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NManusl de Culhivo

de Lambierdiscus y FUKUYOE spp.

Patricia Assuncaoe Francesco Pisapia ® Eduardo Portillo

El cultivo de dinoflagelados de los géneros Gambier-
discus y Fukuyoa spp. es probablemente una de las
tareas mas dificiles de conseguir con respecto a mi-
croorganismos marinos en el laboratorio.

Las especies de estos géneros se caracterizan por un crecimien-
to lento (con una tasa de crecimiento maximo inferior a 0,5 di-
visiones/dia) y tienen rangos de tolerancia muy estrechos con
respecto a salinidad, temperatura e irradiacién. Ademas, su cre-
cimiento es probablemente influenciado por muchos otros para-
metros todavia poco estudiados.

Este manual, basado en nuestra experiencia y en las observacio-
nes descritas por otros autores, pretende recopilar informacién
que pueda ser Util en la desafiante tarea de conseguir cultivar
estos microorganismos.
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fabricantes mencionados, ni ha pretendido beneficiar a ningtin fabricante en particular, simple-
mente hemos mencionado los materiales que se han utilizado.






INTRODUCCION

La ciguatera es la intoxicacion alimentaria no bacteriana mds comun a
nivel mundial y se produce principalmente después del consumo de pes-
cado contaminado con ciguatoxinas (Lehane and Lewis, 2000).

El agente etioldgico principal responsable por la ciguatera son dinoflage-
lados de los géneros Gambierdiscus y Fukuyoa que viven en detritus y en
ciertas macroalgas de zonas dafiadas de arrecife de coral (Yasumoto et
al., 1977; Adachi y Fukuyo, 1979; Loeblich 11l y Indelicato, 1986; Murata et
al., 1989; Lehane y Lewis, 2000). No obstante, hoy dia se sabe, que otras
especies de dinoflagelados (Ostreopsis, Coolia, Prorocentrum, Thecadini-
um, Amphidinium, Gymnodinium, Lingulodinium) y cianobacterias (Lyngb-
ya, Hydrocoleum, Oscillatoria) también podrian estar implicados en los
sintomas de esta enfermedad (Garcia Camacho et al., 2007; Laurent et
al., 2008; Méjean et al., 2010; Holmes et al., 2014).

Gambierdiscus (Figura 1A) y Fukuyoa (Figure 1B) son dinoflagelados teca-
dos (Gonyaulacales, Dinophyceae), organismos eucariéticos unicelulares
que son autdtrofos, es decir, fotosintéticos. Se comportan como mi-
croorganismos epifitos y bentdnicos, lo que significa que necesitan una
superficie sobre la que puedan adherirse para proliferar, por ejemplo,
macroalgas o sedimentos rocosos. También se han observado formas de
natacion libre en la columna de agua, lo que demuestra que no son epifit-
as obligadas, al menos no durante todo el ciclo de vida (Bomber, 1987; Ya-
sumoto et al., 1977). Poseen tricocistos y mucocistos, orgénulos internos
relacionados con la extrusion y la produccidn de moco, respectivamente
(Durand-Clément y Couté, 1991).
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Figura 1. (A) Micrografia de Gambierdiscus toxicus GTT-91 (vista ventral) utilizando mi-
croscopia electrénica de barrido (SEM) (Litaker et al., 2009). Barra de escala: 20 pm.
(B) Micrografia SEM de Fukuyoa paulensis (vista ventral) (Gémez et al., 2015). Barra de
escala: 10 ym.
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ESPELIES ACTUALES

A mediados de la década de los afos 70, el género Gambierdiscus fue de-
scrito por primera vez por Adachi y Fukuyo (1979), utilizando materiales
vivos y conservados, recolectados en las Islas Gambier, ubicadas en el
extremo sureste de Archipiélago de Tuamotu en la Polinesia Francesa.
Durante casi dos décadas, Gambierdiscus toxicus (Figura 1A) ha sido con-
siderada la Unica especie existente dentro de este género.

Actualmente las especies aceptadas dentro del género Gambierdiscus
son: Gambierdiscus toxicus Adachi y Fukuyo (Adachi y Fukuyo, 1979), G.
belizeanus Faust (Faust, 1995), G. pacificus Chinain y Faust (Chinain et al.,
1999), G. australes Chinain y Faust (Chinain et al., 1999), G. polynesiensis
Chinain y Faust (Chinain et al., 1999), G. caribaeus Vandersea, Litaker,
Faust, Kibler, Holland y Tester (Litaker et al., 2009), G. carolinianus Litak-
er, Vandersea, Faust, Kibler, Holland y Tester (Litaker et al., 2009), G. car-
penteri Kibler, Litaker, Faust, Holland, Vandersea y Tester (Litaker et al.,
2009), G. excentricus Fraga (Fraga et al., 2011), G. scabrosus Nishimura,
Sato y Adachi (Nishimura et al., 2014), G. silvae Fraga y Rodriguez (Fragay
Rodriguez, 2014), G. balechii Fraga, Rodriguez, Riobd y Bravo (Fraga et dl.,
2016), G. cheloniae Smith, Rhodes y Murray (Smith et al., 2016), G. lapillus
Kretzschmar (Kretzschmar et al., 2017) y G. honu Rhodes (Rhodes et dl.,
2017b).

Recientemente dos nuevas especies han sido descritas: G. holmesii y G.
lewisii (Kretzschmar et al., 2018, manuscrito en preparacién), asi como
siete filotipos (Tabla 1).

El género de dinoflagelados Fukuyoa Gémez, Qui, Lopes y Lin fue descrip-
to por primera vez en 2015 por Gémez et al. Los autores nombraron una
nueva especie aislada de Brasil Fukuyoa paulensis Gomez, Qiu, Lopes y
Lin y transfirieron dos especies originalmente posicionadas en el género
Gambierdiscus al género Fukuyoa: F. ruetzleriy F. yasumotoi. Ademas, dos
filotipos de Fukuyoa se han descrito recientemente (Kretzschmar et al.,
2017; Leung et al., 2018) (Tabla 1).
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Tabla 1. Lista de todas las especies y filotipos de Gambierdiscus y de Fukuyoa conocidos
hasta la fecha (Adaptado de Pisapia, 2017).

Especies / Filotipos Referencias

F. paulensis

(Gémez et al., 2015)

F. ruetzleri ®

(Gémez et al., 2015)

F. yasumotoi ®

(Gémez et al., 2015)

Fukuyoa sp. HK type 1

(Leung et al., 2018)

Fukuyoa cf. yasumotoi

(Kretzschmar et al., 2017)

G. australes

(Chinain et al., 1999; Richlen et al., 2008; Litaker et dl.,
20009;)

G. balechii

(Dai et al., 2017; Fraga et al., 2016)

G. belizeanus

(Faust, 1995; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

G. caribaeