorofilaa en las

estaciones 1y 2 respectivamente durante el segqundstreo de abril.
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Fig. 2.1: caracterizacion mediante CHEMTAX del total de la poblaion y la fraccion picoplanctonica en las
estaciones 1y 2 del estuario del Nervion entre dby septiembre de 2008Abundancias relativas de cada una de
las principales clases pigmentarias, en forma deeptaje del total de clorofila (ejes de ordenadas de la izquierda
y barras), representadas junto a la concentraaiéricdofilaa en pg I (ejes de ordenadas de la derecha y lineas),
estimados ambos para cada mes de la campafia ¢e@sscisas). Se muestran tanto los datos correspoes al
total de la comunidad (arriba) y los de la fracci@um (abajo) para la estacion 1(izquierda) y (de2echa).

* . en el caso de la fraccidon <3um esta categoréacsmitenia especies de la clase Bacillariophyceateelg division

Haptophyta.

** .. p . .
: en el caso de la fraccibn <3um esta categoréacawmitenia especies de la clase Chorophyceae.
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Para la estimacion de la abundancia relativa de daupos taxondmicos
anteriormente citados en la fraccion picoplanc@nise tuvieron en cuenta,
exclusivamente, los taxones susceptibles de ataesiltro de 3 um de ancho de poro
en una cantidad significativa, ya sea por su reldutamano, su forma peculiar o la
aparente plasticidad de sus células. La relaciértasdenes considerados para este
analisis se puede observar en la Tabla 2.4. (ered@sl en gris). En la fraccién
picoplanctonica la distribucion de la cloroféavarié considerablemente respecto de la
descrita para el total de la comunidad. En el paragon las algas con fucoxantina y las
criptofitas pasaron a tener un papel secundaridewsdd el protagonismo a las
prasinoficeas del grupo 3, las cianobacterias gdhb2 cloroficeas del 1.

El tipo pigmentario con mayor importancia relatil@ constituyeron las
prasinoficeas del grupo 3, con un aporte medio lpardos estaciones del 57,58% de la
clorofila a total en esta fraccion, llegando a menudo a saekponsables de mas de 2/3
de ésta (Fig. 2.1.). En concreto, esta situacigouge observar todos los meses excepto
en abril y junio, en la estacién 1, y desde finalesabril a julio en la 2, ambos
incluidos. Al mismo tiempo, los méximos de clorafd detectados para la fraccion
picoplanctdnica tuvieron lugar durante los mesegilie (0,12 pg 1) y agosto (0,15
ng- I para las estaciones 1 y 2 respectivamente, ciémtio con momentos en los
que el aporte de este grupo a la clorddilara alto. Puntualmente, estas algas llegaron
incluso a ser responsables de la préactica totalitadia clorofilaa perteneciente al
picoplancton, como ocurrié en la estacion 2 enrghgr muestreo de abril, donde

llegaron a aportar el 94,9% de ésta.

El resto de categorias pigmentarias aportarorabisimenos de media al total
de clorofilaa de la fraccion inferior a 3 um para las 2 estazsomianofitas del grupo 2
(13,51%), cloroficeas (11,63%), diatomeas/hapt®fild,1%) y criptofitas (6,16%). Sin
embargo, puntualmente todas llegaron a suponeimymartante porcion de la clorofila
a picoplanctonica, coincidiendo con sus maximos t@soa la comunidad para una o
ambas estaciones. Asi, las cianofitas llegaronoatapel 91,83% en la estacion 2 y un
34,97% en la estacion 1 a finales del mes de dbsl;cloroficeas el 64,83% en la
estacion 1 en esas misma fechas, coincidiendowcamgimo a nivel de comunidad; las
diatomeas/haptofitas, sobrepasaron el 42% en agdtasiones en junio, coincidiendo

con el maximo de clorofila y sus maximos aportes para la comunidad; de lenais
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manera, las criptofitas alcanzaron un maximo def%5del total de la clorofila en la
estacion 2 en mayo, coincidiendo con su maximotabtotal de la comunidad.

2.4. Discusiodn

Los principales grupos pigmentarios identificagasel presente estudio a nivel
de comunidad han sido las algas con fucoxantinatdiieas, haptofitas y
dictiocoficeas) y las criptofitas. Estos son losmms que se han venido registrando en
estudios previos para la parte exterior del esiudel Nervion (Seoanet al. 2005,
Seoaneet al. 2006).

Tanto en el cercano estuario de Urdaibai, asi cemgeneral en los estuarios
del Pais Vasco las diatomeas tienen un papel doteitaue a menudo comparten con
otras algas portadoras de fucoxantina, mientras lgse criptofitas tienen una
importancia mas puntual como productoras de florees (Ansoteguet al. 2001 vy
2003, Oriveet al. 2004). Las diatomeas también son el grupo domenamtmultitud de
ambientes estuaricos y costeros de distintas paetanundo (Furuyat al. 2003, Silva
et al. 2008, Lionarcet al. 2008). Entre los taxones més abundantes en loarest del
Pais Vasco se citan, junto con otras diatomeasadonas de cadenaSkeletonema
costatumy S. potamoson abundancias de hasta 1,8¢ célsl™ en el caso de la
primera, durante agosto de 2003 para el estuatidlelwion (Seoanet al. 2005).S.
costatumes ademas muy frecuente en zonas costeras ddugeses del mundo como
por ejemplo en la Bahia de Tokio, donde es la espagncipal en una comunidad
dominada durante todo el afio por diatomeas (Ran&lgbruya 2002). Estas y otras
diatomeas de pequefio tamafio como los gérdnakassiosiray Cyclotella alcanzan
grandes densidades entre los meses de mayo ansmgtien el estuario del Nervion
(Seoaneet al. 2005, Seoanest al. 2006) suponiendo un grupo importante en la

comunidad fitoplanctoénica.

Entre las dictiocoficeas se cifgpedinella spiniferacomo una de las mas
importantes en el estuario de Urdaibai (Ansoteguil. 2003), alcanzando sus maximos

entre mayo y agosto en el del Nervion, donde es,oemsiones, la principal
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representante de su clase (Omtel. 2004, Seoanet al. 2005 , Seoanet al. 2006), al
igual que en el presente estudio, en el que faeita de las dictiocoficeas detectada.

En cuanto a las haptofitas, son muy comunes losrgéChrysochromulingy la
especie Isochrysis galvana(en el nanoplancton) y el génetmantonia (en el
picoplancton) teniendo sus maximos las 2 primenaagesto en el estuario del Nervion
(Seoanest al. 2005).

En el presente estudio las algas con fucoxandabzan su maximo aporte a la
clorofila a comunitaria durante el mes de junio en ambasieseg& muestreadas. Segun
Orive y colaboradores (2004) esta dindAmica de dlorees veraniegas esta relacionada
con una desviacion de la estacionalidad de laadiones algales en las zonas estuaricas
y costeras del Pais Vasco, y en general del god#oVizcaya, respecto de la
estacionalidad habitual en las aguas bajo mayhreinéia marina del mismo golfo. Esta
desviacion consiste en que en contraposicion anandca normal en las regiones
templadas, consistente en floraciones primavesalagnimos de fitoplancton estivales,
en las zonas estuarico-costeras mencionadas sagde dna floracion de grandes
diatomeas microplanctonicas (20-200 pum) a finales imvierno o principios de
primavera (Revilleet al. 2002, Ansoteguet al. 2003). Estas floraciones pueden agotar
los nutrientes de manera temprana, lo que puededimfa floracién primaveral mas
habitual en las regiones de aguas templadas. Estemstancia puede no llegar a darse
en zonas muy enriquecidas en nutrientes por plas@siricas o afloramientos, aunque
incluso en estos ambientes pueden llegar a danskcganes oligotréficas si la descarga
fluvial o el aporte de fondo son reducidos. Sinjypeio de lo anterior, gracias a los
aportes fluviales las zonas exteriores de los geupueden tener unas concentraciones
de nutrientes no limitantes durante todo el vergne permitan la proliferacion de
floraciones estivales. Esta situacion no es exausdie los estuarios en el Golfo de
Vizcaya sino que también se dan floraciones durahteerano en otros estuarios y
zonas costeras como por ejemplo en el estuariccheld&, compartido por Bélgica y

los Paises Bajos (Lionaad al. 2008), o en el canal de la Mancha (Irigogtral. 2004).

Por su parte, entre las criptofitas destddamiselmisy Teleaulaxcomo unos de

los mas habituales y abundantésnto en el estuario del Nervion como en el de
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Urdaibai, y en menor medid@lagioselmisen el Nervion, con maximos entre abril y
septiembre (Ansoteg@t al. 2001, Ansoteguet al. 2003, Oriveet al. 2004, Seoanet

al. 2005, Seoanet al. 2006). Las criptofitas suelen ser mas abundanesgeias
oligotréficas, de zonas templadas o de latitudes atanto de agua dulce como marina
(Graham & Wilcox 2000), por lo que su maximo en m@pdria venir condicionado
por una reduccion en los niveles de nutrientesunasposible floracion a principios de
primavera. Aunque sabiendo que en el estuario @elibh alcanzan sus maximas
densidades en las estaciones intermedias (Sebahe€2006), su mayor abundancia en
mayo puede estar debida a que las fuertes lluwascadas durante la primavera del
2008, que obligaron a retrasar el muestreo de nmamincipios de abril y produjeron
una baja salinidad y gran turbiedad durante el dyondesplazaran su optimo de

salinidad hacia las estaciones exteriores (datososirados).

Pese a que tanto las cloroficeas (Lioretrdl. 2008) como las prasinoficeas sin
prasinoxantina (Rodriguet al. 2002) y con ella (Noét al. 2004), los dinoflagelados
con peridinina (Silvaet al. 2008) y las cianobacterias del tipo 2 (Miyaz@t@l.1992)
como Synechococcupueden llegar a tener un papel dominante emthstiambientes
océanicos, costeros o0 estuaricos del mundo, emeskemte estudio tienen un papel
secundario en el total de la comunidad en térmieodlorofilaa, no aportando mas del
10% de media para ambas estaciones. Todos losesxmmentados en los resultados
como pertenecientes a este grupo son habitualesestuario del Nervion y la mayoria
de ellos también en el de Urdaibai (Ansotegjual. 2001, Ansoteguet al. 2003, Seoane
et al. 2005, Seoanet al. 2006). Las prasinoficeas con prasinoxantina, l@®ficeas y
las cianobacterias comentadas en el apartado détadkss, contienen especies
picoplanctonicas o que por su reducido tamafio puadarecer en la fraccion inferior a
3 um. El crecimiento de estas pequefas formas $aveeecido frente al fitoplancton
de mayor tamafno en condiciones de oligotrofia (@m 1992), y el hecho de que
estos taxones tengan unos aportes de clorofilamugxia nivel comunitario en abril,
hace suponer que el estado trofico de la comung®dacercaba mas a dichas
condiciones. Esto unido al hecho de que tambiércl@m®ficeas y prasinoficeas sin
prasinoxantina, tuvieran sus mayores aportes etiré y julio a nivel comunitario,
podria ser indicativo de una poblacién de tranei@étre las citadas floraciones de
invierno tardio y la floracion de algas con fucaxaen de principios de verano. Las dos

Ultimas categorias pigmentarias estuvieron reptadas durante la campafia de 2008,
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principalmente por taxones nanoplanctonid@slamydomonas cf. coccoidestre las

cloroficeas, y los génerdsetraselmisy Pyramimonasentre las prasinoficeas; aunque el
primero sea susceptible por su reducido tamano |{8% de aparecer en la fraccion
picoplanctonica. Varios estudios indican una tendea la reduccion de la distribucion
de tamafios de la poblacion fitoplanctonica a medidase da una transicion de mayor
a menor en el estado tréfico del agua (Tamignesual. 1997, Vidussiet al. 2000,

Ansoteguiet al. 2003), por ejemplo desde una situacion en la qedogminan las

formas microplanctonicas hacia una en la que preadomas nano- o picoplancténicas.
Esta circunstancia podria ser la explicacion para mnayor importancia de taxones
nano- y picoplacnténicos durante la primavera, teigis que no se pude confirmar sin

un analisis de concentraciones de nutrientes qunelentes al periodo de estudio.

Continuando en la misma linea cabe especular geradinales del verano, una
vez comenzado el decaimiento de la floracion regist en junio, el nivel de nutrientes
volveria a estar bajo favoreciendo la proliferacide las prasinoficeas con
praxinosantina y cianoficeas picoplanctonicas. Agngl CHEMTAX no indique un
aumento importante de estas Ultimas, los datositdeetria y epifluorescencia en
general lo confirman (ver Figs. 3.41. y 3.42. y ttexelacionado). En estas
circunstancias el decaimiento de las algas cornxardma, daria una oportunidad a los
dinoflagelados, que a menudo alcanzan altas detesdaas floraciones de diatomeas
debido a su habilidad para nutrirse de fuentes akenma orgéanica y almacenar fosforo
(Graham & Wilcox 2000) pudiendo proliferar en caroies de oligotrofia. Esta podria
ser la razon por la que los dinoflagelados presentamayor aporte a la clorofika

durante septiembre.

En cuanto a la comunidad picoplancténica los jales grupos han sido las
prasinoficeas con prasinoxantina, con los généviiromonas y Mamiellg las
cianobacterias del tipo 2, co8ynechococcusy las cloroficeas del tipo 1, con
Chlamydomonascf. coccoidesA esta escala, las algas con fucoxantina y lpsofitas
pasan a tener un papel secundario coincidiendo rsagimos en la fraccién
picoplanctdnica con sus maximos aportes comun#taiecho que pudiera deberse al
paso de algunas algas con dimensiones cercanas3antécras, o incluso mayores, a
través del filtro con ese mismo didmetro de pom.clrcunstancia de que células con

dimensiones mayores de los tamafos de poro nom@és filtros empleados en el
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separacion de las poblaciones plancténicas apareeoa fracciones en las que,
tedricamente, deberian estar ausentes, no es insser@o comentado por diversos
trabajos (Anderson & Fenchel 1985, Stockeeal. 1990, Wrightet al. 2009a). Estos

trabajos dan a entender que durante el filtradgyrals células pueden exprimirse a
través de poros por los que en circunstancias Hesmao pasarian. Argumentan
ademas, que los filtros comunmente empleados &aadionamiento de las muestras
tienen siempre algun que otro poro de mayor tangaioel nominal, por los que puede
pasar un porcentaje, pequefio en principio, de aligidas, como las diatomeas por

ejemplo, que no pasaria por los poros normales.

En el estuario del Nervion, al igual que en otmmschos ambientes marinos
tanto oceanicos como costeros y estuaricos, lasnpféceas dominan el picoplancton
(Diez et al. 2001a, Diezt al. 2001b, Biegalat al. 2003, Notet al. 2004, Romart &
Vaulot 2004, Diezt al. 2004, Worden 2006, Vaulet al. 2008), siendo el grupo que
mayor aporte medio realiza a la cloroflae esta fraccion. Tal y como se ha explicado
anteriormente este grupo tiene unos mayores ap@mésién para esta fraccion en el
primer muestreo de abril, sobre todo en la esta2idg en los meses de agosto y
septiembre, puede que influenciado por una menatideal de nutrientes en el agua.
Finalmente, los grupos de las cianofitas, y cloesds, fueron importantes sobre todo a
finales de abril, en consonancia con la hipotesiarth reduccion de nutrientes al menos

a comienzos de la primavera.

2.5. Conclusion

El grupo principal de algas verdes en la zonariextdel estuario del Nervion es
el de las clorofitas, siendo otros grupos comoedbd euglenofitas de escasa relevancia

en términos de abundancia relativa, tanto pigmentamo celular.

La abundancia relativa de las clorofitas es ma&yota fraccion picoplacténica,
en la que cabe destacar el papel predominantesdardainoficeas sin prasinoxantina
durante la primavera y el verano. Ademas, en esatibn también las cloroficeas,
junto con las cianobacterias, pueden llegar a t@pertes puntuales importantes al total
de la clorofilaa. Los maximos aportes de estos grupos tuvierorr lagaomienzos de
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primavera y finales de verano, cuando tal vez fecentracion de nutrientes en el agua
fuera reducida tras floraciones de algas de mayoaifio. Finalmente, las diatomeas y
criptofitas tienen un papel secundario en estaibac coincidiendo con sus maximos a
nivel poblacional. Es posible por tanto, que suztag a la clorofilaa sean debidos al

paso a través del filtro de 3 um de algunas cétidasimilar o mayor tamafio que éste.

A nivel de comunidad, durante el periodo de priemraw verano predominaron
en el la zona exterior del estuario del Nerviondlggms con fucoxantina tales como las
diatomeas, haptofitas y dictiocoficeas, seguidasingmortancia por las algas con

aloxantina, las criptofitas.

Como hipotesis de trabajo, puesto que se careamatds de concentracion de
nutrientes, se plantea que la variacion tempordadbundancia de estas algas en la
parte exterior del estuario, podria estar condadanpor una dinamica de floraciones
tempranas a finales de invierno o comienzos de gwéma, comun en las aguas
estuarico-costeras del Pais Vasco. Estas floragitermapranas podrian mantener unos
niveles bajos de nutrientes durante la primaveaapreciendo una poblacion de
transicion con predominio de formas nano- y picogiénicas, incluyendo las
criptofitas, prasinoficeas, cloroficeas y cianobaas comoSynechococcusnientras
que, presumiblemente gracias a los aportes deNeiwion, se podrian llegar a dar
nuevas floraciones durante el verano, sobre toddgdes con fucoxantina, en las que se
alcanzaran concentraciones de clorddilmayores que las de primavera. Hacia finales
del verano las floraciones de algas de mayor tanmtbian volver a agotar los
nutrientes favoreciendo nuevos maximos en la amaigade las algas nano- y
picoplanctonicas, y de algunos taxones como losfldigelados, con capacidad para

almacenar nutrientes o utilizar fuentes de mataganica como sustento.
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CAPITULO 3

ABUNDANCIA Y COMPOSICION DEL
PICOFITOPLANCTON
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3.1. Introduccioén

Una vez establecida la importancia de las algaslege en la fraccion
picoplanctonica de la zona exterior del estuarib Nkervion, se decidié estudiar la
composicion de esta fraccion mas en profundidad, &s el siguiente capitulo se
exponen y se discuten de manera conjunta los adesltde la cuantificacion de las
algas del picoplancton y su distribucién en grangiegos y taxones especificos de
algas verdes. Esto ha sido posible gracias al emdéetécnicas de microscopia de
epifluorescencia, citometria de flujo y de TSA-FISkbs grandes grupos en los que
estas técnicas permiten clasificar la poblacidopfanctonica son, salvo en el caso de
TSA-FISH, méas de caracter funcional que taxonémiebido a las limitaciones que a
dia de hoy dichas técnicas plantean a la hora dkedificacion de las microalgas. Los
citados grupos, pese a ser en gran medida dep&rslide la técnica empleada, sirven
para representar una realidad ecoldgica de la aqukerpasi extraer conclusiones

relevantes acerca de las poblaciones fitoplanaénic

3.1.1. Grupos picofitoplanctonicos diferenciados y cuacsiios

en base a su autofluorescencia

Tanto la citometria como la epifluorescencia, mesequerir de instrumentacion
muy diferente para su empleo, tienen en comunsalrba en la fluorescencia diferencial

del fitoplancton para clasificarlo.

Las moléculas fluorescentes de las que estaséécdependen para la obtencion
de informacion pueden encontrarse en la naturadezdistintos organismos y en el
medio ambiente. En el caso de las microalgas, eamal de todas las células vegetales,
éstas se encuentran fundamentalmente represeptadas clorofilas y otros pigmentos
fotosintéticos accesorios tales como las ficobdlina fluorescencia producida por estos
pigmentos propios de las algas forma lo que seallam autofluorescencia. Esta
fluorescencia intrinseca de las microalgas esadtiferseguin los pigmentos que haya
implicados en ella. Este hecho ha dado pie a quamxdeen tanto la epifluorescencia
(Johnson & Sieburth 1979, Van Leiee al. 1989, Miyazoncet al. 1992, Masquelier &
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Vaulot 2008, Masqueliegt al. 2011, entre otros) como la citometria de flujo 1BB5,
Reulet al. 2006, Grotet al. 2007a, Grolet al. 2007b, Reukt al. 2008) en multitud de
estudios ecologicos para la identificacion y cuemattion de la abundancia de ciertos

grupos plancténicos con sefiales autofluorescentaesteristicas.

En general, todas las algas con solo clorofilasapigmentos fluorescentes dan
una sefal de fluorescencia roja bajo una luz amigdntras que las algas que también
cuentan con ficobilinas tienen sefales distintasistén tres tipos principales de
ficobilinas: ficoeritrina, ficocianina y aloficoaina (PE, PC y APC respectivamente, de
sus siglas en inglés). Dependiendo de su ficobiiagoritaria, la sefial fluorescente de
las algas es diferente. Asi, las algas con PE ptidedes importantes dan una sefal
naranja bajo la luz azul, mientras que en las dqumdan PC y/o APC producen una
fluorescencia roja bajo una luz roja (Collier 20P&rie et al. 2005). Entre las algas con
PE y PC se hayan algunas cianobacterias, crigpfdenoflagelados y rodofitas,
mientras que la APC solo se encuentra en algursam®lzacterias y en las rodofitas
(Jeffrey & Wright 2006). Estos pigmentos tambiénegen aparecer en pequefas
concentraciones en algunas proclorofitas. Todaaseatgas son susceptibles de
estudiarse mediante estas técnicas debido a siluanscencia.

Sin embargo, hay ocasiones en las que las motculzélulas de interés no
tienen una autoflorescencia significativa o cargotéaimente de ella. En estos casos se
emplean moléculas fluorescentes, generalmentetisadg para marcar moléculas o
caracteristicas celulares de interés. Estos tifitesescentes reciben el nombre de
fluorocromos y actualmente existe gran variedaéllds en el mercado. Entre los mas
utilizados se encuentra el 4", 6-diamidino-2-fenibl (DAPI de su abreviatura en
inglés) que se une al ADN, marcando, en princifgidas las células con dicha molécula
de una muestra, tanto eucariotas como procaridtdzando tinciones de DAPI puede
llegar a distinguirse entre ambos tipos de célylassto que en las células eucariotas el
nacleo aparece como un organulo azulado distingulbl cual carecen las procariotas
(Masquelier & Vaulot 2008). Esta tincion ha sidopiiamente utilizada en multitud de
estudios de epifluorescencia para poder cuantifésacélulas autétrofas del plancton en
general, y es muy empleada, junto con la obsemad®la autofluorescencia para la

identificacién de las células y el fraccionamiepto tamafios para el estudio del estado
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trofico de las poblaciones planctdnicas (Settal. 2007, Masquelier & Vaulot 2008 y
Yanget al. 2008 por citar algunos ejemplos actuales).

En cuanto a epifluorescencia se refiere, en elgmte estudio se han empleado
tanto la observacion de la autofluorescencia comdiricion con DAPI para la
cuantificacion de las formas autotrofas, sin des@in entre eucariotas y procariotas, de
la fraccion picoplanctonica de la comunidad algallal parte exterior del estuario del
Nervion. Se eligio emplear esta técnica en cominacon la citometria de flujo
porque, frente a esta ultima, la epifluoresceneiranjte: (1), visualizar lo que se cuenta,
de manera que el o0jo experto puede llegar a dif&emntre grupos taxondémicos en
base a caracteristicas morfolégicas apreciabléssarelulas tefiidas con DAPI (como el
nacleo y los cloroplastos por ejemplo), contando leoayuda que la autofluorescencia
ofrece respecto a su contenido pigmentari®)y permite, segin Masquelier y Vaulot
(2008), distinguir organizaciones celulares talesm@ colonias y agrupar los

organismos en distintas clases en base a su tamafio.

En la préctica sin embargo, y en cuanto al picuptan se refiere, resulta a
menudo dificil diferenciar claramente entre célylescariotas y eucariotas, o reconocer
taxones por su morfologia debido al reducido tandgitas células. Por esa razon, en
los recuentos de epifluorescencia realizados deir@npresente estudio Unicamente se
diferenciaron 2 grupos de microalgas atendiendo @usofluorescencia. Por un lado, el
picofitoplancton con PE, dominado por cianobactedamo se vera mas adelante. Y

por otro lado, el picofitoplancton sin PE, domingaw las eucariotas.

Por su parte, la citometria de flujo se aplico etuento de las muestras
recogidas con el mismo proposito: la cuantificadéras distintas formas autétrofas de
la poblacién picoplancténica. Pero a diferencialaespifluorescencia, esta técnica
permite la realizacion de recuentos automatizadosiles de células en cuestion de
segundos, lo que da robustez estadistica a lokawes y facilita la replicacién de los
recuentos. Ademas, evita la subjetividad inheranies recuentos de epifluorescencia,
aplicando unos criterios objetivos de clasificacgincuanto en tanto se pueden regular

los umbrales de deteccion del citbmetro. Siguieladmetodologia aplicada en este
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estudio, esta técnica permite diferenciar, en base autofluorescencia y a parametros
de dispersion luminica, las algas eucariotas ygriot@s picoplancténicas. Esto se debe
a que las primeras tienen mayores valores de dispely fluorescencia roja de
clorofilas (Gasol 1999). Ademas, en base a su seéaPE, los subgrupos que se
pudieron distinguir dentro de esas categorias fueentre las algas procariotas, 2
grupos de cianobacterias, pertenecientes uno, rergéynechococcusy el otro,
presumiblemente al géneirochlorococcusy otros 2 grupos entre las eucariotas,
picofitoeucariotas sin PE y picofitoeucariotas &t Salvo estas excepciones, suele ser
dificil, utilizando tan solo los parametros de @isdn y autofluorescencia, hacer una
clasificacion mas detallada que la meramente valal tamafio inferido mediante la

dispersion y la relacionada con la presencia oraisele PE.
3.1.2. Taxones de algas verdes picoplancténicas y su abarad

Para estimar la abundancia de las algas verdes feaction picoplanctonica se
empled la técnica TSA-FISH (del inglés TyramidengaigAmplification-Fluorescence
In Situ Hybridization, hibridacién fluorescenti® situ con amplificacién de sefial
mediante tiramida). Las técnicas FISH consistemaetieteccionn situ (en la propia
célula o material genético) de secuencias espasifite acidos nucleicos mediante
sondas complementarias portadoras de marcas ftemtes. La naturaleza de las
sondas, que pueden ser de ADN o ARN, depende &) panque no necesarimente, de
las secuencias que se quieran marcar. ADN nucpdastidial, mitocondrial, ARN
ribosémico (ARNr) o mensajero (ARNm). Generalmesgeemplean sondas de ADN

por permitir una union mas estable entre sondzyeseia objetivo.

Las aplicaciones de estas técnicas son multipkearigdas, abarcando tanto la
deteccion de genes y mutaciones especificas exselde sondas de ADN (Koneical.
2003, Moroni et al. 2005), como el estudio de patrones de expresion celular y
cuantificacion de ARNnn situ con sondas especificas para estas moléculas (Rater
& Thach 2008, Schymureat al. 2010). Resulta especialmente interesante, emét)xdo
de este trabajo, su aplicacion para la identifmacy estudio de la composicion
taxonomica de comunidades microbiolégicas utilizasdndas de ARNr (Amargt al.
1990b, Simoret al. 1995, Simoret al. 2000, Notet al.2002, Biegalat al. 2003, Notet
al. 2004, Massanat al. 2006).



60 Abundancia y composicion del picofitoplancton

Por ser tan extendido su uso, en este trabajo pee@amsondas de 18S ARNr
para la estimacion de la abundancia relativa dellgess picoplanctdnicas del estuario
del Nervion. En concreto la abundancia de las ajgagenecientes a la division
Chlorophyta, las algas verdes mas importantes tenestuario tal y como se desprende
del anterior capitulo. Dentro de éstas, se hanizad@ las pertenecientes al orden
Mamiellales y al génerblicromonas

Existen dos variantes principales de FISH (Singbnal. 2000): la variante
tradicional y la variante de células completas (efell FISH). La variante tradicional
hibrida las sondas sobre amplificados por PCR degknes diana adheridos a una
membrana (dot blot) o en pocillos de una placaaumiene las sondas adheridas y a la
cual se afade el amplificado. La variante de cglaampletas hibrida las sondas en
células en suspension (FISH In Suspension), sohrdilimo, o bien sobre cortes
citologicos de éstas.

Para cumplir con el objetivo propuesto, se hazailo una técnica de células
completas, mas adecuada para la cuantificacioriqgpgas permite medir caracteristicas
de células individuales, y no valores cualitativ@esencia/ausencia) o semi-

cuantitativos, como suelen ser los amplificadoslatot blot.

Las sondas de ARNr tienen algunas caracteristigashgcen su uso preferible
frente a otras(l), las moléculas de ARNr difieren a lo largo de amadfo en la
conservacion relativa de su secuencia, esto edjenen zonas mas conservadas
evolutivamente y otras mas variables (Amaral. 1990b, Simoret al. 2000), lo que
las hace adecuadas tanto para el disefio de sepmadfeeas a nivel de reino, division y
clase, si tienen como objetivo las zonas més ceadas, o por el contrario a nivel
taxondmico menor (familia, género o especie) Sietie como objetivo zonas poco
conservadas(2), simplifican la tarea de identificacion y cuarm#cion de especies
picoplanctonicas al empleo de una sola técnicandmahabitualmente solo la
identificacién ya requiere de una bateria de dfsonet al. 1995);(3), no requiere
del cultivo de las microalgas para su identificaci® que permite estimar abundancias
de especies que aun no se han podido cultivdg),ylas moléculas de ARNr son
naturalmente amplificadas en las células debidgrah nimero de ribosomas que

pueden llegar a tener, lo que permite que sondasiita sola marca fluorescente basten
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para poder detectar las células (Wallmtral. 1993), evitando asi los problemas
relacionados con la amplificacién PCR vy la cuardidiéon de ADNr marcado (Amarat
al. 1995, Simoret al. 2000).

Auln asi, para estudios como éste, se hace necetagiopleo de técnicas de
amplificacion de la sefal fluorescente en combiracon FISH. Esto se debe a que se
analizan comunidades naturales en las que convadlaciones de células con
contenidos de ARNr muy diferentes, ya sea debidasadistintos tamafos, o ya sea
porque el contenido de ARNTr es variable no soloeegspecies, sino también dentro de
una misma especie dependiendo de la fase de cemtonde las células (Wallnet al.
1993). Esta combinacion es especialmente necegsaréala deteccion de las células
picoplanctonicas de menor tamafio, por lo que entesbajo se emplea el FISH en su
variante de amplificacion de sefial mediante tira{idSA-FISH). Esta técnica implica
la deposicion de multiples fluorocromos unidoganmidas (compuestos fendlicos) en la
proximidad de sondas hibridadas que han sido masceoin la enzima peroxidasa del
rabano (HRP, del inglés Horse Radish Peroxidasefuhl cataliza esta deposicion
(Bobrowet al. 1989, Schonhubeat al. 1997, Speeét al1999, Biegalat al. 2003).

3.2. Material y métodos

-Procesamiento de las muestras para microscopia dpifluorescencia:

1. Recogida, fijacién y traslado: se recogieron muestras de 250 ml de agua
superficial en botellas de vidrio de color topad®las estaciones 1 y 2 durante los
meses de junio a septiembre de 2008 y 2010. Estasstras se fijaron
inmediatamente o bien con glutaraldehido al 0,5 Btea con formaldehido al 1%
de concentracion final. Las muestras se mantuvierofrio y oscuridad hasta su
traslado al laboratorio, donde fueron almacenadasure frigorifico hasta su

procesamiento en los 2 dias siguientes a su rexogid

2. Filtracion: tras ser agitadas manualmente se filtraron 0,83,918 o bien 19,8 ml

de muestra, dependiendo de la abundancia de ptaasferada, a través de filtros
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de policarbonato negro de 0,2 um de ancho de po&b ynm de diametro
(Osmonics Inc., EE. UU.) a una presion aproximasla@ mm Hg.

Tincion: dependiendo del volumen filtrado se le afiadioda.to a los ultimos 1,8
ml, ya sobre el filtro, 0,02 6 0,2 ml de DAPI (106 mI™), respectivamente, hasta
conseguir una concentracion final de 10 g’ Se dejo tefiir durante 5 min la

mezcla y se filtro.

Montaje y conservacion:una vez filtrado todo el volumen, se monto etdikobre

un portaobjetos y se le afiadidé una gota de aceitendersion para microscopia de
baja fluorescencia Nikon 50 tipo A (Nikon Corpooati Tokio, Japdn) antes de
ponerle el cubreobjetos. Inmediatamente los fils®guardaron en un congelador a
-20°C hasta su posterior analisis, en unos poassgiineralmente, aunque algunas
muestras se conservaron hasta 3 meses y mediadanpesler ser contadas.

Recuento: los recuentos se llevaron a cabo aon microscopio Leica DMRB
(Leica Microsystems, GmbH, Wetzlar, Alemania) eauip con Optica para
contraste de fases y epifluorescencia. Se contéforcampos al azar a 1000X
empleando un objetivo PL FLUOTAR 100X (de la miswesa) y aceite de
inmersion de baja fluorescencia, aplicado directamesobre el cubreobjetos.
Introduciendo la media de célulasampé' a la siguiente ecuacién se estimaba la

abundancia en células® de los distintos grupos estudiados:

N*A*D
Ci:

A*V

Donde G es la concentracién en céls' del grupoi del picoplancton; N, el
nimero de céls.campd’; Ag, el area de filtrado, o lo que es lo misma?, donde r
es la mitad del diametro interno del embudo deafilbn, en urfy D, el factor de
dilucién del fijador, que es igual a 1 + (volumenfijador: volumen de muestr;
Ac, el area de un campo del microscopio a los aursetpleados, en iy V, el
volumen de muestra fijada que se ha filtrado, teosli
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-Procesamiento de las muestras para citometria dieijo:

La fijacion, el almacenamiento y el andlisis de mauestras son adaptados de
Marie y colaboradores (1999) y Marie y colaborad2905).

1. Recogida, traslado y fijacion:se recogieron mensualmente muestras de agua de 1
| en botellas de plastico (Nalgene®, Thermo Fisl@mientific, Roskilde,
Dinamarca) de las estaciones 1y 2 durante losswsginio a septiembre de 2008
a 2010. Se mantuvieron en frio y oscuridad dursmtieaslado al laboratorio, donde
fueron fijadas inmediatamente a su llegada con dttehido al 1% de

concentracion final durante 15-20 min en el fri§jooi (4-8°C).

2. Almacenamiento:tras su fijaciéon, se alicuotaron 3 réplicas deall® ml por cada
estacion, en tubos Eppendorf o viales Falcon, gosservaron congeladas ea N
liquido hasta su posterior andlisis en los 4 megpsentes, para el cual se dejaron
descongelar a temperatura ambiente. La eleccionotiginen de réplica se baso en
la disponibilidad de espacio para su conservacianNe liquido, pero es

recomendable tener muestra en exceso por si feessario repetir el andlisis.

3. Calibracion del citometro durante la campafa de 208 el analisis de las
muestras de esta campafia se llevo a cabo conammetio EPICS Elite (Beckman
Coultef, California, EE. UU.) equipado con un laser azellaigén, que emite a
una longitud de onda de 488 nm, y con los sigusefilteos: filtro de paso de banda
(BP, del inglés Band Pass) BP 488 nm, para la déteade los parametros de
dispersion frontal o Forward Scatter (FS, medi&otiediodo, canal FS) relacionado
con el tamafio celular, y dispersion lateral o SiBeatter (SS, mediante
fotomultiplicadores, al igual que el resto de patios, canal PMT1), relacionado
con la complejidad celular; BP 525 nm, para lac@é: de la emision verde de la
fluoresceina (canal PMT2); BP 575 nm, para la e@misaranja de la PE (PE, canal
PMT3); y un filtro de paso alto (LP, del inglés Igpi*ass) LP 610 nm para la
emision roja de las clorofilas (canal PMT4). Conas® previo al analisis de las
muestras se puso a punto el citbmetro empleandm amntroles cultivos de
microalgas picoplancténicas aisladas directameet@stuario del Nervion. Como

control negativo de PE se emple6 un cultivoMieromonassp., mientras que
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como control positivo de este mismo pigmento se letnpuna cepa de
Synechococcusp. Para la optimizacion de los parametros de raedid citbmetro
se emplearon también microesferas fluorescentegyrédbrit® Plain YG 1.0
Micron (Polyscience Europe GmbH, Eppelheim, Aleragnposteriormente éstas
se emplearon como referencia interna para compgavhlaciones de distintos
citogramas. Las condiciones de analisis elegidaetdlan en la Tabla 3.1. Para la
cuantificacion de los volimenes de muestra analzask calibro el flujo del
citometro mediante regresion lineal entre el tierdpanalisis de unas muestras de
prueba y su volumen, determinado mediante la viariade peso de la muestra
durante el andlisis. En dichas muestras se dejércenlo agua durante 3,5, 7,9y
11 min respectivamente, y la diferencia de pesoldavo pesando las muestras
antes y después del andlisis. Una vez estimadoje) §e pasaron las muestras a
analizar midiendo el tiempo de analisis para paaferir el volumen analizado de
la ecuacion: W,&= F t, donde V¥nha, €s el volumen analizado; F, el flujo expresado
en forma de unidad de volumen por unidad de tiergpao,el tiempo de analisis.
Como fluido envolvente se empled agua destilada.demsidades de fitoplancton

se obtuvieron al dividir el nimero de células detgas entre el volumen analizado.

Calibracion del citdmetro durante las campafias de®9-2010:en esta ocasion

se emple6 un citdémetro Gallios (Beckman Coflt€alifornia, EE. UU.) equipado

con un laser azul de argén de 488 nm) y con lasesi¢es filtros: BP 488 nm, para
la deteccion de los pardmetros de FS (mediantenfdtiplicadores al igual que el

resto de parametros, canal FS) y SS (Canal SSy2BfPm, para la deteccion de la
sefal de fluoresceina (canal PMT1); BP 575 nm, paramision de PE (canal

PMT2); y BP 675 nm para la deteccion de la fluozas@ de las clorofilas (canal

PMT4). Todos los filtros BP con un ancho de bargla A5 nm. Se puso a punto el
citometro empleando los cultivos de control y mégferas ya citadas. Para
cuantificar los volimenes analizados se pesO cadestna antes y después del
analisis ante la evidente falta de constancia dlujel del citometro. En este caso
también se empled agua destilada como fluido eewnbddv Los parametros de los
detectores usados en el analisis se muestranTabla 3.2.

Generacion de citogramas y recuentopara cada réplica se generd un citograma

empleando las condiciones de andlisis descritasianhente y con el flujo de los
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citbmetros al maximo durante 5 min. Los datos asjuaidos se guardaron en

forma de archivo de datos en modo de lista (.IfAdkteriormente se emplearon los

programas informaticos WINMDI 2.9i{p://en.bio-soft.net/other/WinMDI.htmJ.
Trotter) y Summit 4.3 (Dakko Colorado, Fort CollifSE. UU.) para definir las

distintas poblaciones observadas en las muest@sntificar cada una de ellas

sabiendo el volumen de muestra analizado en cata ca

6. Determinacion de las poblaciones picoplancténicas analizar: ademas de los

cultivos de control ya comentados se emplearonvosltde diluciones seriadas

(SDC, del inglés Serial Dilution Cultures) de lagastras recogidas para obtener

citogramas en los que se pudieran identificar lablgtiones naturales. Estos

cultivos se prepararon en placas de pocillos deegiokno. En cada pocillo se

afiadian 1,8 ml de medio de cultivo f/2 y 0,2 mllademuestra natural o de la

dilucién anterior. Asi se prepararon 3 series ddildciones decimales cada una

(hasta diluir 10000 veces la muestra), tanto parauestra sin filtrar como para la

fraccion <3um de cada estacién y muestreo. Con &stlo se establecieron las

siguientes regiones en los citogramas a analizarup lado, la correspondiente a

las microesferas de referencia (Fig. 3.1. y 3r2amarillo), diferenciadas en base a

su sefal de fluoresceina y SS; y por el otro, exe laala fluorescencia de clorofilas

y PE, y su FS, las distintas poblaciones comentana@ apartado de resultados.

Tabla 3.1.: parametros del citbmetro EPICS Elite empleado para ehnalisis del picoplancton durante la

campafia de 2008Se muestran los distintos canales de deteccidunjoas) y sus respectivos parametros de medida

(filas). FS, Forward Scatter; y PMT#, fotomulti@aor numero #.

Parametro Canal
FS PMT1 PMT2 PMT3 PMTA4
Voltaje 750 350 636 750 820
Ganancia 20 3 10 10 10
Ganancia de pico 10 - 5 5 5

Tabla 3.2: parametros del citometro Gallios empleado para elrdlisis del picoplancton durante las campafias

de 2009-2010Se muestran los distintos canales de deteccidonjo@s) y sus respectivos parametros de medida

(filas). FS, Forward Scatter; SS, Side SacttedWi®, fotomultiplicador numero #.

Parametro Canal
FS SS PMT1 PMT2 PMT4
Voltaje 250 250 250 405 407
Ganancia 7,5 10 1 1 1
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3.2.1.Protocolo general de TSA-FISH

Este protocolo general ha sido adaptado de lbgsjoa de Not y colaboradores
(2002) y Biegala y colaboradores (2003).

-Disefio de las sondasgeneralmente se hace aplicando un software como el
ARB a una base de datos con secuencias de 18S alB&les. La especificidad de las
sondas que el programa propone puede ser testad#ico gracias a aplicaciones
publicamente disponibles en internet como el Ribwddatabase Project (RDP), Probe
Check o el BLAST de GeneBank. Luego éstas se speldin a casas comerciales que
las venden ya marcadas, o sin marcar, de maneraejleeafiade la marca deseada y
luego se purifican previo uso. En el presente éstsel emplearon sondas validadas en

estudios previos (Tabla 3.3)

-Hibridacion: las muestras recogidas, una vez fijadas, son otadas por
centrifugacion o filtracion, para luego ser deshiddas mediante etanol, o que elimina
las clorofilas causantes de gran parte de la daf@kscente de fondo (Simast al.
2000) y permeabiliza las células favoreciendo laagia de las sondas. A continuacion,
se les aflade un medio de hibridacion que llevarda de ARNr y la mezcla se incuba
a temperatura especifica durante el tiempo necegaondiciones dependientes de la

sonda).

-Amplificacion de la sefal: tras la incubacion se retiran las sondas no
hibridadas con uno o varios lavados con un tampdmlas al de hibridacién de
astringencia equivalente, y otro con TNT (lo quenanta la relacion sefial/ruido).
Después se les afiade el medio de amplificacion i SAincuban durante 30 min en la
oscuridad. Tras lo cual se lavan los fluorocromaisrantes con tampon TNT vy, tras
desechar éste, se afiade un tinte de contrastelpsiddN como DAPI o PI.

3.2.2. Protocolo de TSA-FISH utilizado en este @distu

El protocolo especifico seguido en este trabajsitia adaptado de los trabajos
de Not y colaboradores (2002) y Biegala y colaborasl (2002).
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-Procesamiento de muestras naturales:

1. Recogida:se tomaron muestras de 10 | de agua superficiElsdestaciones 1y 2,
con periodicidad mas o menos mensual, durante ésesnde julio a septiembre de
2010.

2. Filtracion: 1| de agua se destiné para el TSA-FISH y se filirtravés de filtros de
3 um de ancho de poro y 47 mm de didametro (NucleSp@hatman International

Ltd., Reino Unido), para separar la fraccion pieogténica.

3. Fijacion: 900 ml del volumen filtrado se fijaron con 100 nd brmaldehido al

10% (1% de concentracion final) a 4° C durante 1 h.

4. Filtracion: tras la fijacion se filtraron 3 replicas por muastie 100 ml cada una, a
través de filtros de 0,2 pm de poro y 47 mm de diéon(Anodisk, Whatman

International Ltd., Reino Unido).

5. Deshidratacion: sn retirar el filtro del kitasatos, se realiz6 lastiidratacion de
éstos en una serie de disoluciones de etanol deiapgi#n creciente (50%, 80% y

100%, 3 min. en cada una), que se filtraban parsustituidas.

6. Almacenamiento: tras la deshidratacion se procedié al almacendmida los
filtros en N liquido o en camara frigorifica a -80° C, sin pagt cada uno

debidamente etiquetado y envuelto en papel de alaraien placa Petri sellada.
-TSA-FISH:
1. Descongelacionse descongelaron los filtros a temperatura ambiesgepartieron
los pedazos necesarios (1 por sonda a hibridantyat@ realizar) con unas tijeras,

siempre manejando con pinzas los pedazos de filtro.

2. Inicio de la hibridacion: a cada pedazo, ya colocados sobre portas, se les

afadieron 10 o 20 ul segun el tamafio, lo suficiepgga que quedara
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10.

11.

completamente empapado, de una mezcla de 50 @ht@h de hibridacion (ver
Apéndice C) y 5 pl de sonda (50 ngl*, Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm,
Alemania). La mezcla de tampon y sonda se realinsisgno dia de la hibridacion

para evitar la degradacion de esta ultima.

Incubacion: se llevé a cabo a 35° C y durante 3 h, mantenidéosigortas en
placas Petri, de 14 cm de diametro, con papel eaguapn 800 ul de tampon de
hibridacion, para saturar la atmosfera y asi eVd@agvaporacion del tampon que

empapaba las muestras.

Lavado: se realizaron 2 lavados a 37° C durante 20 mia gad, con los pedazos
en placas de pocillos de poliestireno, sumergido$ enl de tampdén de lavado

precalentado a esa temperatura.

Aclarado: tras los lavados se realizé un aclarado con Senalgiia estéril durante 1

min.

Equilibrado: con 5 ml de tampdén TNT (ver Apéndice C) durantarib y en una

placa de pocillos distinta a la anterior.

Amplificaciéon de la sefal: tras trasladar los pedazos a portas distintossa lo
anteriores se les afiadieron a cada uno 10 pl delanE8A (ver Apéndice C) y se
dejaron incubar a temperatura ambiente y en osmiddrante 30 min.

Lavado: se realizaron, en las mismas placas del equilibradavados de 20 min
cada uno, a 55° C, con 5 ml de tampdén TNT precadiena esa temperatura, para
detener la reaccién y lavar los reactivos sobrantes

Aclarado: con 5 ml de agua estéril durante 1 min.

Tincién con DAPI: se afiadieron 10 pl de DAPI (5 pgnl™) por pedazo y se

incubaron durante 5-7 min, a oscuras y a temperaimbiente.

Lavado: con 5 ml de agua estéril durante 10 min.
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12. Montaje: los pedazos se dejaron secar en portas limpiassiepormente se les
afiadié una gota de preservador de fluorescencid AFitifluor Ltd., Canterbury
University, Reino Unido) antes de ponerles el cybsellarlo con laca de ufias para

evitar evaporacion.

13. Recuento: los recuentos se llevaron a cabo a 1000X empleahdoicroscopio
Leica DMRB vy el aceite de baja fluorescencia com@éno$ anteriormente. Se
contaron 40 campos por pedazo, o un minimo de 2@8@0as en el caso de las

sondas de mayor categoria taxondmica.

3.2.3. Sondas empleadas en este estudio

Las sondas utilizadas fueron las siguientes (Tat8% el conjunto de sondas
gue deberia marcar todas las células eucariotaguto EUK o simplemente EUK, de
aqui en adelante) compuesto por las sondas EUK1Z@9&annoniet al. 1988),
CHLOO1 y NCHLOO1 (Simoret al. 1995); la sonda CHLOO02, especifica para la
division Chlorophyta (Simomt al. 2000); la sonda PRASO04, especifica para el orden
Mamiellales excepto el génefolichomastix(Not et al. 2004); y la sonda MICROO01

especifica par®icromonas pusilldNot et al. 2004).

Tabla 3.3.: Sondas oligonucleotidicas de 18S ARNr @headas en este estudio.

Sonda Especificidad Sequencia Fuente

EUK1209R 5"-GGG CAT CAC AGA CCT -3 Giovannoniet al. 1988

CONJUNTO :
CHLOO01 5"-GCT CCA CGC CTG GTG GTC-3 Simonet al. 1995
EUK (Eukarya)

NCHLOO01 5"-GCT CCACTC CTG GTG GTC-3’ Simonet al. 1995
CHLOO02 Chlorophyta |5-CTT CGA GCC CCC AAC TTT-3° Simonet al. 2000
PRAS04 Mamiellales |5-CGT AAG CCC GCT TTG AAC-3’ Not et al. 2004

Micromonas

MICROO01 T 5-AAT GGA ACA CCG CCG GCG-3’ Not et al. 2004

pusilla
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3.2.4. Variacién en las réplicas de las muestrasdeno de 2010

Las muestras recogidas, una vez procesadas comda gexplicado en el
apartado anterior, proporcionaron 3 réplicas padaestacion y mes (24 en total) en
forma de filtros sobre los que aplicar el TSA-FISPebido a la gran cantidad de
hibridaciones que hubiera requerido el analisitodas las réplicas (4 hibridaciones por
réplica, 96 en total, sin contar los controlesly se analiz6 la octava parte de ellas, con
la intencion de obtener una idea aproximada deri@acion entre réplicas. El analisis de
las réplicas consistio en utilizar las mismas seraacada uno de los 3 filtros obtenidos
para una misma estacion y mes. El coeficiente dm@orédn (C.V.) medio para las
sondas empleadas, basado en el numero de célulaampo marcadas con las mismas
sondas en distintos filtros, fue de un 33,7% (datosnostrados), siendo el menor C.V.
el de el conjunto EUK (20,26%) y el mayor el dedéada CHLOO02 (49,46%).

3.3. Resultados

3.3.1. Poblaciones picoplancténicas detectadas ase ka su

autoflorescencia

Como ya se ha explicado, mediante la microscogiapifluorescencia solo se
pudieron diferenciar algas con y sin PE. Sin embargediante la citometria de flujo se
pudo profundizar en la composicion de estos dogayuAsi, entre las algas con PE se
establecié una regién basada en citogramas devaubntrol deSynechococcusp.
(Fig 3.1., A-D y Fig. 3.2., en azul) y otra quergdia con la forma de cultivos de
Hemiselmissp. (datos no mostrados), y en forma y posiciériosncitogramas, con
poblaciones de SDC con importante presencia degésero (Fig. 3.2., Ay B, en rojo),
por lo que se establecio esta region como la dpitaditoeucariotas con PE. En ambos
casos, las poblaciones observadas en los cultieo®atgales eran dos o incluso mas en
el caso deSynechococcusp. en los SDC, evidenciando un heteromorfismoade |

células en estos taxones (Fig. 3.1., Ay C, Fig., 2y B).

En cuanto a las algas sin PE, se establecierayidnes: una para las algas
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Fig. 3.1.: citogramas de cultivos de control deMicromonas sp. y Synnechococcus sp.: cultivos deSynnechococcus

sp. vivo (A, B) y fijado (C,D) y un cultivo delicromonassp. vivo (E, F) e inmediatamente después de ({arH).

El eje de ordenadas muestra la sefial de fluoreisceja de las clorofilas mientras que los ejeslogcisas muestran

la fluorescencia naranja de las ficoeritrinas (iegig) y la dispersion frontal (derecha).
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Fig. 3.2.:citogramas de cultivos de diluciones en serie (SD@)de muestras naturales durante la campafia de
2010: SDC establecido a partir de una muestra de laiéstaadurante el mes de agosto (A, B); SDC de lacast 1
correspondiente al muestreo de julio (C, D); y cidmga de una muestra natural de la estacién 2, ¢amibel
muestreo de agosto (E, F). Ejes igual que en la3Flg
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picoeucariotas (Figs. 3.1.-3.2., en verde), basadas dispersion de poblaciones del
cultivo control deMicromonassp. (Fig. 3.1., E-H) y de algas pertenecientesta es
categoria que aparecieron en SDC (Fig. 3.2., AgrBgste casByramimonassp. y cf.
Nephroselmis mientras que la otra region, que albergarigptasaciones del género
ProchlorococcugFig. 3.2., en azul verdoso), se definidé en balseliteratura (Mariest

al. 1999, Partenskegt al. 1999b, Marieet al. 2005, Paret al. 2005, Reukt al. 2006),
pues no se disponia de cultivo control algunogndsntifico este alga en los SDC. Por
otro lado, en cultivos d&licromonassp. fijados al igual que las muestras naturalas, co
formaldehido al 1% de concentracién final, se oldseyue células de esta especie
sufren una alteracién de sus propiedades Optiaaddrfijacion, que hace que parte de
su poblacion quede dentro de la region establgmadaProchlorococcussp. (Fig. 3.1.,

G y H), incluso con una sefial de dispersion latgmallar a la de las células procariotas
(datos no mostrados). Finalmente, todas estas @obés identificadas en los cultivos
tuvieron su analoga en las muestras naturaleszadab (véase como ejemplo Fig. 3.2.,
E-F).

3.3.2. Hibridaciones de control con cultivos deaalgisladas del

estuario

Se realizaron controles de hibridacion para tddssondas empleadas en este
estudio. Las especies utilizadas para los contrglesis respuestas tedricas ante las
sondas empleadas fueron las siguiersgsiechococcusp. (microalga procariota de la
division Cyanophyta), negativa para EUK y el redto sondasNannochloropsissp.
(microalga eucariota, perteneciente a la divisioatelfbcontophyta y a la clase
Eustigmatoficeae), positiva para el conjunto EUKnggativa para el resto; cf.
Nannochloris (microalga eucariota, de la division Chlorophytde la clase
Trebauxophyceae segun Henlely al. 2004), positiva para EUK y para CHLOO02 y
negativa para PRASO04; Wicromonas sp. (Chlorophyta del orden Mamiellales),

positiva para EUK y el resto de sondas.

Ademas de estos controles también se realizaronasomismos géneros los

recomendados por el fabricante de las sondas, gosistian en una reaccion de



74 Abundancia y composicion del picofitoplancton

hibridacién sin sonda, y otra sin el paso de ameplifon de la sefial (TSA) para poder
ver, respectivamente, la autoflorescencia de ldslaséy la debida a su actividad

peroxidasa endogena.

Los resultados de los controles fueron los esperat el caso de los géneros
Micromonas y SynechococcugFigs. 3.3-3.7., resultados de sonda MICROO1 no
mostrados). En el caso d#licromonas sp., la fluorescencia parecia estar mas
concentrada junto al nucleo de la célula, tefido DAPI (puede que marcando los

ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso).

En los casos dblannochloropsisp.y cf. Nannonchlorisno se aprecio célula
alguna que tuviera un marcaje de fluoresceina @8&). Es mas, la inmensa mayoria
de las células aparecia sin apenas tefirse porA#l [y conservando adn una
autoflorescencia roja notable. El hecho de quesesilulas mantuvieran aun gran parte
de su autoflorescencia debida a las clorofilascandue los bafios de etanol de 3 min
aplicados en el protocolo no fueron suficientesagacer lavar las clorofilas de estas
células. Dichos barios, se realizan con la intendedesestabilizar tanto la pared como
la membrana celular aumentando la permeabilidddsdeclulas hasta el punto de hacer
posible la entrada de las sondas de ARN utilizaBas.tanto, el hecho de que no se
pudieran lavar las clorofilas es indicativo de quese consiguié una permeabilizacion
correcta de las células. Tanto la imposibilidaduda tincion adecuada con DAPI como
con las sondas utilizadas para el FISH no hacengum@sorroborar la idea anterior de

una mala permeabilizacion.

En cuanto a los controles de autofluorescenciargxidasa endégena, éstos no
se realizaron cosynechococcusp. debido a que, al no dar florescencia algunal en
color del marcador de fluoresceina utilizado enosstxperimentos, las pruebas
realizadas con sondas valian también como contrbiegluorescencia de color rojo
observada (Fig. 3.7) se debe a la autoflorescemmoducida por las ficobilinas propias
de este alga, que al ser hidrofilicas, a diferedeidas clorofilas, no se lavaron con los
bafios de alcohol. En el casoMe&romonassp., los controles de actividad peroxidasa
endogena mostraban una tenue sefal de fluoresdeinaicha menor intensidad que la

que ofrecian las células marcadas con sondas (strado).
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Figs. 3.3-3.8.: hibridaciones de control para las sondaempleadas en la técnica TS-FISH.

Fig. 3.3.-3.4. marcaje de un cultivo dglicromonassp. mediante la sonda CHLOO02. La Fig. 1 muestraffialsde

fluorescencia del DAPI mientras que en la Figparace la de la fluoresceina.

Fig. 3.5.-3.6. el mismo cultivo deMlicromonassp. marcado mediante el conjunto de sondas EUK @&5.) y la
sonda PRASO04 (Fig. 3.6.).

Fig. 3.7: marcaje de un cultivo d&@ynechococcumediante el conjunto de sondas EUK. Nétese elteekunegativo

del marcaje de fluoresceina y la autofloresceneieador rojo debida a las ficobilinas.
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Figs. 3.3-3.8.: hibridaciones de control para las sondas empleadas la técnica TSAFISH (Cont.).

Fig. 3.8: marcaje de una mezcla de cultivos deNennochloris(células redondeadas rojasNgnnochloropsisp.
(células cilindricas rojas) en la que se puedecipreeomo las células de ambos géneros han mantenid

autoflorescencia roja, mientras que apenas se herado para el DAP| y no muestran ninguna sefifildeesceina.

Todas las figuras obtenidas a 1000X mediante niopia de epifluorescencia. Figs. 3.3.-3.4. corstala de la Fig.
3.3.y Figs. 3.5.-3.8. con la de la Fig. 3.5. LagF3.5.-3.8. representan fotografias fusionadgasndmismo campo,
en cada una de ellas, observado con el juegotdssfipara la visualizacion de la emision azul d&PDy la verde de
la fluoresceina. Estas fotografias se obtuvierenuromicroscopio Olympus BX41. Las células que setamtienen
fluorescencia azul son bacterias del cultivo.

3.3.3. Variacion del protocolo de permeabilizacion

Tras la primera experiencia fallida con los coesadeNannochloropsisp.y
cf. Nannochloris se intento cambiar los tiempos de los bafos cighal para ver si
aumentandolos se conseguia una mejora en la pahlzezEbn de las células. Asi, se
sometieron filtros con cultivos ddannochloropsissp. y cf. Nannochloris(en fase
exponencial) a bafios de alcohol de 6, 9, 12 y Ih raspectivamente, seguidos de una

tincion con DAPI tal y como detalla el protocolagF3.9.). Los resultados de estas

100% & 5
90% -
80%

70% 7
60% -
50% -
40%
30% /
20% -
10%
0% ‘ ‘ ‘ ‘

3 min 6 min 9 min 12 min 15 min

Duracién de los bafios de etanol

m

Porcentaje de células tefiidas con DAPI

Fig. 3.9: ensayo de aumento de permeabilidad a las sondas paRISH con células de cultivos de ¢
Nannochloris y Nannochloropsis sp. Relacién entre el tiempo de cada uno de los baé@ostahol de graduacion
ascendente (eje X) y el porcentaje de células asficdn DAPI (eje Y) en cada uno de los filtros diivos de cf.
Nannochloris(rombos azules) Mannochloropsisp. (cuadrados magenta) utilizados en el ensaya.ddener cada
uno de los porcentajes medios de tincién con DARItservaron 10 campos de cada filtro (cada unaorgende 160
células).
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pruebas indicaron una mejora progresiva de ladimcon DAPI, hasta conseguirse una
tincion total o casi total de las células de amtdsvos con bafios de 12 y 15 min, en
lugar de los 3 min originales. Incluso asi, grartgpde las células de dflannochloris
aun seguian conservando la autofluorescencia dedesfilas (Figs. 3.10.-3.17.). Por
tanto, el aumento en los tiempos de deshidrata@vorecia la tincion, y en teoria,
también la permeabilizacién. Teniendo en cuentmterior, se decididé hacer un ensayo
de tinciéon FISH con cultivos de dilannochlorisy Nannochloropsisp , usando por
cada filtro, 3 bafios de 15 min cada uno en lugdosi& min originales, pese a suponer
un drastico aumento en el tiempo total del promcél resultado de dichos ensayos
ofrecio una tincidén positiva muy tenue en partdagecélulas diana y solo en el caso de
Nannochloris(Figs. 3.18.-3.19.), por lo que terminamos desaedbaste procedimiento

en la optimizacion del protocolo.

Pese a la indudable limitacion que supone el gaesbndas utilizadas en este
estudio no sean capaces de marcar dos de laspabgaéanctonicas que se hayan con
frecuencia en muestras recogidas en el estuariNet®ion, se decidid que seria bueno
tener, aunque fuera sesgada, una nocién del agorteilanto a abundancia celular se
refiere, que la division Chlorophyta hace al tatalla comunidad picoplancténica del
estuario. Con ese objetivo se obtuvieron muesteakasl estaciones 1 y 2 durante los
meses de verano (junio-septiembre) del afio 2009ep@rocedimiento previamente

descrito.
3.3.4. Mejora de la relacion sefal/ruido

Una vez aplicado el TSA-FISH, en algunos filtras abservaron resultados
incongruentes. Estos resultados consistian en stimae de densidad de células de
clorofitas mayor que las de eucariotas, hecho ercipio imposible por definicidn,
puesto que al ser la division Chlorophyta una aatagdentro del dominio Eukarya,
todas las clorofitas deberian marcarse tambiénet@onjunto EUK, especifico para
eucariotas. En este caso, la hipétesis de una pbitmacion diferencial de las sondas
no parecia adecuada, puesto que en pruebas hemhasiltvos deMicromonassp.
también se dio este tipo de incongruencia (Tabla atamiento con SDS al 0,01%),
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Fig. 3.1(-3.17: variacion en la tincion mediante DAPI de céluladeshidratadas en bafios de etancde distinta
duracion. Células de un cultivo de dlannochlorisdeshidratado en bafios de etanol de graduaciéndeste de 6
(Figs. 3.10.-3.11.), 9 (Figs. 3.12.-3.13.), 12 §ig3.14.-3.15.) y 15 min (Figs. 3.16.-3.17.) de adign,

respectivamente.

En las Figs. 3.10.-3.11., obtenidas a 400X, caddrado de la reticula superpuesta tiene 25 unddeylen las Figs.
3.12.-3.17., obtenidas a 1000X, tiene 10 pm. Téaabigs. obtenidas mediante microscopia de epéigencia. Las

Figs. de la derecha muestran la sefial de fluorescdrl DAPI y las de la izquierda la de autoflscencia.
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Fig. 3.18-3.1¢.: marcaje parcial de cf.Nannochloris. TSA-FISH empleando la sonda CHLOO2 sobre un fidtio un
cultivo de cf.Nannochlorisen fase exponencial deshidratado en bafios deril8eargétanol de graduacion creciente. La
Fig. 3.18. muestra la sefial de DAPI de las célmiantras que la Fig. 3.19. muestra las sefiales diedresceina

(verde) y la autoflorescencia remanente (rojo) eNlétel marcaje parcial con la fluoresceina.

Ambas figuras a la misma escala y obtenidas a 1008dante microscopia de epifluorescencia.

por lo que se atribuy6 el fendbmeno a las difereneia la relacion sefal/ruido que se
apreciaba entre las sondas. La fluorescencia diofde los filtros tras la hibridacion,
era, en general, mucho mayor en el caso de lamsdiibridadas con el conjunto EUK
y la sonda PRASO04, por lo que se podia estar soiz@xto la abundancia de células
eucariotas y del orden Mamiellales, no llegandoserdar las células con un marcaje
mas débil. La fluorescencia estaba también repad@manera irregular en los filtros,
siendo notablemente mayor respecto al fondo y méerme en zonas en las que las
células parecian estar adheridas a tapices o plaggss 3.30.-3.31.), quiza compuestos
por cristales de algun ingrediente del medio déiveulf/2 6 de SDS, formados al
atemperarse los filtros empleados en las hibride@sioAmbas soluciones, mientras se
mantienen en la nevera, muestran cristales conaftaminada visibles a simple vista,
gue se disuelven cuando se calientan o atemperas,un hecho reconocido que la

estructura de los cristales de SDS es plana yremafde placa (Smitét al. 2004).

Para comprobar la hipétesis de subestimacion gjar fluorescencia se decidio
tratar de mejorar la sefal de las sondas cambiEndoncentracién de SDS, tanto del
tampdn de hibridacion como del de lavado, del 0ariginal a un 0,1 %. El cambio
surtié el efecto deseado aumentando la relacioal/seiio de las hibridaciones con

EUK y PRASO04, como puede apreciarse en las Fig&0.-3.33. A su vez se
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consiguieron unas estimaciones de concentraciamaceghucho mas similares entre si,
con un coeficiente de variacion de 6,72%, frent&%f% conseguido con el protocolo
original (Tabla 3.4.), y siendo las diferenciasrerdllas estadisticamente irrelevantes.
Para la comparacion de las densidades obtenid&alszaron varias Pruebas T para la
igualdad de medias de muestras independientes medihprograma SPSS Statistics
17.0.1 (SPSS Inc., Chicago, EE. UU.). En éstagosgpararon los valores de células
por campo obtenidos en los recuentos de 40 cangagados como control de la
hibridacion de las sondas (EUK, CHLOROO02 y PRAS®&4 )cultivos deMicromonas
sp. Se definié una variable de agrupacion (SONDekaomparar los datos obtenidos
para cada sonda con los del resto, asignando edolaavsu respectivo grupo/sonda. Se
compararon después las medias de cada grupo magpsren todos los casos el valor p
fue mayor que 0,05 (datos no mostrados) lo que imagesible desestimar la hipotesis

nula de la igualdad de medias.

Tabla 3.4: mejora de la deteccidbn mediante incremento de la coentracion de SD.. Concentraciones de
Micromonassp. estimadas partiendo de hibridaciones de Jaslesdndas utilizadas en este estudio, junto con su
coeficiente de variacion (C. V.) y porcentaje deupsracion medio de células (columnas). Para el FEBM se
emplearon tampones de hibridacién y de lavado g@h¥0,1 % (m/V) de SDS respectivamente (primetarona y
filas). Las concentraciones fueron estimadas armet nimero medio de células contadas en 40 cardpocada
pedazo de filtro. Para el tratamiento de SDS 0,6&%ontaron 2 pedazos de filtro para el conjuntsotelas EUK y

la sonda CHLOO02, y 3 pedazos para la sonda PRASO4elGmtamiento SDS 0,1% se contd 1 pedazo pa waal

de las anteriores. Todas estas pruebas se realigartendo del mismo cultivo fijado.

Concentracién Estimada Porcentaje de
. (Cél.s. / ml) . C.V. | Concentracion Original -
Tratamiento Media (%) (Céls. / ml) Recuperacion
. T
EUK | CHLOO2 |PRASO04 Medio (%)
SDS 0,01% | 342228 | 496436 | 381511 | 406725 | 19,7 16,31
2493333
SDS 0,1% | 587687 | 610040 | 534493 | 577407 | 6,72 23,16

Asimismo, se observo, en estas hibridaciones deatipque los porcentajes de
recuperacion medios de células marcadas no llegal#25% de la concentracion inicial
del cultivo filtrado, ni siquiera en los controlea los que se emplearon tampon de
hibridacién y de lavado con 0,1% de SDS (Tabla)3®eniendo en cuenta el escaso
porcentaje de recuperacion de células que la t@afiecia, interpretar los resultados de
ésta en forma de estimaciones de la concentra@luac en las muestras recogidas
carecia de sentido, y por tanto, se han interppe¢sdforma de porcentajes de células

marcadas pertenecientes a las categorias espedéaada sonda.



Abundancia y composicion del picofitoplancton 81

EUK,
0,01% SDS

EUK,
0,1% SDS

CHLOO02,
0,01% SDS

CHLOO02, 0,1%
SDS

3.26 3.27

Fig. 3.20-3.33: hibridacion con las distintas sondas empleadas cda técnica de TS/-FISH de un cultivo de
Micromonas sp. Figs. 3.20.-3.21., 3.24.-3.25. y 3.28.-3.31., d)01% de SDS en tampones de hibridacién y lavado;
Figs. 3.22..3.23., 3.26.-3.27. y 3.32.-3.33., cdi?® Las sondas empleadas en cada caso asi camndantracion
de SDS aparece al margen de cada par de FigBigsapares muestran la sefal fluorescente del DARhtras que
las impares muestran la sefial de la fluoresceidasdeélulas de un mismo campo. Noétese la sefifilideesceina

mas potente e uniforme en las células adheridécagen las Figs. 3.30. y 3.31.
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PRASO04,
0,01% SDS

PRASO04,
0,01% SDS,
TAPICES

PRASO04,
0,1% SDS

3.32 CRCK]

Fig. 3.20-3.33: hibridacion con las distintas sondas empleadas cda técnica de TS/-FISH de un cultivo de
Micromonas sp. (Cont.). Todas las figuras con la misma escala que 1a372§. y obtenidas mediante microscopia de
epifluorescencia. Figs. 3.21., 3.25., 3.29. y 3&in 800 ms de exposicion mientras que el restligdeas tiene

200ms. Las sondas usadas en cada caso asi coormmémtracion de SDS aparecen al margen de cadke fiiguras.

3.3.5. Marcaje inespecifico

Una vez solucionados los problemas derivados a@xdasiva fluorescencia de
fondo en las hibridaciones se estimo apropiadciede de la técnica para emplearla
con muestras naturales. Con esa intencién se mroogmuestras nuevamente durante

el verano de 2010 para realizar las estimaciondssd@xones marcados y de nuevo se
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encontraron problemas, pero en este caso relageramh la fluorescencia inespecifica
qgue en las hibridaciones podia estar dando luga#ldas no objetivo marcadas con
fluoresceina. Para esta campafia ademas de castebeerealizaron hibridaciones con

la sonda MICROO01, especifica pacromonas pusilla

Resulté imposible discernir, basandose solamentd enarcaje fluorescente, si
todas las células marcadas pertenecian o no atkgocias de las sondas empleadas en
este estudio. Excepto para la sonda MICROOQ1, coghdas resultaron identificables
mediante las sefiales fluorescentes de DAPI y decfhgeina en conjunto, pues de esta
especie se disponia de cultivos unialgales comjl@sse habian realizado pruebas de
FISH. Por tanto, se utilizaron inicialmente 2 foexte contar las muestras: la primera,
consistia en contar todas las células marcadasflgorescencia verde debida a las
sondas; y la segunda, en contar de manera exclhasiv@lulas que tenian un marcaje
mas intenso, las cuales a juzgar por los estud®msqgs consultados en la bibliografia
(Wallner et al. 1993, Simonet al. 1995 y Simonet al. 2000) deberian albergar la
mayoria de las células especificamente marcadasniiial de fluorescencia a partir del
cual se consideraron marcadas especificamenteélals fue subjetivo y sujeto al
observador, como no podia ser de otra manera d@ande recuentos visuales
realizados directamente con el microscopio sin tmngpo de ayuda de analisis de
imagen. De cualquier manera, estos recuentos fueadizados siempre por el mismo
observador, lo que reduce la variabilidad de diombral. Para una idea de la diferencia
de intensidad en el marcaje presuntamente inegmediente al especifico de las

células véanse las Figs. 3.34.-3.35.

En todas las hibridaciones realizadas se han \aiadercélulas marcadas
inespecificamente. Dicho de otro modo, entre tddesvalores de densidad celular
(céls. - campd’) obtenidos para las distintas sondas utilizadaesta estudio han
resultado ser menores los pertenecientes a loemesu de las células con mayor
fluorescencia, a las que a partir de aqui nos irefeos como células marcadas
especificamente, obviando el pequefio porcentafglddas marcadas intensamente de
manera inespecifica, que de hecho existe como de plbiservar por alguna posible
diatomea o tapiz bacteriano marcado de maneraoedinaria con la sonda MICRO01
(Figs. 3.36.-3.39.).
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3.38

Figs. 3.34.-3.39.: marcaje inespecifico durante &plicacion de la técnica TSA-FISH.

Fig. 3.34.-3.35. células marcadas con el conjunto de sondas E@K.células sefialadas mediante flechas son una

muestra de la poblacién marcada con menor intethgidsupuestamente, de manera inespecifica.

Fig. 3.36.-3.37. células marcadas con el conjunto de sondas MICR®@tiante flechas se sefialan 2 células de

Micromonassp. y una posible diatomea marcada de manera iriéispe

Fig. 3.38.-3.39.un tapiz bacteriano marcado ligeramente en magekibridadas con la sonda MICROO1.

Todas las Figs. obtenidas mediante microscopigiflei@escencia y con la escala de la Fig. 3.34. [Egs. de la

derecha muestran la sefial de DAPI y las de lagzdaj las sefales de fluoresceina de idénticosasamp
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Los porcentajes de células marcadas de manerd, dében principio
inespecifica, fueron altos para todas las sondgs3F0.) pero fueron mayores para las
sondas con mayor espectro taxonomico. Asi, pararglinto de sondas EUK y la sonda
CHLOO02, un 84,57% y un 72,93% de las células queanan quedd por debajo de lo
que se considerdé como especificamente marcade feenh 36,74% y un 43,02% para
las sondas PRAS04 y MICROOL1 respectivamente.

En cuanto a la relacién de los valores obtenidediamte ambas maneras de
contar, se emplearon las siguientes herramienttadisticas para determinar la
existencia de diferencias significativas en lasnalncias relativas estimadas: en los
casos en los que la distribucion de los datos sx@mpaba a la normal, segun el test de
normalidad Kolmogorov-Smirnof, se llevaron a cabéleis de varianza (ANOVA) de
un factor; y en los casos en los que la normalidacera atribuible a los datos, se
utilizaron pruebas U de Mann-Whitney. Como factargpel ANOVA se cred una
variable que reflejara numéricamente la sonda ynknera de contar las células
empleadas en cada caso. Por lo tanto este factda & categorias numéricas
correspondientes a cada una de las 2 maneras thr @mncélulas marcadas con cada
una de las 4 sondas empleadas en este estudio.iéhapdra la realizacion de las
ANOVAs se unieron los datos de abundancia (cétsmpd’) mediante variables de
agrupacion que correspondian a las muestras atedizdas categorias del eje de
abcisas de la Fig. 3.40.). Las comparaciones emresras de contar lo marcado por una
misma sonda se realizaron mediante las pruebstshoode comparaciones multiples de
T2 de tamhame, T3 de Dunnet, Games-Howell y C denBiy puesto que el test de
homogeneidad de varianzas de Levenne indicabaaguestimaciones no cumplian el

criterio de homocedasticidad, esto es, no teniarnvarianza igual.

Entre los resultados obtenidos cabe destacarmqgégamente en la totalidad de
los casos existieron diferencias significativagxaepcion de los de la sonda PRAS04
en las muestras de junio de la estacion 1 y la@ @&40.). Aunque la variacion entre
muestras puede ser similar, las diferencias obdasvanpiden que se pueda emplear
indistintamente una manera de contar u otra pdhmaasla abundancia relativa de las
categorias taxondmicas marcadas, por lo que sepoptél recuento de las células mas

brillantes como mejor método para la estimaciodidiea abundancia.
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Fig. 3.40.: resultados de dos maneras de estimar Ebundancia relativa de Chlorophyta, Mamiellales y

Micromonas sp, en el estuario del Nervion en muestras del verarde 2010.Continla en la pagina siguiente.
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Fig. 3.40.: resultados de dos maneras de estimar Ebundancia relativa de Chlorophyta, Mamiellales y
Micromonas sp., en el estuario del Nervion en muestras del verande 2010.(Cont.): Abundancia (células
campd', eje de ordenadas) estimada para algunas de kstramiobtenidas durante los meses de junio ygelis010
(eje de abcisas) mediante TSA-FISH. Se muestranélagas hibridadas con el conjunto de sondas E&)Ky las
sondas CHLOO2 (b), PRAS04 (c) y MICROO1 (d). La colanderecha de cada pareja representa los valores
obtenidos contando todas las células marcadastrasegue la de la izquierda muestra los valoresmdids contando
solo las células marcadas especificamente (maarite). En los casos en los que las barras de srsuperponen,
los asteriscos indicartt, una diferencia estadisticamente significativaO(p5) de las abundancias estimadas,
apreciada mediante pruebas paramétricas para |lpacaoion de medias (ver texto) ¥+, una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) en las Ipageno paramétricas, con la excepcién de la dif@egntre los
valores obtenidos para la sonda PRAS04 en la mudstaestacion 1 de junio para los que solo lalpde Games-
Howell detecté diferencias significativas. Los vak entre paréntesis al pie de cada sonda indigaoreentaje de
células marcadas de manera débil y consideradas célmlas marcadas inespecificamente.

3.3.6. Abundancia del picofitoplancton segun soffarescencia

En general, los maximos de abundancia detectaddgante epifluorescencia se

dieron en julio y agosto (Fig. 3.41.). Las concacitnes para el afio 2008 fueron
habitualmente menores, no llegando a alcanzarcd. I*
I-l

, mientras que en 2010 se
llegaron a alcanzar densidades de 1BY céls. I en agosto en la estacién 2 por parte
del picofitoplancton sin PE (Tabla 3.5.). En gehel@s concentraciones registradas
para el picofitoplancton con PE, compuesto prirlojeaite por cianobacterias, son
mayores que las registradas para las algas sinpggteento, salvo en los meses de
agosto y septiembre de 2010 en ambas estacionespiesiominio es mas claro en la
campafia del 2008 en la que algunos meses no sé #Hegletectar mediante

epifluorescencia otro picoplancton que no fueraaliacteria.

Tabla 3.5.: parametros de las poblaciones de microalgas picopleténicas con y sin ficoeritrina (PE) estimadas
mediante epifluorescencia en muestras de los veranade 2008 y 2010 para las estaciones 1 yMaximos y

minimos (céls. I registrados y porcentaje relativo respecto al ¢ células de cada estacién (E1y E2).

Parametro Estaciobn | Picofitoplancton sin PE  |Picofitoplancton con PE
Maximo 9,74 10° 1,13 10’
Minimo El 0 4,6 10°

Porcentaje relativo (%) 37,32 62,68
Maximo 1,87 10’ 7,59 " 10°
Minimo E2 0 1,38 10°

Porcentaje relativo (%) 46,13 53,87
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Fig. 3.41.: densidades celulares de las poblaciones de microadg picoplancténicas detectadas mediante

epifluorescencia durante los veranos de 2008 y 20&0 las estaciones 1y 2 (E1y E2).

Las algas sin PE alcanzaron el maximo de densidiedntado anteriormente, y
ademas supusieron un 37,32 y un 46,13% de lasasé&stimadas para las estaciones 1
y 2 respectivamente. Por su parte, los algas colleB&ron a su maxima densidad en la
estacion 1 en julio del 2010 con 1,18 céls. I, llegando a comprender el 62,68 y el

53,87% de las células estimadas para las estacion@srespectivamente.

Al aplicar citometria también se detectd un aumede las densidades
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fitoplanctonicas estimadas entre los afios 2008 302@Fig. 3.42.), asimismo los
maximos de abundancia se dieron en julio y agosta dos los grupos cuantificados,
a excepcion de 2008, afio en que los picoeucaraaasPE tuvieron su maximo en

septiembre en la estacion 1Synechococcusn la estacion 2 durante este mismo mes.

En general, las concentraciones estimadas medi#otaetria fueron mucho

mayores que las detectadas mediante epifluoresgecon valores que superaron

habitualmente las £@éls.  I'* para las dos poblaciones principales. Estas fueroe

It en la estacién 2 en
I-l

los picoeucariotas sin PE, que llegé a alcanzat 1107 céls.:
agosto de 2010, y la d&ynechococcuson un maximo de 2,9810" céls. I* en la

estacion 1 el mismo mes (Tabla 3.6.). Las picoeoteesr sin PE supusieron un 64,52 y
el 72,12% de las células, estimadas para las estxil y 2 respectivamente. Por su
parte las algas del géne8ynechococcuBieron el 25,72% de las estimadas para la

estacion 1 y el 18,66% para la 2.

Las poblaciones de picofitoeucariotas con PE ybpesProchlorococcusno
llegaron a alcanzar densidades mayores dellf2céls. I, siendo la presencia de las
primeras casi testimonial, con cerca de un 0,75%odas las células estimadas para
cada una de las estaciones, mientras que las @sRiolchlorococcusupusieron un 9 y
un 8,5%, aproximadamente, para las estaciones resp2ctivamente. Por otro lado, las
picoeucariotas con PE alcanzaron una densidad radéni, 1510° céls. I™* en agosto
de 2010 en la estacién 2, mientras que la posiiapién deProchlorococcuslcanzé

1,1810" céls.' I"* en septiembre del mismo afio en la estacién 1.

Tabla 3.6.: parametros de las poblaciones de microalgas picopietonicas estimadas mediante citometria de
flujo en muestras recogidas durante los veranos d2008-2010 para las estaciones 1 y maximos y minimos

(céls.' I'Y) registrados y porcentaje relativo respecto all tae células de cada estacion (E1y E2).

Parametro Estacién Prochlosrgrc):occus Synecrswggoccus Picofitcs);enulcjegiotas Picofitg;t:%aéiotas
Maximo 1,18 10| 2,98 10’ 7,99 10’ 1,01 10°
Minimo El 1,05 10° 2,83 10° 1,85 10° 0

Porcentaje relativo (%) 8,08 25,72 64,52 0,78
Méximo 9,65 10° 1,9 10 1,04 10° 1,15 10°
Minimo E2 2,09 10° 1,56 10° 1,24 - 10° 1,42 10°

Porcentaje relativo (%) 8,49 18,66 72,12 0,74
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Fig. 3.42.: densidades celulares de las poblaciones de micrcadg picoplanctonicas detectadas mediante

citometria de flujo durante los veranos de 2008-2@1en las estaciones 1y 2 (E1y E2).
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3.3.7. Abundancia relativa de las clorofitas piamgtdnicas

Una vez establecido el protocolo con mejor relasiéial/ruido y determinada la
manera mas adecuada de efectuar los recuentodulies adarcadas con los medios
disponibles, se aplico la técnica de TSA-FISH anagstras recogidas en las estacion 1

y 2 durante la campafia de verano de 2010.

Los meses de junio a septiembre, el porcentajeudariotas picoplancténicos
detectados pertenecientes a la division Chloroplytpuso de media para las 2
estaciones muestreadas, un 65,08% (con un rang82@®#-90,58%), llegando a
alcanzar valores maximos puntuales en torno al 98fto en la estacion 1 como en la
2, en agosto (Tabla 3.7. y Fig. 3.43.). Entre lmsofitas predominaron las algas
marcadas como pertenecientes al orden Mamiellsilsdo de media el 50,98% de los
eucariotas detectados (9,81-90,32%) y el 72,91%asleclorofitas (29,77-100,57%).
Asimismo, especies del orden Mamiellales fueron desponsables del méximo
registrado para las clorofitas en el mes de agasto,un aporte de entre el 99 y el
101%. A su vez, el papel del géndavicromonasha sido notable entre las algas
pertenecientes al citado orden, pues supone dempah ambas estaciones el 53,78%
de estas algas (29,78-76,55%).

El aporte relativo que las clorofitas y sus dissnsubgrupos analizados en este
estudio supusieron a la comunidad picoplanctoniea muy similar en ambas
estaciones, excepto en junio, en que en la estagiadominaban las clorofitas, siendo
un 79,61% de las eucariotas, frente al 32,94% @sticion 2 (Fig. 3.43.). El resto de
meses su dindmica fue practicamente idéntica. &tapelativo de las clorofitas crecio
hasta el maximo en agosto para disminuir en septegmsiguiendo el mismo patron que
el del orden Mamiellales. Al mismo tiempo, y tanmmbién ambas estaciones, la
importancia relativa deMicromonas crecia hacia septiembre. Pese a su innegable
similitud, se dieron ciertas diferencias entre digintos grupos analizados respecto al
aporte que realizan al total de eucariotas. Dereateera, en general todas las categorias
supusieron un porcentaje ligeramente mayor de ietaaren la estacion 1, salvo en los
casos de las clorofitas y el orden Mamiellales @io,j que fueron mayores en la

estacion 2. Esta circunstancia quedo reflejada am dbundancias relativas
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Fig 3.43.: dinamica de la abundancia relativa de btaxones detectados mediante TSA-FISH durante los

meses de junio a septiembre de 201Qos porcentajes de células eucariotas pertenesientcada taxon se

calcularon respecto al total de células marcadastoonjunto EUK (sondas EUK1209R, CHLOO1 y NCHLQO01)
Se muestran por separado las abundancias reladwak division Chlorophyta (sonda CHLOO02), el orden
Mamiellales (PRAS04) Wlicromonassp. (MICROO01) tanto para la estacion 1 como para (&12y E2). En los

graficos circulares se muestran los porcentajesanedtenidos para cada taxén durante el 2010.
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medias obtenidas para cada estacion; de manerataqe las de la division
Chlorophyta, como las del orden Mamiellale$licromonassp. son mayores para la
estacién 1 como puede apreciarse en la Tabla B0793, 55,94 y 27,82% frente a
59,23, 46,01y 20,06% para la estacion 2, reseugnte).

Dentro del propio grupo de las clorofitas se dionesmo fendmeno, siendo la
importancia relativa media, tanto del orden Maraled como del géneidicromonas,
mayores en la estacion 1 (77,24 y 41,27% de ladasepertenecientes a Chlorophyta,
de media para la estacion 1, frente a 68,58 y $%2,3dara la estacion 2,
respectivamente). De nuevo, en este caso, la diadael aporte de cada subgrupo a las
clorofitas fue idéntica en ambas estaciones (datosnostrados), consistiendo en un
incremento de Mamiellales hasta el maximo de agasio un descenso en septiembre,

y un aporte délicromonaserratico, con subidas y bajadas cada mes.

En cuanto al aporte del génekdicromonasa los representantes del orden
Mamiellales puede decirse que fue también errétiocndo para ambas estaciones una
dinamica similar (datos no mostrados), pero sidiggzamente mayor en la estacion 1
salvo en septiembre (56,83% de las Mamiellales ddiam en la estacion 1, frente a
50,74% en la estacion 2).

En general, y atendiendo a los valores medioshdedancia obtenidos para
cada estacion durante el verano de 2010 (Tablay3graficos circulares de la Fig.
3.43.), queda patente que la principal diferencitieela comunidad picoplanctonica
eucariota de cada sitio de muestreo estriba eeckichde que en la estacion 1, el género
Micromonas asi como otras especies del orden Mamiellalesdpision Chlorophyta,
cuya identidad no fue posible determinar mediaa®e $ondas empleadas en este
estudio, tuvieron una abundancia relativa algo maye en la estacién 2 (27,82%,
55,94 y 70,93% frente a 20,06%, 46,01 y 59,23%eaesmmente). Mientras que en la
estacion 2, por el contrario, tuvieron mas pesatikel especies de picoeucariotas no
pertenecientes a la division Chlorophyta (29,07%a [ estacion 1 frente a 40,76 para
la 2).
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3.4. Discusioén

3.4.1. Utilizacion de SDC para la creaciéon de neg# que

permitan estimar el picoplancton

Las distintas poblaciones observadas en cultian®tdeHemiselmiscomo de
Synechococcupodrian deberse a diferencias en el tamafio dedadas o en su
composicion pigmentaria. El primer caso parecekeéel cultivo control délemiselmis
en el que se observaron dos poblaciones con vattaesmente distintos de FS (datos
no mostrados). Estas diferencias de tamafio poéstar relacionadas con distintas
fases del ciclo celular. En las criptofitas, gésexmmmo Cryptomonaspresentan
dimorfismos dentro de una misma cepa posiblemeséeionados con distintas fases
correspondientes a formas haploides y diploidesefttinden & Melkonian 2003)
como es el caso deroteomonas sulcatgHill & Wetherbee 1986). Estos y otros
ejemplos de dimorfismos similares han llevado aspieonsideren todas las criptofitas
como susceptibles de tener ciclos heteromorficosfases haploides y diploides (Hoef-
Emden et al. 2002, Medlin & Strieben 2010). En efjusrdo caso podrian estar las
poblaciones de SDC d&ynechococcusp. o el cultivo empleado como control, que al
no tratarse de cultivos clonicos, podria contegtulas de especies &ynechococcus
con distintas PEs o0 cepas de una misma especie RBn con ratios
ficorubilinafficoeritrobilina (del inglés PUB/PEBXistintos. Estos son los dos
cromoforos o partes fotosensibles que pueden agarec las PEs del género
Synechococcugeniendo cada molécula de PE 5-6 de estas hilEstes cromoforos
aparecen en una combinacion variable segun la d€pay & Glazer 1991)
confiriéndoles sefiales de fluorescencia diferentess posible, como se discute mas
adelante, que en su combinacion diferencial radigos distintos ecotipos de este

género.

Tanto los SDC en los que se observaron variasapianles deSynechococcus
sp. como el cultivo control empleado en este estyndidrian contener mas de un

ecotipo de este alga a juzgar por las poblaciobssreadas en los citogramas. Esto
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podria ser indicativo de que en el estuario se laezcepas adaptadas al ambiente
estuarino con otras de ambiente marino-costero, ffgilar a lo que sefialan Campbell
y colaboradores (1998), que observan gue en lasieses mas cercanas a la costa
coexisten cepas sin PUB con cepas con un ratio PEB/Mbajo. Esta posibilidad solo
podria ser verificada mediante la observacion erestnas naturales de ambas
poblaciones, lo que no se ha dado en el presentgi@salvo en cultivos de SDC, por
lo que no se puede descartar una posible alteradeénratio PUB/PEB de las
poblaciones ocasionada por el cultivo en laboratoEsta alteracion, para la cual
algunas cepas d8ynechococcusy otras cianobacterias tienen capacidad, se eonoc
como adaptacion cromatica complementaria (Palerdk1lR Este fendémeno de
compensacion, se aprecia al someter a distintagsitlades luminicas cultivos de una
misma cepa d8ynechococcugn el presente estudio todas las placas de asI®DC

se mantuvieron a una misma intensidad, pero pedrigue la disposicion de las células
en toda la columna de agua de los pocillos pemaiti®ndiciones luminicas locales
diferentes dentro de un mismo pocillo, sobre todocendiciones de alta densidad

celular, dando lugar a una aclimatacion difereragéatélulas de una unica cepa.

Todo lo anterior hace arriesgado el supuesto éeeguconcreto la presencia de
mas de una poblacion en los citogramas de SDC rawtsstras naturales, corresponda
con la presencia de mas de una especie al merna&§as grupos de algas con PE en

concreto.

Por otro lado, durante el presente estudio sebbareado al microscopio 6ptico
que las células dblicromonassp. tienden a agregarse en grupos tras la fijaoddin
formaldehido al 1% de concentracion final, y qu so concentraciones mucho mas
bajas (del orden de 0,025%), podian fijarse siegapion. Esta agregacion es una sefal
inequivoca de que se da una alteracion de estaaxéh el proceso de fijacion. Ante la
falta de un clasificador de células acoplado acltisnetros empleados en este estudio
no se puede descartar que la poblacion de célulashgbitualmente aparece en las
muestras del estuario del Nervidon en la regionniidi paraProchlorococcusspp.,
pueda tratarse, si no al completo al menos en,p@ateélulas de algas picoeucariotas

que se hayan visto afectadas por el fijador emplead
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3.4.2. Discrepancias entre citometria y epifluozas@ para la

estima del picoplancton

En general los datos de abundancias obtenidosantedepifluorescencia son
mucho menores que los obtenidos mediante citomé&ista tendencia se ha observado
en otros estudios como por ejemplo en MasquelMauyot (2008), aunque a diferencia
de dicho estudio, los valores de abundancia olisn&h el estuario del Nervion
mediante citometria son cerca de 2 veces mayores @so de las cianobacterias con
PE (Fig. 3.44.), frente a 3 de dichos autores, trasmjue para los picofitoeucariotos sin
PE la diferencia es 6 veces mayor a favor de tangtria, frente a algo mas de 2 en su
caso. Masquelier y Vaulot atribuyen la menor cadtide células estimada mediante
epifluorescencia al largo periodo de almacenamiatgolas muestras antes de su
examen (un aflo a -20°C en su caso) frente a msestra@izadas en fresco para
citometria; y al empleo de filtros de 0,8 um pareoteccion de las células, que podria

haber dejado pasar una parte significativa de bicterias con PE.
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Fig. 3.44: regresion lineal entre las estimaciones de abundaacirealizadas mediante microscopia d
epifluorescencia y citometria de flujo.Se comparan las abundancias (ehc&6." I™Y) tanto del picofitoplancton sin
PE (A), como del picofitoplancton con PE (B), obtlas para los veranos de 2008 y 2010 estimadas miedia

citometria (eje de ordenadas) y microscopia déuepéscencia (eje de abcisas).

En el presente estudio, a diferencia del citad@rmsplearon filtros de 0,2 um en
lugar de los de 0,8, por lo que esa razon quedaadada. Las muestras de
epifluorescencia se almacenaron generalmente @urks® dias antes de contarse,
aungue algunas muestras del 2008 tardaran en sentdar 1-3 meses. Este tiempo

parece suficiente para que al menos en estas msies#r pudiera dar una pérdida
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aparente de células que, segun Putland y Rivki@Q){lTomienza a ser significativa
para las cianobacterias almacenadas en glutardtehipartir de 2 meses. Aunque
estudios realizados recientemente con muestras ae fitradas y fijadas con
formaldehido sefialan que éstas pueden almacematseat temperatura ambiente como
a -20°C hasta 99 dias sin una perdida aparentéldias procariotas (Beardsley al.
2008). Por lo tanto, parece que aun en el casadeng algunas muestras haya podido
darse cierta pérdida de células debido al tiempalm@cenamiento, ésta por si sola no

parece ser la responsable de unas diferenciasnaliea en los recuentos.

Por otro lado, cabe la posibilidad de que estiseaficias pueden ser debidas al
almacenamiento de las muestras para citometriasegien Sato y colaboradores (2006)
puede afectar de manera distinta a cada poblaeilitar; de manera que en algunos
casos las estimaciones de abundancia realizadasstatecnica pueden aumentar, y en
otros disminuir, respecto a las muestras fresgagdida que se prolonga el tiempo de
almacenamiento. En principio, para el caso del &dehido, parece que la tendencia es
a disminuir a lo largo del tiempo con respectosadensidades registradas en muestras
frescas (Paet al. 2005, Ozbay & Jackson 2010), por lo que posibleéents mayores
abundancias registradas no guarden relacién ctanebo de almacenamiento de las

muestras de citometria.

Puede que finalmente esta diferencia se deba @érdida de fluorescencia
ocasionada por el proceso de fijaciéon que, segiml\é@re y colaboradores (1989), se
aprecia para las ficobilinas incluso en el misma dél muestreo tras la fijacién con
formaldehido y en mayor medida con glutaraldehidtugol. Esta pérdida aumenta
rapidamente en muestras almacenadas, al paretrggaifico, hasta superar el 20% de
filamentos de cianobacterias que dejan de seredoentes en un solo dia, y las
muestras de epifluorescencia tardaron por lo gefie2adias en procesarse, tiempo que
estuvieron almacenadas en frigorifico, mientras ljgemuestras para citometria se
congelaron y almacenaron en Nguido el mismo dia del muestreo. Esta pérdida de
fluorescencia de las ficobilinas daria como resoltauna subestimacion de la

abundancia del picofitoplancton con PE.

Por otro lado, segun Masquelier y Vaulot (2008)pequefio tamafio y lo

efimero de la fluorescencia de sus pigmentos, gyeesleria en apenas unos instantes,
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impide que Prochlorococcus se pueda contar de una manera fiable mediante
epifluorescencia, lo que, de tratarse de este gdagroblacion identificada como tal en
los citogramas del estuario del Nervion, contrifaua la subestimacion de las algas sin
PE realizada mediante microscopia. Ademas, al memo®l presente estudio la
fluorescencia roja de los autétrofos sin PE detletaha resultado ser mucho menos
intensa que la naranja de las cianobacterias,gpgué los primeros fueron mucho mas
dificiles de contar, circunstancia que ha podido ldgar a una subestimaciéon de
picofitoplancton sin PE en los recuentos de epiélscencia, o que explicaria que en

algunas muestras analizadas al microscopio sdlegagan a detectar cianobacterias.

3.4.3. Limitaciones de la técnica FISH aplicada a |

caracterizacion de poblaciones picoplancténicas

Comte y colaboradores (2006), en su trabajo se$ireictura y dinamica de la
comunidad microbiana en el lago Bourget (Franafiynan que una de las limitaciones
de la técnica de FISH es el hecho de que la eficiate deteccion de las células diana
varia ampliamente, tal y como ha sucedido en astelie, y aduce tres posibles razones
para la variabilidad en la detecciéfil) el niumero de ribosomas por célu(@) la
penetracion de las sondas en las células y laibdicksl de las secuencias objetivo; y
(3) la intensidad de la sefial de la sonda, que demargera mas amplia se entiende
aqui, como la relacion sefal/ruido que ofrece caafeda hibridada, o dicho de otra
manera, la relacion entre fluorescencia espedfic@specifica, entendiendo esta ultima
no solo como la producida por las sondas que s&liben objetivos inespecificos sino
también como la fluorescencia de fondo que puedslauen el medio en el que se
realiza la hibridacion.

3.4.3.1. Numero de ribosomas por célula

El nimero de ribosomas por célula a menudo guesid&ion con la tasa de
crecimiento de éstas, la cual a su vez esta relad@ocon la fase de ciclo celular y de
una manera mas amplia, con la fase de crecimientia ghoblacién o el cultivo que
integran dichas células. Generalmente, es en éadascrecimiento exponencial de la

poblacion cuando mas ribosomas contienen las sélylgor lo tanto, permiten una
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mayor sefal fluorescente de las sondas (Anedrah. 1995, Simoret al. 1995), aunque
existen excepciones a esa regla, segun cita elemrirde estos dos trabajos. Por
ejemplo, algunas cepas de la bact¥itaio sp., que en ausencia de carbono exdégeno en
el medio son incapaces de crecer, mantienen umacgaidad de ribosomas, lo que
parece valerles para recuperar inmediatamente ltamaaividad una vez reaparece el
carbono en el medio (Flardt al. 1992). Esta relacién entre contenido de ribosomas,
estado de crecimiento y sefial fluorescente cogstitmo de los principales obstaculos
para la aplicacion del FISH tradicional al estud® la diversidad taxondmica en
muestras naturales. Esto es asi debido a que gariEnte tradicional se emplean
generalmente sondas con una unica marca fluores@nionomarcas, y al usarlas con
las muestras naturales, segun Wallner y colaboeadd@©93), algunas células siempre
tendran un contenido tan bajo de ARNr que impiddeteccion. Por lo tanto se hacen
necesarios meétodos para aumentar la sensibilidddsdeligonucleotidos que tengan

como objetivo el ARNr"".

En el caso del presente estudio, el problema gpeng el bajo contenido de
ARNr que algunas células pudieran tener en las tmasegaturales analizadas se ha
solucionado gracias al empleo de la variante déHiRI8 amplificacion de sefial por
tiramida (TSA-FISH). Variante ampliamente extendisde su aparicién en los afios
90 (Schonhubeet al. 1997) que permite obtener una mayor sefial fluerdgscque el
empleo de las sondas monomarca tradicionales hiiiegancluso a conseguirse sefales
10-20 veces mas intensas. Gracias a esta amplificae sefal, cuyo mecanismo se
explica mas adelante, el TSA-FISH permite tambééadteccion de células que estén en

fase estacionaria de crecimiento (Schénhebat. 1997, Biegalat al. 2003).

Pese a todo el poder amplificador de esta téctodas las células no se marcan
con la misma intensidad, lo que puede hacer quenafgy células marcadas
especificamente no tengan una sefial tan intensa ebrasto. Este hecho tiene especial
relevancia a la hora de elegir un umbral de flumersia mediante el cual diferenciar las
células marcadas especificamente de las marcaesgerificamente. Asi si elegimos
un umbral de fluorescencia demasiado bajo, estareommtando células tefidas
inespecificamente y si, por el contrario, lo eleggmdemasiado alto, estaremos
subestimando la abundancia de las células objdévas sondas. En este punto entra en

juego la ventaja en términos de reproducibilidadey facilitacion de recuento que



Abundancia y composicion del picofitoplancton 101

supone un método objetivo, como pueden serlo tanetria de flujo y el andlisis de
imagen de epifluorescencia aplicados a FISH. Pguel empleo de estas técnicas en
combinacion con la técnica de FISH resulta altamestomendable.

3.4.1.2. Penetracion de las sondas y accesibildkadas

secuencias objetivo

Estos dos problemas impiden la union de las soadgdeadas con sus ARNr
objetivos de distinta manera. Sus causas y postdsciones son explicados en
profundidad en el trabajo de Amann y colaborad(ir895).

La penetracion de las sondas viene determinaderajerente por el estado de
permeabilidad de las células tras su fijacion. fuablemas de penetracion se entienden
como la exclusiéon de moléculas de cierto tamarisibpmente por la pared celular,
pues las membranas se suponen facilmente permeisda fijacion. Estos problemas
pueden ser resueltos mediante cambios en los fgadampleados o en los tiempos de
fijacion. Otros estudios proponen el empleo derdetdes en el tampdn de hibridacion
o tratamientos quimicos o enzimaticos especificoso por ejemplo el de lisozimas
para las paredes celulares bacterianas (Wadinar. 1993, Amanret al. 1995, Biegala
et al. 2002) o hemicelulasas y celulasas para las tectssdlinoflagelados (Palacios &
Marin 2008).

En cuanto a la accesibilidad de las secuenciastioj ésta depende de la
estructura espacial de los ribosomas tras ladijgae modo que, en palabras de Amann
y colaboradores (1995) refiriéndose a células pabhes para las sondas: " cuando los
problemas de complementariedad entre sonda y sgauejetivo, y los relacionados
con las condiciones de hibridacion han sido desdast[...] la hibridacion de la sonda
se ve influenciada mucho mas por interacciones ARM o ARN-proteina, puesto
gue los ARNr objetivos siguen formando parte derilmgdsomas en las células fijadas™.
Segun el mismo trabajo, este tipo de problemasesellicionarse de varias maneras:
(1) afadiendo formamida en el tampon de hibridaciamgAnet al. 1992a), que actua
como factor desnaturalizante que debilita los pegede hidrogeno que dan lugar a las

estructuras moleculares de mayor orde(®)ydisefiando sondas alternativas que tengan
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como objetivo regiones mas accesibles del ARNrtoigjeParece posible que aparte de
ésas también exista otra soluci§®) que seria la utilizacion de distintos fijadores,
puesto que pueden afectar a la estructura esplgcias ribosomas en la célula fijada tal

como afirman Amann y colaboradores (1992b).

Para la técnica de TSA-FISH en concreto, Schomhylmelaboradores (1997)
recomiendan su uso preferencialmente con espe@es definidas para las cuales
existan protocolos 6ptimos de permeabilizacion,oy para la deteccion de grupos
taxonomicos que engloben especies con diferentesdgm celulares. De ahi los
problemas hallados en el presente estudio. Comwobserva en el apartado de
hibridaciones de control (paginas 65-68), se hdactiedo problemas de accesibilidad
de las sondas en cepas de Nannochlorisy Nannochloropsissp. que, pese a los
cambios en el proceso de deshidratacion de losdfjlho han podido ser solucionados,
lograndose solo el marcaje de algunas células. Hestieo implica que, al menos en lo
tocante a estas microalgas, que aparecen con ffictauen el estuario del Nervién, y
posiblemente para algunas otras especies paraidasajse han realizado pruebas, los
resultados obtenidos en cuanto a abundancia elptiedan estar algo subestimados.
Por otro lado, se decidid, con objeto de mejorarelacion sefal/ruido mediante el
incremento en la permeabilizacion de las célulasyemtar la concentracion de SDS en
los tampones de hibridacion y de lavado de 0,01%1&b6, lograndose una mejor

apreciacion de las células marcadas tal y comdasefidallner y colaboradores (1993).

3.4.3.3. Relacion sefal/ruido

El dltimo, pero no por ello menos importante, de principales problemas que
limitan la efectividad de la técnica de FISH eslella relacion entre sefial especifica y

ruido.
3.4.3.3.1. Soluciones para la amplificacion deeféas especifica
En relacion a la fluorescencia especifica, a palte los problemas ya

comentados, cabe mencionar que se han propuestiplegilsoluciones para su

amplificacion. Entre ellas podemos encontrar lgsisntes:(1) el marcaje indirecto de
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las secuencias objetivo, bien con sondas unidasg@xigenina, detectadas luego
mediante anticuerpos con marcas fluorescentesimatizas (Zardat al. 1991), bien
con sondas marcadas con biotina, detectadas medantlina o estreptavidina
marcadas de la misma manera que los anticuerpesaras (Amanret al. 1995);(2) el
empleo de marcajes multiples, ya sea con mas deanda monomarca o con sondas
con marcas multiples; (8) el empleo de sondas con marcas enziméaticas taes @
HRP como es el caso del presente estudio.

En general, las técnicas de marcaje indirectoieegu de una permeabilizacion
enzimatica o quimica de las células objetivo, del@dque las moléculas marcadoras
tienen un tamafio considerablemente mayor que elaslesondas marcadas con
fluorocromos (Amanmet al. 1995). Ademas, en algunos casos apenas se haygoais
amplificaciones de sefal significativas respectasasondas monomarca (Zarefaal.

1991) o las que llevan un marcaje enzimatico diré&mannet al. 1992b).

Por su parte, el empleo de sondas multimarcadseptado problemas a la hora
de realizar hibridaciones de alta astringenciajge@ndo en general poca fluorescencia
especifica (Amanet al. 1995) y/o mucha inespecifica (Wallradral. 1993). A su vez,
el empleo de multiples sondas con la misma espgtafl se ve restringido por la
disponibilidad limitada de sitios objetivo con esaracteristica (Amanet al. 1995),
aungque hay casos en los que se ha aplicado coo €éxiho hicieran Amann y
colaboradores (1990b), quienes las emplearon pardificar bacterias de la especie
Flabobacter intestinalin muestras de intestino ciego de ratén. Porlatto, se han
empleado sondas de distinta especificidad con &sxan nivel de especie pero en
cultivos, para aumentar el marcaje fluorescenteoces el caso del trabajo de Amann 'y
colaboradores (1990a), en el que se empleabansesgacificas para eubacterias, para
bacterias reductoras de sulfato y para el gérigesulfobacter con la especie
Desulfobacter hydrogenophylusunque el aumento de fluorescencia resulto mgunes
aditivo y supuestamente causado por la unién e de las sondas resultante del
aumento de concentracion de éstas. Aun asi, soteati@s habitualmente sondas de
distinta especificidad para el marcaje de céluatepecientes a categorias taxonémicas
amplias, como por ejemplo el conjunto de sondas 220RR, CHLOO1 y NCHLOO1
que se ha utilizado en varios estudios para latifd=Tion de células eucariotas en

muestras naturales (Net al. 2004, Notet al. 2007, el presente estudio). Ademas, en
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cuanto al empleo de multiples sondas se refierabitn se ha logrado con éxito, al
menos en cultivo, el uso de sondas competidorasmaccadas que reducen la
fluorescencia inespecifica uniéndose en la misnma ztel ARNr que las especificas
pero con mayor afinidad por los objetivos inespeasf de su competidora. De esta
manera se ha logrado mejorar la relacion sefat/rdelhibridaciones realizadas sobre
cultivos de clorofitas y no clorofitas con las sasdompetidoras especificas para estos
tipos de algas, CHLOO1 y NCHLO respectivamente,caas con FITC la primera y
no la segunda, y viceversa, segun se aplicarae swbcultivo de clorofitas o uno de no
clorofitas respectivamente (Simen al. 1995). Asimismo gracias al empleo de sondas
competidoras se ha conseguido reducir el marcafpéatifico de sondas disefiadas para
los distintos clados correspondientes a especi@gticas que parece contener

Micromonas pusillgdFoulonet al. 2008).

Por otro lado, uno de los métodos mas utilizadwarde los Ultimos afios para la
amplificacion de sefial enzimatica ha sido el de -F83H, en el cual las sondas
marcadas con HRP se detectan gracias a la formdeidn precipitado fluorescente, al
reaccionar estas enzimas con una tiramida marcaalangltiples fluorocromos. Las
tiramidas son compuestos fendlicos derivados dédmina que se forman al unirse
éstas, mediante uniones amida, con radicales, cporo ejemplo los citados
fluorocromos. La enzima HRP puede dimerizar comjoge$endlicos como eéstos
gracias a su mecanismo de reaccion. Este mecaniemileva la generacion de
radicales libres en dos pasos de reduccién delarelrtrén cada uno, producidos tras
la oxidacion, en presencia de peroxido de hidrogeeolos variados substratos que
puede tener esta enzima, y dando, como resultadoomplejo perfil de productos de
reaccion, incluidos dimeros, trimeros y oligomepdsitch 2004). Cuando la tiramida
es aplicada en bajas concentraciones, como lasssadla reaccion de amplificacion
de sefal, la probabilidad de dimerizacion se redodentras que los intermediarios
altamente reactivos se unen a motivos ricos errefexs de las proteinas, tales como
regiones ricas en tirosina, en o cerca del lugaumén de la peroxidasa (Spest
al.1999), lo que aumenta la exactitud del marcajetéicaica de amplificacion TSA-
FISH puede llegar a ofrecer una fluorescencia decéulas objetivo hasta 25 veces
mayor que la de las no objetivo (Naital. 2002). Aunque, al igual que en este estudio,
en algunos casos se hace necesario un tratamieatmético para permeabilizar
algunas células (Amanet al. 1992b, Biegalat al. 2002, Palacios & Marin 2008) en
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general no deberian dar tantos problemas com@dascas de marcaje indirecto, pues
las sondas directamente marcadas con HRP son masfjas que, por ejemplo, los
anticuerpos marcados con enzimas. Ademas, resalsasencilla y especifica, pues se
evitan interacciones inespecificas de intermediatddes como anticuerpos o avidinas
(Amann et al. 1995). Por estas razones y las explicadas antexite se eligio esta

técnica para el estudio de la abundancia relatevdad clorofitas en el estuario del

Nervion.

3.4.3.3.2. Soluciones para la reduccion del ruido

Por ultimo, en relacidon a la mejora de la relagénal/ruido, se encuentran las
soluciones que reducen la fluorescencia inespacéiclas hibridaciones. Multitud de
estudios demuestran que este fendmeno es algaudlabitn lo que lidiar en los
experimentos de FISH (Amaret al. 1990a, Wallneet al. 1993, Amanret al. 1995,
Simonet al. 1995, Simoret al. 2000, Biegalat al. 2002, Notet al. 2002, Biegalaet al.
2003, Biegalaet al. 2005). Entre las principales causas de la fluemda inespecifica

se encuentran:

(1) la unién de las sondas a secuencias no objetivo.

(2) substratos fluorescentes que quedan libres enediomsin ser lavados, o
unidos a componentes celulares, probablementeipastde membrana (Wallnet al.
1993).

(3) algunos reactivos empleados en el TSA-FISH. Pempgio: lisozimas
empleadas habitualmente para permeabilizar la pegkdar bacteriana, que podrian
unirse a las sondas (Biega&taal. 2002), supuestamente por actuar como proteinagbasi
pudiendo unirse a moléculas con carga negativdegslél Jollés 1984); o incluso el
sulfato de dextran, empleado en la amplificaciorsef@al para reducir la fluorescencia
inespecifica permitiendo una mejorada localizaciten los productos fluorescentes
debido al aumento de la viscosidad del medio ddiioagion, pero que también puede

producir un fondo punteado fluorescente (Van Gijlswt al. 1996).
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(4) el marcaje de particulas o restos celulares queendien con la tincion de
contraste para DNA, que podrian ser restos deif@eatacion del zooplancton o de
alguna lisis virica (Biegalat al. 2003) o incluso de células lisadas durante elgaado

de las muestras.

(5) la propia autofluorescencia de las células, qualgumos casos podria llegar

a eclipsar la de las sondas.

Las soluciones para la reduccion de la fluoresaenausada por la union
inespecifica de las sondas van desde el disefi@mtas mas especificas, como por
ejemplo en Simon y colaboradores (2000), la sonH&@D2 en sustitucién de la
CHLOO01, hasta optimizacion de las condiciones theidacion, sobre todo la duracion
de ésta, la astringencia, influenciada principatmepor la temperatura y la
concentracion de cationes monovalentes comé (dallner et al. 1993), y la

concentracion de formamida.

Por su parte, los problemas relacionados coniveacautofluorescentes de la
hibridacion o el exceso de substratos fluoresceatepueden minimizar optimizando la
concentracion de éstos, incrementando el tiempandgbacion (lo que favorece la
hibridacién especifica) y/o variando el nUmero yuwzen de los diferentes lavados
(Biegalaet al. 2002). También puede ayudar a disminuir la fluoeasia inespecifica el
empleo de agentes blogueantes que se unan a lpssgreactivos de las proteinas
evitando la union de residuos fluorescentes a ,éstagjue su concentracion debe ser
optimizada o de lo contrario pueden no tener ningfecto como en Wallner y
colaboradores (1993).

En el presente estudio, se han empleado las d¢ondg de hibridacion,
concentracion de reactivos y agentes bloqueantesham resultado ser utiles en
estudios previos realizados con las mismas somttte( al. 2002, Notet al. 2004, Not
et al.2007). Aun asi, la presencia de células marcadspéecificamente ha sido alta, lo
gue hace pensar que aun podrian optimizarse més cesaliciones, al menos en
relacion a la variante de aplicacion empleada &m msmo estudio. En este sentido,
gracias al empleo del detergente SDS en una caacént mayor a la empleada en los

trabajos citados (0,1% frente a 0,01%) en los tarepale hibridacion y lavado, se ha
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logrado disminuir la sefal inespecifica, haciendsilge la identificacion clara de una
poblacion de células marcada de manera mucho nifenter que el resto, y que, se
supone, estaria formada en su mayoria por célasastas especificamente.

Por otro lado, se han observado lo que podriaresers celulares marcados con
las sondas pero no con el fluorocromo DAPI. El nimmtke éstos ha sido escaso, por lo
gue su posible influencia sobre los resultadodds)aen caso de que, por error, hayan
podido contarse como falsos positivos, no ha pos@tiomportante.

En cuanto a la autofluorescencia de las muegteasido minima pues los bafios
de alcohol a los que se han sometido los filtros levado todos los pigmentos
hidrofobicos, quedando reducida a la sefial de ilgmgntos hidrosolubles tales como
las ficoeritrinas y cianinas de las cianobacteyiasiptofitas, distinguibles por sefales
que van desde color anaranjado como eSuoechococcusp. a amarillo o verdes
azulados o blanquecinos mucho menos intensos qoen&rido por las sondas. Por
otro lado, se ha podido observar cierta autoflimesia de amarillo a marrén o rojo,
mas o menos tenue, proveniente de particulas deesid de las muestras. Estas se
distinguian con facilidad gracias a tener practeai® la misma sefial con el juego de

filtros para la observacion del marcaje de DAPI ograra el de la sefial de las sondas.
3.4.4. Abundancia de los grupos picofitoplanctésico

Los maximos de cianobacterias suelen tener lugaeesno tanto en ambientes
de agua salada (Johnson & Sieburth 1979¢lLial. 2002, Sieracket al.2004) como de
agua dulce (Belykh & Sorokovikova 2003) y sus déades suelen estar en el rango de
10*10° céls. It El estuario del Nervion no es una excepcién cdraoquedado
demostrado en Urrutxurtu y colaboradores (2003g¢ga8e y colaboradores (2005). En
el presente estudio, las concentraciones alcanzatda poblacion de picofitoplancton
con PE, dominada por cianobacterias, entran déetese rango y tienen unos maximos
en los meses centrales del verano, coincidiendo lcoobservado en los estudios

citados.

Varios estudios establecen una correlacion pesintre la temperatura y la

densidad celular de las poblaciones de cianobast@iyazonocet al. 1992, Liet al.
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1998). Sin embargo no todas las comunidades delmaterias tienen sus maximos de
abundancia en verano, puesto que diversos estaditemplan maximas abundancias
durante el invierno (Kuosa 1991, Campbetlal. 1997, Liuet al. 2007). Algunos
estudios relacionan esta aparente contradiccida estacionalidad de la abundancia de
Synechococcuson la distancia a la costa a la que se enculenp@blacion muestreada.
Asi por ejemplo, Jiao y colaboradores (2005) olmsery, tras realizar transectos, tanto
en verano como en invierno, a través del Mar deéhima Oriental, que, en general, en
las estaciones cercanas a la costa la abundan8gngéehococcuss mayor durante el
verano, mientras que en las estaciones mas ocsdaiG@undancia suele ser mayor
durante el invierno. El mismo estudio achaca ed¢metcia en la estacionalidad de las
poblaciones d&ynechococcua las diferentes limitaciones de una y otra pobiaen
cuanto a temperatura y nutrientes. En su cas@basdancias de las poblaciones mas
costeras comprenderi@ynechococcuson un ratio PUB/PEB mas bajo a tenor de la
distribucion de poblaciones planteada por Camppetiolaboradores (1998). Estas
poblaciones estarian mas limitadas por la temperatubien adaptadas a crecer en
escasez de nutrientes, alcanzando sus maximosranoyeuando los nutrientes son
minimos pero la temperatura es maxima. Por su,gast@oblaciones oceéanicas, con un
ratio PUB/PEB mayor, estarian mas limitadas porrosientes. Asi, en invierno la
temperatura no seria lo suficientemente baja pardtal su crecimiento y la
concentracion de nutrientes seria mayor, debidwrdento de la mezcla de las aguas.
En una linea similar Zwirglmaier y colaboradore80@) establecen una filodistribucion
de los distintos clados dentro del géngymechococcugue adscribe algunos de éstos a
las zonas costeras de las regiones biogeografteasicas, en concreto los clados I-1V
en latitudes por encima de los 30° y el clado Ilaanregiones tropical y subtropical.
Esta distribucion apoya la idea anterior de digfinecotipos repartidos entre las

regiones costeras y oceanicas.

En el presente estudio, como ya se ha comentadogultivos de control de
Synechococcusp. y algunos SDC podrian contener mas de unpecdg este alga a
juzgar por las subpoblaciones que contienen, logqyiEas sea indicativo de que en el
estuario se mezclan cepas adaptadas al ambientariest con otras de ambiente
marino-costero. Sin embargo la ausencia de subgohks similares en muestras

naturales impide asegurarlo.
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Por otro lado, el picofitoplancton sin PE tambil&ga a variar en ese rango de
concentraciones comprendido entré-10° céls.  I'* (Miyazonoet al. 1992, Sieracket
al. 2004, Masquelier & Vaulot 2008) alcanzando mayateasidades en las zonas
costeras que en mar abierto. En cuanto a la estdidad de su abundancia, cabe
destacar que existen estudios que contemplan iemgest abundancias en cada una de
las estaciones del afio (Kuosa 1991, Campedll. 1997, Jiacet al. 2005, Leet al.
2010) por lo que resulta simplista una aproximadi&sada en la temperatura para

explicar la estacionalidad de este grupo.

El picofitoplancton sin PE estd compuesto poradolpor algas procariotas y
algas eucariotas. Estas ultimas comprenden unadgrarsidad de especies, incluyendo
taxones aun no cultivados ni descritos, tal y cafironan recientes estudios (Dietzal.
2001a, Romari & Vaulot 2004, Marig al. 2006, Notet al. 2008, Vaulotet al. 2008,
Viprey et al. 2008, Worden & Not 2008) y su estacionalidad puestar relacionada
con una sucesion de especies a lo largo del afioetlal. 2005, McDonaldet al. 2007)
dentro de una misma zona, lo que explicaria erepdag maximos observados en

distintas épocas del afo.

Las principales algas procariotas sin PE son liggrantes del género
Prochlorococcusque constituye uno de los mas importantes prodesprimarios y de
biomasa en ecosistemas oceanicos oligotroficosteiisky et al. 1999a) a escala
mundial junto con el génei®ynechococcugste género suele ser mas abundante en la
época estival y en ambientes oligotréficos de rbarto (Campbelkt al. 1997, Jiaet
al. 2005), aunque también se ha registrado en zorsteras, e incluso en plumas
estuarinas en aguas de salinidad tan baja com@/aifot et al. 1990). Pese a que ha
sido imposible diferenciar las posibles célulagske género mediante epifluorescencia,
en el presente estudio se ha detectado, medidateetiia de flujo, una poblacion que
podria tratarse derochlorococcusen las estaciones exteriores del estuario delidlgrv
donde la salinidad es siempre superior a ese VAlam. asi, la abundancia de esta
poblacion ha sido habitualmente escasa, aunqueigdorgnte, en septiembre de 2010
en la estacién 1, llegaron a alcanzar un maximo gugeraba la abundancia de
Synechococcuy se acercaba casi a la mitad de la densidad zadanpor los

picofitoeucariotas sin PE.
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Atendiendo a los datos obtenidos mediante citdmeide flujo, los
picofitoeucariotas sin PE son el grupo mas abumrdantel exterior del estuario del
Nervion durante el verano, predominando en casasdds muestras. En ambientes
oceanicos los picofitoeucariotas, incluyendo agsétion PE, que en el presente estudio
tienen una importancia numérica minima, suelen emear generalmente en menor
namero queProchlorococcusy en menor o similar nimero qu&ynechococcus
(Campbell et al. 1997, Leet al. 2010), aunque debido a su mayor tamafio su
contribucién a la biomasa de la comunidad picopfarica puede llegar a ser incluso
mayor que la combinada entre los géneros de ciaterims (Grobet al. 2007b). En
cambio, en ambientes costeros y estuaricos lacgtuauele ser diferente, siendo en
ocasiones las eucariotas sin PE el grupo mas abindie toda la comunidad
fitoplanctonica, como ocurre por ejemplo en Becojalboradores (2005). También
puede llegar a ser el grupo que mayor aporte dedsia presenta entre el picoplancton,
como en Pan y colaboradores (2007), donde se @bgeer/su biomasa es mayor que la
de las cianobacterias en las zonas con mayor cvac&m de nutrientes del estuario

del rio Changjiang en China.

Esta distribucion de la abundancia puede estaciorlada con la distinta
tolerancia a las temperaturas y la necesidad deentgts. Zubkov y colaboradores
(1998) observaron, en un transecto realizado efiootte 1996 a través del océano
Atlantico, queSynechococcuy los picofitoeucariotas dominaban en ambientes ma
mesotroficos, mientras qudProchlorococcus lo hacia en los ambientes mas
oligotroficos. El estuario del Nervion esta consédi® como un ambiente eutrofico por
lo general (Garcia-Barcinat al. 2006), aunque durante las épocas de menor aporte
fluvial, como suele serlo el verano, la concen@mactle nutrientes en la parte mas
exterior de éste puede ser mas favorable a lasafopicoplancténicas, que debido a su
pequefio tamafio pueden mantener tasas de crecinmeyores en condiciones de
escasez de nutrientes, pues su reducido tamafapone un impedimento para la
difusion de éstos hacia su interior (Chisholm 1982 su parte Bec y colaboradores
(2005), observaron una correlacion positiva de dsatde crecimiento, tanto de
cianobacterias como picofitoeucariotas, en relaeida temperatura, mientras que para
la irradiancia esta correlacién fue solo positia@aplas picofitoeucariotas. Ademas de
estos factores fisicoquimicos, el mismo trabajoehaicapié en que la presion

herbivora también puede afectar de distinta mamesstas poblaciones de picoplancton,
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pues en su caso se detectaron mayores tasas delapepbr herbivorismo de

microzooplancton para los picofitoeucariotas qua s cianobacterias.

Todas esas caracteristicas diferenciales puedelaseesponsables de que la
comunidad picofitoplanctonica esté dominada poragatas en aguas superficiales y de
escasa turbiedad, como lo son las estaciones@e®idel estuario del Nervion durante
los meses de verano, cuando el aporte fluvial deielad y nutrientes es menor,
pudiendo la concentracion de estos ultimos llegserdimitante (Butroret al. 2009),

mientras que la temperatura del agua y la irratdasun habitualmente mayores.

3.4.5. Abundancia relativa de las clorofitas en ftaccion

picoplancténica

Diversos estudios hacen referencia a la frecupnésencia e incluso papel
predominante de las algas pertenecientes a ladiv@@hlorophyta, y en especial las de
la clase Prasinophyceae, como componente del piccioin eucariota, tanto en
ambientes oceanicos como en costeros y estuadobsgon & Serburth 1982, Diet
al. 2001b, Diezet al. 2001a, Biegalat al. 2003, Notet al. 2004, Romart & Vaulot
2004, Diezet al. 2004, Worden 2006, Vaulet al. 2008). Atendiendo a los resultados
gue se derivan de este estudio respecto a la amciad®lativa de las clorofitas en la
comunidad picoplancténica eucariota en el estudeloNervion, cabe afirmar que las
clorofitas, con una abundancia relativa media @emndas estaciones muestreadas de
casi 2/3 (65,08%) de los eucariotas, tienen unlgapdominante en la composicién de
dicha poblacion, al menos durante la época estivéd, que se limita la recogida de
muestras empleadas para el TSA-FISH. Dentro dévisi@ Chlorophyta, siendo un
72,91% de éstas, las algas mas abundantes degefitadan las prasinoficeas del orden
Mamiellales, entre las que destadicromonassp. llegando a ser el 53,78 % de las

algas pertenecientes a dicho orden.

Los datos de abundancia relativa de las clorofitass distintos subgrupos en
las estaciones exteriores del estuario del rio iNeyyese a representar un lapso de
tiempo muy puntual y limitado, de junio a septieende 2010 en concreto, y por esta

razon, debiendo tratarse con reservas, indicarmayr importancia numérica de las



112 Abundancia y composicion del picofitoplancton

clorofitas en la comunidad picoplanctonica eucarioacia la parte mas exterior del
estuario. Esta circunstancia es contraria a lo Biegala y colaboradores (2003)
observaron para un transecto a través de la bahVéodaux hacia uno de sus estuarios,
en el que la abundancia de las clorofitas crec@@ahas estaciones mas estuarinas.
Teniendo en cuenta que el citado transecto comegpmas bien a la bahia, con la
salinidad de la estacion mas interior rondando4eb § que en el presente estudio la
salinidad de las estaciones muestreadas vario 2m88,5datos no mostrados), parece
l6gico pensar que nos encontramos ante estacioAssestuaricas que las de dicho
estudio. Por lo tanto, y sabiendo que tavioromonassp. como las prasinoficeas en
general, son un grupo de algas mayoritariamentenmd@Graham & Wilcox 2000),
cabe suponer que el internarse en el estuariolégs de su ambiente 6ptimo de

crecimiento, lo que explicaria su mayor abundaeita estacion exterior.

Asimismo, aunque el papel del géndficromonashaya sido importante en
términos de abundancia relativa, llegando inclusaponer en varias ocasiones hasta el
30% del total del picoplancton eucariota, no sedpuasegurar que, en este caso en
concreto, haya sido la especie dominante de dicimucidad, como se ha registrado en
estudios previos realizados en el canal de La Maifblot et al. 2004), pues cabe la
posibilidad de que otras especies de clorofitasicluso de algas eucariotas de otras
divisiones, marcadas con las sondas de nivel tarmadalto empleadas en este estudio,

alcancen mayores abundancias Nlieromonassp.

3.5. Conclusiones

3.5.1. Interpretaciéon de las poblaciones detectatasliante

citometria de flujo

La interpretacion de los datos obtenidos en ltmgyamas puede ser complicada

en ocasiones, no ofreciendo una gran resoluci@ntarica y pudiendo inducir a error.
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En el presente estudio se han observado lo queiapoder poblaciones
heteromérficas tanto para las picofitoeucariota: d®E como para el género
Synechococcydo que impide establecer una correspondencidwthsentre el nimero
de poblaciones observadas en las muestras analiraetiiante citometria y el nimero
real de especies de estos taxones presentes ems dichestras. En cuanto a las
poblaciones deSynechococcusabe la posibilidad de que correspondan a cepas de
distintos ecotipos que convivirian en un ambiengetr@nsicibn maritimo-estuarico
como es el extremo exterior del estuario del Nervid bien que sean fruto de un

fendmeno de adaptacion cromatica complementaria@idowdurante el cultivo.

Asimismo, se ha identificado mediante citometgdldjo una poblacion celular
que podria estar compuesta por algas del géfrexxhlorococcusEste género no se ha
observado con anterioridad en el estuario del Marvpor lo que a falta de la
confirmacién de su presencia en cultivos, o poosomedios, queda por esclarecer si
dicha poblacion podria estar formada por algunaaspde picoalga eucariota, como
por ejemplo el génerblicromonas cuyas células al fijarse con formaldehido al 186 d
concentracion final tienden a agregarse y a sufma alteracion de sus propiedades
Opticas que las hace caer, al menos en parte,oddetrlos limites de la regién
establecida para la posible poblaciérPdechlorococcus

3.5.2. Discrepancias entre citometria y epifluozes@ para la

estima del picoplancton

En cuanto a las discrepancias observadas endosmni®s de epifluorescencia y
citometria, parece que la causa de las menoresdabcias estimadas mediante la
primera de estas dos técnicas se halle en una raoin de los siguientes factor€k)
el tiempo de almacenamiento previo al procesadestiss muestras, que fue mayor para
las de epifluorescencia, pudiendo significar unayangérdida de fluorescencia en
éstas;(2) el tiempo y las condiciones de almacenamiento aétgsrocesado, que fue
mayor para las muestras de citometria aunque gstatmacenaron en,Niquido, lo

gue pudo hacer que pese a todo se acabaran cordervaejor que las de
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epifluorescencia, conservadas a -20°C; y por ulti3 la subestimacion en las
muestras analizadas mediante epifluorescenciaideditpplancton sin PE respecto al
que la tiene, cuya fluorescencia era mucho massatgue la de las clorofilas en las

células fijadas.

3.5.3. Aplicacion del TSA-FISH para la estimacioe ¢h

abundancia del picofitoplancton

El TSA-FISH empleado en este estudio presentaculiid para la
reproducibilidad de los recuentos realizados mediamicroscopia debido a la
subjetividad del observador a la hora de deteascélulas marcadas especificamente.
Resulta pues recomendable el uso de técnicas @niminetria de flujo, con umbrales
de deteccién objetivos y dotados de robustez esizalpor la facil replicabilidad de sus

analisis.

Debido a los problemas que se han observado ericcada permeabilidad de
cultivos de cfNannochlorisy Nannochloropsisp. aislados del propio estuario, parece
necesario el empleo de una permeabilizacion epteferiblemente enzimética, para
evitar la subestimacion de grupos de microalgas pykeran tener una importancia

significativa en la comunidad.

El aumento de la concentracion de SDS de 0,01%% @n los tampones de
lavado e hibridacion ha permitido aumentar notablen la relacion sefial/ruido y tanto
las particulas celulares como la autofluorescetieitas muestras no han producido un
ruido de fondo importante. Sin embargo, la fluoeesta inespecifica detectada ha sido
notable, lo que hace necesarias ulteriores optoiurmas del protocolo para facilitar la

deteccion de células marcadas especificamente.

Pese a las limitaciones que como técnica cuawuttptesenta tal y como ha sido
aplicada en este estudio, esta variante de TSA-FE&H util para generar
caracterizaciones, al menos de una manera semteatiaai de las poblaciones

picoplanctonicas. Esto hace que sea valida paraliastla contribucion relativa al
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namero de individuos que especies o0 grupos de algas los cuales existen sondas
especificas realizan al total de la comunidad féogténica. Para grandes grupos como
la division Chlorophyta es probable que con prdaxaque dependen exclusivamente
de bafios de etanol para la permeabilizacion dedadas algunos grupos de algas
queden subestimados, aun en el caso de que seeenspledas especificas para éstos.
Esto se debe a que no todas las especies que tempaa secuencia especifica de
nucledtidos presentan la misma permeabilidad ssanda para dicha secuencia.

Cabe sefalar la necesidad de lograr un proto@IbSRA-FISH lo mas universal
posible para el recuento de fitoplancton. Estegmab deberia cumplir 3 premisas
fundamentaleg(1) realizar el recuento de muestras preferentemeatiamte citometria
de flujo; (2) ser capaz de minimizar al maximo la pérdida deilagl debida al
tratamiento de las muestras{3) incluir el empleo de tratamiento enzimatico paa |
permeabilizacién de células con pared. Teniendocuenta estas premisas, el protocolo
de Biegala y colaboradores (2003) para realizaf 8A-FISH cuantitativo mediante
citometria de flujo parece un punto de partida adéo, pues mediante el empleo de
surfactantes y sonicacién, posibilita porcentajeseatuperacion del 90 + 18 % de las
células analizadas. Estos porcentajes, 0 mejoliese sconsiguen en el futuro,
permitirian, de una manera relativamente sencil@a estimacion precisa de las
concentraciones originales de las poblacioneslétmponicas, yendo mas alla de los
porcentajes de abundancia relativa. Dichos porfmitaueden llegar a ser muy fiables,
como se desprende de Not y colaboradores (2002)dedse corresponden, casi
idealmente, los porcentajes relativos obtenidosexgntalmente con los porcentajes
nominales para mezclas de cultivosBididomonas pacificg Ostreococcus tauriSin
embargo, estos porcentajes no dejan de ser unaangeinicuantitativa, mientras que
en la actualidad, para la adecuada gestion deals dia mas amenazados ecosistemas
acuaticos, resultan indispensables las medidasti@iaas, precisas y fiables, y la
continua monitorizacion de las poblaciones fitoptanicas. Por tanto, el disefio de un
protocolo para TSA-FISH que permita cumplir lagd#s premisas, de manera sencilla
y rapida, resulta algo prioritario para la apliceciutinaria de esta técnica a los estudios
medioambientales. Esta necesidad adquiere espedt@lancia socio-econOmica y
medioambiental si se pretende emplear TSA-FISH [@aronitorizacion y el control

de los efectos de las especies potencialmentea®civ
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3.5.4. La comunidad picofitoplanctonica del esta@l Nervion

y la importancia relativa que las clorofitas tiermenella

En cuanto a la abundancia de los distintos grugmslgas picoplancténicas
hallados en el estuario del Nervion durante el nerde los afios 2008 a 2010, cabe
decir que entran dentro de los rangos descritos l@azona y en la bibliografia en
general, tanto en lo referente a las algas sineRie las que predominan segun los
datos de citometria, los picoeucariotas, como eagealgas con PE, entre las que
predominan las cianobacterias del géri&ynechococcugstos dos grupos son los mas
abundantes alcanzando en el verano densidades@elha4 1y 2,98 10 céls. 17,

respectivamente.

Como hipétesis de trabajo se plantea que esteomia de las formas
eucariotas sobre las cianobacterias podria estacioeado con las condiciones
ambientales que se dan en el verano en las estaogxteriores del estuario. En éstas,
parece posible que durante la época estival llegudarse condiciones de escasez de
nutrientes, ya sea, como se ha planteado en dllmapnterior, a causa de floraciones
previas que agoten los recursos, ya sea debida aeduiccion en los aportes fluviales
por la reduccion del caudal del rio. Dicha escaseautrientes podria favorecer el
crecimiento de las algas picoplancténicas frenfermas mayores, mientras que la
habitualmente mayor irradiancia favoreceria a lggasa eucariotas frente a las
cianobacterias del geéner&ynechococcus Es posible que ambas poblaciones
desempeiien un papel importante en la produccidnapa de este estuario, al menos
durante algunos meses de verano, en tanto queelagsnabundantes eucariotas con PE
y quizas el génerBrochlorococcuscuya presencia queda aun por confirmar, tengan un

papel secundario.

Finalmente, entre las algas eucariotas cabe destdeaenos durante los meses
estivales, el papel de las clorofitas, que congituuna importante proporcion de las
algas picoplancténicas en la parte exterior delegst del Nervion, llegando a suponer
de media casi 2/3 de dicha poblacion. Entre edtg@s alestacan las pertenecientes al
orden Mamiellales, que llegan a ser mas de 2/&aselbrofitas, y en especial cabe

mencionar el génemglicromonascomo el mas importante de este orden, llegando a se
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algo mas de la mitad de las Mamiellales. Ademasnfertancia de estas algas crece
ligeramente hacia el exterior del estuario debigosiblemente, a su caracter
principalmente marino.
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CAPITULO 4

TAXONES DE ALGAS VERDES DEL
ESTUARIO DEL RIO NERVION
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4.1. Introduccion

Estudios previos realizados en el estuario deliliery en estuarios préoximos
han profundizado en la taxonomia de las especiedgd@os de los principales grupos
algales que componen la comunidad fitoplanctongdadzona. Inicialmente, aunque
aun hoy se continua trabajando en ellos, se estudias grupos con especies de mayor
tamafio como son diatomeas (Trigueebsal. 2000, Trigueros 2001, Triguerat al.
2002, Oriveet al. 2010) y dinoflagelados (Trigueros 2000, Trigueg¥1, Laza-
Martinezet al. 2011). Posteriormente, el andlisis de pigmentoa [@acaracterizacion
de las poblaciones fitoplanctonicas puso de manifiéa importancia relativa de otros
grupos nanoplancténicos tales como criptofitas ptdfdas en el estuario del Nervion
(Seoaneet al. 2005, Seoanet al. 2006), en cuya taxonomia se profundizé mediante el
uso de cultivos celulares y microscopia o6ptica gctebnica (Seoane 2005, Laza-
Martinez 2009, Seoars al. 2009a, Seoanet al. 2009b, Laza-Martinez en prensa).

Las algas verdes (cloroficeas, prasinoficeas jyerafitas principalmente)
constituyen otro de los grupos dominantes en elaast siendo la clorofileb el
pigmento auxiliar mayoritario en la fraccion picapttonica (Seoanet al. 2006). En
esta fraccion, el ratio clorofiléo/a alcanza valores similares a los de cultivos de
prasinoficeas (Lataset al. 2004, Seoanet al. 2006), haciendo patente la importancia
de este grupo entre las algas verdes picoplanetgnic

La importancia relativa de las algas verdes epiaplancton del estuario del
Nervion asi como los grandes grupos que lo compaeerdetallan en anteriores
apartados de este trabajo. Sin embargo, las algadess también cuentan con
representantes que alcanzan importantes densidewlesas fracciones nano- y
microplancténicas de este estuario, como por ejenips generosPyramimonas
Tetraselmis Chlamydomonagsy Eutreptiella (Seoaneet al. 2005, Seoanet al. 2006).
Pese a su notable importancia, la identificaci@tiga de las especies que componen
este grupo de algas no habia sido materia de edtadia la fecha, de ahi el interés de

su estudio para completar el conocimiento de laucodad fitoplanctonica.

Atendiendo a esta necesidad, en este apartadetabad las caracteristicas

morfologicas de 26 cepas de algas verdes aislad& estuario del Nervion. Todas
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ellas se han analizado al microscopio optico, eatjuse también, en los casos de dificil
identificacién, la microscopia electronica. Lasacteristicas de las cepas consideradas
como pertenecientes a la misma especie se han enidbapartado correspondiente a
dicha especie, mencionandose, aun asi, las parittadles destacables de cada una de
ellas. Al final de cada uno de estos apartadosigmta una breve discusion acerca de
las razones por las que se considera cada unas gdglas como perteneciente a una
especie en concreto. Asimismo, cada uno de losrggre los cuales pertenecen las
especies identificadas cuenta con un apartado qyrevi el que se introducen sus
particularidades morfologicas, reproductivas y/oulteaestructura, ademas de detalles

relacionados con su diversidad y distribucion géficg.

4.2. Material y métodos
4.2.1. Aislamiento de cepas y condiciones de cultiv

Las cepas analizadas en este estudio, asi com@raseedencia e
informacion acerca de las condiciones de salingaemperatura del agua de la
gue fueron aisladas, se relacionan en la Tablalddépendientemente del medio
original empleado para su aislamiento, todos Idgvog han sido mantenidos en
medio /2 (basado en Guillard & Rither 1962, apéad)) a una temperatura de 17
°C y con una intensidad luminica de entre unos@B m? s* suministrada en
régimen de 14 h: 10 h o 12 h: 12 h (luz:oscuridad).

Las cepas del afio 2006 y anteriores se mantemacukivo en el
laboratorio de fitoplancton al comienzo de esteidst Para su aislamiento se
establecieron cultivos en medio Erd-Schreider nicatiio (apéndice D) mediante
la técnica de diluciones seriadas (3 dilucionegéplicas por dilucion) (Throndsen
1978) y de esos cultivos primarios mediante pipdiaoal se obtuvieron sus
in6culos originarios. Esta ténica de aislamientastgie en succionar una unica
célula de un cultivo, valiéndose de una pipetaideosde punta aguzada que por
su extremo opuesto a la punta esta conectada abande goma por el cual

succiona el operador. Mientras se maneja la pigttaultivo, contenido en una
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Tabla 4.1. (Cont.): cepas analizadas en este estudio

Cepa Taxén Lugar deorgn | ruqgjecion | enorisen | e arigen CC) | en cultve
CGAl4 Pyranimonas onioutais Estuano del Nervatn, Estacion 2 17/09/2008 3255 30
COALS Fyramimeonas robusta Estuario dol Nervida, Estacién2 1710912008 R55 3
CoAlG N C Pyramimenas propudia Estuario dsl Nervidn, Estacién | Agosto de 2006 33284 0
CGAl17 = itmerrisiellopss wicelidaris | Fuerto depottivo de Getxo 307205 30
CGAISANC | Oltmawisieliopas viridis | Estuanio del Nervidn, Estacién 0 | Julio de 2006 | 35
CGAl9 2 Q%!ﬁaﬂhu weniceltdans | Puero deporlivo de Getzo 07 /06/2008 30
COADANE  ef CF | Puerto deportivo de Getxo 05/06/2004 15
CGAZI aNC Puerto depontivo de Getxo 1206/2004 0
CGARANC . Estuaric del ric Bubadin 0572006 15
CGAZ3 cf. ﬁﬁ%&aﬁﬂn ...__m. Estuano del Nernide, Estacion 3 250472007 963 183 15
CGAM | oF CHam 5. Estusrio del Nervida, Estacién 5 25042007 9,63 183 15
CGAZS ﬁmﬁaﬁ&qﬁﬁu of coccoides | Eshaano del Nervidn, Estacidn 3 19062007 = 30
CGA2 | ef CHanydomaras sp. Estisrio del Nervidn, Estaciin 2 170912008 3255 30

a: aislada, cultivada y cedida para analisis potesta de Aitor Laza Martinez.

c: aislada, cultivada y cedida para andlisis potesta de Sergio Seoane Parra.

N. C.: No Clénico.
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placa de pocillos o simplemente una gota extragkaesun porta, se observa al

microscopio invertido para localizar las célulasrderés.

Para las cepas del 2007 y 2008 las dilucionesdaesise hicieron, en la
mayoria de los casos, directamente en medio f/2n@@ipe D), o bien realizado
partiendo de agua de la propia muestra pasteurizada para la elaboracién del
medio Erd-Schreider modificado, o bien partiend@agea marina de otros lugares
filtrada y autoclavada para su esterilizacion, ajue después se le afiadian los

componentes del medio.

Salvo que se especifique otra cosa, todas lasscepa, en principio,
clonicas, y han sido aisladas mediante la técnecpigleteo bucal. Algunas cepas
no clénicas, por el contrario, se obtuvieron Unieate a partir de diluciones

seriadas tras las que se lograron cultivos monles@aer Tabla 4.1.).

4.2.2. Microscopia optica

Para la observacion de los caractéres morfolégieos células se empled un
microscopio Leica DMRB (Leica Microsystems, GmbHetlar, Alemania) equipado
con Optica para contraste de fases y epifluoreste®e emplearon objetivos PL
FLUOTAR de 40X y 100X para las imagenes de 400090 respectivamente. Con
el objetivo de 100X se empled aceite de inmers®ibala fluorescencia Nikon 50 tipo
A (Nikon Corporation, Tokio, Japdn), aplicado disnente sobre el cubreobjetos que
iba estabilizado sobre el portaobjetos por cuatmtgs a los que se aplicaba grasa de
silicona antes de afadir la muestra a observaorha de las microfotografias se llevo a
cabo gracias a una camara Nikon Digital Side DSRita la toma de medidas de las
principales dimensiones de células, escamas y,pabdscomo para el tratamiento de
imagen se empleod el software NIS Elements D 2.8i&Pack 3 (Laboratory Imaging
s.r.o., Praga, Republica Checa). Para el tratamidatimagen también se empleod el
software Adobe PhotoshB|CS 8.0.1. (Adobe Systems Inc., San Jose, EE.UU.).
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Para la ralentizaciéon o inmovilizacion de las E&ucon objeto de facilitar la

toma de fotografias se empled en ocasiones, sidmianReize y Melchonian (1989),
una solucién de agarosa de temperatura de gelfiitadtrabaja SeaPr@p(Lonza
Rockland Inc., Rockland, EE. UU.). La agarosa sparaba al 2% (m/V) disuelta en
medio de cultivo a la misma salinidad de los collia observar, y era mezclada en una
proporcion de 1:1 (V/V) con dichos cultivos, de m@nque la concentracion final fuera
de un 1%. La disolucion del producto se realizéadeerdo a las instrucciones del
fabricante y la mezcla de agarosa y cultivo sebdeelificar durante 3-10 min en el

frigorifico antes de su observacion al microscopio.

Para las tareas de aislamiento mediante pipeteal ba empled un microscopio
invertido Nikon ECLIPSE TE2000-V equipado con Oatipara epifluorescencia y
objetivos de 10X Plan Fluor y de 20X y 40X PlandflELWD.

4.2.3. Protocolos de microscopia electronica destrasion

(Transmision Electron Microscopy, TEM)

- 1*" Protocolo (basado en Seoane 2008)mpleado para la observacion de todo

tipo de escamas en general.

1. Fijacién: se afiadieron 1,5 ml de cultivo en un eppedonimeeclaron con una gota
de Os Qal 1% (m/V) y se dejaron reposar hasta el dia sigai¢ 24h).

2. Montaje: se emplearon rejillas de cobre para microscopgatrénica o bien
cubiertas con una pelicula de formvar o con unaadieono (Electron Microscopy
Science, Hatfield, EE.UU.). Se colocaron 2 de gstaiespecie como minimo para
cada preparacion, por si a alguna se le rompiecabrimiento, sobre un pedazo de
Parafiln® (Pechiney Plastic Packaging, Menasha, EE.UU.\ptifigdndose cada
rejilla sobre el plastico. Después se afiadié uma @3B0 ul) del cultivo sobre cada

rejilla y se dejo secar.

3. Lavado: una vez secas las rejillas se procedio a su tagacagua destilada con la

intencién de quitar los cristales de sal que habieguedado. Se sumergié cada
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rejilla y se agitd muy suavemente 3 veces consesign un vaso de precipitado,
cambiandose el agua cada vez que se introducieejilfeade una especie diferente.

Después se dejaron secar.

4. Contrastado: una vez secas, las rejillas se pusieron condess ortadoras de las

células sobre gotas de acetato de uranilo (2%nti20 min.

5. Lavado: para eliminar el exceso de acetato de urani® régllas se lavaron de
nuevo como en el paso 3. Después, se dejaron setamperatura ambiente y se
guardaron en un desecador hasta su observaciéncalsoopio electronico de
transmision, que se llevo a cabo a la mayor brel/@dsible. En este estudio se
emplearon un microscopio Philips CM120 (KoninklijRéilips Electronics N.V.,
Amsterdam, Holanda) equipado con una camara OlyrgiasMorada (Olympus

Corporation, Tokio, Japon) y un Philips 208S eqdieon la misma camara.

- 2° Protocolo (Marin & Melkonian 1994). empleado especialmente, aunque

no de manera exclusiva para la observacion de flatpsares.

1. Fijacién y montaje: se afadieron 4 ul de cultivo celular a un volunwral de
fijador previamente puesto sobre una rejilla pai@ascopia electronica. El fijador
empleado fue una disolucion de 5% de glutaraldebidel medio de cultivo de las
células. La mezcla se dejo fijar durante 5 min gpdés se removid el liquido

sobrante mediante papel secante.

2. Contrastado: a cada rejilla se le afiadieron o bien 4 ul deaatpstilada y 4 ul de
acetato de uranilo acuoso al 2%, o en lugar detieriar, 8 ul de acetato de uranilo
al 1%, y se dejo contrastar la muestra durante, ¥as lo cual se seco la rejilla

absorbiendo el liquido con papel secante.

3. Lavado (opcional) en los casos en los que se deseaba tener uastentregativo
de las muestras se dejaron secar completamenteejibgs de manera que ya
estaban listas para su observacién al microsc@&igor el contrario, se queria
obtener un contraste positivo se realizaba un altewado de las rejillas con 4 ul

de agua destilada que era secada inmediatamenpapehabsorbente.
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4.2.4. Protocolo de microscopia electronica deid@arScaning
Electron Microscopy, SEM; adaptado de Novamhal. 2002)

1. Fijacién: los cultivos a analizar se fijaron de maneraaintnea con lugol (10 ul

por cada 1,5 ml de muestra).

2. Montaje: para la concentracion de los cultivos por seditamén se emplearon
unos viales de 15 ml de plastico, previamente ifieadlos, a los que se les corto el
fondo y se les puso, entre el tapon y la boca,ummeobjetos circular pretratado
durante 5-10 min con poly-I-lysine al 0.1% (m/Vg®ia-Aldrich Co., St. Louis,
EE.UU.), de manera que al enroscarse el tapon tmddaparte tratada del
cubreobjetos hacia el fondo cortado. Se colocaosnvlales boca abajo, con la
parte cortada y la cara tratada del porta hacidaara modo de columna de
sedimentacion, se le afiadieron, mediante una pigetteur, 1,5-10 ml de muestra
fijada y se dejaron sedimentar durante 16-24 h cammimo, tapando la parte
cortada del tuvo con Parafifpara que no se evaporara la muestra ni le cayera

polvo.

3. Lavado: una vez terminada la sedimentacion se desechiedio fijado sobrante
con las pipetas Pasteur correspondientes, reatllzéas usadas en el paso anterior.
Tras esto, se desarmaron los montajes de sedint@ntase trasladaron los cubres,
mediante pinzas, a placas de pocillos debidamet@rtificadas en las que se
realizaron los pasos siguientes, dejando siempearkacon las células hacia arriba
y reservando una calle para cada cubreobjetos] gringer pocillo, se lavo cada
uno los cubres durante 20 min con 2 ml de medioulteyo a la misma salinidad
gue el correspondiente cultivo sedimentado y digilo mediante filtracion en

jeringa.

4. Postfijado: antes de pasar al segundo pocillo se dispusiesonubres en la cara
interna de la tapa de la placa, ocupando el esgaciespondiente a cada pocillo
utilizado para lavar el lugol, y se afadio, medtamha micropipeta, Os &obre

cada uno de ellos hasta cubrirlo por comple&O(ul por cubre). Se dejaron fijar
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durante unos 30 min y pasado este tiempo se reeb@8 Q con una pipeta y se

deseché en un Eppendorf.

5. Lavado: se pasaron los cubres al siguiente pocillo daesgectivas calles, donde
se lavaron, 3 veces, con 2 ml de agua destiladenttub min cada vez, utilizando
para ayudarse en el manejo de los portas un puoadmw complemento a las

pinzas.

6. Deshidratacion una vez lavados los cubres se pasaron al sigupatillo dando
inicio a una serie de bafios de etanol de graduasiéendente para deshidratar las
células, realizandose cada bafio en un pocillontlistLa serie comprendia de 4-6
pasos/pocillos segun lo sensibles a la deshidéatague fueran las células. Las
graduaciones en cada paso fueron las siguientes5@®070, 90, 95, 98% v,
finalmente, 2 bafos de alcohol absoluto. Los cubeemantuvieron en cada bafio
un minimo de 5 min, a excepcién de los bafios dehalcabsoluto en los que se
mantuvieron un minimo de 10 min. Los pasos de 98% solo se realizaron con

células bastante sensibles a la deshidrataciore{pmplo algas sin pared celular).

Tras la deshidratacion en alcohol, y como susfitua la técnica de punto
critico del CQ, los cubres se sometieron a 2 banos de 1 ml darhletddisilazano

(HMDS) de 5 min de duracion cada uno (también amllpe separados).

Finalmente se depositaron los cubres en una macpocillos limpia y
debidamente identificada, y se guardaron en uncddse hasta el montaje de las

muestras sobre los soportes para SEM, tambiéndiesnstabs.

7. Montaje: para el montaje en los stabs, primero se ideatidin éstos debidamente y
se les puso, en la cara que no lleva agujero, otiagle cemento conductor de
carbon Leit-C (Agar Scientific Ltd., Stansted, Reidnido), extendiéndose hasta
cubrir la superficie donde iba a ir el cubre, ygoese coloco éste sobre el
pegamento por la cara que no lleva las célulado&mrasos en los que en el stab
cupiera mas de un cubre se repitié la operaciércada uno y se identificaron por
separado tanto en los laterales del stab como erarka que es observable al

microscopio para facilitar la orientacion durardgeobservacion al microscopio. Se
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puso también un poco de pegamento cubriendo ligeramios laterales de cada

cubre, para mejorar el agarre.

Para terminar se guardaron los stabs con los subrentados en el
desecador hasta el dia siguiente o, al menos, hab&xse evaporado el solvente
del adhesivo de montaje, puesto que a la hora @ s muestras se las somete al
vacio y si quedara algo de liquido, éste se evapodificultando el dorado, el

pegado y/o la integridad del cubre.

8. Contrastado: se cubrieron las muestras con una fina capa aejue reflejara los
electrones mediante un recubridor de oro Fine myatsputter JFC-1100 (JEOL
Ltd., Tokio, Japon) y se guardaron en desecadotahsis observacion en el
microscopio electronico de barrido, que en estadastfue un Hitachi S-4800
(Hitachi Ltd., Tokio, Japon).

4.3. Resultados y discusion

4.3.1.Eutreptiellada Cunha

El géneroEutreptiellada Cunha estd compuesto por protistas de vida ¢ibn
perfil generalmente ovoide, fusiforme o clavadaopgue gracias a su capacidad para
realizar un tipo de movimiento por arrastre llamadetabolia o movimiento
euglenoide, pueden cambiar de forma con relatigdidad (Butcher 1961, Walne &
Kivic 1990). Su membrana plasmatica es desnudaieado tanto de pared como de
escamas, aunque esté reforzada interiormente pgenplasto llamado pelicula. La
pelicula es una estructura compleja de soportdacetompuesta por la membrana
plasmatica, de tres capas lipidicas en este gébandas proteinaceas, microtubulos de
soporte y cisternas tubulares del reticulo endopdéiso (Sommer 1965, Leander &
Farmer 2000). En estudios realizados con espe@kgeahero afinEuglenase ha
observado que esta pelicula interviene en los asnide forma necesarios para la
generacion del movimiento euglenoide (Suzaki & \filson 1986, Leander & Farmer
2000). EnEutreptiellaeste tipo de movimiento es habitual entre lasrdasi especies y

es, en general, vigoroso. Ademas, la naturalezéasldandas de la pelicula y, en
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Eutrptiella en concreto, el nimero de éstas por cada 10 pane timportancia
taxondémica (Walnet al. 1986, Leander & Farmer 2000, Leander & Farmer 2001

Los euglenoides fototrofos suelen tener gran dadtde cuerpos muciferos bajo
la pelicula, posiblemente relacionados, entre dtnasiones, con la metabolia (Leander
& Farmer 2000), y el géneieutreptiellano es una excepcion en este sentido (Weine
al. 1986).

Los flagelos, como en el resto de euglenofitasinsertan en el final de una
cavidad flagelar en la que se pueden diferencpartes: la apertura al exterior, llamada
citostomo, la parte central, lamada canal o gaeggra parte final abultada, conocida
como reserva (Sommer 1965, Walne & Kivic 1990, Witk & Hindak 2005). Tienen
de 2 a 4 flagelos con longitudes diferentes. Saerbdinamicos, los cortos agitandose
de manera mas rigida y los largos con ondulaciogesino de ellos porta un
abultamiento llamado cuerpo paraflagelar, que foetraparato fotosensible de la célula
junto con un estigma extraplastidial que aparet® misma altura que dicho cuerpo
pero en el citoplasma cercano a la membrana del ¢Batcher 1961, Walne & Kivic
1990, Marinet al. 2003). Otra caracteristica de los flagelos de eggteero, que
comparten con el resto de las euglenoficeas, leschb de ser esticonematicos, o lo que
es lo mismo, portar una sola hilera de pelos, gigenas pueden ser de mas de un tipo
distinto (Butcher 1961, Walne & Kivic 1990, StoriR07).

Los cloroplastos, de tres membranas como en &l deseuglenoides fototrofos
(Walne & Kivic 1990), pueden variar segun la espede manera que pueden ser desde
uno solo, con forma de placa lobulada o reticuladata 10 o0 mas, de menor tamafio y
con formas que van desde discoideas hasta plao@s, o bandas mas alargadas
(Butcher 1961, Walnet al. 1986). Estos plastos, cuando aparecen en granrafme
pueden en ocasiones estar organizados en clistegagpos en torno a un agregado

formado por los pirenoides de cada uno.

Los pirenoides pueden tener una cubierta comppestgranulos de paramilon
(a-1,3 glucano), que es la sustancia de reservaatijeclas euglenophyceas (Maenh
al. 2003). El paramilon también suele aparecer enugpande distintas formas y

tamafos esparcidos por el citoplasma. Ademas delnmpan, al menos algunas
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especies, también pueden tener vacuolas de cris@ana (-1,3 y f-1,6 glucano)

como material de reserva (Throndsen 1973).

A diferencia de otros euglenoides, el géndrutreptiella lo forman
exclusivamente protistas fototroficos y no se cenoccélulas incoloras, no
fotosintéticas, entre sus integrantes. Tras |lasi@vide Marin y colaboradores (2003), el
género queda compuesto por 10 especies principtdmearinas, pero que también
aparecen comunmente en los estuarios, como es@l par ejemplo, de la espeétie
gymnasticaque es capaz de crecer sin problemas en un dmgalinidad de 5 a 35
(Throndsen 1973, Walnet al. 1986). La especie tipo €utreptiella marina descrita
superficialmente por da Cunha (1914) y méas amplgeng@or Norris (1964). La
reproduccioén, como en el resto de euglenofitaggsesual y por una division celular
longitudinal que comienza por la parte anterioreyegtiende hacia la parte posterior
(Wotowski & Hindak 2005).

En cuanto a su distribucion, son cosmopolitasératn sido halladas especies de
este género en Nueva Zelanda (Norris 1964), RemddJButcher 1961), EE. UU. y
Dinamarca (Walnet al. 1986), Brasil (da Cunha 1914), Noruega, Bélgicalahda, el
mar Adriatico, Japon (Throndsen 1973 y sus reféasihclas costas del este de Rusia
(Stonik 2007), y hasta en el Artico (Throndsen 299Bn ocasiones pueden

protagonizar floraciones en las que llegan a alaaltas densidades (Stonik 2007).

En el presente estudio se han analizado 5 ceglaslas del estuario del Nervién
adscritas al génengutreptiella 2 de ellas pertenecientes a la espEcieupharyngey

las otras 3 a la espedte gymnastica



132 Eutreptiella eupharyngea

4.3.1.1.Eutreptiella eupharynge®oestrup & Norris

Se han analizado 2 cepas pertenecientes a estaee$pGA0Ll y CGAO2.
- Caracteristicas destacables

- Aspecto general: células biflageladas, acrocontas y heterocontas, wo
flagelo mas largo que otro. El extremo anteriotges, el que va primero en el
sentido habitual del movimiento, en contraposicainposterior que es el
contrario) suele ser ovalado o truncado, en la €pAO01, mientras que suele
ser truncado, pudiendo también ser redondead@ticelien la cepa CGA02. A
veces, en este extremo puede observarse una pemusian. Se trata del
citostomo o inicio de la cavidad celular que alladas flagelos, (Lam. 1, Fig. 4;
Lam. 2, Fig. 2). Esta cavidad puede llegar a exes®l hasta casi 3/4 de su
longitud total al menos en la cepa de Febrero @Gm(L3, Fig. 4). El extremo
posterior suele ser acuminado o conico (LAm. 1, Bigel aspecto general de la
célula nadadora es algo ahusado aunque con ehextaterior como se ha
explicado (Lam. 1, Figs 1 y 3). El cuerpo celukem, reposo, suele tener una
curva mas o menos marcada sobre la parte cerdraglid da a la célula una
forma de S o la apariencia de llevar joroba (Lankid. 2; LAdm. 2, Figs. 2 y 4).
Las células que realizan el movimiento euglenoideen la forma cambiante
tipica de este movimiento debido a las ondas dsigreque deforman su
citoplasma, estrechandolo en algunas zonas y aldofao abultandolo en otras
(Lam. 2, Figs. 1y 3).

- Dimensiones tienen una longitud, incluyendo las células gstare realizando
el movimiento euglenoide, de 14-75 yum y una ancli@e-12 um, con un
flagelo corto de 7-21 pm de longitud y uno larg®28e59 um (Tablas 4.2.-4.3.).

- Cloroplasto: las células tienen multitud de pequefios cloréptason forma de
banda o de disco mas o menos alargado, de colde Wegrba con algunos tonos

de amarillo y textura lisa, repartidos por toddosigitud (Lam. 2, Fig. 3).
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Tabla 4.Z.: principales dimensiones de la cepCGAO01 de Eutreptiella eupharyngea. La unidad de medida es el

pum para todas las dimensiones y parametros indic&aiire paréntesis se indica el nimero de medféatuadas.

Longitud Anchura Flagelo Corto Flagelo Largo
(n=55) (n=55) (n=21) (n=20)
Medias 30,11 8,87 13,37 32,92
Rangos 14-75 5-12 7-21 20-59
Menor 13,92 5,12 7,09 19,89
Mayor 74,75 11,54 21,15 58,63

Tabla 4.3 principales dimensiones de la cepCGAO02 de Eutreptiella eupharyngea. La unidad de medida es el

pum para todas las dimensiones y parametros indic&aiire paréntesis se indica el nimero de medféatuiadas.

Longitud Anchura Flagelo Corto Flagelo Largo
(n=29) (n=29) (n=13) (n=13)
Medias 30,03 9,47 13,52 42,09
Rangos 17-55 6-12 9-17 25-57
Menor 17,3 5,51 8,87 25,49
Mayor 54,56 12,16 17,17 56,52

- Estigma un Unico estigma amarillo que suele estar paséddo cerca del
canal, habitualmente hacia la parte anterior d®lala, aunque puede aparecer
hacia la mitad de la célula, y tiene forma redoddealgo alongada o cilindrica
(Lam. 2, Fig. 1). En algunas células se han obdervesparcidos por toda su
longitud, 1 6 mas granulos redondeados de distiatoafios, y de pigmentacion
similar al de los estigmas, amarilla, anaranjadan&s oscura, que quizas
pudieran ser vacuolas de digestion (Lam. 1, Fig.aim. 2, Fig. 1). En algunas

células no se ha podido apreciar ni estigma niwo&rpigmentados.

- Pirenoide en la cepa CGAO1 se han podido observar 2 pidescen algunas

células, aunque solo tras emplear una tincion deaamin G (Lam. 2, Fig 4),
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mientras que en la cepa CGAO02 no se ha podido \arseirenoide alguno.
Situados cada uno a medio camino del centro hacipalte anterior y la
posterior de la célula, respectivamente, ambosaparrodeados de al menos 2

grandes granulos en forma de taza.

- Division celular: solo se ha podido observar en la cepa CGAOLl.skn éna
célula madre da 2 células hijas que se mantiendanda unidas hasta que
finaliza la citocinesis, que comienza por la zomde@dor de la célula y se

extiende hacia la parte posterior (Lam. 2, Fig. 5).

- Movimiento: para la cepa CGAOl se han registrado tramos méemos

rectos pero con una pequefia ondulacion seguiddsagectorias curvadas o
cambios de direccion importantes (90-180°), estisnas describiendo curvas
cerradas sin necesidad de detencion de la marambién pueden moverse
lentamente describiendo tirabuzones o girar sobraigmas. EI movimiento

euglenoide se repite en ciclos de unos 10 segu&mt@ a la cepa CGAO02 se ha
observado que los avances se realizan con rotdeida célula alrededor de su
eje longitudinal. También pueden realizar el moem® euglenoide incluso
durante la natacidén y nadar tramos cortos hacés g@ara maniobrar e invertir el
sentido de la marcha. Durante el movimiento eugtendas células pueden

llegar incluso a doblar su tamafio.

- Otras caracteristicas destacables

- Algunas células muestran algo similar a una zaneular clara de
exclusiéon de cloroplastos que podria tratarse dergéanulo, posiblemente el
nucleo, apreciado sobre el contraste negativoedar los plastos (Lam. 1, Fig.
4; Lam. 2, Fig. 2).

- En las puntas de los flagelos largos de algw#hslas se pueden
apreciar los restos de lo que podria ser una Hiegrandes pelos tapizando una
Unica cara (Lam. 3, Fig. 2).
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- Al menos en algunas células la pelicula estriddafibras que les
permite realizar el movimiento euglenoide es bastannspicua (Lam. 3, Fig.
3) y en 2 células de la cepa CGAO1 pudo contarsaleero de estrias de la
pelicula por 10 um, siendo éste de 22 (en unaadésiirada) y 30 (en una

relajada) respectivamente.

- En algunas células, gracias a la tincion concazoin G, pudieron
observarse multitud de granulos, supuestamenteaclengdon, esparcidos por
todo el citoplasma. Estos granulos tienen formaewvddadas a cilindricas y un

tamafio de 2-3 um (Lam. 3, Fig. 1).

- Especie propuestaa pesar de que el rango de tamafos se sale urppotmbajo del
referido en la descripcion original de la espetifalpeet al. 1986), 14-74 um frente
35-70 um, el resto de caracteristicas morfologide®rvadas apuntan a que se trata de
Eutreptiella eupharynged@or ejemplo: los pirenoides con cubierta de geargtanulos,

en este caso parecian ser 2 y con forma de tazajraaro de estrias de la pelicula en
10 um entre 18-25; y el tamafio y la forma de I@nglos de paramilon esparcidos por

el citoplasma, pequefos y elongados, de unos 2:3 pm

La cubierta del pirenoide podria llevarnos a codfda conE. gymnastica E.
cornubiensgque tiene 2 granulos similares, pero el tamafntasleélulas y la forma
caracteristica de S que se ha podido observaganad células (Lam. 1, Fig. 2; Lam. 2,

Figs. 2 y 4) sefalan hadia eupharyngea

En cuanto a la distribucion de esta especie ocaritabe destacar que ha sido
encontrada ademas de en el estuario del NerviGra(®eet al. 2006, este estudio), en
aguas de Dinamarca y EE. UU. (Wakteal. 1986), en Japdn (Throndsen 1993) y en la
costa del este de Rusia, siendo frecuente formatiofiraciones (Stonik 2007), en el
estrcho de Kattegat (Throndseinal. 2007b) y finalmente en el Mar de Barents, al norte
de Noruega y Rusia (Rat’kova & Wassmann 2002, Bad & Wassmann 2005).
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LAMINA 1

Fig. 1 célula nadadora con el extremo anterior ovaladb gosterior acuminado en la que se pueden apracia

menos 2 grandes granulos pigmentados.

Fig. 22 una célula fijada con lugol, con el extremo aotetruncado y el posterior acuminado que muesra |

caracteristica joroba en el centro vy los 2 flagelo

Fig. 3 célula nadadora fijada con lugol con el extrenmbedor truncado y el posterior cénico. Obsérvese |

diferencia de longitud entre el flagelo largo yaairto.

Fig. 4: el inicio de la faringe en la parte anterior ytma clara central de exclusion de cloroplastoséiulas que

han perdido sus flagelos.

Todas las Figs. obtenidas a 1000X. Figs. 1 y 3mtlacescala de la Fig. 1. Figs. 1 y 3-5 corresporaléa cepa
CGAOly Fig. 2 alacepa CGAO2.
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LAMINA 1
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LAMINA 2

Fig. 1 células euglenoides. Notese que la célula infenigestra un estigma en la parte anterior y pecugf@mulos

pigmentados extendidos por el resto del cuerpdarelu

Fig. 2: curva en forma de joroba caracteristic&Edeupharynge# la zona clara central en una célula sin flagelos

Fig. 3: célula euglenoide en la que se puede aprecfarrtaa de banda de los cloroplastos.

Fig. 4: tincidn con azocarmin G en la que se observacéhda que muestra la caracteristica curva en fateng y

dos pirenoide (flechas) rodeados de 2 granulosremef de taza.

Fig. 5. un par de células en division fijadas con lugapynto de separarse.

Todas las Figs. obtenidas a 1000X. Fig. 4 obtemddiante Optica de campo oscuro. Figs. 1-4 cosdale de la

Fig. 1. Todas las Figs. corresponden a la cepa CGAO1
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Fig. 1 célula tefiida con azocarmin G que muestra urpleisma repleto de pequefios granulos, posiblemente d

paramilén.

Fig. 2: célula en la que ademas de las estrias que eackarmembrana plasmatica, ain se pueden aprégismoa
pelos, o los restos de ellos, en ambos flagelasifurcacién en el extremo antiapical de la cépddria deberse a

un artefacto de la fijacion o la preparacion delestra para SEM.

Fig. 3: célula en la que se aprecia la pelicula estgadgaenvuelve su periferia.

Fig. 4 célula con una prolongada cavidad que va desdgrteimo anterior hasta méas alld de su mitad. leabds

marcan el inicio y el final.

Todas las Figs. obtenidas a 1000X excepto la Fi§iga. 1 y 3 obtenidas mediante éptica de contdsstiases y la
Fig. 2 mediante SEM. Figs. 3-4 con la escala deida3. Figs. 1-2 corresponden a la cepa CGAOls.Be4 a la
cepa CGAO2.



Eutreptiella eupharyngea 141

LAMINA 3




142 Eutreptiella gymnastica

4.3.1.2 Eutreptiella gymnasticdhrondsen

Se han analizado 3 cepas que han sido adscrtsta @specie: CGA03, CGA04
y CGAO05.

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células biflageladas, heterocontas, con un flagéls largo
que otro, y acrocontas. Las células que no estalizaado el movimiento
euglenoide tienen una forma mas o menos eliptisAusada en vista amplia
(por su cara mas ancha, empleado en adelante tramosicion a vista estrecha,
esto es, por su cara estrecha). La parte anteremtepser algo roma, redondeada,
ovalada, eliptica o truncada. El extremo postepor,su parte, suele ser cénico,
lanceolado o acuminado (Lam. 4, Figs. 1-6). Enavigtintal son circulares por
lo que se puede concluir que semejan cilindros wum base redondeada y la
otra aguzada.

- Dimensiones 12-40 um de longitud, incluyendo las células irealdo el
movimiento euglenoide, por 5-15 um de ancho. Fagelto de 6-19 um de
longitud y el largo de 13-41 um (Tablas 4.4.-4.6.).

Tabla 4.4.: principales dimensiones de la cepCGAO03 de Eutreptiella gymnastica. La unidad de medida es el um
para todas las dimensiones y parametros indic&aie paréntesis se indica el nimero de medidatuefdas.

Longitud Anchura Flagelo Flagelo Largo
(n=36) (n=36) Corto(n=20) (n=29)
Medias 22,94 8,86 11,66 23,61
Rangos 16-40 6-15 7-19 16-34
Menor 16,47 6,13 7,15 15,76
Mayor 40,38 14,78 18,83 34,33
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Tabla 4.5.: principales dimensiones de la cepCGA04 deEutreptiella gymnastica. La unidad de medida es el um

para todas las dimensiones y pardmetros indic&aitee paréntesis se indica el nimero de medidatuefias.

Longitud Anchura Flagelo Corto Flagelo Largo
(n=36) (n=36) (n=26) (n=23)
Medias 17,74 9,21 8,36 19,94
Rangos 13-27 5-13 6-11 13-39
Menor 13,01 5,45 5,84 13,1
Mayor 27,20 13,34 11,24 38,92

Tabla 4.6.: principales dimensiones de la cepCGAO05 de Eutreptiella gymnastica. La unidad de medida es el um

para todas las dimensiones y parametros indic&aiige paréntesis se indica el nimero de medidatuefdas.

Longitud Anchura Flagelo C orto Flagelo Largo
(n=27) (n=27) (n=22) (n=23)
Medias 19,06 8,37 10,44 26,64
Rangos 12-32 6-11 8-16 16-41
Menor 12,46 6,43 7,8 16,22
Mayor 31,55 11,2 15,93 41,43

- Cloroplasto: las células pueden tener un Unico cloroplastadgajue parece
mas o menos reticulado, bien perforado con algaesturas o con varios
I6bulos no muy profundos, o también pueden teneioygoequenos plastos
discoides o en forma de placa o cinta alargada @arigs. 1-5; Ladm. 5, Figs 1-
2 y 4-5). En la cepa CGA04 solo se pudo observainico plasto. Su color es
verde con tonos amarillentos. En cualquier caso,smelen ocupar toda la
longitud celular, dejando a menudo algun espaciacgbrir hacia los extremos,

por lo general hacia la parte posterior.

- Estigma: por lo general un unico estigma amarillo que eswgarecer en la
mitad anterior de la célula, y tiene forma redonldealgo alongada o cilindrica,
(Lam. 4, Fig. 1, 3y 5; Ldm. 5, Fig. 4).
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- Pirenoide un Unico pirenoide, no siempre visible, que swgdarecer en la
zona media de la célula en posicion parietal (LanFigs. 2; Lam 5, Fig. 6).
Tiene forma redondeada pudiendo llegar a ser tantie&agonal en las cepas
CGAO04 y CGAO05, y hasta octogonal en esta ultimagsee un tono azulado que
contrasta sobre el verde del cloroplasto (LAm.igs.FB-4, Lam. 5, Figs. 6-7 y
9). Algunas veces el pirenoide muestra una linesalia central que lo parte
por la mitad (Lam. 4, Figs. 2, 5 y 7). En cuanttaacubierta pirenoidal, en
ocasiones son apreciables 1-2 granulos en fornéweda o de taza, con mas o
menos curvatura, que rodean el pirenoide practinteren su totalidad (Lam. 4,
Figs. 2, 5y 7; Lam. 5, Figs. 6-7 y 9-10). En algsitélulas, quizas en proceso

de division, se han llegado a apreciar 2 pirenofdas. 5, Fig. 11).

- Division celular: solo se ha podido observar en la cepa CGAQ5, esria

tipica descrita para las euglenofitas (Wotowski &dék 2005). En ésta, una
célula madre da 2 células hijas que se mantiendand@ unidas hasta que
finaliza la citocinesis, que comienza por la zomée@dor de la célula y se

extiende hacia la parte posterior (Lam. 5, Fig. 3).

- Movimiento: las células pueden moverse mediante los flagedadizando el
movimiento euglenoide (Lam. 4, Fig. 7) o bien umenbinacion de ambos.
Cuando utilizan los flagelos, generalmente el ldogagitan estando enroscado
alrededor de la célula, mientras que el corto #a agtendido (Lam. 4, Fig. 1).
El movimiento mediante los flagelos normalmentgdl@nida una rotacion en
torno al eje longitudinal de la célula, que puddgdr a ser relativamente rapida.
Esta rotacion también puede darse con la céluleniizt al menos en la cepa
CGAO03. Suelen realizar tramos largos, mas 0 meao®s y, en ocasiones,
ondulados, seguidos de cambios de direccion, iochesyores de 90°, realizados
sin detenerse y girando de manera cerrada. Y tangmé capaces de nadar
describiendo tirabuzones o girar en torno a un u@ante de su extremo
anterior o sobre si mismas. En la cepa CGAQ5 elimewnto suele ser, en
general, mas pausado, incluso el euglenoide, yrao®s rectos suelen carecer
de ondulaciones. Por otro lado, en la cepa CGAOhalimiento euglenoide

puede ser bastante rapido, realizandose un ciohpledo en 10 segundos.
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- Otras caracteristicas destacables

- Algunas células muestran granulos translucidmssiblemente de
paramilonla sustancia de reserva de las euglenofitas, dgrh-8e longitud con
forma méas o menos cilindrica extendidos por todaélala (LAdm. 4, Fig. 7;
Lam. 5, Fig. 1).

- En la cepa CGAO5 se ha podido determinar el marde estrias en la

membrana por cada 10 um en nimero de 17-21 (LaRig512).

- Especie propuestaEutreptiella gymnasticaaunque las dimensiones no concuerdan
del todo, habiéndose observado algunas célulaagelfis mas cortos o largos de lo
comentado para esta especie por Walne y colabeadd®86) (16-40 um de longitud
en este estudio frente a 17-38 um) si que coingidanlongitud al menos, con las
registradas por Stonik (2007).

El hecho de poder tener un Unico cloroplasto ukttn o muchos discoides,
unido a la naturaleza de la cobertura pirenoiddgreafio de los granulos de paramilén
(1-2 um) y su distribucion por todo el citoplasnemnbién sefialan hacia la especie
Eutreptiella gymnasticdWalneet al. 1986, Stonik 2007) pese a que Throndsen (1973)
comenta que ningun tilacoide penetra la matrizpitelnoide y en la bibliografia no se
hace referencia a un pirenoide partido en ningdmemto. Serian necesarios cortes

citolégicos para confirmar la presencia de eseditie.

Esta especie neritica ha sido observada durarme afios en el estuario del
Nervion (Seoanet al.2006), en el mar Baltico, las costas de Finlaf@ia et al. 1996,
Toming & Jaanus 2007), el Artico, los mares de Whjt Barents (Rat’kova &
Wassmann 2002, Rat’kova & Wassmann 2005), ha pidwmidloraciones con relativa
frecuencia en las costas de Korea del Sur (Leend& 2006) y Rusia (Stonik 2007), en
el estrecho de Korea y el mar del JapOn respectimtany también en las costas de
Noruega (Throndseet al. 2007b).
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Fig. 1 aspecto general de una célula nadadora con etnextanterior truncado y el posterior ligeramente
lanceolado. El flagelo largo se agita enroscadedalior del cuerpo mientras que el corto esta exierithcia el
anterior de la célula. El cloroplasto parece ligegate lobulado y aparece un estigma en la mitagtianizquierda

hacia el centro de la célula.

Fig. 2 pirenoide en situacidn parietal en una célula estremo anterior truncado y posterior lanceolddb.
recuadro muestra una ampliacion (2X) del pireneidda que se aprecia como se encuentra partidia poitad. El
cloroplasto es similar al de la Fig.1

Fig. 3. célula con el extremo anterior redondeado queetien cloroplasto sin apenas lobulacién y un amplio
pirenoide central sin cubierta aparente (igual gnda Fig. 4). Notese el estigma cercano al pidmohacia el
extremo anterior.

Fig. 4: cloroplasto que no llega ni al extremo antemical posterior.

Fig. 5: célula con pirenoide aparentemente partido yestdoipor 2 granulos, un cloroplasto aparentemesrt®ado

y un estigma desenfocado (punto oscuro) haciatedrer anterior.

Fig. 6: célula nadadora que ha perdido sus flagelos xtwareo anterior eliptico y posterior acuminado.

Fig. 7: célula en la que se observa un pirenoide, erieaqmad partido y con una cubierta compuesta pgmradulos
con forma de béveda, ampliado en el recuadro (2&mbién pueden observarse varios granulos cilioslric
posiblemente de paramilén, repartidos por el cispla (flecha).

Fig. 8 células realizando el movimiento euglenoide.

Todas las figuras obtenidas a 1000X. Figs. 1-4la@scala de la Fig. 1 y Figs. 6-8 con la de lag-igas Figs. 1-4
corresponden a la cepa CGAO04, la Fig. 5 a la cepaO5G#A las Figs. 6-8 a la cepa CGAO3
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Fig. 1: célula en la que se pueden apreciar pequefioslgsate paramilon por todo el citoplasma.

Fig. 2: detalle del plasto reticulado de la célula eRita 1.

Fig. 3: division celular (400X).

Fig. 4: aspecto general de una célula nadadora con oo dhuroplasto reticulado y un prominente estigma.

Fig. 5. sefal de autofluorescencia de una célula coriptedtcloroplastos discoides.

Figs. 6-7 pirenoides con forma hexagonal (Fig. 6) y oct@dRig. 7).

Fig. 8 detalle del posicionamiento parietal del pireeoid

Fig. 9: cubierta pirenoidal compuesta por 2 granulosande un pirenoide mas o menos hexagonal.

Fig. 10 detalle de un pirenoide cubierto en aparienofaup Gnico granulo.

Fig. 11 detalle de 2 pirenoides en una misma célula gséhfemente haya comenzado el proceso de duplicaeio

organulos previo a la division celular.

Fig. 12 célula sin flagelos en la que se pueden apretaaamente las estrias de la membrana y la enttada

faringe en su extremo anterior (a la izquierdaadenagen).

Todas las Figs., excepto las Figs. 3y 12, obterddh000X. Figs. 2 y 5 obtenidas mediante epifsm®rcia, Figs. 3
y 6-8 de cultivos fijados con lugol y Fig. 12 obtnmediante SEM. Figs. 1-2 con la escala de lalFiggs. 4-5
con la escala de la Fig. 4. y Figs. 6-11, con liadgg. 6. Todas las Figs. corresponden a la G£pa05.
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4.3.2.Mamiella(Parke & Rayns) Moestrup

Este género monoespecifico de prasinoficeas, aeststituido por la especie
Mamiella gilva cuyas células estdn provistas de 2 flagelos oser¢ion lateral e
iguales en longitud, subiguales u ocasionalmentggdales. Descrita inicialmente
como Nephroselmis gilvgpor Parke y Rayns (1964), fue renombrada cdfamiella
por Moestrup (1984a). Las células tienen unas déiners aproximadas de 4-6,5 x 3-
4,5 x 3-4 um y los flagelos tienen de 2 y 1/2 a 3/¥ veces la longitud celular,
naciendo de la superficie cOncava y mas estrechasdeelulas (Parke & Rayns 1964,
Moestrup 1984a), la que seria la cara ventral, a@raposicion a la cara dorsal o

convexa, usando la terminologia de Suda (2003)glagénero afitlNephroselmis

Al igual que otras prasinoficeas, las células gilva tienen una cubierta de
escamas no mineralizadas. En el caso de esta edpambertura consiste en una sola
capa de escamas, 0 puede que 2, no esta muy aterdorma de tela de arafia, que
recubren tanto el cuerpo celular como los flagelestas escamas tienen una base
formada por nervios radiales que parten de su cemicia el exterior y nervios
concéntricos que unen los radiales entre si, quiedéos espacios entre ellos vacios
(Parke & Rayns 1964, Moestrup 1984a, LeRoi & Haledf 2006). Sin embargo la
naturaleza de las escamas de esta cobertura esntifalistinguiéndose 6 tipos de

escamas.

Hay 2 tipos de escamas corporales: unas mayoeesardafio similar a las
flagelares (200-300 nm), y otras mas pequefias Z000Am) (LeRoi & Hallegraeff
2006). Segun Moestrup (1984a), las escamas coegonmalenores difieren de las
mayores, aparte del tamafio, en el patrén de neradiantes del centro de la escama
hacia el exterior, pasando a doblarse de 4 a &®rmpéquefias y de 8 a 16 en las
mayores. El mismo trabajo afirma que las escamamres podrian formar una capa
interna cubierta por una capa de las mas grandeke § Rayns (1964), diferenciaban
las escamas corporales de las flagelares en baisdoama, a parte de la presencia de
espinas en estas ultimas. Asi, describen las 8eggelcomo hexagonales, mientras que

las corporales serian octogonales.
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Las escamas flagelares, de unos 150-250 nm deett@nastan provistas de una
espina, como ya se ha dicho, de unos 150-230 nilondeéud. Estas espinas forman 8
lineas longitudinales alrededor de cada flagelok@& Rayns 1964, Moestrup 1984a,
LeRoi & Hallegraeff 2006) a diferencia de los gésd?yramimonas Halosphaeraen
los que escamas flagelares similares forman 9dif/dantonet. al. 1963). Sus nervios

radiales se doblan en nimero desde el centro leap@iferia, pasando de 7 a 14.

Por otro lado, segun Marin y Melkonian (1994),sando la propia terminologia
desarrollada en ese mismo trabajo, en los flagetqsueden observar 3 tipos de pelos:
(1) pelos T (pelos tipdetraselmiy compuestos por un filamento proximal por el que
se unen al falgelo, un asta tubular lisa, un cdojule subunidades distales esfericas o
discoideas, y un filamento distal rematando el jp@ppelos de punta flagelar con una
estructura esencialmente igual a los anteiore$3)ypelos P (Pelos laterales tipo
Pterosperm@ mucho mayores que los pelos T, con un filam@néximal seguido de
un asta mas gruesa y recubierta de material glolyul@matados por 2 grupos de

subunidades, las centrales y las distales.

Entre las particularidades morfolégicas de estegecabe destacar que tiene un
cloroplasto parietal situado con la parte no lothalhacia la parte convexa de la célula,
o la dorsal segun Suda (2003), y los 2 I6bulosrehtids hacia la cara ventral de la
célula. El estigma, por su parte, se sitia en teémo dorsal del cloroplasto, en la zona
no lobulada, en concreto en la superficie de laregue contiene el pirenoide, cuya
cubierta la forma una placa casi continua de almiddoestrup 1984a, Parke & Rayns
1964). Finalmente, se ha observado la presena@atdegsomas en el citoplasma cercano
a los lébulos del cloroplasto (Moestrup 1984a).o&sestan repletos con una

combinacion de material granular vy fibrilar.

En cuanto a su distribucion, esta especie maargdo hallada con anterioridad
en el estuario del Nervion (Seoagteal. 2005). en las costas Inglesas (Parke & Rayns
1964), Tailandia, Dinamarca y Nueva Zelanda (Mogstt984a y referencias en ese
mismo trabajo), en Australia, al sur de TasmaneR@ & Hallegraeff 2006), rara vez
en las costas noruegas (Throndséral. 2007a), en las aguas cercanas a California
(Thomsen & Buck 1998) y también convtamiella sp.en las costas japonesB8EHS



152 Mamiella

Microbial Culture Colectioncepas NIES-2310 y NIES-2329) y en Canada (Smith &
Hobson 1994).

Una unica cepa de este género, aislada del pderfierbana, en el estuario del

Nervion, ha podido ser analizada en este estudio.



Mamiella gilva 153

4.3.2.1.Mamiella gilva(Parke & Rayns) Moestrup

De esta especie solo se ha podido analizar ursa C&pA06.
- Caracteristicas destacables

- Aspecto general: células biflageladas, con flagelos que se insertan
lateralmente y van de tener practicamente el migmmfio, a ser subiguales o
incluso desiguales. En vista lateral las célulasdpua tener aspecto discoideo
con el extremo ventral mas o menos truncado (Larkigs. 1-3 y 10; Lam. 7,
Fig. 3). También hay células oblongas y algunasl@garte ventral ligeramente
lobulada lo que les da una forma algo acorazonaéa.(6, Figs. 3 y 11; Lam.

7, Fig. 7). En vista ventral tienen forma circulde rectangulo redondeado u
ovalada (Lam. 6, Figs. 8 y 12; Lam. 7, Fig. 1).

- Dimensiones:en vista lateral tienen de 5-8 um de longitud £t um de

altura. Los flagelos tienen de 11-29 um de longfitabla 4.7.).

Tabla 4.7.: principales dimensiones de la cepCGAO6 de Mamiella gilva. La unidad de medida es el um para

todas las dimensiones y parametros indicados. paténtesis se indica el nimero de medidas efexsuad

Longitud (n=27) Altura (n=23) Flagelos (n=48)
Medias 5,98 5,51 19,53
Rangos 5-8 4-7 11-29
Menor 4,66 4,29 10,95
Mayor 7,88 7,35 28,92

- Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde con tonos dlosiy textura
por lo general lisa. En cuanto a la lobulacionepan tener 2 I6bulos principales
gue a su vez pueden dividirse en 2 cada uno haaatemo ventral de la
célula. En algunas células solo aparece lobulagiceh otras los 2 por lo que
pueden verse células con 3y 4 I6bulos (Lam. &.FHeP), quizas en células que

han comenzado la duplicacion de los organulos arevila citocinesis. En
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cualquier caso los I6bulos principales parecenirpdesde la parte dorsal de la
célula, pudiendo estar mas o menos desarrolladodortha que en algunas
células llegan a ocupar toda su altura y en otasiman hacia la mitad. Segun
lo oblonga que sea la célula los I6bulos puedeseneberse casi en paralelo hacia

el extremo ventral o tender a separarse (Lam.g8, Bi4).

- Estigma: 1-2 estigmas amarillentos poco notorios y que éx@@ecian en
todas las células. Se pueden encontrar situad@nceh la mitad ventral o bien
en la mitad dorsal, llegando incluso hasta el extredorsal de la célula, y
pueden situarse parietal o centralmente, ya sdéasddbulos del plasto o en la
parte no lobulada de éste (Lam. 6, Figs. 5, 8y1@2; Lam. 7, Fig. 1).

- Pirenoide: un unico pirenoide dificil de apreciar y no vigibén todas las

células. Tiene una forma redondeada, eliptica ladaay una situacion basal y
central (Lam. 6, Figs. 8 y 11-12). En algunas e&luse han observado 2,
posiblemente estadios previos a la division celflaam. 7, Figs.1-2). La

cubierta pirenoidal parece estar compuesta poraBuips en forma de cupula
(Lam. 7, Fig. 2).

- Divisidn celular: en apariencia una célula madre da 2 células lyjjses
permanecen nadando unidas hasta que se comptgtaciaesis. La duplicacion

de pirenoides parece darse antes de la citocifigsis. 7, Fig. 1-2).

- Movimiento: pueden desplazarse lentamente avanzando con urlosde
flagelos, el posterior, agitandose con ondulacidmesa el lado contrario del
avance, mientras que el otro, el anterior, que @uedurvado alrededor de la
parte anterior y orientado sobre la cara dorsalladeélula hacia la parte
posterior, se agita moviendo su mitad distal. Rorgéneral se desplazan
describiendo grandes tirabuzones o amplias cuRasden realizar tramos en
Zig-zag y otros describiendo circulos alrededoudeunto fijo en uno u otro
sentido. El movimiento es, por lo general, no migoroso y mientras se da
pueden controlar la rotacion del cuerpo celulatoeno a su eje longitudinal, de
manera que éste puede mantenerse estable, oatdiairhente o incluso rotar.

En las preparaciones sus flagelos se quedan a meonut enredados entre si.
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- Escamas:se han podido observar hasta 3 tipos de escarast@mcepa, todas
ellas con un disefio en tela de arafia: escamasral@p@equenas, grandes y
escamas flagelares con espina, que serian lasatnies a las escamas

limuloides de otras prasinoficeas.

Las escamas corporales pequefigham. 7, Fig. 4) tienen una forma
mMAas o0 menos octogonal oblonga, casi como si fuesaténgulos con las
esquinas aplanadas. Tienen unas dimensiones nmielid®6 nm de longitud
(185-207 nm) y 146 nm de anchura (135-153 nm, nS&)estructura consta de
4 perforaciones centrales en torno al punto denutkd8 radios que se extienden
hacia la periferia de la escama. Esas perforacioaesales estan rodeadas por
lineas concéntricas que uniendo los radios forniamulos de 8 perforaciones
que se suceden hasta alcanzar el borde de la esdamageneral, las
perforaciones parecen ser mas grandes hacia l@r@ly una vez pasada la
mitad de la escama, donde tienen su anchura masdmajan estrechando
mientras siguen alargandose. Este mismo patronistiebdcion se repite en

todos los tipos de escamas observadas.

Las escamas corporales grandefLam. 7, Fig. 5) son mas o menos
cuadradas, aunque algunas pueden tener las esquasas menos aplanadas, lo
gue les da una forma algo octogonal. Tienen unagriiones medias de 264
nm de lado (242-286 nm, n=8) y una estructura andale tela de arafa similar
a las escamas corporales pequeiias, pero en estencasno al punto de uniéon
de los 8 radios principales tienen 8 perforaciosedugar de 4, y éstos estan
rodeados por lineas concéntricas que dan comotadeulcirculos de 16
perforaciones que se suceden hacia la periferg.puatos de union entre estas
perforaciones forman otros 8 radios mas sinuoseslgs anteriores, que no
llegan a confluir con los 8 principales en el certe la escama. Por lo tanto, en

total, este tipo de escamas tiene 16 radios.

Por su parte, algunas de kescamas flagelaregLam. 7, Fig. 6) tienen
una forma similar a las corporales pequeias, d&ngalo con las esquinas

aplanadas o de octagono oblongo, pero en esteetpapel de uno de los radios
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principales lo hace una espina que sobresale dighgteo de la escama. Otras
tienen una forma que se acerca mas a un hexagooodeado. En los casos en
los que la espina es mas gruesa los circulos derpeipnes de mas hacia la
periferia se cuentan en nimero de 13 y en los @stss que es mas estrecha,
pueden distinguirse 14. Asi, contando la espinaden apreciarse un total de 13
y 14 nervios radiales respectivamente. Estas esctiemen una longitud media

de 349 nm (330-383 nm) incluyendo la espina, yamzhura media de 245 nm

(237-262 nm, n=4).

- Otras caracteristicas destacables

-Algunas células muestran 2-5 granulos mas amatids que el plasto en

el espacio de citoplasma que queda entre los Isludaste (Lam. 7, Fig. 3).

- Especie propuestaen base a la morfologia general, el movimientalivasion y las
escamas se puede afirmar que nos encontramosaadpdcidamiella gilva(Parke &
Rayns 1964, Moestrup 1984a, LeRoi & Hallegraeff@0@Qos tamarfios de las células
son algo mayores que los de la descripcion oridiratke & Rayns 1964) y la Unica
posicién descrita para el estigma Btamiella gilva es la del extremo dorsal del
cloroplasto y de la célula (Moestrup 1984a). Poo tado, podria ser que los granulos
amarillentos observados fuesen extrusomas comddsesritos en ese mismo trabajo.
Estos cuerpos, segun Moestrup (1984a) podrian \abser cerca de los I6bulos del
cloroplasto por lo que también cabe la posibilidadjue los estigmas detectados en una
posicion no descrita anteriormente fueran extrusonf@erian necesarios cortes
citolégicos o el empleo de tintes como el azocar@ipara la deteccion de los posibles
extrusomas, y para asegurar la posicion variableestegma en la especidamiella
gilva. Finalmente, existen diferencias en cuanto a ftmdode las escamas flagelares
respecto a lo comentado en la literatura. De magkoal menos algunas de las escamas
descritas para esta cepa tienen una forma mas @smectogonal, en lugar de
claramente hexagonal como se describe en ParkeyysRa964), y un numero de
radios perifericos de 13, contando la espina, garlde 14 como menciona Moestrup
(1984a). Pese a todas estas diferencias y a faltsncexamen citoldgico y/o genético
que pueda arrojar algo de luz sobre esta cuesti@epa CGAO06 queda adscrita dentro

de la especi®amiella gilva
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Fig. 1. célula discoidea con los flagelos en posicioratoata. Nétese que el flagelo de la derecha queasva

sobre la cara anterior de la célula ha sido captadntras se agitaba, de ahi que en la imagenzgsacemo doble.

Fig. 2. célula discoidea con la parte ventral algo trdaca

Fig. 3: parte ventral algo truncada y l6bulos del cloasph casi perpendiculares en una célula oblonga.

Fig. 4: sefial de fluorescencia en vista lateral de uhdacéon un cloroplasto con los I6bulos divergentes

Figs. 5-6 vista ventral de una célula con cloroplasto de &ddbulos (Fig. 5) y la sefial de autofluoresiante la

misma célula en perspectiva (Fig. 6) donde se sasgre no hay lobulacién secundaria. Nétese ejraaticercano

el centro de la célula en la Fig. 5

Fig. 7: sefial de autofluorescencia en un plano casialetidr un cloroplasto en el que uno de los I6butoxipales

se ha bifurcado en su extremo ventral.

Figs. 8-9 vista ventral de una célula en la que se obsewapirenoide y un estigma centrales y se intuye un
cloroplasto de 4 l6bulos (Fig. 8). Se aprecia méolobulacion al observar la sefial de autoflueesia de la
misma (Fig. 9).

Fig. 10 célula con lo que parecen ser 2 estigmas, urta@a I6bulo del cloroplasto

Fig. 11 célula con la parte ventral ligeramente lobulatala que se aprecia claramente un pirenoide basal

redondeado.

Fig. 12 vista ventral de una célula en la que puedencapee la posicion central del pirenoide ovaladany

estigma algo lateral.

Todas las Figs. obtenidas a 1000X Figs. 4, 6-7opt®nidas mediante microscopia de epifluorescefrais. 2-12
con la escala de la Fig. 2. Todas las Figs. cqooregen a la cepa CGA06.
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Fig. 1 vista ventral de una célula en division con eépdide duplicado y lo que podrian ser 2 estignaaa eino

sobre el centro de los nuevos pirenoides.

Fig. 22 ampliacion (2X) de una célula en division quedn@licado sus pirenoides en la que se puede olsgnmea

cubierta pirenoidal compuesta por 2 granulos emdade clipula o taza.

Fig. 3: célula en la que pueden observarse 5 granulade)mas amarillentos que el plasto en el citopéas

Figs. 4-8 diferentes tipos de escama: corporal pequefia @jigcorporal grande (Fig. 5) y flagelar con eapin
(Fig.6).

Fig. 7: célula oblonga en la que pueden apreciarse ctartahos flagelos subiguales.

Figs. 1-3 obtenidas a 1000X, Figs. 4-6 obtenidediamte TEM y Fig. 7 mediante SEM. Figs. 1 y 3 zoescala de
la Fig. 1, la Fig. 2 es una ampliacién a 2X de foia con la misma escala que la Fig. 1 y las Fg8.tienen la

escala de la Fig. 4. Todas las Figs. correspondecepa CGA06.
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4.3.3.Nephroselmisstein

El géneroNephroselmido componen microalgas protistas que tienen enioom
las siguientes caracteristicas (Inouye & Piena&d1Bell 2008):(1) un cuerpo celular
con forma de alubia mas o menos aplanado y dosldiaglesiguales y heterodinamicos;
(2) natacion con el flagelo corto dirigido hacia déday el largo arrastrado detrd3) la
superficie flagelar cubierta por al menos 2 capasedcamas, siendo la segunda
caracteristicamente de escamas vara, también lEmestamas hombré&}) pueden
tener un tercer nivel de escamas flagelares o escam cavidad flagela(b) 2 a 4,
puede que 5 em. anterostigmatica(Nakayamaet al. 2007), niveles de escamas
corporales, estando el segundo nivel habitualmienteado por escamas con forma de
cruz de Malta o de molinillo de papel(§) un sistema de raices flagelares consistente
en solo 3 raices microtubulares (una de ellas oaé), y un rizoplasto, que es un
conjunto de fibras estriadas que aparece como aoemp® basal en los aparatos

flagelares de multitud de especies de microalgasg@olle & Mignot 2003).

En cuanto a la cobertura de escamas, hay queraidas particularidades ya
comentadas que el primer nivel de escamas flagellarecomponen las escamas
subyacentes pentagonales, comunes entre las gfesas) como las que aparecen por
ejemplo en los génerddyramimonas(Melkonian 1982) yTetraselmis(Beckeret al.
1990). El segundo nivel habitualmente lo comporsmamas hombre de unos 30 nm de
longitud (Bell 2008), a excepcion dé& rotundaen la que el lugar de éstas lo ocupan
escamas esteladas pequefias de un tamafio similato(hs al. 1965). A parte de éstas
y en estrecha relacion con los flagelos, algunpedss deNephroselmigpueden tener
pelos en torno a la insercion flagelar, llamaddegde cavidad (traduccion libre de pit
hairs), como por ejempldl. astigmatica(lnouye & Pienaar 1984) ®&l. pyriformis
(Manton et al. 1965), o también pueden tener otras escamas, desnascamas de
cavidad, como en el caso d& astigmatica(lnouye & Pienaar 1984). Por ultimo
también se han descrito 4 tipos de pelos flagekmesste género: pelos T, distribuidos
en dos hileras a todo lo largo de los 2 flageletop PR, que aparecen en una sola hilera
en la parte central del flagelo corto (Marin & Metkan 1994, Bell 2008); los pelos R,
descritos por Suda (2003), que aparecerian enria pasal del flagelo corto, aunque
éstos son considerados como pelos de cavidad sedp@jos posteriores (Yamagueti
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al. 2010); y finalmente, pelos de punta flagelar, a@étmomento solo observadosin
pyriformis (Nakayameet al. 2007, Yamaguchet al. 2010) y que podrian tomarse por
pelos T especializados siguiendo la terminologigadellada por Marin y Melkonian
(1994).

En cuanto a las escamas corporales, la primera leapomponen las escamas
subyacentes cuadradas comunes entre las prasafiGeaham & Wilcox 2000). La
segunda, como ya se ha comentado, suele estard@moa escamas con forma de cruz
de Malta o de molinillo de papel (Inouye & Piend®84, Bell 2008). La tercera y
siguientes, de haberlas, suelen tener escamaadastale tamarfo y formas variables,
pudiendo ser uni-, bi- 0 multipolares y que tiemeganizadas las espinas en distintos
niveles (Bell 2008, Yamaguclet al. 2010). Las escamas estelares mayores se pueden
describir empleando una formula descrita por B&lIOg8), y que tiene una expresion
como la del ejemplo que sigue: 26: 1+1; 6/4. Emgri nimero de la férmula hace
referencia al total de espinas por escama, 26tercaso; el segundo término, al nimero
y disposicion de las espinas polares, siendo cadeero separado por el simbolo + la
cantidad de espinas en cada uno de éstos, enasstéenidriamos 2 polos con 1 espina
cada uno, un 0 en este término significaria unaaspultipolar; y el tercer término,
hace referencia a los niveles en los que se or@aiés espinas no polares, lo que viene
indicado por el nUmero que va delante de la bgrahnimero de espinas por nivel, que

es el que aparece tras la barra, en este caso 6arigeles de 4 espinas cada uno.

El cloroplasto tiene 2 membranas y puede o ndaderado, teniendo por lo
general forma de taza y un pirenoide con coberergranulos de almidén en forma
también de taza (Bell 2008, Yamaguetial. 2010). Estas algas también tienen un
estigma intraplastidial, a excepcion de la espBciastigmaticaque, como su propio
nombre indica, carece de estigma (Inouye & Pieh8a4).

En cuanto a la reproduccion, se da mediante diviselular longitudinal con
una citocinesis que sucede tras la duplicaciomsiédgelos y la particion de la cubierta
pirenoidal y el nucleo (Inouye & Pienaar 1984). 8egleimann y colaboradore (1989)
y Beech y colaboradores (1991), durante la divigbflagelo corto o inmaduro crece
hasta alcanzar el tamafio del otro y después seifoum par de flagelos cortde novo

de manera que al dividirse las células hijas llesaoha una un flagelo largo proveniente
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de la célula madre y uno corto nuevo. Unicamenteasebservado reproduccion sexual
en la especidl. olivacea(Sudaet al. 1989, Bell 2008).

El géneroNephroselmidgue descrito por Stein (1878) en base a su esfipoie
N. olivacea pero desde entonces ha habido bastante contieov@xsnomica entorno a
él y a los géneros afines, si no sinonimidsteromastixKorshikov, Bipedinomonas
Carter, AnisomonasButcher, SenniaPascher, yPseudoscourfeldia Butcher, de los
cuales solo se mantiene como género actualmerdaaedo el dltimo (Mantoret al.
1965, Moestrup & Ettl 1979, Moestrup 1983, Inouyd&naar 1984, Moestrup 1984b,
Tsenget al. 1994, Bell 2008). Comprende alrededor de 15 espglda mayoria de ellas
marinas, pese a que la especie tipo es de agua, didclas cuales solo 7 estan
confirmadas mediante descripciones detalladas amidacias de observaciones de
microscopia electronica (Bell 2008). En la actuadidy tras el trabajo de Nakayama y
colaboradores (2007) se ha propuesto este género @oico representante del orden
Nephroselmidiales, a la espera de la introduccianeste orden de la familia
Pycnococcaceae Guillard, que incluiria los gén®ssudoscurfieldiay Pycnococcus
El mismo trabajo proponia el citado orden como glcal dentro de la clase
Nephrophyceae Cavalier-Smith (Chlorophyta) y seguo cambiarle el nombre por el
de Nephroselmidophyceae, mas correcto.

Finalmente, en cuanto a su distribucion, puedersieaue este género es
cosmopolita (Moestrup 1983, Bell 2008, Yamaguchi al. 2010), habiéndose
encontrado especies déephroselmisal menos en las siguientes regiones: lagos y
embalses de Dinamarca, EE. UU., y Reino Unido (Mops Ettl 1979), las costas de
California (Thomsen & Buck 1998) y Brasil (Bergeseh al. 2008), la antigua
Checoslovaquia (Mantoet al. 1965), Japon, Fiji y Sudafrica (Inouye & Piena884,
Nakayamaet al. 2007, Yamaguchet al. 2010), la Republica de Palaos y en el Pacifico
(Nakayamaet al. 2007), Australia (Suda 2003), China (Tsestgal. 1994), Suecia,
Bélgica, Ukrania, Tailandia y el mar Adriatico enttros (Moestrup 1983, Bell 2008 y

referencias en estos trabajos).

La unica especie de Nephroselmis estudiada emeskpte trabajo ha side.

pyriformis de la cual se han analizado 2 cepas procedentesstiario del Nervion.
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4.3.3.1.Nephrsoelmis pyriformi€Carter) Ettl

Se han analizado 2 cepas adscritas a esta esp&A®@7 y CGAO08.

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células biflageladas, heterocontas, con un flagelanayor
longitud que el otro, y con insercion lateral. Eista lateral, siguiendo la
terminologia de Suda (2003), pueden tener una fayoeava de eliptica u
ovalada a redondeada, pudiendo ser en ambos @agasté ventral truncada
(Lam. 8, Figs. 1 y 5). En general, las células s@s altas que largas, pero en
algunos casos las células con la zona ventral plasada pueden incluso llegar
a ser mas largas que altas. En vista anterior tepms en la que la célula
presenta su anchura minima, tienen una forma oalom@gs o menos ovalada
siendo generalmente truncadas por la parte verfmal.estas vistas puede
observarse ademéas, un aplanamiento lateral (LaRig$8,2 y 3; Lam. 9, Fig. 1).
Al menos en algunas células puede apreciarse @o suuna depresion ventral
donde se insertan los flagelos, que deja a cada ladhs protuberancias

citoplasmaticas (Lam. 8, Fig. 4).

- Dimensiones:en vista lateral las células tienen una longitucedige 3-6 pm
con una altura de 4-6 um. La longitud de los flageds de 4-14 um en el caso

del corto y de 9-23 um en el caso del largo (Tatl8s4.9.).

Tabla 4.8: principales dimensiones de la cepCGAQ7 deNephroselmis pyriformis. La unidad de medida es el um

para todas las dimensiones y parametros indic&aige paréntesis se indica el nimero de medidatuefdas.

Longitud (n=30) | Altura (n=32) | Flagelo Corto (n=33) | Flagelo Largo (n=29)
Medias 4,77 5,14 8,34 15,75
Rangos 4-6 4-6 4-11 9-20
Menor 3,59 3,78 4,36 9,38
Mayor 5,89 6,06 10,54 19,81




166

Nephroselmis pyriformis

Tabla 4.¢.: principales dimensiones de la cepCGAO08 deNephroselmis pyriformis La unidad de medida es el pm

para todas las dimensiones y pardmetros indic&aitee paréntesis se indica el nimero de medidatuefias.

Longitud (n=30) Altura (n=28) | Flagelo Corto (n=31) | Flagelo Largo (n=28)
Medias 4,16 4,77 9,28 16,23
Rangos 3-5 4-6 6-14 10-23
Menor 3,17 3,6 5,99 9,96
Mayor 5,02 6,09 13,72 22,73

Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde, que va dealidades
oscuras a brillantes con tonos de amarillo y texiiga. En la cepa CGAO08
puede llegar a tener color oliva. El cloroplastdiégsbado, con unos l6bulos que
se extienden hacia el extremo ventral de la cétulariendo 1/2-2/3 de la
anchura total de ésta y que en ocasiones puedele skstinta longitud (Lam. 8,
Figs. 1, 3y5).

- Estigma: un Unico estigma de color amarillo que se hagmdbservar solo en
algunas células de la cepa CGAO08, situado cercaxtidmo del I6bulo anterior
del cloroplasto, a veces hacia la parte ventréh délula y otras hacia la anterior
(Lam. 8, Fig. 5).

- Pirenoide: un anico pirenoide eliptico, ovalado o redondeagiee puede
ocupar hasta 1/3, o hasta 1/2 en la cepa CGAO08a ddtura celular. Se
encuentra posicionado en la parte ventral de lalacéle forma basal, en
apariencia central, aunque en casos en los quédoks del cloroplasto son de
distinto tamafo puede aparecer ladeado en vistealaEn algunas células es
dificilmente visible o no aparece en absoluto (L&n.Fig. 1). En la cepa
CGADO08, el pirenoide tiene, en apariencia, una ctdbomompleta, o casi completa
y formada por una placa en forma de taza (Lamid,3}. En la cepa CGAOQ7,
en cambio, la cubierta parece estar compuesta gpardulos de almidon en

forma de capula (Lam. 8, Fig. 7).



Nephroselmis pyriformis 167

- Division celular: una célula madre da 2 células hijas que se nmamtie

nadando unidas hasta que finaliza la citocinesasn(L8, Figs. 8-10).

- Movimiento: el desplazamiento se da intercalando prolongpdasdas con

tramos largos y mas o menos rectos en los queélatas avanzan girando
alrededor de su eje longitudinal, estos tramos €onain con un impulso brusco
en el caso de la cepa CGA08. También pueden geamanera prolongada
describiendo circulos en torno a un punto situalldado contrario de la

insercion de los flagelos. En posicion de reposdlagelo anterior, corto, se

encuentra a menudo vuelto sobre la cara anteriar weces, con el extremo
orientado hacia la parte posterior mientras quargb o posterior, se encuentra
extendido por la parte de atras de la célula. Resdo, al realizar tramos largos
y rapidos, parece que ambos flagelos pueden orsenteacia la parte posterior

para impulsar a la célula.

- Escamas:se observaron hasta 6 tipos de escamas en estaeegubyacentes
cuadradas y pentagonales, escamas hombre, estptayiasias, pelos T y pelos

de punta flagelar.

Las escamas subyacentes cuadraddsam. 8, Fig. 11) tienen unos 47
nm de lado de media (40-54 nm, n=28).

Por su parte lasscamas esteladas pequefilsam. 9, Figs. 2-5) tienen
una formula diferente para las 2 cepas que sermizado. En la cepa CGAQ7
su formula es 8: 1+1: 2/3. De modo que estas esceren 2 espinas polares,
y entre ellas 2 niveles de espinas con 3 espirdeswao. Tanto las polares como
el resto de las espinas parecen tener los extremasesien romos. Las escamas
esteladas tienen una altura media de 44 nm (n=2jJjda de punta a punta de
espina polar, y un diametro, en su parte mas amebdida de punta a punta de
espina no polar, de 47 nm (41-55 nm, n=5). Porasteen la cepa CGAO0S8 las
escamas esteladas pequeiias parecen ser unipaanresacformula de 9: 1: 2/4
y tienen un diametro medio de 45 nm (37-50 nm, h=20
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Las escamas subyacentes pentagonal@sam. 8, Fig. 12)tienen una
anchura, entendida como la altura del pentadgono douenan, de

aproximadamente 57 nm (50-65, n=8).

Las escamas hombre(Lam. 8, Figs. 13-14), tienen una longitud y
anchura medias de unos 52 nm (45-59 nm) y 27 nm3620m, n=36),

respectivamente.

Lospelos T(Lam. 9, Figs. 6-7 y 10) observados difieren kasiente en
el nimero de subunidades distales que los compa@ienperjuicio de que
existan pequefas diferencias entre una y otra eepel tamafo de los otros
componentes de los pelos T. Estos tienen una lahgitedia, sin contar los
filamentos proximal y distal, de unos 432 nm (38&-4m, n=27) y una anchura
de unos 15 nm (10-20 nm, n=40). En la cepa CGAO%endha podido apreciar
filamento proximal ni distal alguno, sin embargoles pelos de la cepa CGA08
se pudo observar un filamento proximal de unoar@de longitud (43-80 nm,
n=8). Los pelos de ambas cepas tienen astas dengitud media de 283 nm
(271-302 nm, n=29) en la que no se aprecia diféeidn entre la parte distal y
la proximal, y que esta surcado por un canal elkatido bastante conspicuo.
Unidos al extremo distal del asta, se han obser8atib subunidades distales en
los pelos de la cepa CGAQ7, mientras que el nuimesido de 14-15 en la cepa
CGAO08. En estas subunidades puede apreciarsetiawarion del mismo canal
que surca el asta. Las subunidades son mas o rasféwias en el caso de la
primera cepa, aunque algo achaparradas en el egadal, con un diametro
medio de 13 nm (10-16 nm, n=21), mientras que @asb de la segunda tienen
forma entre casi cuadrada y discoidea, con 12 ntarde (10-14 nm) y 16 de
ancho (13-20 nm, n=20). Rematando estos pelos g®dido observar, en un
anico pelo de la cepa CGAO8, lo que posiblemengglpser un filamento distal

de unos 115 nm de largo.

La estructura de lgselos de punta flagelaregLam. 9, Figs. 8-9) queda
sin determinar completamentdebido a la dificultad para observar sus
subunidades y al escaso numero de pelos enconyradoa estar seguros de ella

convendria revisar muchos mas ejemplares. En la C&A07, de cuyos pelos



Nephroselmis pyriformis 169

de punta solo se han podido observar un par de,astta region tiene una
longitud total de unos 812 nm (n=1), y esta fragiaea por su extremo distal en
8 pedazos de diferente tamafio (no mostrado). Heagsnentos tienen una
forma redondeada los mas pequerios, pero siendalargados que anchos, con
una longitud de 18 nm (16-22 nm, n=6), mientras lqaegrandes son de forma
oblonga con una longitud de 26 nm (21-32 nm, nA6B)bos tipos de fragmento

tienen una anchura media de 14-15 nm (12-17 nn®)n$br su parte en la cepa
CGAO08 los pelos de punta flagelar, de los que seldan podido apreciar 2
ejemplares, tienen una longitud, sin contar loanigéntos, de unos 1249 nm
(1242-1255 nm) por una anchura de unos 17 nm (1@11)7y parecen tener un
asta con el extremo distal fragmentado en 7 pedazomtado por 26-28

subunidades distales, dificilmente observablestpugse no se contrastan con
facilidad.

- Otras caracteristicas destacables

- En algunas células de la cepa CGAQ7 se han\@meral menos un
granulo de color verdoso asociado a cada I6buldateplasto que podrian ser
gotas lipidicas. Suelen aparecer mas o menos alamsvel aunque no siempre,

ya sea mas hacia la mitad o hacia la parte vehdrbd célula (Lam. 9, Figs. 6-7).

- Especie propuesta:debido al hecho de haber encontrado solamentdponde
escamas esteladas y al reducido tamafio de laaséhgtas cepas pueden adscribirse a
la especidNephroselmis pyriformidPor otro lado, el hecho de tener varios tipopale

T solo diferenciados por el nimero de subunidadsalds y la ausencia en éstos de una
region terminal del asta, serian caracteristicds. ddivacea(Marin & Melkonian 1994,

Bell 2008). Sin embargo la circunstancia de quasesEepas tengan escamas tipo
hombre, ausentes é&h olivacea que los pelos de punta flagelar observados aanci
con los descritos patd. pyriformispor Nakayama y colaboradores (2007), y que en ese
mismo trabajo no se mencione un asta fragmentadasepelos de esta Ultima, en
contraposicion al trabajo de Marin y Melkonian (4R9sefalan aN. pyriformis
preferentemente. Ademas, la presencia de una talp@enoidal casi completa en
forma de taza coincide con la descrita para estmmiespecie por Yamaguchi y

colaboradores (2010), aunque difiere de la esf@@sxrita previamente por Moestrup
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(1983). Otra diferencia menor de ambas cepas adakzrelacionada con los pelos T, es
gue éstos tienen un asta algo mas pequefia quepogados en la literatura paxa
pyriformis 432 nm de media frente a 450-500 (Nakayanhal. 2007), aunque esta
diferencia resulta de poca importancia al lado ae ¢aracteristicas comunes ya

comentadas.

El hecho de haber observado en la cepa CGAO8ighesposicionado hacia la
cara anterior pero cerca, generalmente, de lavaaral y el hecho de que la porcion
ventral no parece ser oblicua, parecen indicar goese trata de la especie.
anterostigmatica la cual ademas posee escamas diferentes a lasstde cepa
(Nakayameet al. 2007).

Por su lado, el que la cepa CGAQ7 tenga una dabmenoidal compuesta por
dos granulos la acercaria a la espétienlivacea(Yamaguchiet al. 2010), pero el
hecho de que la forma y disposicién de los grandéoka amilosfera suela ser variable
respecto a las condiciones ambientales y faseeaténtdento de los cultivos (Izumet
al. 2007, Yamano & Fukuzawa 2009), y esté posiblemesiéeionada con el estado de
nutricion del alga, le resta peso a esta caratiteri§rente a la ya comentada
particularidad de las escamas. Otra caracteriatiesaltar es la presencia de posibles
gotas lipidicas en el citoplasma de la célula d& mssma cepa, caracteristica comun en
las células dé&\. rotunda pero ésta posee escamas corporales esteladesndemmarnio
de las que no ha sido observada ninguna en esiicgggpor lo que es improbable que
se trate de esta especie. Por otro lado, el heehm dhaber llegado a observar ningan
estigma sefialaria hacia la espedieastigmatica puesto que es la Unica especie sin
estigma conocida para el génétephroselmisaunque ésta tiene un tamafo bastante
mayor (9-13,5 um de largo) y grandes escamas datelde las que ninguna ha sido
observada en esta cepa (Inouye & Pienaar 1984)|opgue dicha especie queda
descartada. Seria aconsejable realizar corte®gitols de las células de esta cepa para
verificar la ausencia de estigma, que de confiremargpondria que esta particularidad

no seria un caracter exclusivoleastigmatica

La distribucion de esta especie puede considegdodal, pues incluye, segun
Moestrup (1983) y las referencias en ese misma@jwalas aguas costeras de Inglaterra,

Noruega, Dinamarca, Islandia, México, EE. UU., diadia y Nueva Zelanda, siendo
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una especie euriterma y eurihalina con rangos cdosde temperatura de 2,3-28°C y
salinidad de 3-36. Otros trabajos mas recientemn ciu presencia en las costas de
California y Dinamarca (Thomsen & Buck 1998 y refarias en ese mismo trabajo), las
costas de Brasil (Bergesatt al. 2008), Noruega y las aguas oceanicas cercanas

(Throndseret al.2007a), Japon y aguas del océano Pacifico (Nakagtai. 2007).



172 Nephroselmis pyriformis
LAMINA 8

Fig. 1. célula redondeada con parte ventral truncadapiremoides redondeado.

Fig. 2 vista anterior de una célula en la que el flageldo queda orientado hacia el lector y hacigbarde la

imagen.

Fig. 3: un I6bulo del cloroplasto mas largo que el otrel pirenoide ladeado en una célula redondeaddacparte

ventral truncada.

Fig. 4: una célula en la que puede apreciarse el surda parte ventral (esquina superior derecha denégén).

Barra de escala=2 um

Fig. 5. célula con estigma en uno de los lébulos debglasto y un pirenoide eliptico con cubierta casitinua en

forma de taza, ambos detalles mas perceptibles ampliacién del recuadro (2X).

Figs. 6-7 la misma célula antes (Fig. 6) y después (Figie7haber perdido el color debido a la observadi®su
florescencia. En la Fig.6 se aprecian claramenmgestbles gotas lipidicas, mientras que en la Fige observan los

2 granulos que forman la cubierta pirenoidal.

Figs. 8-10 células en division. En la Fig. 8, pese a quedlala ha perdido los flagelos debido a la obsédvac
puede apreciarse como el pirenoide se ha dividielocjoroplasto parece haber comenzado a hacemnltassFig. 9-
10 puede apreciarse un estado mas avanzado dasi@mien el que la citocinesis parece ser incigigror la zona

dorsal, pero parece que el flagelo corto ain rras#esarrollado completamente.

Fig. 11: escama subyacente cuadrada con protuberancialcent

Fig. 12 escama subyacente pentagonal sin protuberanti@kcdarra de escala = 50 nm.

Figs. 13-14 un par de escamas hombre. En la de la Fig. Hpeecian mejor las protuberancias que semejan las

extremidades y la cabeza.

Figs. 1-3 y 5-10 obtenidas a 1000X, Fig. 4 medi8HEM y Figs. 11-14 mediante TEM. Las Figs. 1-2 gob la
escala de la Fig. 1, Figs. 3y 8-10 con la escaladFig. 10, Figs. 6-7 con la de la Fig. 6. y Fig314 con la escala
de la Fig. 13. Figs. 3-4, 6-10 y 13-14 correspoméie a cepa CGA07 y Figs. 1-2, 5y 11-12 a cepa GGAO
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Fig. 1. vista lateral izquierda de una célula en la guénfiere una parte ventral mas aplanada y unaataonas

redondeada en base a la altura diferencial deespgctivos extremos.

Figs. 2-3 escamas esteladas pequefias. La Fig. 2 muespkanm lateral o ligeramente oblicuo, con las espina
polares extendiéndose hacia izquierda y derecha,Rjg. 3, una vista superior, con la Unica esgiakar visible

proyectandose hacia el lector.

Figs. 4-5 distintas vistas de escamas esteladas: vistal §i§g. 4) y lateral (Fig. 5). En este caso ernaviateral

puede apreciarse que estas escamas son claramigaianes.

Fig. 6: detalle del extremo distal de un pelo T en el spipueden apreciar las subunidades distales {S[2h total,
y un filamento distal (FD, acotado por flechas)g&\lmas arriba del final del filamento se aprecia escama

estelada.

Fig. 7: pelo tipo T, en el que puede apreciarse claragneintanal electrollcido que corre a través del @), mas
regular y electrodensa, y las subunidades dist&B3, 8 en total. La flecha indica el limite enteasta y las

subunidades distales.

Figs. 8-9 en la Fig. 8 puede apreciarse un pelo de puagelfir, en el que se observa una region proximasie
(RPA) seguido de una region distal (RDA) compuesta7pragmentos y acotada por flechas, y las sulaadieisl
distales (SD) rematando el pelo. Dispersas poritadmderecha de la figura pueden observarse vagaamas
hombre y esteladas pequefias, mas oscuras. Barszlde=e200 nm. La Fig. 9 es una ampliacién de tarar en

gue se aprecian con mas detalle tanto los fragmelaicasta como las subunidades distales.

Fig. 10 pelo T en el que se pueden diferenciar 3 de lagjines observadas para este tipo de pelo. Estade
abajo hacia arriba: el filamento proximal (FP)asta (A) y las subunidades distales (SD, 15 ef)t@hfilamento
distal no se ha podido apreciar en este pelo. leahds marcan el limite entre el asta y cada unlsi®tras

regiones.

Fig. 1 obtenida mediante SEM y Figs. 2-10 medidrEd. Figs. 4-5 con la escala de la Fig. 4. Fig8 . 7
correspondientes a cepa CGAQ7 y Figs. 4-6 y 8-pa €GAOS.
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4.3.4.Pyramimonasschmarda

El géneroPyramimonado forman algas unicelulares prasinoficeas, istaog
acrocontas, con 4, 8 o incluso 16 flagelos alojatoana cavidad anterior. Sus tamafos
van de los 2,7 um que pueden llegar a tener latasalleP. virginica(Pennick 1977), a
los 42 um déP. cyrtoptera(Daugbjerg & Moestrup 1992b) y tienen por lo gehera
forma piramidal invertida, con los flagelos en sé de dicha piramide. Tienen una
cubierta extracelular de escamas no mineralizadespuestas por polisacaridos acidos
y también, al menos en algunas escamas, glicopastemplicadas en la unién entre

polisacaridos y entre éstos y la membrana plasenéieckeret al. 1993).

Se conocen al menos 7 tipos de escamas repagtiddistintos niveles tanto por

la superficie del cuerpo celular como cubrienddflagelos.

Sobre el cuerpo se puede encontrar un primer,rquel puede o no cubrir toda
la célula, formado por las llamadas escamas subtegxeuadradas, seguido de un
segundo nivel en el que se encuentran las escaajgscon forma de cubo al que le
falta una cara, y un tercer nivel con las escamema, que suelen tener una estructura,
mAas 0 menos abierta, que simula una corona o ymdac(Pennick 1984). En algunas
especies (subgéneuestigiferg, aparece otro tipo de escama corporal llamadanessc
huella o pisada, y que esta repartida entre lagnesx caja al parecer por toda la
superficie celular, segun se establece en SymnaRig1995) zanjando la controversia
de si las habia o no en la cavidad flagelar queesga dando tras los trabajos de
McFadden y colaboradores (1986), en el que no eziapan, y los de Sym y Pienaar

(1991) y Daugbjerg y Moestrup (1992a), en los que s

Cubriendo los flagelos se puede encontrar un primgel de escamas
subyacentes pentagonales, dispuestas en 20 linaggutlinales helicoidales y 4
paralelas llamadas estas uUltimas lineas de Melkoe@ honor a su descubridor
(Melkonian 1982), Las lineas de Melkonian se exksn por parejas en laterales
opuestos del flagelo. A este primer nivel, le sigue nivel de escamas llamadas
limuloides, que por su forma, redondeada por uregxd y con una espina central y
otras auxiliares por el contrario, recuerdan aboajo herradura (génetomulug. Estas
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escamas se distribuyen, imbricadas entre si, eife@$ longitudinales (Mantoet al.
1963). Sobre éstas se encuentra un tercer nivgbwesto por 2 hileras longitudinales
de escamas pelo que se extienden por lateralestopude los flagelos hasta las puntas,
corriendo sobre las lineas de Melkonian (Pennic841HHori & Moestroup 1987,
Moestrup & Hill 1993). Siguiendo el trabajo de Magi Melkonian (1994), estos pelos
pueden ser: pelos laterales del tipo T o tambiédeun ser pelos del tipo Pt (pelos de
punta flagelar del tipdPterosperm@ que consisten en un grupo de subunidades
discoideas unidas entre si y con un diametro degrec hacia la parte distal, hacia

donde pueden empezar a fusionarse o estar remgtados asta no tubular.

Tanto pelos como escamas, y sobre todo las esceap@sy corona, tienen
especial relevancia taxondémica, hasta el punteedeiagndsticas en la caracterizacion
de las especies. De ahi la importancia primordel empleo de la microscopia
electronica para la identificacién de las espedesste género (Penniek al. 1978,
Marin & Melkonian 1994, Suda 2004, Stonik & Aizdagr 2005).

En base a la naturaleza y disposicion de lasvesida estructura del pirenoide
y la orientacion del aparato flagelar y los estigmespecto al ndcleo y los lI6bulos del
cloroplasto, se diferencian de 5-6 subgéneros sdgsinautores, que serian los
siguientes:Pyramimonas Vestigifera Trichocystis Punctatae Hexactisy Macrura.
Las caracteristicas y especies pertenecientesa®gigéneros asi como la controversia
en torno a ellos han dado pie a humerosos estgdlm® la materia (McFaddex al.
1986, McFadderet al. 1987, Sym & Pienaar 1993, Haet al. 1995, Sym & Pienaar
1995, Sym & Pienaar 1997a, Sym & Pienaar 1997b, &yienaar 1999 y Pienaar &
Sym 2002). Paralelamente a estos estudios con rhas®logica, se han realizado
estudios filogenéticos con el gen de la subunidaddg de la enzima RuBisCO (rbcL)
codificado en los cloroplastos y el gen de la sidathpequefia de los ribosomas (SSU
rDNA), y las filogenias obtenidas a partir de éstmsnciden en dar soporte al menos a
3 de los 4 subgéneros inicialmente establecidosvipbtadden y colaboradores (1986)
(Daugbjerget al. 1994, Moroet al. 2002, Suda 2004), pero estos trabajos no incluyen
las controvertidas especi€s virginica y P. longicauda que han dado lugar a los
subgénero$iexactisy Macrura respectivamente (Hogt al. 1995) y no coinciden en

cuanto a la validez del subgéndpPainctatag pese a que los dos mas recientes y



178 Pyramimonas

completos lo dan por invalido al no ser monofilétieor lo tanto, el debate en torno a la

validez de estos subgéneros sigue abierto.

El género Pyramimonasesta compuesto por unas 60 especies de algas
prasinoficeas principalmente marinas, aunque tamdagloba algunas especies de agua
dulce, como por ejemplo la especie tPgramimonas tetrarynchudicFaddenet al.
1986, Throndsen 1993, Hoet al. 1995, Moroet al. 2002, Suda 2004, Stonik &
Aizdaicher 2005). Un numero importante de estasasp, sobre todo entre las de agua
dulce, estan solo descritas mediante microscopiaappo que pone en entredicho su
validez debido en gran medida a la amplia varidddide los caracteres morfol6gicos
observables al microscopio 6ptico en estas prasias (Moestrup & Hill 1991, Hoat
al. 1995, Suda 2004). Las algas de este género trepeaduccion asexual mediante
mitosis con una division longitudinal, y en algurespecies se han llegado a observar
quistes o células de resistencia, y hasta estadog|pides (Parke 1949, Belcher 1966,
Pearson & Norris 1975).

Excepto la especie. virginica, con tamano inferior a 5 um, (Hai al. 1995) y
quizas alguna de las especies mayores, todas sel@@n algas nanoplancténicas. La
mayoria de especies son plancténicas, mientraseban descrito algunas bentonicas
como por ejempld. octopugMoestrup & Hill 1991, Throndsen 1993, Moestmipal.
1987). Varias especies @&yramimonagqp. e.P. dissomataP. grossij y P. orientalig
tienen una distribucién geografica lo suficienteteeramplia como para ser
consideradas cosmopolitas, mientras que otras ge enaontrado restringidas a
ambientes concretos como aguas frias (Daugbjergo®siiup 1992a, Daugbjerg &
Moestrup 1992b, Daugbjerg & Moestrup 1993, Metaal. 2002). En general, pueden
encontrarse en casi todos los mares y habitualmeptesentadas por mas de un taxén,
aungue generalmente no contribuyen significativdaenah total de la biomasa de los
productores primarios, llegando a producir florae® so6lo unas pocas especies
(Daugbjerg & Moestrup 1993).

Durante el presente estudio se consiguieron adskdentificar a nivel de especie
8 cepas de este género procedentes del estuartbedabn y del cercano estuario de
Urdaibai. Estas cepas fueron adscritas a 5 espdiégeentesP. grossij P. moestrupii

P. propulsaP. orientalis(4 cepas) Y. robusta
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4.3.4.1 Pyramimonas orientaliButcher

Se han aislado 4 cepas pertenecientes a estasespéf09, CGA12, CGAl13y
CGA14.

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células con 4 flagelos, acrocontas e isocontagynguestran
gran variedad de formas. En vista amplia tienen fomena campanulada,
ovalada o cuadrangular, pudiendo ser oblongas ¢ rdgunas células, sobre
todo las que estan en division, pueden llegar @r tiemmas incluso redondeadas
(Lam. 10, Figs. 1, 4-5, 7-8 y 11-13). En vista fedno anterior, tienen un
aspecto casi cuadrado, mientras que en vista araser redondeadas (Lam. 10,
Figs. 3 y 6). El extremo anterior suele ser truncamlnque puede ser algo
redondeado, mientras que el extremo posterior sseleovalado, pudiendo
llegar a ser casi conico, eliptico, redondeadoctugo truncado (L&m. 10, Figs.
1, 4-5, 7-8 y 11-13). Ambos extremos pueden llegtener formas irregulares
con un lateral mas largo que otro, y, a vecesxikmo anterior parece estar
ligeramente lobulado en 4 (Lam. 10, Figs. 5 y 8nL41, Fig. 12) y mostrar el
comienzo de la cavidad flagelar, de donde nacenflégglos, en forma de
muesca o invaginacion (Lam. 10, Figs. 7-8 y 11; Larh, Fig. 11). Dicha
cavidad puede extenderse de 1/3-1/2 de la longghdar (Lam. 10, Figs. 4, 8 y
13). También se ha observado alguna célula aplasthadaventralmente (Lam.
10, Fig. 2).

- Dimensiones en vista amplia las células tienen una longited<2 pm y una
anchura de 4-9 um, con unos flagelos de 5-14 prdorgtud (Tablas 4.10.-
4.13.)).
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Tabla 4.10: principales dimensiones de la cepCGAQ9 de Pyramimonas orientalis. La unidad de medida es el
pum para todas las dimensiones y parametros indic&tiire paréntesis se indica el nimero de medfdatuadas.

Longitud (n=29) Anchura (n=29) Flagelos (n=47)
Medias 8,16 6,31 8,51
Rangos 6-10 5-8 5-11
Menor 5,93 4,56 4,95
Mayor 10,29 7,92 10,97

Tabla 4.11.: principales dimensiones de la cepCGA12 de Pyramimonas orientalis. La unidad de medida es el

pum para todas las dimensiones y parametros indic&afire paréntesis se indica el nimero de medféatuiadas.

Longitud (n=24) Anchura (n=25) Flagelos (n=36)
Medias 7,43 5,79 8,54
Rangos 5-10 4-8 5-12
Menor 5,49 417 5,12
Mayor 10,46 8,34 11,96

Tabla 4.12.: principales dimensiones de la cepCGA13 de Pyramimonas orientalis. La unidad de medida es el

pum para todas las dimensiones y parametros indic&afire paréntesis se indica el nimero de medféatuadas.

Longitud (n=28) Anchura (n=29) Flagelos (n=43)
Medias 8,16 6 9,46
Rangos 6-12 4-9 7-14
Menor 6,08 4,41 6,59
Mayor 11,58 9,17 13,52
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Tabla 4.1%.: principales dimensiones de la cepCGA14 de Pyramimonas orientalis. La unidad de medida es el

um para todas las dimensiones y parametros indic&afire paréntesis se indica el nimero de medféatuadas.

Longitud (n=16) Anchura (n=16) Flagelos (n=24)
Medias 7,63 5,99 9,59
Rangos 5-9 4-7 8-11
Menor 5,18 4,31 8,03
Mayor 9,49 6,86 11,17

- Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde entre matéma, con

algunos tonos de amarillo y textura lisa. TienedBulos que se extienden

parietalmente hacia la parte anterior, siendorgjstbles a lo largo de entre 1/3
y algo mas de 1/2 de la longitud celular y dejandaespacio entre ellos que es
llenado en parte por la cavidad flagelar (Lam. B@s. 1, 4, 6 y 9-10). En
algunas células se ha podido apreciar como, al sneano de los senos entre
I6bulos llega hasta el extremo posterior de lalaélutam. 10, Figs. 2 y 9).

- Estigma: 1-2 estigmas de color amarillo, a veces 3 comtagrepas CGA09
y CGAL13. Los estigmas pueden estar situados ha@arte anterior, central de
la célula, e incluso la parte posterior (no obs#goven la cepa CGAQ9), y
cuando se observan varios, aparecen en plastosendgs, al mismo o a
diferente nivel (Lam. 10, Figs. 1, 3, 7-8 y 11).

- Pirenoide un anico pirenoide, redondeado, eliptico u ovalaituado en la
parte posterior de la célula en posicion paridtai(. 10, Figs. 1-2, 10 y 12-13).
En una célula que posiblemente estaria comenzandodirse se ha llegado a
observar una estructura que podria ser un pirerdedgrandes dimensiones en
su mitad (Lam. 10, Fig. 14). Ocupa entre algo mete$/3 y 1/2 de la longitud
total de la célula. En cuanto a la cubierta, éastaqe estar compuesta por una
placa casi continua o un granulo en forma de taeacqsi se cierra por su boca

(Lam. 10, Figs. 1 y 12). Sin enbargo algunas cgéldla cepa CGA13 parecen
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tener 2 granulos con forma de cupula (Lam. 10, E3).y en la cepa CGA12 no

se ha podido apreciar cubierta de ningun tipo.

- Division celular: una célula madre da, al menos, 2 células hijas qu
permanecen nadando unidas hasta que se termin@dmesis, que comienza
por la parte anterior de las células de manerapyigglen apreciarse células
unidas solo por la parte posterior. Antes de lacaiesis las células hijas pueden
dividirse de nuevo dando como resultado conglonuerald forma irregular de
varias células unidas por la membrana. Las célefaglivision, en general,
aunque no exclusivamente, se encuentran envuellasupa especie de
membrana o mucilago que deja libres los flagelpsgde formar una especie de
cola mas o menos alargada y/o torcida (Lam. 10,15y Tanto la formacion de
conglomerados como las células con cola no se Ihaereado en la cepa
CGA09.

- Movimiento: pueden nadar describiendo tirabuzones o en zigzigavance
se da con rotacion en torno al eje longitudinaladeglula. Suele observarse una
alternancia de tramos rectos y curvos con intesvalo los que las algas giran
alrededor de un punto fijo o sobre si mismas ofgelos Las células de la
cepa CGAQ9 raramente realizan tramos rectos avedozpor lo general en
zigzag, y cuando los realizan, éstos son por lemgéhentos. Las de las cepas
CGA12, CGA13, CGA14 inician los tramos rectos coa brusca aceleracion vy,
mientras que las de las dos primeras terminan aotmamo final ondulado en
que la velocidad va disminuyendo progresivamerds, délulas de la cepa

CGA14 terminan habitualmente con una subita frenada

- Escamas:se han observado 7 tipos de escamas distinteenpeiréntes a esta
especie: escamas caja, corona, subyacentes cuagrpdatagonales, limuloides
y pelos T y pelosRle punta flagelar, siendo estos 4 ultimos tipopips de los

flagelos.

Las escamas subyacentesuadradas (Lam. 10, Fig. 17) observadas
tienen de media aproximadamente 42 nm de lado 3@+ n=11). Tienen una

zona central menos electrodensa en forma de cuadpagl se estrecha por la
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parte central de cada lado de la escama, dondedasies de ésta, mas
electrodensas, tienen un engrosamiento. No se Halgmbservar en ellas
protuberancia central alguna, pero los citadoscsagnientos tienden hacia el

centro de la escama dando una apariencia lobuladadrado central.

Lasescamas cajgLam. 10, Fig. 18; Lam. 11, Fig. 1) tienen un apde
dimorfismo, siendo unas claramente cuadradas oahgente rectangulares y
otras claramente rectangulares. Las cuadradasntideemedia unos 279 nm
(234-332 nm, n=43) de lado, mientras que las rgcianes son algo mayores
teniendo unas dimensiones medias de 305 nm (25488& 256 nm (201-287
nm, n=12). Las escamas rectangulares se apreciarmenor frecuencia en
todas las cepas de este género y no es totalmestarthble que se trate de
escamas cuadradas vistas ligeramente en perspestive la membrana
ondulada de la rejilla de microscopia electroniEa. las cepas CGAQ9 y
CGA14, ambas formas tienen una base sin perforesien la que no se ha
podido apreciar estriacion alguna y con una parthbién carente de
perforaciones. En cambio en las cepas CGA12 y CGAIflie se han podido
observar lo que eparecen ser estrias. En las depka CGA12 puede llegar a
intuirse el dibujo de una estriacion sobre la lmsérma de lineas paralelas que
aparecen delineando un cuadrado central. Por gy parlas escamas de la cepa
CGA13 (Lam. 11, Fig. 1) las lineas forman un cuddreentral dividido en 4
cuadrados iguales de menor tamafio por unas lindaselactrodensas que el
resto y perpendiculares a los laterales de la es@pm podrian constituir una
protuberancia central en forma de cruz. Las estnas de los cuadrados
menores no mantienen la misma orientacién y paredanmitad paralelas a 2
lados opuestos de la escama y la otra mitad atlos B. En cualquier caso seria
recomendable emplear métodos de contraste conimeé@mlen angulo para
determinar con exactitud los detalles de las esbri@s de las cepas CGAl12 y

CGA13 Yy la presencia o ausencia de éstas en las €pA09 y CGA14.

Las escamas corondLam. 11, Figs. 2-4) tienen una forma que semeja
los puntales de una cupula con base cuadrangwalalita en 4, y que tiene
alrededor de 247 nm de lado (199-305 nm, n=21mé&ico cuadrangular de la

base esta reforzado por puntales radiales queesepara formar una estructura
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en forma de cruz. En el punto de unidén de esosafamtadiales se asienta el
puntal central de la escama, que parte de este pws# extiende perpendicular
a la base. Estos puntales radiales se unen enwa sn punto ligeramente
superior a la base misma (Lam. 11, Fig. 3), y ssnua su vez, con la base,
mediante bifurcaciones arqueadas con forma de seni@, dando forma a los 4
I6bulos citados. Cada punto de unién de estasdaifiznes con el marco de la
base esta provisto de una espina, por lo que & tiEse un total de 8 espinas.
Finalmente, de las esquinas de la base, a mitadedetrido entre 2 espinas,
parte de cada lobulo un puntal arqueado que sa o los de las otras 3
esquinas y con el puntal central en la cuspideadeupula formada por la
escama. Tanto los puntales que forman la cruzalezimo los de las esquinas
pueden estar ligeramente curvados de manera quéesiforazos de una espiral

como por ejemplo en la cepa CGA13 (Lam. 11, Fig. 4)

Las escamas subyacentgsentagonales(Lam. 11, Fig. 5) cuentan con
una protuberancia central y su longitud media, refitta como la altura del

pentagono que forman, es de unos 53 nm (47-60 ab%)n

Las escamas limuloidegLam. 11, Figs. 6-7) tienen una longitud media
en la espina central de 312 nm (254-400 nm, n=2@)ay anchura maxima de
188 nm (156-220 nm, n=36). Tienen 2 espinas augdiauna a cada lado de la
central, y 4 crestas que parten de la espina tehtdiendo la escama en 5-6
sectores (Lam. 11, Fig. 7), dependiendo hasta quéose extienda la espina
hacia el extremo posterior de la escama, enterabdaqui en adelante como el
que queda orientado hacia la parte proximal dgeftaen la posicion natural de
estas escamas, o lo que es lo mismo, justo el tpakesxtremo por el que se
proyectan las espinas, que seria el anterior. Eexteémo posterior, tienen 3
perforaciones, pudiendo tener alguna menor como eggmplo en la cepa
CGA14. 2 de las perforaciones son mas alargad&s gnsuentran pegadas al
borde de la escama, y la restante es mas redongeesta situada pegada al
extremo posterior de la espina central. Al menadgoara proximal, entendida
como la mas cercana a la membrana celular en l@i@mosatural de estas
escamas, en contraposicion a la cara o vista degial seria la opuesta, parece

haber estrias que corren paralelas a la espineakesit menos 1 estria a cada
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lado de ésta, en la cepa CGA12, y 2 en las cepa@@ CGA13 (Lam. 11,
Fig. 6).

Solo se pudieron observpelos Ten la cepa CGA12 (Lam. 11, Fig. 9).
En éstos se han podido distinguir las siguientg®mnes: un filamento proximal
de unos 119 nm de largo (102-135 nm, n=8); un @stgouesta por una region
proximal de unos 165 nm de longitud (146-183 nni4)=y una anchura de 15
nm (14-18 nm, n=15), y una region distal de 588dentargo (577-595 nm, n=6)
por 15 nm de ancho (14-18 nm, n=13) y 2 subuniddales (Lam. 11, Fig. 8)
con forma que va de esférica a discoidea y entng 11 nm de didmetro (n=6).
No se ha podido apreciar filamento distal alguna.ldngitud media de estos

pelos flagelares, sin contar el filamento distalde 910 nm (895-923 nm, n=6).

Finalmente, también se observo, en preparaciomda depa CGA13, el
asta de umelo de punta flagelar del tipo P(Lam. 11, Fig. 10) de unos 770 nm
de largo por 19 nm de ancho en su region proximahgs 7 nm en su region

distal, que es mucho mas fina. No se pudieron aggregbunidades proximales.

- Otras caracteristicas destacables

-En algunas células se aprecian al menos un grateilcolor verdoso
asociado a cada lobulo de cloroplasto que podiangsinulos de almidén.
Estos suelen aparecer mas o menos al mismo naveky mas hacia el centro o
hacia el anterior de la célula. (Lam. 10, Figsyl). Se ha descartado que se
trate de tricocistos tras observar que no emitédialsfluorescente alguna en
células fijadas y tefiidas con el fluorocromo DAB&paz de marcar estos
organulos (Coleman 1983).

-En cultivos viejos algunas células muestran aguoilar a grandes
vesiculas (incluso casi de la longitud del cuerglalar), pero que podrian ser la
forma de ventosa que adopta, al entrar en contmtoel cubreobjetos, la
membrana o una capa mucilaginosa que cubrierglass (Lam. 10, Fig. 16).
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- Especie propuesta:parece tratarse de la espeéle orientalis pese a que las
dimensiones de las células son algo mayores queelda descripcién original de la
especie, rangos de 5-12 x 4-9 um en este estuditef4,5-6 x 4-5 um, y que los
estigmas son amarillos en lugar de rojos (Butcl9&9). Otros trabajos, sin embargo,
citan células con tamafios similares a los de lasrii@s en el presente estudio (Sym &
Pienaar 1995 y referencias en ese mismo trabajogliperg 2000). Por su parte, la
arquitectura de las escamas sugiere que se tr&aateentalis(Pennick 1978, Pennick
1984, McFadderet al. 1986, Pienaar & Sym 2002), pese a que no se hdid@o
distinguir estriaciones en las escamas caja denafgaepas, los patrones de estrias de
las escamas limuloides s6lo se han podido entremeotras, y no todos los pelos
flagelares han sido completamente -caracterizad@sia Snecesario realizar un
metalizado en angulo de las escamas o estudiaddmnte criofractura y grabado para
poder apreciar con claridad los patrones de esiddas distintas escamas, tal y como
hacen trabajos como el de McFadden y colaboradd®&6). Por otro lado, las escamas
subyacentes cuadradas descritas para esta egstaomo para el resto de especies en
el subgénerd/estigifera son del tipo IsensuMcFadden y colaboradores (1986) (Sym
& Pienaar 1995). Estas escamas tienen 4 perforegiorhondonadas en su placa basal
separadas por una cruz, lo que les da un aspeatiiculado. Dichas perforaciones no
han podido ser apreciadas en las preparacionazacdad durante este estudio, pero si
que parecen entreverse 4 I6bulos en la base dest@snas observadas, que quizas

podrian corresponder a las citadas hondonadas (@&nfig. 17).

Otra caracteristica a destacar es la cola o eatpaterior irregular observado
en varias cepas. Esta cola es un rasgo comun bigérsero \éstigiferasegun Sym y
Pienaar (1995), y en ella pueden observarse a gh@eslos rojos, que pueden llegar a
confundirse con estigmas. Dichos globulos son Jasua@on perfil estelado o
cruciforme y un contenido electrodenso (Sym & Paenk995) y segun McFadden y
colaboradores (1986), su presencia es lo que matistinguible P. orientalis de P.
pluriloculata, también descrita por Butcher (1959), por lo qato® dos taxones se
pueden considerar sindbnimos, predominando el nordbteprimero. En el presente
estudio no se han llegado a observar como talunimgle estos glébulos rojos, pero es
posible que en alguna de las ocasiones en lasegbansidentificado 3 estigmas (cepas
CGAQ9 y CGA13) al menos 1 de ellos se haya podidoat como tal siendo uno de

estos glébulos, y mas teniendo en cuenta que anigo la posicion de los estigmas
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para esta especie es la de la mitad o parte antleria célula (Butcher 1959, McFadden
et al. 1986), apareciendo en el presente estudio algnria parte posterior (Lam. 10,
Fig. 11). Seria necesario realizar un andlisis alaultrastructura de estos cuerpos

pigmentados mediante cortes citoldgicos para d@tarsu naturaleza.

Finalmente, otra caracteristica de estas cepataguelaciona con el subgénero
Vestigifera y la especi®. orientalis es la morfologia del cloroplasto, en el que uao d

los senos llega hasta el extremo posterior delldac€Sym & Pienaar 1995).

McFadden y colaboradores (1996) en su revision gdelero citan diversos
estudios en los que se constata la presencia delgst en los siguientes lugares: las
costas del Reino Unido y Noruega (también en Ttsenét al. 2007a), el Artico,
Dinamarca, el Mediterraneo, la costa oeste de RE, Nueva Zelanda, la Columbia
Britanica, Israel, Egipto, Finlandia y Groenlandidemas, Pienaar y Sym (2002) la
citan también en la costa sur de Africa entre NamjbMozambique; Smith y Hobson
(1994) en Canada, y Bergesch y colaboradores (2808Brasil, por lo que puede

concluirse que se trata de una especie cosmopolita.
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LAMINA 10

Fig. 1: una célula ovalada con un amplio pirenoide, témlmvalado, en posicién parietal. El recuadro nmaast
detalle (2,083X) de la zona del pirenoide, pudié&edapreciar la posible cubierta pirenoidal en fodmaina placa

casi continua.

Fig. 2 vista antiapical de la misma célula que en la Eigen la que se puede observar la posicion ctaram
parietal del pirenoide y la compresion dorsovenffabién se observa como uno de los senos entéofbega

hasta el extrmo posterior.

Fig. 3: vista apical de una célula no comprimida dorstréémente donde se aprecia la insercion de loagefbs y

2 estigmas en un mismo lateral.

Fig. 4: célula con anterior truncado y parte posteri@lada, cavidad flagelar y unos l6bulos del plaste gcupan

mas o menos 1/2 de la longitud celular.

Fig. 5: célula con el extremo posterior redondeado ydtesales desiguales.

Fig. 6: vista apical de una célula con perfil cuadradtaegue se aprecia la lobulacién del plasto.

Fig. 7: 2 estigmas en |6bulos adyacentes.

Fig. 8 célula con parte posterior eliptica, 2 estigniagados a distinta altura en el mismo |6bulo, ilakes algo

desiguales.

Fig. 9 sefial de autofluorescencia del cloroplasto deadhala en las que se aprecia la lobulacion dedtplajue,

puede llegar hasta la parte posterior de la célula.

Fig. 10 lobulacion del plasto observada mediante epiflscencia. Puede inferirse la situacién de un pideno

redondeado en la parte posterior de la célulaldureco que este deja en la sefial de autofluoreiscen

Fig. 11 célula con 1 supuesto estigma en la parte postgrR en la media. Recuadro: ampliacién a 2X. Bodo
tienen una tonalidad similar pero el posterior péguefio podria tratarse de uno de los globulosojle los que

se habla en la bibliografia (ver discusién sobeslzecie).

Fig. 12 vista amplia de una célula con la parte posteri@s 0 menos eliptica, en la que se aprecian Isiblpe
granulos de almidén en la parte anterior de lal@élda posicion parietal del pirenoide en la poste El recuadro

muestra una ampliacion (2X) del pirenoide en laspipuede apreciar su cubierta en forma de taza.

Fig. 13 célula con pirenoide cubierto por 2 granulos flma de clpula. Nétese la posicion parietal delride.

Barra de escala =5 pm.

Fig. 14 célula oblonga, casi ovalada, y que parece estgiroceso de division. Muestra un estigma en ftepa
posterior y al menos un posible par de granuloalmiéon en la anterior. También parece tener uibleopirenoide

de grandes dimensiones hacia la mitad anterior.

Fig. 15 células en division y como envueltas por una nraméoo mucilago que forma colas.
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LAMINA 10

Fig. 16 célula pegada al cubreobjetos mediante una Ipasdipa mucilaginosa exterior.

Fig. 17: escama subyacente cuadrada.

Fig. 18 vista distal una escama caja cuadrada en cuygaseastuye tenuemente un dibujo cuadrado de gstria

Figs. 1-16 obtenidas a 1000X, Figs. 9-10 mediapiftuerescencia y Figs. 17-18 mediante TEM. F@s8, 11y 13
en falso color desplazado hacia el rojo y el a@&igis. 1-2 con la escala de la Fig. 1, Figs. 3-b gdn la de la Fig. 3,
Figs. 9 y 12 con la escala de la Fig. 12, vy firaite, Figs. 10 y 14-15 con la escala de la FigFigs. 1-5y 16
correpondientes a la cepa CGAQ9, Figs. 6, 10, 1¢-18 correpondientes a la cepa CGA12, Figs. 713y 17

correpondientes a la cepa CGA13 y Figs. 8-9 y 1&pondientes a la cepa CGA14.
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LAMINA 11

Fig. 1. escama caja, vista desde la cara distal, endagpuede apreciar el patron de estrias de su base

Fig. 2: vista distal en perspectiva de una escama coRaraa de escala = 200 nm.

Fig. 3: perspectiva de una escama corona a la que aplibafio de oro para aumentar su contraste. dtaes

elevacion de la cruz central respecto al marcaiextde la base.

Fig. 4: vista distal de una escama corona en la que pya@eiarse una ligera curvatura en espiral dealgona de

los puntales arqueados. Barra de escala = 200 nm.

Fig. 5. escama subyacente pentagonal en la que puedecl@ramente la protuberancia central.

Figs. 6-7 escamas limuloides vistas desde la cara disigl §fry proximal (Fig. 7), respectivamente.

Fig. 8 detalle de las subunidades distales (niUmerog)edeimostrado en la Fig. 9. Barra de escala = 50 nm

Fig. 9: pelo T sin filamento distal. Pueden observarsatmgo a arriba las siguientes regiones: filam@noximal
(FP), region proximal del asta (RPA), region distal asta (RDA) y subunidades distales (SD). Lashfie marcan
los limites entre regiones. Barra de escala = 200 nm

Fig. 10 asta de un pelo;Rle punta flagelar junto con una escama subyaqeamtagonal cerca de su extremo
proximal (parte inferior de la imagen). No se pudlieobservar subunidades discoideas de estos [Rdos de

escala = 200 nm.

Fig. 11 una célula en la que se pueden observar el camide la cavidad flagelar y escamas caja y corona

adheridas a su superficie.
Fig. 12 célula en la que puede apreciarse un extremoi@ntéaramente lobulado.
Figs. 1-10 obtenidas mediante TEM y Figs. 11-12iaved SEM. Figs. 4 y 11 correpondientes a la cefa@,

Figs. 8-9 correpondientes a la cepa CGA12, Fig8, 5:7 y 10 correpondientes a la cepa CGA13 y Figg.12

correpondientes a la cepa CGAl4.
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Pyramimonas moestrupii

4.3.4.2 Pyramimonas moestrupiicFadden

La Unica cepa analizada perteneciente a estaies@esido la CGA10.

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células de cuatro flagelos, isocontas y acrocom@s una
parte anterior truncada o ligeramente redondeadwyposterior, hacia la que la
célula puede ir estrechandose, de eliptica a c¢h&ra 12, Figs. 1-3). En vista
apical las células pueden ser redondeadas o cadiatlas y en vista antiapical
son redondeadas (Lam 12, Fig. 4). La parte antgriarposterior de la célula
pueden llegar a ser irregulares (Lam 12, Fig. &), un lateral méas largo que el
otro. Los flagelos se encuentran alojados en unalad flagelar, que puede
llegar a ocupar hasta casi 1/2 de la longitud aeliilam 12, Figs. 1-4). Algunas
células, sobre todo las que estan en division pudégar a tener formas
irregulares (LAm 12, Fig. 9).

- Dimensiones en vista amplia las células tienen de 6-11 prtodgitud por 4-

6 um de anchura. Flagelos de una longitud de 6ri{Tjabla 4.14.).

Tabla 4.14: principales dimensiones de la cepCGA10 de Pyramimonas moestrupii. La unidad de medida es el

um para todas las dimensiones y parametros indic&tiire paréntesis se indica el nimero de medfdatuadas.

Longitud (n=29) Anchura (n=29) Flagelos (n=5 7)
Medias 7,78 5,54 7,59
Rangos 6-11 4-6 6-11
Menor 5,58 4,47 5,64
Mayor 11,07 6,42 10,93

- Cloroplasto: de color verde con tonos amarillentos y textusa,|con 4
I6bulos que se pueden separar cerca de la mitad délula o en la parte

posterior, y se extienden parietalmente hastatetmo anterior de la misma, o
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casi, dejando entre ellos un espacio que se llermee por la cavidad flagelar
(Lam 12, Figs. 1-8).

- Estigma 1-2 estigmas de color amarillo, generalmente an phrte

conspicuamente no lobulada del cloroplasto, pariign se pueden encontrar
hacia la mitad de la célula en un mismo l6bulo.d@neestar situados hacia la
parte anterior, el centro, o incluso la parte pastale la célula, y ambos a la

misma o a distintas alturas (Lam 12, Figs.1-3,y585.

- Pirenoide: un unico pirenoide, no apreciable en todas lagas situado en su
parte posterior en posicion aparentemente pafiefah 12, Figs. 2 y 5). Puede
llegar a llenar practicamente la mitad de la lardjitelular y tiene una cubierta

compuesta por una placa en forma de taza (Lamid2, F-8).

- Divisién celular: una célula madre da, al menos, 2 células hijas spi
mantienen nadando unidas hasta que finaliza lxicésis. Antes de que la
citocinesis se haya completado las células hijaglgu dividirse de nuevo dando
como resultado conglomerados de forma irregularagias células unidas por la
membrana (Lam 12, Fig. 9).

- Movimiento: tramos largos ondulados y sin grandes cambiodimecion
seguidos de paradas. En ocasiones, las célulasétampbeden realizar tramos
con muchas curvas y giros alrededor de un mismotopwon poco

desplazamiento.

- Escamas: se han observado 4 tipos de escama: escamas cca@)a,
limuloides y pelos T.

Lasescamas cajgLam 12, Fig. 10) de esta cepa tienen unos 342em
lado (313-378 nm, n=13). Tienen una base de lssgbeesale una protuberancia
central en forma de cuadrado con los lados convgxXas esquinas orientadas
hacia las paredes de la escama. Las diagonalesudetado formado por las
protuberancias miden unos 83 nm (61-104 nm, n=3%).inkerior de la

protuberancia, como se ha podido observar al menadgunas escamas, esta
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hueco y tabicado de forma que queda partido emndutos. Por otro lado, la
base de la escama cuenta con multitud de perforeidivididas en 2 grupos.
Uno de estos grupos lo forman las perforacionetadaa y oblongas situadas
anexas a la pared de la escama y que se encuerigatadas con la dimension
mas larga en perpendicular a dicha pared. El omgay lo componen
perforaciones de distintos tamafos, aunque masideddas en general, que se
concentran formando un cuadrado alrededor de lalproancia central. Entre

ambos grupos queda un espacio cuadrado de laibaesdd perforaciones.

Lasescamas corongLam 12, Figs. 11-12) tienen una base de unos 299
nm de lado (283-318 nm, n=3) y una altura de ur& r8n (n=1). Su forma
semeja los puntales de una cupula con base cuatharigbulada en 4. El
marco cuadrangular de la base esta reforzado paalps radiales que se unen
en el centro de ésta con el puntal central dedares, que parte de este punto y
se extiende perpendicular a la base. Estos pumtaledes se unen entre si en un
punto ligeramente por encima de la base misma,unee a su vez con la base,
mediante bifurcaciones arqueadas con forma de seni@, dando forma a los 4
I6bulos citados. Cada punto de union de estasdaifiznes con el marco de la
base esta provisto de una espina por lo que latlase un total de 8 espinas.
Ademas, de cada una de estas bifurcaciones, m&sasren su nacimiento o en
un punto cercano, parte un pilar arqueado que sende perpendicular a la
base de la escama hasta unirse con los otros gnghl en la cuspide de la
cupula formada por la escama. Cada uno de loepiEmueados esta provisto

de 2-3 dientes que pueden estar orientados engpthstintos.

Las escamas limuloides(Ldm 12, Figs. 13-14) tienen una longitud
teniendo, en cuenta la espina central, de unosn®3(0293-354 nm) y una
anchura maxima de unos 196 nm (179-208 nm, n=1neh 2 espinas
auxiliares y 4 crestas que parten de la espinaatatividiendo la escama en 5-6
sectores, dependiendo hasta que punto se extiandapina central hacia el
extremo posterior de la escama. Ademas de eststanearecen tener otras 2
mMAas que corren paralelas a la espina principalbitantienen al menos 1 6 2,
puede que mas, perforaciones en el extremo pastgriotra mas junto a la

espina principal.
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Los pelos T observados (Lam 12, Fig. 15) tienen una longitotzl t
media, sin contar el filamento distal, raramentseotable, de 767 nm (727-
1024 nm, n=10), y en ellos se pudieron distingag $iguientes regiones: un
filamento proximal de unos 82 nm de longitud mg&@a-122 nm, n=10), que
quizas podria ser algo mas largo teniendo en cugran el extremo proximal
tiene muy poco contraste; un asta dividida en dggones, una proximal,
claramente acanalada y algo mas larga y gruesa4@@mm de longitud (440-
524 nm) y 21 nm de anchura (17-29 nm, n=12), yreg#n distal de unos 386
nm de largo (357-418 nm, n=11) por 16 nm de and®20 nm, n=12); y
finalmente, rematando el pelo, se ha podido apre&tsiaun Unico ejemplar, lo

que parece ser un filamento distal de unos 163enkardo.

- Otras caracteristicas destacables

-En algunas células se aprecian al menos un gréeutolor verdoso por
cada l6bulo de cloroplasto que podrian ser tritosi® granulos de almidon.
Suelen aparecer mas o menos al mismo nivel aungusempre, ya sea mas

hacia la mitad o hacia el anterior de la célula.

- Especie propuestalas escamas observadas coinciden en forma, awwgueiertas
diferencias, y difieren en tamafo con las de larilgson original deP. norrisii (Sym

& Pienaar 1991), la cual fue posteriormente comaike como sinGnimo de la especie
P. moestrupii(Sym & Pienaar 1995). En particular, las escama®na difieren
ligeramente en forma, puesto que en esta cepaldosgparqueados parten mas o menos
del punto donde nace la bifurcacién de los puntzesrales de la base, mientras que en
la descripcidn de la especie lo hacen de un puntandn de estas bifurcaciones con el
marco exterior, justo sobre uno de los dientes suencuentran en estos puntos. Por
otro lado, uno de los pelos T observados most@iaé podria ser un filamento distal,
que no se comenta en la descripcion de la espgeie,que podria haberlo, puesto que
éstos son en general dificilmente observables, gitatlo trabajo es anterior a los de
Marin y colaboradores (1993) y Marin y Melkoniar9%) tras los que comienza a
desarrollarse una taxonomia de los pelos flageldeeslas prasinoficeas. En la

descripcion de la especie apenas si se hace mead@mmorfologia de sus pelos, a
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excepcion de su tamafio y disposicion respectcstd tie escamas flagelares, por lo que
tampoco se menciona nada acerca de un asta cagiodeg, tal y como ha podido

observarse en este estudio.

Sym y Pienaar (1995) comentan los evidentes mhecgntreP. norrisii, la
especie descrita por ellos mismos (Sym & Piena@d Y19/ P. moestrupii descrita por
McFadden y colaboradores (1986). Asi, acaban cgectlp que las diferencias entre
las escamas caja de las distintas cepas aisladasepa trabajo le restan importancia
taxonOmica a las caracteristicas de la protubeaassitral de estas escamas, por lo que
deberian tomarse esas dos especies como sinértenendo preferencia el nombre
mas antiguo. Por lo tanto, esta cepa en cuestidaneeeria a la espedte moestrupii

Esta especie ha sido hallada con anterioridad®rdstas de Nueva Zelanda y
en la costa sur de Africa, entre Namibia y Mozambi¢McFadderet al. 1986, Sym &
Pienaar 1991, Sym & Pienaar 1995), asi como enrdliss{colecciorSCCAP, cepa K-
0265).
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Fig. L célula con anterior truncado y parte posterignica. Se intuye un estigma en la parte central.

Fig. 2 célula con el extremo anterior truncado y el @ast ovalado, con un estigma en la parte posteNétense

la cavidad flagelar, que llega casi a ocupar 1/”dengitud celular, y el pirenoide parietal.

Fig. 3 célula casi ovalada con parte anterior ligeramartiondeada y posterior ovalada. Estigma en I par
posterior.

Fig. 4: vista apical en la que puede apreciarse la iitsene los flagelos de una célula con perfil emégondo y
cuadrado.

Fig. 5: Pirenoide en posicién parietal de una célula tastigma en su mitad anterior, en uno de los &sbdel
cloroplasto.

Fig. 6: 2 estigmas en la parte posterior de una célula.

Figs. 7-8 células en las que puede apreciarse una culpieelaoidal compuesta por una placa casi contimum ¢
forma de taza, mas facilmente distinguible en fapliaciones de los recuadros de 4X en la Fig.de X en la Fig.
8. En la Fig. 8 pueden verse a su vez: un estigme lha parte media-posterior de la célula y epalde anterior, 2
de los granulos que aparecen asociados a los BHelaloroplasto en algunas células. Barra de &sleala Fig. 8:
10 um.

Fig. 9: células en division.

Fig. 10 vista distal de una escama caja.

Figs. 11-12 escamas corona, en vista lateral (Fig. 11) yrenperspectiva cercana a la vista distal (Fig. 12).

Figs. 13-14 escamas limuloides en vista proximal. En la Eijse aprecian mejor las perforaciones que aparecen
en el extremo posterior, mientras que en la Figni&s contrastada, se aprecian mejor las distnéatas que tienen

estas escamas.

Fig. 15 pelo T en el que pueden observarse, delimitagasflpchas y de abajo arriba, sus distintas regione

filamento proximal (FP), region proximal del asiP@), region distal del asta (RDA) y filamento digfaD).

Figs. 1-9 a 1000X. Figs. 1-7 y 9 con la misma esqaile la Fig. 1. Figs. 11-12 y 14-15 con la esdeléa Fig. 11.
Figs. 10-15 obtenidas mediante TEM. Todas las Emsespondientes a la cepa CGA10.
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Pyramimonas grossii

4.3.4.3.Pyramimonas grosskarke

La cepa CGALl1 pertenece a la espécigrossii

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células de 4 flagelos, isocontas y acrocontas.flagelos
parten de una cavidad que puede extenderse h&8gle 14 longitud celular. Las
células tienen formas que van desde redondeadasdaalas o elipsoides en vista
amplia, pero con la parte anterior truncada y, eesecon 1 6 2 pequeias
invaginaciones que corresponden con la lobulacidteriar del citoplasma
(Lam. 13, Figs. 1-6). Los laterales son planoggerimente convexos. La parte
posterior puede ser redondeada, eliptica o inctdsoca dandoles a algunas
células una apariencia piramidal invertida. En avisinterior tienen forma
redondeada o ligeramente cuadrilobada, de manee lgs I6bulos del
citoplasma dan cobijo a los del cloroplasto.

- Dimensiones en vista amplia tienen de 6-10 um de longitud & pm de

anchura y unos flagelos de 5-8 um (Tabla 4.15.).

Tabla 4.15: principales dimensiones de la cepCGA11 de Pyramimonas grossii. La unidad de medida es el um

para todas las dimensiones y parametros indic&ohdse paréntesis se indica el nimero de medidatuefdas.

Longitud (n=35) Anchura (n=39) Flagelos (n=19)
Medias 8,34 6,38 6,7
Rangos 6-10 5-8 5-8
Menor 6,23 5,04 5,16
Mayor 9,93 7,81 8

- Cloroplasto: de color verde claro con tonos amarillentos yuex mas o
menos lisa. Profundamente lobulado con 4 I6bulos sgi extienden siendo
conspicuamente diferenciables a lo largo de 2/3laddongitud celular,

comenzando en el tercio posterior de la céluladdmse aloja el pirenoide, y
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llegando hasta la parte anterior (Lam. 13, Fig8.y39-10). El espacio entre los

I6bulos solo se llena en parte por la cavidad feage

- Estigma: un unico estigma anaranjado situado en la pateriar de la célula,
en la cara externa de uno de los I6bulos del clastp (Lam. 13, Figs. 1, 6-7 y
9).

- Pirenoide los plastos llevan un uUnico pirenoide con forrfiptiea, bastante
llamativo, que llega a alcanzar 1/3 de la longitatlilar. Se encuentra situado en
posicién basal y aparece cémo partido por la mlatjdo a los tilacoides que
presumiblemente lo surcan (Ldm. 13, Fig. 7). Tiemea cubierta compuesta por

2 granulos con forma abovedada que lo encapsulan.

- Divisién celular: una célula madre da, al menos, 2 células hijas spi

mantienen nadando unidas hasta que finaliza laic#sis (Lam. 13, Fig. 8).

- Movimiento: tramos generalmente largos y mas o menos rentos garadas,
combinados con avances en una misma direccion af@adps de ondulaciones

0 giros. También pueden girar sobre si mismosmas desplazamiento.

- Escamas:se han podido diferenciar al menos 6 tipos denessaescamas
subyacentes cuadradas, escamas caja, corona, eot®gmcpentagonales,
limuloides y pelos T, siendo las 3 dltimas promlados flagelos.

Las escamas subyacentesuadradas (Lam. 13, Figs. 14-15) tienen 52
nm (45-64 nm, n=14) de lado, y las hay de 2 tipmas sin un ornamento claro,
aparte de un marco electrodenso externo, al gnddiea pegarse las particulas
de acetato de uranilo, y que parece indicar unerafitia de grosor entre su
periferia y el interior (Lam. 13, Fig. 14). Otrdagnen protuberancias formando

un dibujo en aspa inscrito dentro del cuadradaudersna (Lam. 13, Fig. 15)

Lasescamas cajgLam. 13, Fig. 12) muestran un aparente dimorfismo,
siendo la mayoria cuadradas o ligeramente rectareg)lcon lados de 260 nm

(237-298 nm, n=17), mientras que otras, mas escasas claramente
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rectangulares con una longitud algo superior alaslradas, 282 nm (267-294
nm) y una anchura algo inferior, de unos 244 nnrmedia (235-258 nm, n=3).
Las escamas rectangulares se aprecian con menoeffi@a y no es totalmente
descartable que se trate de escamas cuadradasligstamente en perspectiva
sobre la membrana ondulada de la rejilla de miopiscelectronica. Ambas
formas tienen un marco exterior engrosado, que sed dentado, estando los
dientes orientados bien hacia el interior de laasco bien hacia el exterior.
Tienen una placa central perforada por entre 2@ pd@os, que habitualmente
estan distribuidos formando un mosaico de la sigaienanera: 8 se encuentran
formando una roseta en torno al centro no perfodedia placa; esta roseta esta
rodeada por otros 8 poros, que forman un cuadtad@ndo forma redondeada
los 4 que ocupan las esquinas y mas oblonga lessdados de dicho cuadrado.
Los poros restantes forman un cuadro alrededareds y limitan con el marco
de la escama, 4 de éstos son de mayor tamafio geste] aunque a veces
pueden estar partidos en mas de un poro, y oc@samsiquinas, mientras los
lados de este cuadrado externo se componen pg@oied cada uno, llegando a
veces a no apreciarse ninguno y ser totalmentelasfliesto también puede
ocurrir con al menos los poros laterales del cubdnaterno, o incluso con

alguno del rosetén central.

Lasescamas corongdLam. 13, Figs.16-17) tienen una forma que semeja
los puntales de una cupula con base entre cuadyadedondeada, esta
ligeramente lobulada en 4 y que tiene alreded@7denm de lado (236-294 nm,
n=5) por 263 nm de altura (224-328nm, n=12). Cadade sus Iébulos porta 3
dientes pequefios y 1 mas largo que pueden estatantos de distinta manera.
Ademas, de cada l6bulo parte un puntal arqueadsgf@siona con los otros 3
en la cuspide de la cupula formada por la escastaspuntales portan a su vez
2 dientes cada uno, de los cuales los distalesrgmlargos y habitualmente
superan en altura la zona de union de los propiagafes formando entre los 4

una esvastica apreciable en vista distal.

Las escamas limuloidegLam. 13, Fig.13) tienen una longitud, medida
en la espina central, de 291 nm (243-432 nm) yanthura de 163 nm (147-

180 nm, n=11). La parte que sobresale de la esgini@al puede llegar a ser del
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mismo tamarfio que el cuerpo de la escama. Aparia espina central tienen 2
auxiliares, 1 a cada lado de ésta. También muestaas perforaciones, 2 mas
grandes en el extremo posterior (el de abajo ¢ngal3 de la Lam. 13), una
redondeada y la otra, mas alargada, con forma dea covertida; y 2-4
perforaciones mas pequefas y redondeadas que isadext hacia la zona
medial por el lado de la perforacién redondeadaom&yambién parecen tener 4
crestas que parten de la espina central y divideastama en 5-6 sectores,
dependiendo de hasta qué punto se extienda la ddada espina central hacia el

margen de la escama por la parte posterior.

Las escamas subyacentgsentagonales(Lam. 14, Fig. 4) cuentan con
una protuberancia central y su longitud media, refitta como la altura del

pentagono que forman, es de unos 55 nm (51-63 BH), n

Los pelos T (Lam. 14, Figs. 1-3) estan compuestos, comenzpndsu
extremo mas cercano a la superficie flagelar, pofilamento proximal de unos
124 nm de longitud (110-139, n=7), seguido de ua asn 2 regiones bien
diferenciadas: una proximal més ancha, de unosni®&le longitud (731-837
nm, n=12) por 19 nm de anchura (15-24 nm, n=15)n& region distal mas
estrecha y electroltcida de unos 217 nm de longit88-255 nm) por 12 nm de
anchura (10-16 nm, n=9) que termina en un engrasdmifinal, Al asta le
siguen 2 subunidades distales mas o menos dissoideauna longitud de 12-
13 nm y una anchura de 16-18 nm (n=2) y remataoslpé¢los puede observarse
en ocasiones un filamento distal de unos 162 ntordgtud (138-210 nm, n=7).
La longitud total de los pelos T, sin contar ehrfilento distal, observable con

poca frecuencia, es de unos 1148 nm (1065-1196116),

- Otras caracteristicas destacables

- Presencia de hasta 8 (2 por I6bulo) granulosl ertoplasma que rodea
la cavidad flagelar, presumiblemente tricocistadnfL 13, Figs. 5-6, 8 y 10-11),
situadas en la parte anterior de la célula, juritocara interna de los I6bulos del
cloroplasto. Estos organulos si presentaban flgeresa en células tefiidas con

DAPI (Lam. 13, Figs. 10-11), tincion que se emppema marcar tricocistos
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(Coleman 1983). Adémas, en preparaciones para sempia electronica ha

guedado confirmada la presencia de tricocistogpatecer estos descargados
radiando de las células (Lam. 14, Fig. 5) y en ioo&s hasta manteniendo una
forma espiralada que da una idea del empaquetandengstas estructuras en el

interior de las células (Lam. 13, Fig. 18).

- Especie propuestaiesta cepa perteneceria a la espBgmmimonas grossipuesto
gue aunque los tamafios de las células no se smgearpalel todo a las previamente
descritas en la bibliografia (Parke 1949, Butch869] Pennick & Clarke 1976,
McFaddenet al. 1986, Sym & Pienaar 1993) las escamas observadagi@scopio
electrénico si se corresponden en forma y tamaiitaue con matices. Por ejemplo, las
escamas corona, en el caso de esta cepa portaespima grande en cada lado del
marco tal y como aparece en Manton y colaboradqf€¥3), McFadden vy
colaboradores (1986) y Sym y Pienaar (1993), pdrereh bastante de las mostradas
como dibujo en Pennick y Clarke (1976) y Pennic®8d), en los que no aparece esta
espina grande y en su lugar aparecen 4 puntalesfoo una cruz basal. Pese a esta
diferencia la escama mostrada en la Fig. 14 deiéleynClarke (1976) parece ser
idéntica a las descritas en este estudio. Algolairocurre con las escamas limuloides,
para las que las descritas en esta cepa coinamfelas mostradas en la Fig. 18 de Sym
y Pienaar (1993) mientras que difieren de las dérlbajos de Pennick y Clarke (1976)
y Pennick (1984), que solo muestran 2 perforacionesunstancia quizas debida al

empleo del metalizado, que podria enmascarar srgeiones mas pequenas.

En cuanto a las escamas subyacentes, cabe menadjoiea Manton y
colaboradores (1963) y McFadden y colaboradoreg§6)l®ablan de escamas sin
ningln tipo de ornamento apreciable, iguales a deolos dos tipos de escama
observados en el presente estudio, mientras que &m y Pienaar (1993) como
LeRoi y Hallegraeff (2006) muestran unas escamaspaéecidas al segundo tipo. Sym
y Pienaar (1993) aportan una reconstruccion tridsiomal de estas escamas mostrando
una superficie central estriada que no llega aesponder del todo con lo observado en
este estudio, y aluden a artefactos de las técuieasiofractura y metalizado como
posibles razones para que McFadden y colaboradd@8&6) no pudieran distinguir
ningun dibujo ni protuberancia en el centro degssamas subyacentes de las especies

del subgénerdrichocystisque analizaron. Dado que en el presente estudier@an
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empleado tales métodos y aun asi se han podidovabsios tipos de escama, parece
probable que los dos tipos de escama subyacerttel ilaterior completamente liso y la
de la ornamentacion, pudieran tratarse de la misola,que vista en un caso por la cara
distal (la del centro con dibujos) y en otro poptaximal (la del centro liso). Podrian
incluso ser la misma escama vista por la misma paesto que las imagenes mostradas
de una y otra se obtuvieron empleando protocolos PEM distintos. La Fig. 14, se
obtuvo empleando el primero de los protocolos desen el apartado de material y
métodos de este mismo capitulo, mientras que pdfegl 15 se empled el segundo de
los protocolos, que ofrece mas contraste en genlerajue podria haber permitido
observar dibujos en la base de escamas que connedrpprotocolo parecieran sin
ornamento algunderian necesarios cortes citolégicos para configs@s hipoétesis.

Por otro lado, los pelos T descritos para estaa cepn idénticos a los
caracterizados parfd. grossiipor Marin y Melkonian (1994), hecho que reafirmaa |

identificacion.

Finalmente cabe destacar el hecho de que paresgstaie se describen hasta 5
tricocistos por célula solamente (Sym & Pienaar3)9€&n nuestro caso sélo se pudo
confirmar la presencia de 2 granulos tefiidos cof?Dexn varias células fijadas, pese a
que en alguna célula viva y sin tefiir llegaron eseobarse hasta 8 granulos
compartiendo posicion en la parte anterior de lal@éPuede que alguno de éstos, 0
incluso todos, fueran sin mas granulos de almidésiendo tricocistos, que al menos
parte de ellos se disparara en el proceso de fimao ciertamente ocurre tal y como
refleja la Fig. 23, en la que es evidente que Biatero de filamentos fuera de uno por
tricocisto en esta cepa el numero de 5 se quedarni@, aunque para estar seguro de la

naturaleza de todos estos granulos seria recomenéabzar cortes de las células.

En cuanto a su distribucién esta especie puedadmyarse cosmopolita, puesto
qgue se ha encontrado en el Reino Unido (Parke B#8her 1959, Mantoat al. 1963,
Pennick & Clarke 1976), Nueva Zelanda (Norris 1964pruega, el Mediterraneo,
Dinamarca, Japon, el Artico, las costas del sukfdea (McFadderet al. 1986, Sym &
Pienaar 1993, Pienaar & Sym 2002, Throndseal. 2007a), Brazil (Bergescét al.
2008), Australia (LeRoi & Hallegraeff 2006), EE. U(Thomsen & Buck 1998) y
Canada (Smith & Hobson 1994).
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Fig. 1: vista anterior de la célula en la que se aprdosiflagelos plegados, el estigma antero-latgrk,lobulacion
del plasto.

Figs. 2-4 variedad de formas en esta cepa que incluyeastheldondeadas (Fig.2), con la parte posteriorcadni
(Fig.3) o con la parte posterior eliptica (Fig. 4).

Figs. 5-6 células con una lobulacion del citoplasma dedeepanterior en la que pueden apreciarse los Ipssib

tricocistos. En la Fig. 6 aparece una célula cajui® podrian ser al menos 8 de estos organulos.

Fig. 7: célula en la que se aprecia el pirenoide parfihoel recuadro se muestra la cobertura del pidendée otra

célula. Las flechas sefialan los 2 granulos queraonen.

Fig. 8 células en division.

Fig. 9: lobulacién del plasto y posicionamiento de losugstos tricocistos junto a la parte interior del@ulos.

Figs. 10-11 La Fig. 10 muestra una célula fijada con formhlde y tefiida con DAPI, en color real, en la que
pueden apreciarse 2 tricocistos en la parte antélézhas). La Fig. 11 muestra la sefial de fluceasia del DAPI
de la misma célula, que es mas intensa en la zmaldleo y en los 2 tricocistos. Barra de escala den.

Fig. 12 escama de tipo caja.

Fig. 13 escama limuloide en vista distal.

Figs. 14-15 escamas subyacentes sin ornamentacion (Fig. &4 yin aspa circunscrita (Fig.15). Barras de escala
de 50 nm.

Figs. 16-17 escamas corona en vista distal (Fig.16) y lat&igl 17).

Fig. 18 tricocisto eyectado en el que puede apreciarsedisposicion espiralada que supuestamente guardari

relacion con la forma de empaquetamiento que deletta célula deben tener estos organulos antesrdextruidos.

Figs. 1-11 obtenidas a 1000X, Fig. 11 obtenida eredi microscopia de epifluorescencia y Figs. 12qg8liante

TEM. Figs. 1-9 en falso color desplazado hacieop y el azul y con la escala de la Fig. 1. Figsy111, por un

lado con la escala de la Fig.10 y Figs. 12-13,qim, con la de la Fig.12. Todas las Figs. corredpa a la cepa
CGA11.
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Fig. L. pelo T en el que pueden apreciarse las distiegisnes que lo componen. Estas son, de derecumigrida
y separadas mediante flechas: filamento proxinfa),(Fegion proximal del asta (RPA), regién distdlatta (RDA),
subunidades distales (SD) y filamento distal (FD).

Fig. 2. detalle de las subunidades distales (nUmero€)l yngrosamiento final de la region distal del akthpelo

mostrado en la Fig. 1. La escala de esta Fig.ves@s mayor que la de la Fig. 3.

Fig. 3: detalle del filamento proximal del pelo de la.Eig

Fig. 4 escama subyacente pentagonal. Barra de escatarde.5

Fig. 5: célula completa con tricocistos disparados (Besctojas).

Todas las Figs. obtenidas mediante TEM. Todasitss Eorresponden a la cepa CGA11.
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Pyramimonas robusta

4.3.4.4 Pyramimonas robustRienaar & Sym

Una Unica cepa, la CGAL5, perteneciente a estaciesfha sido aislada y

analizada durante este estudio.

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células con 4 flagelos, isocontas y acrocontas.flagelos
se alojan en una cavidad del citoplasma que puegdarla ocupar de 1/3 a 1/2
de la longitud celular. En vista amplia tienen, [mocomuan, una forma oblonga
qgue va de eliptica a obovada, con una parte antgue puede ser eliptica o
truncada, unos laterales convexos y una parte nmstie eliptica a redondeada
(Lam. 15, Figs.1-4). En vista posterior las célulasen un aspecto redondeado
(Lam. 15, Fig. 2) mientras que en vista anteribgoatorno de la célula puede
ser redondeado, cudrado o con una compresion dorgall que confiere, al
menos a la parte anterior de las células, un aspecbboideo, llegando en
ocasiones incluso a apreciarse una clara lobulad&na parte anterior del
citoplasma (Lam. 15, Figs. 5-8). En estos lobutosndo aparecen, se alojan los

I6bulos del cloroplasto.

- Dimensiones en vista amplia las células tienen una longited<.2 pum y una

anchura de 5-10 um, con unos flagelos de 10-18¢ilardo (Tabla 4.16.).

Tabla 4.16: principales dimensiones de la cepCGA15 de Pyramimonasrobusta. La unidad de medida es el pm

para todas las dimensiones y pardmetros indic&aitee paréntesis se indica el nimero de medidatuefias.

Longitud (n=25) Anchura (n=34) Flagelos (n=35)
Medias 9,25 7,47 14,53
Rangos 6-12 5-10 10-18
Menor 6,56 5,23 10,22
Mayor 11,94 10,34 18,14
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- Cloroplasto: de color verde con tonos de amarillo y texturam @scasa

rugosidad. El cloroplasto ocupa la longitud total ld célula y tiene cuatro
I6bulos que se separan desde la parte posterioaaltura variable segun la
célula, pudiendo éstos abarcar conspicuamente agggaide 1/2 a 3/4 de la
longitud total de la célula. Los l6bulos se extiemgarietalmente dejando en

medio un espacio llenado en parte por la cavidagefar (Lam. 15, Figs.1-10).

- Estigma: un unico estigma amarillo situado en un lateslud l6bulo en la

parte anterior o media de las células (Lam. 155.HiegR y 8-9).

- Pirenoide: un anico pirenoide con forma de esfera o elipsgyular situado en
la parte posterior de la célula en posicion badajgramente excéntrica. Puede
llegar a ocupar de 1/4-1/2 de la longitud celuam ana cubierta compuesta por

al menos 2 grandes granulos (Lam. 15, Figs. 2 y 10)

- Divisidon celular: una célula madre da, al menos, 2 células hijas sp

mantienen nadando unidas hasta que finaliza laic#ésis (Lam. 15, Fig.11).

- Movimiento: tramos en los que las células se mantienen apsimas
desplazamiento girando alrededor de un punto iafEiios con desplazamiento
en linea mas o menos recta. Tienen tendencia ageegan mucha facilidad por

la parte anterior al cubreobjetos de la preparacién

- Escamas:se han logrado observar al menos 3 tipos de esca®eamas caja,

corona y limuloides.

Lasescamas cajgLam. 15, Figs. 12-13) tienen un aparente dimordis
siendo la mayoria claramente cuadradas o liger&mesdtangulares pero
llegandose a apreciar alguna claramente rectandwdarcuadradas tienen unos
311 nm (269-360 nm, n=11) de lado, mientras quedetmngulares tienen unos
314 nm de largo (312-317 nm) por 270 nm (269-282 ma2) de ancho. Las
escamas rectangulares se aprecian con menor foe@@ugmo es totalmente
descartable que se trate de escamas cuadradasligstamente en perspectiva

sobre la membrana ondulada de la rejilla de miopiscelectronica. Ambas
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tienen una base sin perforaciones aparentes, encamro se observa en vista
distal una protuberancia en forma de aspa y 4 peotuncias oblongas, menos
conspicuas, hacia las esquinas. Los brazos deless@a ligeramente desviados
en el sentido de las agujas del reloj respects Arlaas imaginarias que unen los
dientes opuestos que se encuentran en el centtaddeuna de las 4 paredes de
la escama en su margen distal. Estos dientes sa lhapitualmente orientados
hacia el interior de la escama dando una aparidabidar a su apertura. Los
I6bulos de la apertura pueden ser mas o menosolaglos. También se han
observado escamas que ademas de los anteriordarcgen otros 4 dientes en

el margen distal de la pared, uno en cada escgunaando un total de 8 dientes.

Las escamas coronaLam. 15, Fig. 14) tienen una base cuadrada de
aproximadamente 344 nm de lado (327-369 nm) y tanda 330 nm (267-392
nm, n=3). Muestran un puntal central que parte da cruz basal que se
comunica con el marco exterior para formar la libesda escama. Este puntal
central a su vez converge con los cuatro puntalggeados laterales que,
partiendo de las esquinas de la base, dan forncapida a la escama. El punto
de unién entre los puntales arqueados y el cesdrancuentra algo por debajo
de la cuspide de la cupula de manera que los pumhssaltos de los puntales
quedan por encima de él. A su vez el punto de uenbre los brazos de la cruz
basal también esta ligeramente elevado respeattaado exterior y el propio
marco tiene una forma arqueada, en vision lateralos puntos en los que se
une con los pilares arqueados. Algunas escamas tramuesin numero
indeterminado de dientes en el marco exterior debdse, orientados

proximalmente.

Lasescamas limuloidegLam. 15, Fig. 15) tienen una media de 371 nm
de largo (332-447 nm), medida en la espina cengr@?7 nm (177-284 nm,
n=15) de ancho. Portan 3 espinas auxiliares, @dal tlerecho de la principal en
vista proximal y una al lado izquierdo, y tienenrBstas que las dividen en 6-7
sectores, dependiendo hasta que punto se extiandapina central hacia el
extremo posterior de la escama. Ademas, tambi&h @tremo posterior, tienen
varias perforaciones, una de ellas cercana al fiedh espina central y otras (al

menos 2) pegadas al borde de la escama.
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- Otras caracteristicas destacables

- Paralelo a cada uno de los l6bulos corre uaadi® vesiculagp(nctd,
que van desde la parte anterior de la célula Hasiaarte posterior donde
convergen detras del plasto (Ldm. 15, Fig. 10). fjunscta son vesiculas con un
contenido globular electrodenso que se exocitam leapbservacion prolongada
al microscopio (McFaddeet al. 1987, Pienaar & Sym 1997). Se desconoce su

funcion.

- Especie propuesta:por el tamafo, logpunctg la natacidén, la posible cubierta
pirenoidal y las escamas observadas al micros@pioata dd>. robusta.En cuanto a
las escamas existen algunas discrepancias corctespéda descripcion de la especie
realizada por Pienaar y Sym (1997). En generalstda® escamas observadas tienen
tamafios medios mayores que los de la descrip@éredcamas caja tienen unos 311nm
de lado, frente 239 nm; las escamas corona tienas dimensiones de 344 x 330 nm
(longitud x altura), frente a 250 x 285 nm; y lasamas limuloides, tienen 371 x 227
nm frente a 348 x 212 nm. En cuanto a la forma, dasamas observadas son
basicamente idénticas, a excepcion del pequefileddta que en las escamas corona
observadas para esta cepa el marco de la basetano @ano como se representa en las
ilustraciones del citado trabajo, si no que estpueado por la zona de union de los

pilares arqueados laterales.

Esta especie, hasta donde llega el conocimiert@auwer, ha sido solamente
encontrada con anterioridad en zonas de rompientasdcostas de Sudafrica (Pienaar
& Sym 1997).
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Fig. 1. célula con la parte anterior truncada y la pastezliptica en la que puede apreciarse un estigati®a su

mitad.

Fig. 2 vista casi antiapical de una célula en la quewsse apreciar la posicién basal del pirenoidaeEliadro

muestra un detalle del pirenoide (2X) donde sengdjgen 2 grandes granulos formando la cubiertanpidal.

Fig. 3: célula redondeada en la que se aprecian clarart@nlaterales convexos.

Fig. 4: célula eliptica.

Fig. 5-8 vista anterior de distintas células. En la Figs& muestra una célula con la parte anteriorateslrada en
la que se puede apreciar la situacién parietabslédbulos del cloroplasto. En la Fig. 6, la célglee aparece tiene
una seccion transversal casi redondeada con lecidisede los flagelos patente en su centro. La7Figuestra una
célula claramente comprimida dorsi-ventralmentey el citoplasma de la parte anterior lobulado mbroide en
seccion transversal. La Fig. 8 muestra una céhluaseccion cuadrada en la que se puede ver ladgositeral del
estigma dentro de su I6bulo portador.

Fig. 9: célula con el estigma en la parte anterior.

Fig. 10 célula con 2 filas dpunctavisibles corriendo paralelas a los l6bulos y kites.

Fig. 11 células en division.

Fig. 12-13 cara distal (Fig. 12) y proximal (Fig. 13) de wstama caja. La escama de la Fig. 13 esta causaast

con una fina capa de carbono.

Fig. 14 vista lateral de escama corona.

Fig. 15 vista proximal de la escama limuloide.

Figs. 1-11 obtenidas a 1000X y Figs. 12-15 obtenidadiante TEM. Figs. 4-5y 8 en falso color. Figs3 y 6-11
con la escala de la Fig.1, Figs 4-5 con la deda&iTodas las Figs. corresponden a la cepa CGA15.
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4.3.4.5.Pyramimonas propuls&loestrup & Hill

Solo una cepa perteneciente a esta especie hadopaBr analizada,

concretamente la cepa CGA16.
- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células con 8 flagelos, acrocontas e isocontasfamna, en
vista amplia, campanulada o piramidal, con un extr@anterior truncado y uno
posterior que puede ser conico, eliptico o inclalgm ovalado, y que a veces
puede ser algo irregular (Lam. 16, Figs. 1-2 \L&k laterales suelen ser planos
0 escasamente convexos, aunque en algunas célulediatamente después del
extremo anterior pueden volverse concavos (LamFis,. 4; Lam. 17, 1y 4).
En vista apical, las células tienen un perfil regtdar con los extremos
redondeados, octogonal, o superficialmente lobukdorma de trébol de 4
hojas (Lam. 16, Figs. 5-7). En vista antiapicak [Elulas tienen un perfil
circular o cuadrangular redondeado (Lam. 16, F¢®). Se observa una cavidad
flagelar en la parte anterior de la célula que prdiza alrededor de 1/3 de la

longitud celular (Lam. 16, Fig 1).

- Dimensiones en vista amplia tienen una longitud de 12-18 pomg anchura
de 7-12 pum, con unos flagelos de 14-29 um de loddifabla 4.17.).

Tabla 4,17 principales dimensiones de la cepCGA16 dePyramimonas propulsa. La unidad de medida es el um
para todas las dimensiones y parametros indic&aige paréntesis se indica el nimero de medidatuefdas.

Longitud (n=24) Anchura (n=28) Flagelos (n=41)
Medias 15,15 9,38 21,58
Rangos 12-18 7-12 14-29
Menor 12,44 6,96 13,63
Mayor 17,96 11,89 29,07
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- Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde mas o metter® €on tonos
amarillos y marrones, y textura lisa o escasamamjesa. El cloroplasto se
encuentra lobulado desde la parte posterior (L&nFihs. 8-9) dando 4 I6bulos
gue se extienden, paralelos a la membrana plasmatiejando un espacio entre
si que los hace claramente distinguibles, a loolalg alrededor de 2/3 de la
longitud total de la célula (Lam. 16, Fig. 1-3). &pacio que queda entre los
I6bulos es llenado en parte por la cavidad flag€larca del extremo anterior de
algunas células los 4 I6bulos se vuelven a lolddaido 2 cada uno con lo que
en vista apical pueden observarse células conahy8dobulos (Lam. 16, Figs.
2, 5-7 y 10-11). En los casos en los que el citopiaesta lobulado por la parte
anterior, los l6bulos del citoplasma alojan a lekdloroplasto (2 del cloroplasto

por cada 1 del citoplasma en el caso de las cé&tola8 I6bulos plastidiales).

- Estigma: 1-2 estigmas de color amarillo, con forma masemos de pildora y
situados, en l6ébulos adyacentes cuando aparedescia, la parte central de la
célula, donde los I6bulos del cloroplasto comienaaser distinguibles en vista
amplia. No son visibles en todas las células (L&®).Figs. 2-4 y 10; Lam. 17,
1).

- Pirenoide un unico pirenoide redondeado, eliptico o com#irregular, que
puede llegar a extenderse de 1/3 hasta casi 1/a dengitud celular y se
encuentra situado en posicion basal central (L&nFihs. 2 y 8-9; Lam. 17, 1
y 3). No es apreciable en todas las células y ggaia tincion con azocarmin G
se puede observar una cubierta pirenoidal compyestal menos 4 granulos
(Lam. 17, Fig. 2).

- Divisién celular: una célula madre da, al menos, 2 células hijas qu
permanecen nadando unidas hasta que termina tneisss (Lam. 17, Fig. 4),
éstas, a su vez, pueden seguir dividiendose siarhabminado la citocinesis

dando lugar a pequeiias colonias informes.

- Movimiento: tramos largos y sin cambios bruscos de velocidadgeces
ondulando, y otras, totalmente rectos. Los traracgok estan intercalados con

cambios importantes de direccion que pueden reasiza detenerse. Tienen
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tendencia a pegarse por los flagelos y la zonaahgilk cubreobjetos. Los

avances se realizan con rotacion en torno al agitladinal de la célula.

- Escamas:se han podido identificar 3 tipos de escamas enoepa: Escamas

caja, corona y limuloides.

Las escamas caja(Lam. 17, Fig. 5) consisten en una base sélida
cuadrada o rectangular, con lados de 235 nm (22%8% n=4) de media en las
cuadradas y algo mayor en el Unico ejemplar dengsacactangular que pudo
observarse, de 310 x 265 nm. No es totalmente dabta que la escama
rectangular observada se tratara en realidad deesoama cuadrada vista
ligeramente en perspectiva sobre la membrana atalutke la rejilla de
microscopia electronica. Las bases de las escaajasparecen tener unos 8
radios ligeramente marcados que las dividen ers ¢#mmtos sectores de idéntica
superficie. La base esta perforada por unos 24sperogeneral, que forman una
roseta de 8 alrededor del centro (uno por sectaedando los otros 16
bordeando el extremo de la base (2 por sectofjntik exterior de la base es
dentado, con un par de dientes por sector. Alliddolos radios alcanzan el
limite exterior surgen puntales perpendiculares laalse que se unen en la parte

alta de la escama formando un cuadrado tambiéadimnt

Las escamas corona(Lam. 17, Fig. 6) tienen un marco dentado,
cuadrado o rectangular, con unas dimensiones meuatasyendo los dientes, de
311 nm (283-337 nm, n=5) de lado en el caso dedadradas y 351 nm (341-
358 nm) de largo y 275 nm (255-292 nm, n=3) de anem el caso de las
rectangulares. Estas ultimas al igual que las emsam@mja son menos frecuentes
y no es totalmente descartable que se trate demascauadradas vistas en
perspectiva. Los dientes pueden estar orientadosl @hano del marco o de
manera perpendicular a el, lo que seria hacia labrena plasmatica en su
posicion natural. De cada uno de sus lados parfmfales que sustentan una
estructura en forma de cupula, quedando entredn&jes un total de 8 vanos.
La cupula poseé una protuberancia central orierttadia su lado concavo.
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Lasescamas limuloidegLam. 17, Fig. 7) tienen una longitud media, en
la espina central, de 364 nm (325-416 nm) y un&wacde 202 nm (187-220
nm, n=7). Tienen 3 espinas auxiliares y una estractn forma de tela de arafia
con 6 nervios radiales que nacen de la parte postge la espina principal
partiendo la escama en 8 sectores. Por cada urestde sectores hay una
perforacion central formando una roseta en torn@ueito donde nacen los
nervios y, rodeando la roseta, se extienden hdciexterior de la escama
formando circulos concéntricos de perforaciongssatervios que completan la

estructura de tela de arana.

- Otras caracteristicas destacables

- Al menos en algunas células se pueden apreciditud de vesiculas o
granulos de tonalidad oscura siguiendo la lineboslédbulos del plasto (Lam.
16, Fig 3) y en otras un granulo rematando cada dmdos l|6bulos del
cloroplasto (Lam. 16, Figs. 12-13; Lam. 17, Fig. 2)

- En algunas células se puede ver una especiesieula clara o isla
citoplasmatica en el extremo posterior que no oalpaoroplasto (LAm. 16,
Figs. 1y 3-4; Lam. 17, Figs. 1y 3).

- Especie propuesta:tanto las escamas y la morfologia general obskrvab
microscopio 6ptico corresponden a la espdRiepropulsa aunque existen algunos
aspectos que no coinciden del todo con la desonipidrmal de la especie publicada
por Moestrup y Hill (1991). Entre éstos se encwehdrlongitud (algo menor) de las
células de esta cepa, que tienen un rango de liZAlientras que las de la descripcién
original lo tienen de 17-21 um. Por otro lado, adadcircunstancia de que las células de
la cepa analizada tienen una cubierta pirenoidal £granulos y, al menos algunas
células, 2 estigmas, en lugar de una cubierta @olah compuesta por multitud de

pequefios granulos y un unico estigma como se aetaléel citado trabajo.

En cualquier caso, el tamafio suele ser varialite eepas, para casi todas las
especies y en especial en el gérieymamimonagSym & Pienaar 1995), y en trabajos

posteriores se ha observado que cepa®.dpropulsaaisladas en Sudafrica tienen
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habitualmente 2 estigmas y una cubierta pirendmf@hada por unos pocos granulos
(Sym & Pienaar 1997a). Este trabajo también hablaesla presencia de pequefios
granulos de almidén en la parte anterior de losultisb del cloroplasto y cuerpos
osmofilicos que recuerdan a Ipsincta unidos a la membrana de las células, que
podrian corresponderse con los pequefios granulesioulas observados en esta cepa
(Lam. 16, Figs. 3y 12-13; Lam. 17, Fig. 3). Emetmo trabajo, se habla también de
diferencias en la extension de los senos de losplkstos, siendo 2 de ellos mas largos,
de manera que pueden llegar hasta el extremo oster la célula y formar un
continuo, que podria llegar a observarse al miopmscoptico como la pequefia isla
citoplasmatica que se ha podido apreciar en algoélagas (Lam. 16, Figs. 1 y 3-4;
Lam. 17, Figs. 1 y 3). Todas estas similitudesesegi la pertenencia de esta cepa a la

especieP. propulsa

En general la naturaleza de la cubierta pirenpidatratarse de material de
reserva, esta sujeta al estado nutricional de dadas, y los estigmas, en principio,
pueden duplicarse en una misma célula como pasopmda division de ésta. Por esta
razon, la relevancia taxondémica que tiene el nunyeforma de los granulos de la
cubierta pirenoidal, asi como el nimero de estigrhasde ser tenida en cuenta con
ciertas reservas, y la determinacion de estos temesc debe de reflejar estas
circunstancias, y hacerlo solo tras la observadiérun buen numero de células de
cultivos en distintas fases de crecimiento, pafgpader expresar de la mejor manera
posible la variabilidad natural que estos rasg@sipn mostrar en cualquier especie. En
P. propulsaen concreto, el nUmero y naturaleza de los grérddda cubierta pirenoidal
ya ha sido considerado como de escasa utilidach@mica por ser un rasgo relacionado
con el desarroyo de las algas y no valer paraetitgar entre esta especiePy
amylifera (Sym & Pienaar 1997a), con la que comparte muclaacteristicas
incluyendo escamas caja y limuloides practicamiléeticas (Pennick 1978, Moestrup
& Hill 1991).

En cuanto a la distribucién de esta especie ha lsidlada en bastantes casos
identificada comoP. aff. amyliferg en Australia, Japon, Suréfrica, Italia, Francia
(Moestrup & Hill en 1991 y referencias en ese midgnabajo, Sym & Pienaar 1997a,
LeRoi & Hallegraeff 2006) y en el estrecho de Kgdite entre el mar Baltico y el del

Norte (Throndseet al.2007a) por lo que este estudio seria su prim&ani Espafa.
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Fig. 1. una célula con el extremo posterior eliptico Enque puede observarse una vesicula o isla citogitsa

clara en la parte posterior. Notese también ladealflagelar que se extiende hasta 1/3 de la lashgielular.

Fig. 2 célula en la que se distingue la posicion mediglestigma y la lobulacién terminal del plastoerads de

entreverse un pirenoide irregular.

Fig. 3: la misma célula que en la Fig. 1, pero en este sa notan los granulos de tonalidad oscura duermcuos

I6bulos del cloroplasto. Barra de escala de 10 pm.

Fig. 4: célula algo campanulada y con ambos lateralesam@s en la que el cloroplasto no llega a ocupexteémo

posterior.

Fig. 5: vista apical de una célula con lobulacion sectiadiel cloroplasto y con el citoplasma ligeramdotmilado
lo que le da una forma como de trébol de cuatrashdjoétese la insercion de los flagelos formandoainz

Fig. 6: vista apical de una célula con lobulacién sectiadil cloroplasto y perfil octogonal.

Fig. 7: vista apical de una célula con solo 4 l6bulogsfibcuadrangular con los extremos redondeados.

Fig. 8 vista antiapical de una célula con perfil redatdtey un pirenoide irregular.

Fig. 9: vista antiapical de una célula con perfil cuadrdar con extremos redondeados y un pirenoideltaeg

Figs. 10-11 célula en la que pueden apreciarse 2 estigmaasdsis en [6bulos adyacentes y la bifurcacion filehl
extremo de uno de los I6bulos (Fig. 10), mas claram perceptible observando la sefial de fluoresreie
cloroplasto (Fig. 11)

Figs. 12-13 sefial de epifluorescencia de una célula tefidaDo®PI (Fig. 12) en la que se aprecia un granulelen

extremo anterior de cada uno de los Iébulos debplasto, que pueden observarse con mas detaléeagnpliacion
a 2X (Fig. 13).

Figs. 1-13 obtenidas a 1000X y Figs. 11-13 obtenidadiante microscopia de epifluorescencia. TaaBEigs. con

la misma escala que la Fig. 1 excepto la Fig.8HFid. 13. Todas las Figs. corresponden a la c€p¥l6.
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Fig. 1: célula con pirenoide redondo.

Fig. 2 tincion con azocarmine G de una célula en lasgupueden observar los granulos de las puntas diébolos
del cloroplasto, en el extremo anterior, y los dngitos que conforman la cubierta pirenoidal, gualée posterior.

Fig. 3: célula con pirenoide eliptico y una vesiculala @toplasmética terminal clara.

Fig. 4: células en division.

Fig. 5: escama caja en vista distal.

Fig. 6: escama corona en vista proximal.

Fig. 7: escama limuloide en vista distal.

Figs. 1-4 obtenidas a 1000X, Fig. 2 mediante ceterde fases y Figs.5-7 mediante TEM. Figs. 1-4lg@scala de
la Fig. 1. Todas las Figs. corresponden a la cepal6G

LAMINA 17
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4.3.5.0ltmannsiellopsi€hihara & Inouye

El géneroOltmannsiellopsis descrito por Chihara y colaboradores (1986), lo
constituyen microalgas verdes unicelulares o calesj acrocontas, isocontas y con 4
flagelos, que carecen tanto de pared celular coenesdamas o pelos flagelares. Las
colonias, en los casos que se dan, pueden tegén keespecie, de 2 a 4, o incluso mas
células que nadan unidas por los laterales formanddinea en la que todos sus polos
apicales y flagelos estan orientados hacia el mismo. Las células suelen tener una
forma que va de ovoidea a elipsoidea, pudiendo dstaoventralmente comprimidas,
una longitud de 9-30 um y una anchura de 5-10 pgarséa especie (Hargraves &
Steele 1980, Chiharat al. 1986). Dependiendo de la especie, sus flagelodepue
insertarse en una pequefia depresion en forma dieragl.okhorst & Star 1993). Estas
algas tienen un unico cloroplasto con forma de tara2 a 4 I6bulos, un Unico estigma
y un pirenoide rodeado por multitud de granuloslieidon. Tienen una reproduccion
asexual mediante fision binaria longitudinal y reles conoce reproduccién sexual

alguna.

Hay tres especies descritas dentroQfienannsiellopsisO. viridis (la especie
tipo), O. geminatay O. unicellularis (Chiharaet al. 1986). La especie tipo fue
inicialmente descrita com®@Itmannsiella viridisy relacionada en ese mismo género
con Oltmannsiella lineata especie que también forma colonias similares de &
células, de tamafo parecido pero biflageladas fiaaeg & Steele 1980). Una vez ya
reclasificada dentro del géne@tmannsilleopsigpor Chihara y colaboradores (1986),
se paso a estudiar con mas detalle el aparatddtage las algas de ese género, y a la
luz de sus peculiaridades, entre las que destdwechb de tener unos cuerpos basales
de los flagelos, componentes principales de la lbi@seicho aparato, ordenados en
angulo contrario al sentido de las agujas del redgf comenzé a cuestionar la
pertenencia de este género a la familia DunaliefladLokhorst & Star 1993) en la que
estaba adscrito. Mas tarde, se cuestiono la pextendeOltmannsiellopsisal propio
orden Dunaliellales (Chlorophyceae), que en principomprendia las clorofitas
flageladas sin pared, y se erigi6, dentro de laecldlvophyceae, un nuevo orden,
Oltmannsiellopsidales, con una Unica familia, Ohnsillopsidaceae, para albergar este
género, dando por invalid6 el orden Dunaliellatpge seria un grupo polifilético. Todo
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esto en base a un analisis filogenético del 18S ADPhNkayamaet al. 1996). Esta

nueva ubicacioén dentro de la clase Ulvophyceaa d& de hoy y hasta donde alcanza
el conocimiento del autor, en la que se mantien@g@e se sigue estudiando su
posicion filogenética en estudios evolutivos come te Pombert y colaboradores
(2006a) y Pombert y colaboradores (2006b), cdantencion de aclarar las relaciones

entre la clase Ulvophyceae y el resto de linajedalefitas.

En cuanto a la distribucion de este género desagasteras y salobres, cabe
destacar que especies@imannsiellopsise han encontrado en el estuario del Nervion
con anterioridad (Seoars al. 2006, Laza-Martineet al. 2007), en las aguas costeras
de EE. UU. (Hargraves & Steele 1980) y en Japorh@Zaet al. 1986).

En este estudio se han analizado 3 cepas afil@dgnerdOltmannsiellopsis2
pertenecientes @. unicellularis(CGA17 y CGA19) y 1 perteneciente a la esp&zie
viridis (CGA18).
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4.3.5.1.0ltmannsiellopsis unicellulari;iouye & Chihara

Dos cepas pertenecientes a esta especie han @aididoalizada, concretamente
las cepas CGA17 y.CGA19.

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células con 4 flagelos, acrocontas e isocontas, faonas,
en vista amplia, que pueden ser redondeadas,calptvaladas, y, en alguna
ocasion, pueden estar lateralmente aplanadas jparte anterior, o que les da
una forma ovada en vista amplia (Lam. 18, Figs.).1Hste aplanamiento
anterior es mas habitual en la cepa CGAL19, en dalami células tienen forma
por lo general ovada en vista amplia, parecida aamfora corta, siendo
habitualmente sus células lateralmente aplanadasasionalmente cilindricas,
en su mitad anterior, y esféricas o cilindricasemmitad posterior. En algunas
células la parte anterior puede ser truncada asocilgo lanceolada, pero por lo
general tanto ésta como la posterior suelen tesrenaf mas redondeada. Los
flagelos nacen en una pequefa depresion en elmextamterior de la célula
(Lam. 18, Fig. 1; LAdm. 19, Fig. 1). Dichos flaget®sextienden, cuando estan en
relajacion, por parejas que van en paralelo hagmafte posterior de la célula, 2
por cada cara en vista amplia. En vista estrechig godo, esta depresion puede
no ser apreciable y parecer las células trunc#dgsnas células pueden llegar a
ser completamente esféricas y las recientemenidiadfi¢ suelen ser oblongas,
con formas arriionadas o plano-convexas, y sedesgualando sus laterales a

medida que crecen (Lam. 18, Figs. 4 y 6).

- Dimensiones en vista amplia tienen una longitud de 8-18 pomg anchura
de 5-14 pm. Los flagelos tienen una longitud dé 7t (Tablas 4.18.-4.19.).

- Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde mas o mendkite, con

tonos de amarillo y textura rugosa o incluso muyosa (cepa CGA 19), que
puede, 0 no, ocupar por completo la célula (erefm€CGA 17 a veces no llega
al extremo anterior), y puede, o no, tener lobdlagonspicua (Lam. 18, Figs.
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2-5). El plasto con lobulacion conspicua tiene enegal una forma como de
pistacho entreabierto (Lam. 18, Fig. 7). Los lébulque pueden ser mas o

menos largos dependiendo de la cepa, pueden ierdapgnas conspicuos a

Tabla 4.18: principales dimensiones de la cepa CGAL17 (Oltmannsidlopsis unicellularis. La unidad de medida
es el um para todas las dimensiones y parametdisados. Entre paréntesis se indica el nimero ddidiare

efectuadas.
Longitud (n=29) Anchura (n=32) Flagelos (n=24)
Medias 9,28 8,36 9,46
Rangos 8-11 6-11 7-11
Menor 7,82 6,38 7,26
Mayor 10,78 10,78 10,98

Tabla 4.19: principales dimensiones de la cepCGA19 de Oltmannsiellopsis unicellularis. La unidad de medida

es el um para todas las dimensiones y parametdisados. Entre paréntesis se indica el nimero ddidiae

efectuadas.
Longitud (n=42) Anchura (n=42) Flagelos (n=27)
Medias 13,59 9,55 13,40
Rangos 10-18 5-14 10-16
Menor 9,84 5,42 10,32
Mayor 17,7 13,56 15,81

ocupar, los senos que quedan entre ellos, inclus® de 3/4 de la longitud
celular. Aparte del tamafio, I6bulos algo mayoredacnepa CGA19, existen
ciertas diferencias en cuanto a las caracteristisada lobulacion de los
cloroplastos que distinguen a las cepas analizddasepa CGAL17 parece tener
2 lobulos, que en algunas células pueden llegafuecarse en 4 por la parte
anterior, y en algunas ocasiones estar rematadosnaolobulacion secundaria
irregular (Lam. 18, Figs. 7, 10 y 13). Ademas, aa enisma cepa se ha

observado que el eje longitudinal del cloroplasidiene por qué ser paralelo al
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de la célula, pudiendo los I6bulos quedar orierdagto diagonal respecto a los
flagelos (Ldm. 18, Fig. 4). En el caso de la ce@@AC9 se han observado
células con una lobulacion irregular consistente déébulos que solo llegan a
cubrir hasta cerca de la 1/2 de la longitud celylatros 2 que se extienden mas
hacia el anterior (Lam. 18, Figs. 11-12). Ademésenos en algunas células, el
cloroplasto rodea en la parte posterior una idl@plasmatica conspicua (Lam.
18, Figs. 8-9) y, en los casos en los que alguhdacka llegado a sufrir su lisis
tras la observacion prolongada al microscopiojabplasto parece disgregarse

en multitud de laminillas (Lam. 18, Fig. 17).

- Estigma: 1, rara vez 2 estigmas amarillos, que suelen ebiaados hacia la

mitad de la célula, en la parte conspicuamenteboldda del plasto en general
(Lam. 18, Fig. 2). En los casos en los que apar2cemo se encuentra al lado
opuesto de la célula respecto del otro. Puedeaguetlulas con 2 estigmas estén
en proceso de replicacion de organulos para déadiEn la cepa CGA19 no se

ha podido observar estigma alguno.

- Pirenoide: un unico pirenoide poco refractivo, dificil deragar, con forma
redondeada, eliptica o algo irregular, y en sitwatiasal, central o algo anterior
(Lam. 18, Figs. 3-4 y 14). Puede llegar a ocupaddeerca de 1/3 a casi 1/2 de
la longitud celular y tiene una cubierta compugsta multitud de pequerios

granulos que van de redondeados a lenticulares.(L&nfrig. 14).

- Divisién celular: una célula madre da 2 células hijas que permansagando

unidas hasta que termina la citocinesis (Lam. if,2.

- Movimiento: en la cepa CGA1l7 se ha observado que las céubasces

realizan tramos largos y de natacion relativameafgda combinados con
paradas en seco para cambios bruscos de dire€2id@as veces giran sobre si
mismas con la parte posterior hacia el centro del g&n ocasiones también
pueden moverse marcha atrds, haciendo giros eralespen zig-zag. Por su
parte, en la cepa CGA19 se ha detectado que eShalasc pueden realizar
tramos mas o0 menos rectos u ondulados, siendoesmpacrealizar los cambios

importantes de direccion sin detenerse y descuoiggiros cerrados. Ademas,
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los avances, cuando hablamos de células solitaviass, acompafiados de
rotacion en torno al eje longitudinal de la célylaen torno al punto de union
cuando se trata de células recién divididas que s&imantienen unidas.

También se pueden mover describiendo tirabuzones.

- Otras caracteristicas destacables

- En algunas células de la cepa CGA17 pueden iapsecvesiculas o
granulos en linea con la cara interna de los IGdk plasto (Lam. 18, Fig. 2,
recuadro). Estas vesiculas pueden guardar relaménlas perforaciones o
marcas redondeadas que se aprecian en la membtapksmatica de las
células que se han podido observar al microscdpwrénico de barrido (Lam.
19, Fig. 1). En estas células se ha podido aprexiau vez, lo que parece una
pelicula de material mucilaginoso. Por el contragio muchas células de la cepa
CGA19 se han podido observar lo que parecen vesiagé tamafio variable,
extendidas por toda la célula, y que podrian temdscion con cuerpos
mucilaginosos y hialinos que se observan cuandéllda sufre lisis debido a la

observacién prolongada al microscopio (Lam. 18, F).

- En tubos de cultivos viejos de la cepa CGAlthae llegado a ver
grumos, formados por células en descomposicidorgynals células vivas que
supuestamente quedan adheridas al mucilago quegseglas otras células al
morir (Ldm. 18, Fig. 18).

- Especie propuestapor la morfologia de las células y la manera dedilse parece
tratarse de la esped@tmannsiellopsis unicellulari€En cuanto a la morfologia general
puede decirse de las células que, pudiendo seasvabitualmente, como esta descrito
para esta especie (Chihataal. 1986), demuestran una gran variabilidad de forias.
otro lado, los tamafios registrados en este estigtien un rango algo mayor que los
referidos por el citado trabajo (8-18 um x 5-14 jimante a 9-14 um x 7-10 um). En
cuanto a detalles de la estructura celular, cab&d® que pese a que en la bibliografia
no se detalla ninguna isla citoplasmatica comdkeovada, ésta podria ser el resultado
de la continuacion de los dos senos entre los ipates I6bulos del cloroplasto. Por

otro lado, las vesiculas que se han podido observaigunas células podrian ser los
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cuerpos muciferos a los que hacen referencia Ghiparolaboradores (1986). Estos
cuerpos aparecerian en la regién periférica délldecy junto al ndcleo, que se aloja en
el espacio existente entre los l6bulos del closiplalo que estaria de acuerdo con la
posicion de los cuerpos observados en el presstidi@ Estos cuerpos contendrian
material fibroso densamente empaquetado que sariidele la célula ante una agresion
como el empleo de fijadores o la observacién pgada al microscopio, al igual que se
ha podido constatar en este estudio. Ademas, absnen la cepa CGA19 pueden
aparecer grumos de células unidas por un mateonaiblemente mucilaginoso,
caracteristica que en el mismo trabajo se cita campia deO. unicellularis
Finalmente, pese a que no se cita en la descriprigimal ningun detalle acerca de la
estructura interna del cloroplasto, que puedaaradgo de luz en torno a las laminillas
de las que parece estar formado a tenor de lo\azkeren células lisadas, si que se
menciona que la ultrastructura general de la c@silsimilar a la d®. viridis, de donde
se puede deducir que es probable que estas lamisidlan las lamelas de multiples
tilacoides que citan Hardgraves y Steele (1980haoadescriben esta especie como

Oltmannsiella virida

En cuanto a su distribucién, puede decirse queteauBe en el estuario del
Nervion (Laza-Martinezt al. 2007), esta especie ha sido citada en el Mar ajgin
(Chiharaet al. 1986), donde fue hallada por primera vez, en agoateras de Japon
(NIES Microbial Culture Colectigncepa NIES-359) y en Australia (colecci8@CAR,
cepa K-0250).
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LAMINA 18

Fig. L célula con forma de anfora en la que se puedscigpia invaginacion anterior que alberga losdlag.

Fig. 2 célula eliptica con plasto lobulado y vesiculagrénulos en la cara interna del l6bulo de la dexezomo

muestra la ampliacion del recuadro (2X). Puedecigmee un estigma amarillo hacia la mitad de lala€asterisco).

Fig. 3 cloroplasto sin lobulacion y un pirenoide basaliaa célula ovalada.

Fig. 4 amplio pirenoide redondeado y basal que ocupal¢2sie la longitud total de una célula redondeawida

que el cloroplasto esta algo desviado respecte dbegitudinal de la célula.

Fig. 5. célula ovalada con parte anterior truncada.

Fig. 6: célula plano-convexa posiblemente recien dividida

Fig. 7: sefial de fluorescencia del cloroplasto de undaéh la que se observan 4 l6bulos.

Figs. 8-9 célula con una isla citoplasmatica en el extrgmogterior de su cloroplasto (Fig. 8) y su sefial de

autoflorescencia (Fig. 9).

Fig. 1G sefial de fluorescencia del cloroplasto de unal@én vista anterior, en la que se aprecia laraejgm de 2

I6bulos que se inicia en la parte posterior detlala.

Figs. 11-12la Fig. 11 muestra una vista casi lateral deagiala ovada en la que se ven 3 I6bulos del clastp]
llegando el de mas a la izquierda hasta cerca Bedé/la longitud celular. La Fig. 12 muestra laasede

autofluorescencia de la misma célula.

Fig. 13 vista anterior de una célula en la que se intuy& posible lobulacion irregular del cloroplastm do que

parecen ser pequefios l6bulos situados cerca dendrana.

Fig. 14 vista casi antiapical de una célula en la qupusgle observar un pirenoide con una cubierta cost@per

multitud de pequefios granulos redondeados.

Fig. 15 célula con 4 grandes posibles vesiculas de mhtaalino

Fig. 16: lisis de una célula en la que se observa la [esitirusion de las vesiculas comentadas en lalbig.

Fig. 17 lisis de una célula tras la observacion proloagaldmicroscopio. Notese como el cloroplasto paestar

formado por multitud de laminillas.

Fig. 18 células unidas por mucilago.

Todas las figuras obtenida a 1000X excepto la E&yque fue obtenida a 400X. Figs. 7, 9 10 y 12 robtes
mediante microscopia de epifluorescencia. Fig4, &, 8-9, 11-12 y 14-17 con la escala de la FigFigs. 2-3, 5, 7,
10y 13 con la de la Fig. 2. Las Figs. 2-3, 510y 13 corresponden a la cepa CGAL17 mientras gueids. 1, 4, 6,
8-9, 11-12 y 14-18 corresponden a la cepa CGA19.
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LAMINA 19

Fig. 1 célula en la que se pueden apreciar los 4 flaggle parten de una depresién en su extremo anyeids
marcas circulares en la membrana que podrian gieias producidos al exocitarse las vesiculas plzsias en el
interior de las células.

Fig. 2: células recién divididas que aln se mantienetiasni

Fig. 2 obtenida a 1000X y Fig. 1 mediante SEM. lig B corresponde a la cepa CGA17, y la Fig. 2 eelaa
CGA19.

LAMINA 19
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4.3.5.2.0ltmannsiellopsis viridigHadgraves &
Steele) Inouye & Chihara

Solo se ha podido analizar una cepa de la es@eacieidis, en concreto la cepa
CGA18.

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células con 4 flagelos, isocontas y acrocontas.viEta
amplia, tienen por lo general forma oblonga queisedpnde se encuentre su
anchura maxima puede ser casi obovada o piranmdeitida, ovalada, eliptica
u ovada. Algunas células pueden llegar a tener fumaa completamente
redondeada y otras tener el extremo anterior tdmaaligeramente lobulado
(Lam. 20, Figs. 1-6).

- Dimensiones:en vista amplia las células tienen de 10-15 prongitud y 5-
12 um de anchura. Sus flagelos comprenden longitddentre 9-14 um (Tabla
4.20.).

Tabla 4.20: principales dimensiones de la cepCGA18 de Oltmannsiellopsis viridis. La unidad de medida es el

pum para todas las dimensiones y parametros indic&afire paréntesis se indica el nimero de medfdatuiadas.

Longitud (n=35) Anchura (n=37) Flagelos (n=31)
Medias 12,45 7,65 11,41
Rangos 10-15 5-12 9-14
Menor 10,14 5,01 9,06
Mayor 15,49 11,83 14,32

- Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde brillante cimmos de
amarillo y una textura escasamente rugosa, casi Tigene una lobulacion
consistente, al menos en las pocas células enutasegha podido apreciar, en 4

I6bulos que se extienden siendo conspicuamenteeddibles a lo largo de 1/2-
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2/3 de la longitud total de la célula (Lam. 20,45i8-3 y 7). Dichos I6bulos son
dificiles de apreciar y son claramente disting@sbé®lo en vista apical. En
ocasiones pueden no llegar hasta el extremo antiita célula y en los casos
en los que el citoplasma esta lobulado, los l6buwlek citoplasma parecen

albergar el final de los del cloroplasto.

- Estigma 1-2 estigmas amarillos, que pueden estar posidms o bien en la
parte no lobulada del plasto, posterior de la eélol bien en alguno de sus
I6bulos, hacia el centro de la célula o inclusen@gnente hacia la parte anterior
(Lam. 20, Figs. 2-3 y 8).

- Pirenoide un unico pirenoide con forma eliptica, ovaladeedondeada, en
situacion central en la parte posterior del plafopirenoide puede llegar a
ocupar desde algo menos de 1/3 a algo mas de 1&laoegitud celular (Lam.

20, Figs. 2, 4 y 8). No se ha podido apreciar mageubierta pirenoidal.

- Division celular: se carece de observaciones.

- Movimiento: tramos mas o menos rectos y de longitud variaando sobre
el eje longitudinal de la célula, seguidos de dateres para cambios amplios de
direccion. Los conjuntos de células unidas potdtesrales se desplazan girando

alrededor de la célula/s central/es.

- Otras caracteristicas destacables

- Es muy comun que las células aparezcan unidaslogolaterales
formando colonias de 2-5 individuos (Lam. 20, Fig 8

- Algunas células parecen tener hileras de vesadn escaso contraste
junto a la membrana plasmatica, tanto en su pagdiancomo en la posterior
(Lam. 20, Figs. 2,5y 8).

- Especie propuesta teniendo en cuenta su parecido con otras cepas de

Oltmanselliopsisanalizadas anteriormente en este mismo estudggnoontrariamos
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ante la especi®ltmannsiellopsis viridispues es la Unica de este género que forma
colonias de mas de 2 células (hasta nueve segulytdaes & Steele 1980). En cuanto
al tamafo, entra practicamente en su totalidad-aeletlo comentado en la descripcion
original de la especie, aunque con una longituglldeada hacia el margen inferior del
rango y una anchura desplazada hacia el supe@iFlum x 5-12 um las células
frente a 12-30 um x 5-9 um) (Hardgraves & Steel0)9Pese a la variedad de formas,
en este caso también inesperada, la presencia cleroplasto con 4 |6bulos, asi como
la de un estigma (2 posiblemente en las célulasegten a punto de dividirse) y el
importante dato de las vesiculas proximas a la mamabcelular, inducen a pensar que
nos encontramos ante la espdieviridis. Estas vesiculas serian los cuerpos muciferos
comentados por Chihara y colaboradores (1986) ggénsHardgraves y Steele (1980)
serian los responsables de la excrecion de laupeelde polisacarido que constituiria la

union de las células que forman las colonias.

Esta especie ha sido citada con anterioridad enctstas de EE. UU.
(Hardgraves & Steele 1980) y las de Japdén (Chiledral. 1986, NIES Microbial
Culture Colectioncepa N-360) y en el propio estuario del NerviSadaneet al. 2006,
Laza-Martinezt al.2007).
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Fig. 1: célula piramidal invertida con anterior truncadiigeramente lobulado.

Fig. 22 2 estigmas, uno en la mitad anterior y otro epdsterior, en una célula eliptica. Notense lasletds de

vesiculas que recorren la célula por los laterales.

Fig. 3: un pirenoide eliptico y un estigma adyacenteremaélula ovalada.

Fig. 4: célula ovalada con anterior truncado y pirenaidglado.

Fig. 5: célula ovada en la que pueden apreciarse 3 Vasien la parte posterior, paralelas a la memhrehdar, en

la parte que queda hacia arriba de la imagen.

Fig. 6. un pirenoide que casi ocupa 1/2 de la longitudremcélula redondeada.

Fig. 7: vista apical de una célula en la que se puedetiap claramente los 4 l6bulos de su cloroplasto.

Fig. 8 colonia de 4 células. La primera de la dereabretiun pirenoide redondeado. 2 de los 3 estigmasils
apreciables se ven en otro color al estar fuerfode Todas las células excepto la segunda comdozpor la

izquierda cuentan con vesiculas conspicuas enteenexposterior.

Todas las figuras a 1000X y con la misma escaldajkéy. 1. Todas las Figs. corresponden a la C€pal8.
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4.3.6.Chlamydomonagkhrenberg

En la mas reciente de las revisiones de este gé&eeenmendo la diagnosis del
mismo para introducir en él a las clorofitas bifllglas que reunen las siguientes
caracteristicas, entre otras (Proscheidal. 2001): (1) los cuerpos basales flagelares
orientados en el sentido de las agujas del ré®jpared celular estrecha, con o sin
papilla (abultamiento de la pared en la zona derandn flagelar);(3) un dnico
cloroplasto en forma de taza sin incisiones, |Gbutd perforaciones(4) un Unico
pirenoide basal y un estigma anteri(®) 2 vacuolas contractiles apicales y un ndcleo
ligeramente anteriof6) reproduccion sexual mediante falsa division trarssl que se
da con rotacién de 90° del protoplasma de la céhaldre antes de la primera division;
y (7) reproduccion sexual por isogamia.

Este género, cuya especie tipoGegeinhardii usada como organismo modelo
en multitud de trabajos sobre citologia y fisiol@Harris 2001, Merchart al. 2007),
lo componen mas de 600 especies y esta sujeto a&xiansa y profunda revision
taxonomica (Proscholdt al. 2001). Dicha revision se esta llevando a caboalbsde
mas de una decada con estudios filogenéticos guglementan y/o enmiendan la
principal division del género llevada a cabo potl E1983), mediante la cual se
diferencian 9 subgéneros o secciones caracterizadbase al nimero y posicion de los
pirenoides. Estos estudios filogenéticos incluyanta analisis bioquimicos como
genéticos. Entre los primeros destaca la clasificaestablecida por Schlésser (1984),
en base a familias de autolisinas del esporangi®,sgn las enzimas encargadas de la
lisis de la pared celular de las llamadas autoesporesporas que estas algas forman al
dividirse varias veces dentro de la pared celulatema, y que sirven para la
reproduccién asexual. Esta clasificacion diferdmeid5 grupos distintos dentro de
ChlamydomonasGrupos que a la postre, y en base a subsiguiantdsis genéticos
del 18S ARNr, se ha demostrado que al menos algimedos no son monofiléticos, o
que incluso estaban compuestos por lo que finabn@sultaron ser distintas cepas de
la misma especie (Buchhehal. 1996, Buchheinet al. 1997). Por su parte y mediante
el mismo tipo de analisis genéticos, quedd denastoue el géner€hlamydomonas
no era monofilético (Buchheimt al. 1996), y mas tarde varias de sus especies han sido
transferidas a los géner@hloromonasLobochlamysy Oogamochlamy$Proéscholdet
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al. 2001). En cualquier caso parece que aun quedebajd muy extenso de revision

en este género.

En cuanto a su distribucion puede decirs€dlamydomonasgue es un genero
ubicuista (Préscholdt al. 2001), puesto que tiene representantes tantoudes atylces,
como salobres y marinas (Butcher 1959, Ettl 19833demas algunas especies son
capaces de vivir tanto en la nieve y el hielo,usolen el Artico (Gradinger & Niirnberg
1996, Kviderova 2010), como en distintos suelofn({lLu947) o en ambientes acuaticos

termoacidicos tan extremos como manantiales déawd@Rollioet al. 2005).

En el presente estudio se han logrado aislar lizanaZ cepas que parecen
pertenecer a este género, o cuando menos al congiamydomona&€hloromonas
LobochlamysOogamochlamys En concreto, las cepas CGA20, CGA21, CGA22,
CGA23, CGA24, CGA25 y CGA26. En cualquier caso,idela la enorme variedad de
especies que compone el género, la relativamegtsaditeratura disponible para el
autor en lo que a descripcion de especie€lidamydomonase refiere, y el hecho de
contar solamente con observaciones de microscquiead para la mayoria de las
cepas, ha impedido clasificar estas especies n@aslal nivel de género. La enorme
cantidad de trabajo que supone su identificaciéaiga, en la que serian de gran ayuda
el empleo de microscopia confocal, cortes citoldgji@nalisis genéticos del 18S ARNr,
para poder comparar las secuencias con las didpsreh las bases de datos publicas,
hace que se presente aqui en fase inicial el traleasu identificacion precisa, que se

espera poder culminar en futuras investigaciones.
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4.3.6.1.cf. Chlamydomonasp. (CGA20)

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:.células biflageladas, isocontas y acrocontas c@nfarma,
en vista amplia, mas o menos esférica, elipticalaoka u ovada (Lam. 21, Figs.
1-3 y 5). Sin papila aparente (Lam. 21, Fig.16na@nhos en la mayoria de las
células, aunque algunas si parecen mostrarla (Rankig. 14).

- Dimensiones en vista amplia tienen una longitud de 6-8 una anchura de
5-7 um y unos flagelos 4-8 um de largo (Tabla 4.21.

Tabla 4.21: principales dimensione de lacepa CGA2( de cf Chlamydomonas sp. 1. La unidad de medida es el

um para todas las dimensiones y parametros indic&tiire paréntesis se indica el nimero de medfdatuadas.

Longitud (n=25) Anchura (n=25) Flagelos (n=21)
Medias 6,53 5,60 5,82
Rangos 6-8 5-7 4-8
Menor 5,73 4,92 4,18
Mayor 8,05 6,62 8,12

- Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde lima brillardon ligeros

tonos de amarillo y textura por lo general de rag@snuy rugosa. Puede tener
al menos hasta 6 I6bulos mas o menos desarrola®®cupan de menos de
1/3 a cerca de 1/2 de la longitud celular (Lam. RAgs 1, 5-7, 9-10 y 12-13).

Algunas células no tienen l6bulos distinguiblesa®tsolo tienen 3, y otras 6 0
puede que mas. Al menos en algunas células, ébpghasece estar compuesto
como por una amalgama de vesiculas, incluso eivasilbastante jovenes, que

dan sefal de fluorescencia roja.

- Estigma: 1, rara vez 2, estigmas de color amarillo, sitisaehn los I6bulos del
cloroplasto o en su defecto en la parte anteriokstie (Lam. 21, Figs. 1-6, 8-9,
11-12 y 14).
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- Pirenoide un unico pirenoide situado en la parte postedmra célula con
forma redondeada, eliptica u ovalada. Su posicayege ser central aunque en
algunas células aparece algo ladeado. Puede demarpar desde algo menos de
1/4 hasta cerca de 1/2 de la longitud total deelala (Lam. 21, Figs. 2-5y 14).
La cubierta pirenoidal parece estar formada pgrarrde granulos abovedados o
en forma de taza (LAm. 21, Fig. 3).

- Division celular: tiene lugar dentro de la pared celular de lalaéhadre, v,
en apariencia, con una rotacion de unos 90° dgdlagma de ésta, dando como
resultado 2-4 células hijas (Lam. 21, Figs. 11 y, fjbe tras la eclosion de la
pared aun permanecen por algun tiempo unidas hasta concluye la

citocinesis.

- Movimiento: tramos mas 0 menos rectos avanzando mientras abededor
de su eje longitudinal. Pueden girar describiersleeehos circulos alrededor de
un punto o avanzar lentamente haciendo tirabuzamestras también rotan

sobre su eje longitudinal, o sin esta Ultima ra@taci

- Otras caracteristicas destacables

- Algunas células tienen 2 posibles vacuolas agytipidicas cerca del
pirenoide, hacia la parte anterior de la célulacaede donde comienza la
lobulacion del plasto o, en otros casos cerca deskrcion flagelar, (Lam. 21,
Fig. 14).

- Especie propuestaen base al cloroplasto que en ocasiones paremefeshado por
vesiculas hace suponer que pudiera ser del timpyoado, con lo que esta especie

podria adscribirse al géne@hloromonagProscholcdet al. 2001).
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Fig. 1. célula ovada en la que no se diferencian loslé&bdel cloroplasto, al igual que en las Figs. 243!, pero se

puede apreciar claramente una gruesa pared cegjlat,que en las Figs. 3y 14.

Fig. 22 una célula ovalada con un estigma y un pequegodgide.

Fig. 3: 2 estigmas y una cubierta pirenoidal aparentegnenmpuesta por 2 grandes granulos abovedadosaen un

célula redondeada.

Fig. 4: célula en la que se puede apreciar un pequeéoqiie ladeado. Notese la marcada rugosidad dstbpla

Fig. 5: célula con forma de elipse en la que se obsamas I6bulos del cloroplasto que se extienden deeraa

conspicua hasta ocupar 2/3 de su longitud total.

Figs. 6-7, 9-10 y 12-13vistas apicales de células (izquierda) y sefidhdmitoflorescencia de sus plastos (derecha)
que muestran diferentes patrones de lobulacio®: lIdbulos (Figs. 6 y 7), de 5 o, probablementerifg. 9 y 10) y

de 6 o 7, aunque la sefial de fluorescencia pandéar 3 (Figs 12 y 13).

Fig. 8 células con amplios pirenoides que llegan a achpsta casi 1/2 de su longitud total.

Fig. 11 un par de células recién divididas que aun sdiem@dentro de la pared materna.

Fig. 14 célula en la que se aprecian 2 granulos o gipiakdas en la parte central y una posible papilaleextremo

anterior.

Fig. 15 4 células en divisién ain dentro de la pared mateBarra de escala = 2 um.

Fig. 16 vista cercana a la apical de una célula en lasguaprecia la carencia de papila en la zona @ecids

flagelar. Barra de escala = 2 um.

Figs. 1-14 obtenidas a 1000X, excepto la Fig. & fye obtenida a 400X. Figs. 7, 10 y 13 obtenidadiante
microscopia de epifluorescencia y Figs. 15-16 nmedi8EM. Figs. 1-10 y 12-14 con la escala de laFigodas las

Figs. corresponden a la cepa CGA20.



cf. Chlamydomonas sp. 247

LAMINA 21




248 cf. Chlamydomonas sp.

4.3.6.2.cf. Chlamydomonasp. (CGA21)

- Caracteristicas destacables

- Aspecto generalcélulas biflageladas, acrocontas e isocontas.idta amplia,
las células tienen forma ovoide, ovalada o elipgicalgunas incluso algo
obovada (Lam. 22, Figs. 1-4). Al menos en algurgslas, los flagelos se
insertan, de manera subterminal, en una pequef@uaulien visible

protuberancia anterior o papilla (Lam. 22, Fig4)3-
- Dimensiones en vista amplia tienen una longitud de 6-8 ung anchura de
5-7 um y unos flagelos 4-8 um de largo (Tabla 4.22.

Tabla 4.22.: principales dimensiones de la cepCGA21 de cf Chlamydomonas sg. 2. La unidad de medida es el

um para todas las dimensiones y parametros indic&tiire paréntesis se indica el nimero de medfdatuadas.

Longitud (n=19) Anchura (n=19) Flagelos (n=21)
Medias 6,77 5,88 5,96
Rangos 5-8 5-7 4-8
Menor 5,55 4,93 4,38
Mayor 8,28 7,41 7,92

- Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde lima con ®de amarillo y
textura por lo general rugosa. En algunas célgjaizas decadentes, es rugoso
hasta tal punto que parece estar compuesto pawesi(LaAm. 22, Figs. 7-8).
Por lo general tiene 4 lbbulos que se extiendemdsieconspicuamente
distigibles alrededor de 1/3-3/4 de la longituchtate la célula (Lam. 22, Figs.
5-6). Algunas células, que quizas estén comenzkndiwision, parecen contar

con mas de 4 Iébulos dificilmente distinguiblegewrilos.

- Estigma: un Unico estigma de color amarillo situado en dados I6bulos del
cloroplasto hacia la mitad o la parte anterioradedlula (Lam. 22, Figs. 1-5, 7y

9-11), y que al verlo desenfocado su color tierateahel rojo.
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- Pirenoide: un unico pirenoide redondeado o algo ovalado, fooma mas o

menos irregular, y que puede llegar a abarcar a/drg casi 1/2 de la longitud
celular. Esta situado en posicion basal-centralayeqe tener una cubierta
compuesta por un numero variable de granulos: desdecas en forma cupula

o taza, a 4 o méas (Lam. 22, Figs. 1, 4-5, 9 y 10).

- Divisién celular: tiene lugar dentro de la pared celular de lalaghadre, y en
apariencia, con una rotacion de ésta de 90° deletrsu propia pared, dando
como resultado 2 células hijas (Lam. 22, Fig.1lg después de la eclosion aun
permanecen unidas, por la parte posterior duranteemnpo.

- Movimiento: el movimiento es relativamente lento (pocos cogrpelulares

por segundo) intercalando algunos tramos mas o snexubos con cambios de
direccion realizados describiendo amplias curvasvBnce va acompafnado de
rotacion en torno al eje longitudinal de la célylaen ocasiones avanzan
realizando tirabuzones al mismo tiempo. Las céltdasbién pueden rotar en

torno a su parte posterior, incluso vertiginosameinds detenerse en un punto.

- Otras caracteristicas destacables

- En algunas células pueden apreciarse como migimgosiblemente
hasta 4, granulos o vacuolas cerca del pirenonlesl espacio citoplasmatico
que queda entre los lobulos del cloroplasto, ceteadonde comienza la
lobulacion de éste, o algo mas hacia la parte iant@cam. 22, Fig. 10, y

entrevistas en practicamente el resto de figuresp® las de epifluorescencia).

- Especie propuestaal igual que en la cepa CGA20, en este caso lidipdad de que
el plasto sea del tipo asteroideo es indicativoqde podria tratarse de una especie
perteneciete al géner@hloromonas(Proscholdet al. 2001), aunque se carece de

evidencias suficientes para afirmarlo con seguridad
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Fig. 1. célula ovada con pirenoide eliptico con una atidbieompuesta, en apariencia, por un par de grayjdaslos
alargados o placas en forma de cupula. Nétesetighes amarillo que parece rojizo fuera de foco.rd&fuadro

muestra una ampliacién (1,5X) del pirenoide.

Fig. 2. una célula eliptica con estigma desenfocado,dg=itbulos que alcanzan 2/3 de su longitud y tempide

redondeado cuya cubierta puede apreciarse mejarkég. 9.

Fig. 3: estigma amarillo y la papila anterior en la geénsertan los flagelos en una célula ovalada.

Fig. 4: célula obovada con papila y pirenoide redondeatiocubierta de 2 granulos en forma de clpuleedtladro

muestra una ampliacion (1,5X) del pirenoide.

Figs. 5-8 vista apical en la que se observan los 4 l6bd&<cloroplasto de una célula y su pirenoide ercpns
central (Fig. 5) y sefial de autofluorescencia duitana (Fig. 6).

Figs. 7-8 célula con cloroplasto muy rugoso, casi comootasso (Fig. 7) y sefal de autofluorescencia deitana
(Fig. 8)

Fig. 9: la misma célula que en la Fig. 2 habiendo perdidgolor verde de las clorofilas tras su obsedrmci
mediante microscopia de epifluorescencia. Nétehgirenoide redondeado y su cubierta compuesta & de 2

placas.

Fig. 10 célula ligeramente obovada en la que junto a&rmide con cubierta de varios granulos se obs&yvpuede
que 4 granulos, en el citoplasma que queda engréhulos del cloroplasto. El recuadro muestra amaliacion

(1,5X) de la zona del pirenoide.

Fig.11: células en division: el recuadro de la izquiemagstra una fase inicial en la que apenas seediiem las
células hijas dentro de la pared materna, la imagatral muestra una fase intermedia, previa alt&s®n en la que
las células hijas, claramente diferenciadas, caeotam pirenoides y estigmas propios; el recuadrdadderecha
corresponde a una fase posteclosion en la quelasg hijas, con los flagelos ya desarrollados, sl mantienen

unidas por la parte posterior donde todavia naifrainado la citocinesis.

Todas las figuras obtenidas a 1000X y Figs. 6 yefliante microscopia de epifluorescencia. Todadidasas
excepto la Fig.3 y los recuadros de la Fig. 11,laanisma escala que la Fig. 1. Barras de escalpm,%xcepto en

el recuadro de la izquierda de la Fig. 11 en elegude 2 um. Todas las figuras corresponden pCEA21.
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4.3.6.3.cf. Chlamydomonasp. (CGA22)

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:.células biflageladas, acrocontas e isocontasuocanforma
en vista amplia por lo general eliptica, pero qonealyunos casos puede ser
redondeada, ovalada o ligeramente ovada u ovovlaaa. 23, Figs.1-3). Tienen
una pared bastante gruesa y conspicua que al migioselectronico de barrido
muestra una superficie arrugada o plegada y enuk& a menudo puede
observarse en su extremo anterior un abultamierpapida, en cuya base se

insertan los flagelos (LAm. 23, Figs. 3-4; Lam.24s. 4-5).

- Dimensiones en vista amplia tienen una longitud de 10-16 pong anchura
de 8-14 um, con unos flagelos de 10-18 um de loddifabla 4.23.).

Tabla 4.23: principales dimensiones de la cepCGA22 de cf Chlamydomonas sg. 3. La unidad de medida es el

pum para todas las dimensiones y parametros indic&aiire paréntesis se indica el nimero de medféatuiadas.

Long itud (n=29) Anchura (n=31) Flagelos (n=28)
Medias 13,10 10,67 14,74
Rangos 10-16 8-14 10-18
Menor 10,18 8,02 10,05
Mayor 15,86 13,51 18,48

- Cloroplasto: un unico cloroplasto verde brillante, casi lintan tonos de
amarillo y textura rugosa. Probisto, en apariera#sf I6bulos, que se extienden
paralelos a la membrana celular, siendo conspicotndiferenciables desde

algo mas de 1/3 a algo menos de 2/3 de la longgldar (Lam. 23, Figs 4-6).

- Estigma: un Unico estigma pardo-anaranjado, grande, visyoson forma de

alubia o cilindrica. Puede llegar a medir casidd#t la longitud de la célula y
esta situado en el exterior de uno de los I6budbsldroplasto (Lam. 23, Figs.
1-5y 7- 10; Lam. 24, Figs. 1-2).
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- Pirenoide: un unico pirenoide redondeado, eliptico u ovalage puede llegar
a extenderse desde algo menos de 1/3 a 1/2 degituid celular (Lam. 23, Figs.
1-3; Lam. 24, Figs. 1-2). Por lo general tiene pasicion basal central aunque
en algunas células puede aparecer algo parietah. (28, Figs. 2-3). El
pirenoide tiene una cubierta compuesta de varidgnujps con seccidn
rectangular con los extremos redondeados (Lantig31).

- Division celular: La division celular tiene lugar dentro de la phreaterna,
comienza aparentemente como una division trandveagpero como resultado
final da al menos 2 células hijas que han rotada&pecto a la situacion de la

célula madre dentro de la pared de ésta (Lam.ig8, &10).

- Movimiento: tramos mas o0 menos rectos, intercalados con gsrpdra

cambios de direccion importantes (>90°) para los guelen girar sobre si
mismas, incluso varias veces. Pueden realizar @awa direccion importantes
sin detener el avance y describiendo curvas muyliasp.os avances se dan
con rotacion de la célula en torno a su eje londgital y a veces realizan tramos

de poco desplazamiento con constantes paradashyasade direccion.

- Otras caracteristicas destacables

- En algunas células se han observado 2 6 masleacgranulos o gotas

lipidicas alojadas entre los |6bulos del clorogdsam. 24, Fig. 3).

- Especie propuestaen base a las lobulaciones obserbadas en el pladtéa tratarse
de una especie perteneciente al géhetmchlamygPrdscholdet al. 2001), aunque se
carece de observaciones suficientes para afirncarioseguridad y no se ha detectado

mucilago alguno cubriendo la pared celular, cargsttea tipica de dicho género.
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Fig. 1 una célula eliptica con un pirenoide de la midorana, en posicién basal y central, en el que sxigu

apreciar claramente los granulos que forman laectébpirenoidal.

Fig. 2. célula ovada con un gran estigma cilindrico yiranoide redondeado en posicién algo parietal.

Fig. 3. pueden verse, cada una con su respectivo estigrpaenoide, algo parietal en algunas: 3 células
redondeadas, a la derecha, quizas recién eclosierdel la pared celular materna; y a la izquierda, eélula
ligeramente obovada en la que puede apreciarsgelparece una papila en el extremo anterior.

Fig. 4: célula en la que los l6bulos del cloroplastodieg ocupar cerca de 2/3 de su longitud total. ek papila

en el extremo anterior

Fig. 5: vista apical de una célula en la que se intuyédb@los del cloroplasto, siendo portador, uno litesedel

estigma.

Fig. 6: perspectiva apical de una célula en la que secigpr claramente los 6 I16bulos del cloroplasto.

Fig. 7: célula con un estigma en forma de alubia y rcpémdo.

Figs. 8-10 distintas fases de la divisién celular. De izodéea derecha: fase inicial con alargamiento d=lala
madre y sin rotacion aparente del citoplasma (Bjgen la que ya se pueden intuir 2 estigmas (zor@sones);
comienzo de la citocinesis sin aparente rotacidreiteplasma como puede verse por la orientaciéfosldédbulos
del cloroplasto (Fig. 9); fase final de la citoai®e en la que el citoplasma de las células higaieqe haber rotado

cerca de 90° respecto al de la madre.

Todas las figuras obtenidas a 1000X y Fig. 6 mediamicroscopia de epifluorescencia. Todas las Kigs.la

misma escala que la Fig. 1y correspondienteseda CGA22.



cf. Chlamydomonas sp. 255

LAMINA 23




256 cf. Chlamydomonas sp.
LAMINA 24

Fig. 1: vista antiapical de una célula en la que se #ptasituacion basal y central de su pirenoide.

Fig. 2: célula eliptica con un amplio pirenoide ovalado.

Fig. 3: vista apical de una célula en la que se apretjawsibles vacuolas, granulos o gotas lipidicas.

Fig. 4: célula en la que pueden apreciarse pliegues garéal celular y una pequefia papila en su parggiant

Fig. 5. detalle de la zona de insercion de los flagewsmh célula, que se limita a un par de pequeffésraeiones

en la base de la papila.

Figs. 1-3 obtenidas a 1000X y Figs. 4-5 mediantt SEigs. 1-3 con la escala de la Fig. 1. Todas igs.F

corresponden a la cepa CGA22.
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4.3.6.4.cf. Chlamydomonasp. (CGA23)

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general células biflageladas, acrocontas e isocontaspvaelas a
elipticas en vista amplia (Lam. 25, Figs. 1-4), mi&s que en vista estrecha son
casi plano-convexas pudiendo apreciarse una ddi@ion dorsoventral. La
cara plana se considera en este estudio como teavgnen el mismo plano,
pero al lado contrario de la célula tendriamosala convexa, considerada aqui
como la dorsal. En cualquier caso en vista estreshaasi lanceoladas debido a

que la asimetria es pequefia.

- Dimensiones en vista amplia tienen 9-15 um de longitud pdtO6pm de

anchura. Sus flagelos miden de 10-17 um de longitatdla 4.24.).

Tabla 4.24: principales dimensiones de la cepCGA23 de cf Chlamydomonas sp. 4. La unidad de medida es el
pum para todas las dimensiones y parametros indic&tiire paréntesis se indica el nimero de meedfdatuadas.

Longitud (n=28) Anchura (n=28) Flagelos (n=20)
Medias 11,38 7,78 14,24
Rangos 9-15 6-10 10-17
Menor 8,86 5,6 10,33
Mayor 14,87 9,81 16,52

- Cloroplasto: de color verde brillante con tonos de amarillotextura

escasamente rugosa. A falta de confirmacién mexsli@ht microscopio de

fluorescencia confocal o mediante cortes citoldgjicel plasto parece tener
forma de lamina ubicada en posicion parietal rodeada cara interna de la
membrana celular, generalmente por la parte ddes# célula, y esta provisto
de 1-2 I6bulos, situados cerca del centro de lalaétjue se extienden por los
laterales hacia la cara ventral, en la que suebdajuun espacio libre de
cloroplasto, con forma de canal. En el centro deélala, rodeado casi en su

totalidad por el cloroplasto, queda una isla cdepiatica, asi como en la parte
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anterior o apical de la célula y en la posteri@ntiapical, donde a menudo no
suele llegar el cloroplasto (Lam. 25, Figs. 1-4 -8)7 Uno de los l6bulos

mediales suele contener, al menos, algun pireribila. 25, Figs. 7-8).

- Estigma: 1-3, de un color amarillo, muy conspicuos, lled@m alcanzar 1/3
de la longitud celular. Tienen forma oblonga y ¢armisma curvatura que la
pared celular. Aparecen posicionados, por lo génerala parte posterior o
medial de la célula, aunque en ocasiones puedese \@r la parte anterior.
Pueden aparecer en laterales opuestos de la oé&main mismo lado (Lam. 25,
Figs. 1-4 y 6-7).

- Pirenoide de 1-3, de tamario variable pudiendo llegar anakacasi 1/2 de la
longitud celular. En las células recién divididasnéviles a menudo solo 1, y
mas de 1 en las céluals en division o inmovilesn&iraleza de la cubierta del
pirenoide es dificil de determinar al microscopiatido, de manera que en
algunas células parece ser incompleta y estar cestgpupor granulos que
aparecen en numero y tamafio variables; mientrasequetras parece ser
completa y tener puntualmente zonas de distinteogr(Lam. 25, Figs. 1-3,5y
7).

- Division celular: se da dentro de la pared celular materna, y,panemcia,
con una rotacion del protoplasma de la célula mddrenos 90°, dando como
resultado al menos 2, o incluso puede que madaséiijas (Lam. 25, Fig. 5).

- Movimiento: avances mas o menos rectos rotando sobre elrgjgudinal de
la célula, ya sea cubriendo tramos largos con susuaves 0 en tramos cortos.
Entre tramo y tramo se detienen para girar alredddoun punto hacia el que

dirigen la insercion de los flagelos.
- Otras caracteristicas destacables
- En algunas células que no estan en division lanlon@na celular

aparece separada de la pared quedando un hueclm general en la

parte posterior de la célula (Lam. 25, Fig 6).
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- En torno a las células en divisiéon es frecuentmntrar, a veces incluso
con profusion, lo que parecen ser bacterias pasdiiée adheridas a un

mucilago que rodeara la pared de éstas (Lam. 855Fi

- Especie propuesta:debido a la aparente lobulacion del cloroplastal yposible
mucilago en torno a las células en division, edtg @odria pertenecer al género
Lobochlamys(Proscholdet al. 2001), pese a que en algunas células moviles se ha
observado mas de un pirenoide y no se han podigctede indicios de mucilago sobre
sus paredes. En cualquier caso, se carece de enaslequficientes para afirmarlo con

seguridad.
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Figs. 1-2 células en visién cercana a la ventral, mostrdadaslas citoplasmaticas anteriores y posterigres
numero y tamafio variables de los pirenoides. Lomnpides parecen tener en este caso una cubisitactainua

con zonas de distinto grosor.

Fig. 3: célula con pirenoides dotados de una cubiergréeulos.

Fig. 4: célula con 2 estigmas en posicién posterior.

Fig. 5. células dividiéndose dentro de la pared celulaterma. Notese como la de mas a la izquierda estdierta
por lo que parecen bacterias adheridas a su p&redlgunas células son apreciables granulos aloedgel
pirenoide mientras que en otras la cubierta parasiecontinua.

Fig. 6: células con estigmas en la parte posterior equada pared celular aparece despegada de la meabr
Figs. 7-8 vista ventral de 2 células en las que se diséngu I6bulo medial del plasto que contiene al manos
pirenoide. Este I6bulo, que va desde la parte thhesaa la ventral rodeando un lateral de la célaeste caso el de
arriba de las figuras, es dificilmente distinguilpler microscopia 6ptica (Fig. 7) apreciandose mejediante

epifluorescencia (Fig. 8). Notese la posicion datetel estigma en la célula de la Fig. 7.

Todas las figuras obtenidas a 1000X y la Fig. &b mediante epifluorescencia. Todas las Figslaescala de

la Fig.1, excepto Figs. 7-8 que tienen la escala gy 7. Todas las figuras corresponden a la €5paA23.
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4.3.6.5.cf. Chlamydomonasp. (CGA24)

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:células biflageladas, acrocontas e isocontas.ehidarma
eliptica tanto en vista amplia como estrecha, penfil circular en vista frontal
(Lam. 26, Figs. 1-2, 4-5, y 7-8).

- Dimensiones en vista amplia tienen de 7-14 um de longitud a4 um de

anchura. Flagelos de 11-16 um de longitud (Tat28.X.

Tabla 4.25: principales dimensiones de la cepCGA24 de cf.Chlamydomonas sp. 5. La unidad de medida es el

pum para todas las dimensiones y parametros indic&aiire paréntesis se indica el nimero de medféatuadas.

Longitud (n=21) Anchura (n=31) Flagelos (n=25)
Medias 9,87 8,46 13,96
Rangos 7-14 6-14 11-16
Menor 7,17 6,09 10,83
Mayor 13,87 13,77 16,15

- Cloroplasto: tiene un color que combina distintos matices elele, apagados
y vivos, con tonos de amarillo y una textura mamenos rugosa. Algunas
células parecen tener una lobulacion profunda,Ztbulos que se extienden
hacia la parte frontal desde mas o menos el cedrda célula, pero el
citoplasma que queda entre los I6bulos tiene uvor a@rde mas claro que el del
resto del plasto, lo que dificulta la apreciaci@las I6bulos, de no ser usando
microscopia de epifluorescencia, e incluso en ea$e el espacio aparece con
algo de rojo (fluorescencia de clorofilas). Estechwe hace suponer que
realmente el cloroplasto sea en forma de taza wrsnlobulacion distinguible
(Lam. 26, Figs. 2-3, 5y 7-8). El empleo de micopEea confocal podria aclarar

si realmente se trata de un plasto lobulado o aond de taza.
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- Estigma: un Unico estigma amarillo. Aparece asociado a dmdos lobulos

por la parte anterior, o incluso media de la céluéan. 26, Figs. 1-2 y 6-8).

- Pirenoide: un unico pirenoide, con forma redondeada o ehptn vista
amplia, posicionado muy proximo al inicio de la iptes lobulacion del plasto,
en situacién medial, aunque en algunas célulasepapdrecer desplazado hacia
un lateral. Puede llegar a ocupar hasta la mitald délula y tiene una cubierta
cuya disposicion es dificil determinar al microsoo@ptico, puesto que algunas
células parecen tener una cubierta de granulosag aha placa continua o casi,

o incluso un par de grandes placas (Lam. 26, Bigsy 7-8).

- Division celular: tiene lugar dentro de la pared celular de lalaéhadre, v,
en apariencia, con una rotacion del protoplasm@stiede unos 90° dentro de su

pared, dando como resultado 2-4 células hijas (2&nFigs. 1y 6).

- Movimiento: tramos mas 0 menos rectos y relativamente cantescalados
con frecuentes paradas para cambios bruscos aeiditeEn los tramos rectos

no da la impresion de que nade rotando sobre dargjgudinal.

- Otras caracteristicas destacables

- En algunas células pueden apreciarse un paadeolas, granulos o
gotas lipidizas en el espacio citoplasmatico quedglentre los I6bulos,

en el centro de la célula o cerca de los flagelam( 26, Fig. 4).

- Especie propuesta:de confirmarse su morfologia mediante microscapigocal o
cortes citologicos, el clorplasto con forma de tgzain lobulacién, estriacion, ni
perforacion alguna, y la presencia de un solo pide indicarian que nos encontramos

ante una especie @hlamydomonas sensu estri§Rréscholcet al. 2001).
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Figs. 1 y 6 células en divisién. En la Fig. 1 las células @énmanecen unidas tras la eclosion de la pardd de

célula madre.

Figs. 2 y 3 muestran la misma célula en imagen de campo (fago 2) y de epifluorescencia (Fig. 3) permitiend
apreciar un plasto bilobado con el estigma amaeitiouno de sus I6bulos y un pirenoide eliptico reémon una

cubierta en apariencia casi continua, con una disagdad hacia la parte anterior de la célula.
Fig. 4 detalle de la insercion de los flagelos, quefareincia de en el génefunaliella se da en 2 puntos de la
pared celular separados entre si, y un par de lasugranulos o gotas lipidicas inmediatamenterimfea la

insercion flagelar.

Figs. 5 y 7 células con pirenoide centrales redondeado @)ig: eliptico (Fig. 7) aparentemente cubiertos por

granulos, en el segundo caso el pirenoide abastdacaitad de la célula.

Fig. 8 un pirenoide excéntrico con posible cubierta dgahdes placas.

Todas las figuras obtenidas a 1000X y Fig. 7 obdeenmediante epifluorescencia. Figs. 1-6 con lalastala Fig. 1

y Figs. 7-8 con la escala de la 7. Todas lasdigaprresponden a la cepa CGA24.
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4.3.6.6.Chlamydomonasf. coccoidefCGA25)

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:.células biflageladas, isocontas y acrocontas,uc@nforma,
en vista amplia, casi redonda, ovalada u ovada (RamFigs. 1-5). En muchas
células, sobre todo las de menor tamario, la pattiar termina afinAndose y
recorvandose hacia la posterior por la cara qusideraremos en este estudio
como la ventral de la célula y forma como un pequagdinculo, mas o menos
marcado, en cuyo extremo se insertan los flagedanahera subterminal (Lam.
27, Fig. 6).

- Dimensiones en vista amplia tienen una longitud de 4-6 pmmg anchura de

3-6 um. Sus flagelos tienen 4-7 um de largo @4L26.).

Tabla 4.26: principales dimensiones de la cej CGA25 cf. Chlamydomonas sp. €. La unidad de medida es el um

para todas las dimensiones y pardmetros indic&aitee paréntesis se indica el nimero de medidatuefias.

Longitud (n=34) Anchura (n=37) Flagelos (n=24)
Medias 5,02 4,38 5,07
Rangos 4-6 3-6 4-7
Menor 3,93 3,13 3,81
Mayor 6,25 5,63 6,61

- Cloroplasto: un unico cloroplasto de color verde brillante ¢igeros tonos de
amarillo y textura lisa o poco rugosa. Puede teéhdébulos mas o menos
desarrollados que ocupen de menos de 1/3 a cade 1&longitud celular (Lam.
27, Figs. 2, 4 y 9). Algunas células no tienen lobuesarrollados y en éstas

generalmente el plasto no llega a su extremo ant@ram. 27, Figs. 1, 3, 5y 6).

- Estigma: 1-2 estigmas de color amarillo, situados en uadod l6bulos del
cloroplasto o en su defecto en la parte antericgste (Lam. 27, Figs. 3-4y 7).

Cuando aparecen 2 se encuentran localizados uacetg al otro.
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- Pirenoide un unico pirenoide situado en la parte postedmia célula con

forma redondeada, eliptica u ovalada. El piren@sgesolo claramente visible
desde la cara dorsal de la célula, y el hecho de aqu células vistas en
perspectiva aparezca algo descentrado indica usibl@oubicacion parietal

(Lam. 27, Fig. 12). Puede llegar a ocupar desde mignos de 1/4 hasta algo
méas de 1/3 de la longitud total de la célula (L&n, Figs. 2, 4, 5y 9). La

cubierta pirenoidal parece estar compuesta poriamero variable de granulos,
en numero de 1-4 (Lam. 27, Figs. 10-12).

- Divisién celular: tiene lugar dentro de la pared celular de lalaétuadre, en
apariencia con una rotacion del protoplasma de dstanos 90° dentro de su
pared, dando como resultado 2 células hijas, @sdldreclosion de la pared aun
permanecen por algin tiempo nadando unidas hastaaqncluye la citocinesis
(Lam. 27, Figs. 7-8).

- Movimiento: intercalan tramos mas 0 menos rectos con otrosconstantes
cambios de direccion. Realizan paradas frecuerses girar sobre si mismas o
describiendo estrechos circulos alrededor de utop&h avance de las células
viene acompafiado de rotacion en torno a su ejetlmingal y los cambios de

direccion importantes van a veces acompanadogdazos y acelerones.

- Otras caracteristicas destacables

- En algunas células se aprecian 2 posibles vasugranulos o gotas
lipidicas cerca del pirenoide o hacia la parterantee la célula (Lam. 27, Fig.
9).

- Especie propuestaparece tratarse de la espeCldamydomonas coccoidegbido a

su reducido tamafio, 4-6 um x 3-6 um, frente a 2,6v6x 5 um de la descripcion
original (Butcher 1959). La division celular dan@océlulas hijas, la posicion de
estigma y pirenoide, y la parte anterior culminaedaun apice sefalan hacia la misma
especie. Sin embargo, en la descripcion originaenmencionan vacuolas y el plasto se

describe como campanulado. Para poder afirmar egarislad que se trata de esta
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especie serian necesarios una observacion masladatabl microscopio de
epifluorescencia o al confocal, para conocer simguma duda la morfologia del
cloroplasto, o cortes citoldgicos que valdrian,naéle de lo anterior, para esclarecer la

naturaleza de las posibles vacuolas.
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Fig. 1: una célula casi redondeada con plasto sin l6bulos

Fig. 2: célula redondeada con plasto lobulado y pirencedendeado.

Fig. 3: cloroplasto sin lobulacion y con un estigma epdete anterior en una célula ovalada.

Fig. 4: célula ovalada con lobulacién, estigma en lagpanterior de uno de los lébulos y pirenoide reéadd.

Fig. 5: célula ovada con plasto sin l6bulos y con un péqupirenoide.

Fig. 6: vista ventral de una célula en la que se puereiap el pedinculo anterior donde se insertafidgelos.

Fig. 7: células recién divididas que aln se encuentratralde la membrana de la célula madre.

Fig. 8: vista antiapical de 2 células que tras la ectodi® la pared de la célula madre adn continGannuadanidas.

Fig. 9: célula en la que se pueden observar un par delgg(flechas) cerca del gran pirenoide eliptico.

Figs. 10-12 células tefiidas con azocarmin G en las que sgepuapreciar pirenoides con cubiertas compuestas en

apariencia por un solo granulo (Fig 10) y 4 (Hig). En la Fig. 12 puede apreciarse una céluléggeral perspectiva

en la que lo descentrado del pirenoide sugierecalitacion parietal.

Todas las figuras obtenidas a 1000X y Figs. 10-&2liamte Optica de contraste de fases. Todas las €y la
escala de la Fig. 1 y correspondientes a la cepa26GA
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cf. Chlamydomonas sp.

4.3.6.7.cf. Chlamydomonasp. (CGA26)

- Caracteristicas destacables

- Aspecto general:.células biflageladas, acrocontas e isocontas famnas en
vista amplia, que van desde esféricas a ovaladagaglas. Algunas células
pueden tener la parte anterior algo truncada @ilegser oblongas. No se ha
apreciado papila alguna en la zona de insercigeléa (LAm. 28, Figs. 1-3 y 6).

- Dimensiones en vista amplia tienen una longitud de 5-7 pmmg anchura de
4-7 pum, con unos flagelos de 16-21 um de longitadla 4.27).

Tabla 4.27.: principales dimensiones de la cepCGA26 de Chlamydomonas sg 7. La unidad de medida es el um

para todas las dimensiones y pardmetros indic&aitee paréntesis se indica el nimero de medidatuefias.

Longitud (n=28) Anchura (n=32) Flagelos (n=33)
Medias 5,96 5,65 18,46
Rangos 5-7 4-7 16-21
Menor 4,62 4,33 15,55
Mayor 7,03 7.4 20,91

- Cloroplasto: un anico cloroplasto de color verde oliva cono®de amarillo y

marron y textura poco o0 nada rugosa, que propaxcilos cultivos densos un
color marronaceo. El cloroplasto parece tener 2ilt8que pueden llegar a
ocupar de 1/2-2/3 de la longitud celular complétan(. 28, Figs. 1-2 y 6). En
algunas células los l6bulos no aparecen o estao pesarrollados y el

cloroplasto no llega al extremo anterior de la leé{uam. 28, Fig. 3). En otros
casos en los que el cloroplasto llega hasta €l fi@eda célula los I6bulos no se

pueden distinguir o son dificilmente distinguib{eam. 28, Figs. 4-5 y 8-9).

- Estigma: 1-2 estigmas de color rojo o anaranjado que puedeontrarse en la
parte anterior o media de las células, no hallamgossentes en algunas (Lam.
28, Fig. 4).
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- Pirenoide: un unico pirenoide circular o eliptico que pudldgar a llenar

desde cerca de 1/3 hasta 1/2 de la longitud taaladcélula y ocupa una
posicion basal central o algo parietal (Lam. 28sFil y 4-6). La cubierta del
pirenoide parece estar compuesta por un numerablarde granulos pudiendo

llegar a darle una forma mas o menos poligonal (LlZ8nFigs. 5y 8).

- Division celular: tiene lugar dentro de la pared celular de lalaéhadre, v,
en apariencia, con una rotacion de su protoplasenaimbs 90°. Una célula
madre puede dar al menos hasta 4 células hijagrgsida eclosion pueden
permanecer nadando unidas hasta finalizar la oigs@ (L&m. 28, Fig. 7).

- Movimiento: tramos mas 0 menos rectos que se intercalan coDtros
mediante cambios de direccion importantes para doe las células
practicamente se detienen. En ocasiones realizas glrededor de un punto

ubicado tras el extremo antiapical de la célula.

- Otras caracteristicas destacables

-En muchas células se pueden observar al menasiBlgs vacuolas,
granulos o gotas lipidicas en el citoplasma rodepdo los |6bulos del

cloroplasto (Lam. 28, Figs. 5-6).

- Especie propuesta:la aparente lobulacion, que no es comun a todaxéallas,
podria ser causa de una observacién en un plan@ mMm&os interno de las células en
las que se han conseguido distinguir 2 I6bulosntras que el plano de observacion
podria ser mas superficial en el caso de las geeazptendrian I6bulos desarrollados o
no mostrarian lobulacion alguna. Es por tanto reg@sina observacion mas detenida
al microscopio optico y de epifluorescencia, ousol al confocal, para poder asegurar
la pertenencia de esta cepa al gériéhtamydomonasensu estrictqProscholdet al.
2001).
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Fig. 1: célula esférica con pirenoide basal central.

Fig. 2 célula eliptica mas ancha que larga.

Fig. 3: célula con cloroplasto en el que no se apretialéwion y que no llega hasta el extremo anterior.

Fig. 4 2 estigmas en la parte anterior de una célula gne apenas se aprecia la lobulacién.

Fig. 5: una célula en la que se aprecia claramente uriartal pirenoidal de granulos. Las flechas indieaposicion

de las posibles vacuolas, granulos o gotas lipgdica

Fig. 6: célula ovada con pirenoide eliptico ligeramenteéatrico. Notese la ausencia de papila en la zta

insercion flagelar. Las flechas igual que en lag=ig

Fig. 7: células en divisién dentro de la pared materna.

Fig. 8 célula en la que puede observarse claramentaréal [y un pirenoide con una cubierta compuestagos

granulos.

Fig. 9: sefal de fluorescencia del cloroplasto de lalaéla la Fig. 8 en la que se distinguen los 2 Iédul

Todas las figuras obtenidas a 1000X y Fig. 9 medianicroscopia de epifluorescencia. Todas las Figs.la

misma escala que la Fig. 1 y correspondientesepga CGA26.
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Sobre los principales grupos de microalgas ennaucedad y la

fraccion picoplanctonica

1) El grupo principal de algas verdes en la zonarextdel estuario del Nervidon
es el de las clorofitas, siendo otros grupos coindeelas euglenofitas de escasa

relevancia en términos de abundancia relativag taigimentaria como celular.

2) La abundancia relativa de las clorofitas es magor la fraccion
picoplanctdnica, en la que cabe destacar el papdbminante de las prasinoficeas sin
prasinoxantina durante la primavera y el veran@ugtualmente también el de las

cloroficeas.

3) A nivel de comunidad predominan las algas conXantina tales como las
diatomeas, principalmente, haptofitas y dictiocedis; seguidas en importancia por las

algas con aloxantina, las criptofitas.

Sobre la interpretacion de datos de citometriaiffuepescencia
para la identificacion y estimacion de la abundanciel

picoplancton

4) Se han observado lo que podrian ser poblacionesh®rficas tanto para las
picofitoeucariotas con ficoeritrina (PE) como pa&tagéneroSynechococcudo que
impide establecer una correspondencia absolutee egltrnGmero de poblaciones
observadas en las muestras analizadas medianteetita y el nimero real de especies
de estos taxones presentes en dichas muestras p@itdaciones heteromorficas
podrian ser fruto de la presencia de distintasfdseun mismo ciclo vital, de diferentes
ecotipos de un mismo taxon o el resultado de umesm de adaptacidn cromatica

resultante del cultivo de las microalgas en lalooiat

5) Se ha identificado mediante citometria de fluj@ yoblacién celular que

podria estar compuesta por algas del génBrochlorococcus no observado
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previamente en el estuario del Nervién. Su presegueda por confirmar puesto que
podria tratarse de una picoalga eucariota cuyasaséhayan sufrido una alteracion de
sus propiedades opticas debido al procesado dmuastras, segun se desprende de

observaciones realizadas sobre poblaciones enaulti

6) Las discrepancias observadas entre los recuerdogitdmetria y de
epifluorescencia, con abundancias mucho menores @stos Ultimos, parecen ser
debidas a la combinacion de varios facto(gsel tiempo de almacenamiento previo al
procesado de las muestré®) el tiempo y las condiciones de almacenamientodfas
procesado; ¥3) la subestimacion en las muestras analizadas ntedigifluorescencia

del picofitoplancton sin PE respecto al dotado este pigmento.

Sobre la aplicacion de la técnica TSA-FISH a larestion de la

abundancia del picoplancton

7) La técnica TSA-FISH empleada en este estudio prasdificultad para la
reproducibilidad de los recuentos realizados mee€iamicroscopia, por lo que resulta
recomendable el uso de la citometria de flujo, eorbrales de deteccion objetivos y
dotados de mayor robustez estadistica por la rapjdéacil replicabilidad de sus

analisis.

8) Se han observado deficiencias en la permeabild@dcultivos de cf.
Nannochlorisy Nannochloropsissp., por o que parece necesario el empleo de una
permeabilizacion extra, preferiblemente enzimatmgara evitar la subestimacion de

grupos de microalgas que pudieran tener una impnaaignificativa en la comunidad.

9) El aumento de la concentracion de SDS de 0,01%0% 6n los tampones de
lavado e hibridacion, ha permitido aumentar notablete la relacion sefal/ruido. Sin
embargo, la fluorescencia inespecifica detectadasitia importante, lo que hace
necesarias ulteriores optimizaciones del protoqmea facilitar la deteccion de las

células marcadas especificamente.
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10) Pese a las limitaciones que como técnica cuanéitptesenta tal y como ha
sido aplicada en este estudio, esta variante de-HISH es util para generar
caracterizaciones, al menos de una manera semteatiaai de las poblaciones

picoplanctonicas.

11) Un protocolo de TSA-FISH para el recuento de faopton que fuera lo
mas universal posible deberia cumplir 3 premisasddmentales:(1) realizar el
recuento de muestras preferentemente mediante atii@de flujo;(2) ser capaz de
minimizar al maximo la pérdida de células debidaathmiento de las muestras(3)
incluir el empleo de tratamiento enzimético pargpéameabilizacién de células con
pared. Asi permitiria realizar de manera sencilledicias cuantitativas, precisas y

fiables, facilitando la continua monitorizacionlde poblaciones fitoplanctonicas.

Sobre la comunidad picofitoplanctonica del estudab Nervion

y la importancia relativa que las clorofitas tiermgnella

12) Entre las algas sin PE predominan los picoeueaia@ue durante el verano
pueden llegar a alcanzar densidades de hastaligddéls. I, y entre las algas con PE

lo hace el génerBynechococcuson densidades de hasta 2,36 céls. 1™,

13) Entre las picofitoeucariotas dominan las clorsfital menos durante los
meses estivales, en los que llegan a suponer dexroasi 2/3 de dicha comunidad.
Entre éstas destaca el orden Mamiellales, al gaereEen mas de 2/3 de las clorofitas,
y dentro de este orden el génda@romonases el mas importante llegando a ser algo
mas de la mitad de las Mamiellales. La importamigiaestas algas es mayor hacia el

exterior del estuario debido, posiblemente, a sacter principalmente marino.

Sobre las especies nanoplancténicas de algas veressntes en

el estuario del Nervion y los alrededores

14) Se han aislado y/o analizado 26 cepas de algakeserocedentes del
estuario del Nervién o de otros estuarios cercdastas cepas pertenecen al menos a 6
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géneros y a 11 especies confirmadagreptiella (E. eupharyngeae y E. gymnastica),
Mamiella (M. gilva), Nephroselmis (N. pyriformis), Pyramimonas (P. orientalis, P.
moestrupii, P. grossii, P. robusta y P. propulsa), Oltmannsiellopsis (O. unicdlularis y

O. viridis) y cf. Chlamydomonas (7 cepas).
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312 Apéndice A

Apéndice A: preparacion de eluyentes para HPLC d&asen
Zapateet al.2000)

- Se suelen preparar de 500 ml a 1 | de cada melysegun la cantidad de
muestras a analizar. Como calculo aproximado pusdese la estimacion de 45ml de

eluyentes por muestra a analizar. De esta manbra e sobra.

- Siempre que se pueda es preferible mezclardogonentes de los eluyentes
en un matraz aforado, pues facilita la homogenirade éstos y la medida del volumen

que preparamos es mas precisa.

- Todos los eluyentes, al igual que las mueste@el ser filtrados por filtros de
0,2 um de didmetro de poro antes de afadirse @delossitos del HPLC. Aparte, antes
de filtrar los eluyentes ya preparados, o de afaslifiltrados a los depdsitos conviene
lavar tanto el montaje de filtracion como los defodscon parte del liquido que vayan a

contener, por si pudiera quedar algo de contanminaie otras sustancias.

-Antes de volver a utilizar las bombas que hadesular los eluyentes recién
renovados es necesario purgarlas para eliminaquieal burbuja que haya podido
formarse mientras el filtro de admision del cirouét estado al aire en el proceso de
rellenado de los depdsitos.

-Eluyente A:

Metanol : Acetonitrilo : Piridina (Ag., 0,025 Mhauna proporcioén de 50:25:25.
-Eluyente B:

Metanol : Acetonitrilo : Acetona en una proporci®20:60:20.

-Los eluyentes A y B se preparan con sus compesdat como los suministra

la casa. Es altamente recomendable, por no dedispensable, para lograr unos

cromatogramas sin alteraciones emplear componentggado de HPLC.
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-Preparacion de la piridina:

- Se afladen en un vaso amplio de precipitado 9@6éri0 en grado HPLC y 2
ml de piridina.

- Se ajusta el pH de la disolucion a 5.0 afiadiegolitas de acido acético
glacial, mientras se mide el pH de forma continora en pHmetro. Una vez ajustado el
pH se le afiade agua para HPLC hasta hacer 1déroerifica el pH y se filtra por un

filtro de 0,2 um de ancho de poro.
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Apéndice B: cultivo y procesado para extracciompigenentos de
cepas aisladas del estuario del Nervion para kancliin de

sus ratios pigmentarios mediante HPLC

1. Establecimiento de los cultivosise ponen a crecer los cultivos en medio /2
(Guillard & Ryther 1962) a la intensidad de luzaadue se desee estudiar la
composicion pigmentaria (100 pl de inéculo a deadsidnedia interpretada
segun el color). En el presente estudio se cuttivéais algas empleadas para la

obtencién de ratios pigmentarios a una intensigatiod pE m?-s®.

A falta de un aparato que suministre una intemlsataluz constante, se
calcula con un luxémetro la distancia respectaadeénte de luz a la que han de
guedar los tubos de ensayo con las algas (es iamperque la luz incida sobre la
mayor superficie posible del cultivo: en tubo desay, un lateral; en matraz

erlenmeyer, el fondo).

2. Fotoaclimatacion y medicion de la fluorescencisse dejan crecer los cultivos
al menos durante el tiempo suficiente para quensegsario renovarlos (1
semana como minimo), para su fotoaclimatacion, rerabvarse se dejan crecer
de nuevo en las condiciones luminicas elegidas glagatudio, pero esta vez se
va midiendo su fluorescencia, una vez cada 24 brgasible, mediante un
fluorimetro. Es importante que en cada renovac®earsplee la misma cantidad

de inéculo para que el crecimiento del cultivo lseaas regular posible.

La fluorescencia sirve como aproximacion de landlncia celular del
cultivo. Para medirla con un fluorimetro estandamger® Designs, modelo 10-
AU, en el presente estudio), a no ser que el mandajue algo diferente, se
enciende el aparato 30 min antes de realizar lalkdag para que se caliente su
lampara, con la zona de medida en oscuridad, coempse que no se esté
usando. Las medidas se realizaran siempre queeska gm un ambiente que sea
lo menos traumatico, en términos de iluminacioemigeratura sobre todo, para

que las células se alteren lo menos posible.
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Antes de medir su fluorescencia, los cultivos sadpan al menos
durante 10 min en oscuridad para descargar tododososistemas y que no
estén saturados cuando se los irradie en el fledrdmlo que produciria mayor
fluorescencia y daria una idea equivocada del estiadcrecimiento. Pasados
esos 10 min se irdn exponiendo a la luz uno a emaultivos para la medicion

de su fluorescencia.

Antes de introducir el tubo en el fluorimetro ttapar la boca con un
pedazo de parafilm, se agita un par de veces swaierpara resuspender las
células del fondo y se limpia con papel de codizio o similar, para que no
gueden huellas en la parte que ocupa el cultiveci&ea la zona de carga de
muestra del fluorimetro y una vez estabilizado abw de fluorescencia que
indica el aparato se registra. Se repite este pooegponiendo un solo cultivo

cada vez a la luz.

3. Representacion de curvas de crecimientdos datos de fluorescencia obtenidos
en forma de unidades de fluorescencia arbitraristseducen en una hoja del
programa Exc&(Microsoff® Corporation, EE. UU.), o similar, y se representan
en forma logaritmica natural o neperiana (eje cadam), frente al tiempo
(abcisas). Tras varios dias se puede apreciar wnwa de crecimiento con una
fase exponencial que delimitaremos con una regrdgiéal de sus puntos, y
anotaremos entre que valores de fluorescencia.geudatos mas dias seguidos
hayamos medido, mejor se podra afinar la fase exqpmal del cultivo. Una vez
logrado esto se renuevan los cultivos, de nuevo laomisma cantidad de
in6culo que antes y se dejan crecer hasta quedeeficencia, que se medira a
diario, alcance valores correspondientes a la éapenencial, a poder ser que
gueden por el medio de la linea de regresion qoeosealculado. La cantidad
de cultivo que emplearemos en esta nueva renovaaiinser como minimo de
9-27 ml, 1-3 tubos de ensayo, para poder obtemgoluna cantidad suficiente
de algas con la que poder realizar un extracto igelmgntos concentrado.
Aunque cuanto mayor volumen se cultive mayoresnskxs posibilidades de
conseguir extractos lo suficientemente concentragasa que se puedan

cuantificar sin problemas los pigmentos minoritsrio
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Filtracidbn de cultivos: una vez que los cultivos alcanzan la fluores@enci
adecuada se filtra la mayor cantidad de tubos [@ssiton un quitasato y a
través de un filtro GF/F (Whatman International .Lfdeino Unido) de 0,7 um

de luz de maya, manteniendo el montaje de filtraeid luz reducida durante el

proceso. La filtracion se realizara a una presmsuperior a 100 mmHg.

Conservacion de los filtros una vez realizado el filtrado se dobla el filpar la
mitad y se seca la mayor cantidad de agua que aredefiltro, primero sobre
el montaje de filtrado, gracias a la succion dédanba, y después mediante
papel absorbente, introduciéndolo en el extremo ut@ hoja doblada.
Inmediatamente después se cubre con un papel daeinaupreviamente
rotulado con la identificacion de la muestra y elumen filtrado, que también
se anotara en un cuaderno por si acaso, y trasestngela en Niquido hasta

su analisis.

Extraccion de los pigmentosel dia del andlisis se dejan descongelar la®dilt
a temperatura ambiente en el propio papel de alami partir de aqui la

estraccién sigue bajo luz atenuada tal y como tdlaen las paginas 28-29.

Limpieza del material para la extraccion y preparacdn de solventes y
muestras para HPLC. los viales y tapones asi como todo el materialideo
empleado para el HPLC puede se lava para volverem uilizado,
preferiblemente bajo una campana de extracciémcg8s/con acetona al 95% y
después otras 3 veces mas con agua destiladawptnalgs residuos de acetona.
Los viales y tapones pueden lavarse por separdalenojuntos, afiadiendo la

acetona, cerrando el vial y agitando.
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Apéndice C: disoluciones para TSA-FISH

- Disolucién Stock de NaCl 5 M:

- Se disuelve el NaCl necesario, ya pesado, en dgsidlada, en el 80% del
volumen total que se quiera preparar. La disolutodal lleva bastante tiempo
de agitacién y emplear agua caliente (>50°C, pempgio) se hace necesario

debido a la concentracion practicamente saturardeseg pretende obtener.

- Después se completa el volumen final de la dotu afadiendo agua

destilada.

- Se suelen preparar 100ml, dependiendo de lasidades, para lo cual hara

falta disolver 29,22 g de NaCl como se ha explicado
- Disolucion Stock de EDTA 0,5 M, pH 8:

- Se afade el EDTA necesario, ya pesado, en agidada, en el 80% del
volumen total que se quiera preparar. Al agitaram plisolverlo enseguida
comenzara a precipitar dandole un color blanqueginona consistencia viscosa

a la disolucioén.

- Se ajusta el pH a 8 afladiendo NaOH sélido piaéarientd, mientras se agita
la disolucion. Establecer el pH en 8 es necesatia gue se dé la disolucion del
EDTA.

- Después se completa el volumen final de la dgétu afiadiendo agua

destilada.

*. el empleo de NaOH sdlido supone una menor vamage volumen a la hora de ajustar el pH y peralianzar

con mas seguridad el volumen final previsto pardisalucion. Al ajustar el pH se ha de tener muchiolado al

llegar a 6 pues en esta disolucion pasa rapidandentea 12.
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- Se suelen preparar 100 ml, dependiendo de |assidecles, para lo cual hara
falta disolver 14,61 g de EDTA como se ha explicado

-Disolucion Stock de TRIS-HCI 1 M, pH 7,5:

- Partiendo de TRIS-HCI en polvo se afade la cadtitecesaria, ya pesada, en

agua destilada, en el 80% del volumen total qupusera preparar.

- Se ajusta el pH a 7,5 anadiendo NaOH sélido pbédenentd, mientras se

agita la disolucion.

- Después se completa el volumen final de la d@olu afiadiendo agua
destilada.

- Se suelen preparar 250ml, dependiendo de lasidades, para lo cual hara
falta disolver 39,4 g de TRIS-HCI como se ha exqulm

* . - .
: explicado en la pagina anterior.
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- Tampon de hibridacion:

- 40% (V/V)** de formamida desionizada.

-0,9 M** de NaCl.

- 20 mM de TRIS-HCI, pH 7,5.

- 0,1% (m/V) de SDS (modificado para este estudliginalmente 0,01%).

- 20% (V/V) de tampdn de agente bloqueante [2% {nfilal de agente
bloqueante].

- Se filtra primero por filtros de 3 pm o mayorpgesto que es muy ViScoso Yy

finalmente por filtro de jeringa de 0,2 um de difnméle poro.

-Se almacena a -20°C.

- Se suelen preparar 10-50 ml segun la cantidduibdiglaciones a realizar.

- Tampon de agente bloqueante:

- 10% (m/V) agente bloqueante disuelto en tamp&acilo malico, pH 7,5.

** . estas concentraciones aseguran la astringenciesarex de la disolucidon para que las temperatueas d

hibridacion y de lavado estén por debajo de leedweratura de fusion £J de las sondas. Esto hace posible la union
entre estas y las hebras de los ARNr objetivosmimgindo las uniones inespecificas. Por tanto estasentraciones,
asi como la temperatura de la reaccion de hibiddagilas de lavado, variaran en funcion de las asminpleadas.
En caso de que nos encontremos con la necesidattidela astringencia de la hibridacion es préferjugar con el
contenido de formamida antes que con la temperaterkas reacciones o la concentracion de NacCl, ridoien
cuenta que un aumento del 0,7% en la concentrab@dformamida (que reduce e}, e los acidos nucleicos
alterando su carga y favoreciendo que se manteagaestado unicatenario) equivale al efecto caugaioun

incremento de 1°C de la temperatura de reaccion.
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- Tampon de acido malico:

- 100 mM de acido maélico.

- 150 mM de NacCl.

- Ajustar pH a 7,5 afiadiendo NaOH, sélido preferibéntd .

- Tampon de lavado:
- Su composicion es igual a la del tampon de halgiwh pero sin formamida,
con una concentracion de NaCl que le dé una astraig equivalente y con
EDTA (Tabla C.1.) cuando la concentracién de formdanempleada sea >20%
(VIV).
- 56 mM** de NaCl.
-5 mM de EDTA.
- 20 mM de TRIS-HCI, pH 7,5.

- 0,1% (m/V) de SDS (modificado para este estudliginalmente 0,01%).

- Se suele preparar 1 litro, aunque depende darladad de hibridaciones a

realizar.

* y** : explicados en las paginas anteriores.
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% Formamida | [NaCl] (M) | NaCl por 50mL (ml)
0 0,900 9,000 sin EDTA
5 0,636 6,300 sin EDTA

10 0,450 4,500 sin EDTA
15 0,318 3,180 sin EDTA
20 0,225 2,150 sin EDTA
25 0,159 1,490 con EDTA
30 0,112 1,020 con EDTA
35 0,080 0,700 con EDTA
40 0,056 0,460 con EDTA
45 0,040 0,300 con EDTA
50 0,028 0,180 con EDTA

Tabla C.1.: Preparacion de tampones de lavado de astringenciguvalente a los de hibridaciél. Se muestran

la concentracion de formamida, en porcentaje V/¥mplear en tampones de hibridacién (columna delaerda),

concentraciones de NaCl, en molares, en tampondavedo de astringencia equivalente (columna céntyal

volumenes, en ml de una disolucion stock de 5 Bfjair para lograr 50 ml de tamp6n de lavado.

- Tampon TNT:

- 0,2 M TRIS-HCI, pH 7,5.

- 0,15 M NacCl.

- 0,05% (V/V) Tween 28,

- Se suele preparar 1 litro aunque depende dentded de hibridaciones a

realizar.
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- Mezcla TSA:

- Se prepara una mezcla de sulfato dextrano 40%, (@guelto en agua a 70°C)
y diluyente de amplificacion de TSA-Direct kit (NHNfe Science Product Inc.,
Boston, MA, EE. UU.) en una proporcion de 1:1.

- A esta solucidn se le afiade fluoresceina-tirargdeninistrada en el mismo kit
que el diluyente) en una proporcion de 50:1, estose le afiade 1 ml de

fluoresceina-tiramida a 50 ml de mezcla.
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Apéndice D: preparacion de medios de cultivo

- Medio Erd-Schreider Modificado:

- Filtrar 1 litro de agua del mismo lugar del agien el que se realizara la

inoculacion mediante un filtro de 0,47 o 0;28 de tamafio de poro.
- Antes de la pasteurizacion se afiade al agua:

- 2 ml solucién stock de nitrato (5 g de NajNdluidos en 100 ml de agua
destilada).

- 2 ml solucion stock de fosfato (1 g de;NRO,'12H,0 diluido en 100 ml

de agua destilada).
- 2 ml de extracto de tierra (ver mas adelante).

- 0,5 ml solucion stock de MeeEDTA (150 mg de N&eEDTA diluidos en
100 ml de agua destilada).

- Extracto de tierra:
- Se mezcla tierra* pasada por tamiz de 1 mm delédumaya y agua destilada
en una proporcién 1:1 (m/V) y se hace una infusiéee esteriliza mediante

autoclave.

-El extracto se tamiza de nuevo a través de uhdeaylon de 20m de ancho
de poro y se esteriliza y se esteriliza de nuevel aatoclave.

- Finalmente se elimina el exceso de particulasaneslcentrifugacion.

*: Preferiblemente la tierra debe ser humus provemielet un bosque caducifolio basdfilo lejos del

efecto de pesticidas, herbicidas u otras fuentesodéaminacion. En su defecto, también puede usarse

tierra de jardin.
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-Medio /2 (basado en Guillard & Ryther 1962)

- Se filtra 1 litro de agua marina mediante utrdide 0,47 o 0,2@m de tamaiio

de poro.

- Se anade al agua:

- 1 ml de solucion stock de nitrato (7,5 g de Ngh® 100 ml de agua
destilada).

- 1 ml de solucién stock de fosfato (0,5 g de BR®, en 100 ml de agua
destilada).

- 1 ml solucién stock de silicato (sélo si se adti diatomeas, 1,5-3 g
NaSiO29H,0 en 100 ml de agua destilada).

- 2,5 ml de solucién stock de germanio (solo cuaselguiera evitar la
proliferacion de las diatomeas en el cultivo, 0,degGeQ@ en 100ml de

agua destilada).

- Posteriormente se esteriliza en el autoclaveigoptmente se puede substituir

por una esterilizacion mediante filtracion).

- Tras enfriarse se afiaden 1 ml de solucion stackithminas (10 mg de

tiamina, 0,1 mg de cianocobalamina y 0,1 mg deirf@oen 100 ml de agua

destilada) y 1 ml de solucion stock de micronutasriver mas adelante).
-Solucion stock de micronutrientes:

-Se disuelven en 99 ml de agua destilada:

- 0,436 g de NEEDTA

- 0,315 g de Feg@bH,O
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- 0,001 g de CuS£rH,0

- 0,0022 g de ZnSEVHO

- 0,001 g de CoGl6H,O

- 0,018 g de MnGl4H,O

- 1 ml de solucion de molibdeno (0,063 g deMi@0,2H,O en 100 ml

de agua destilada).
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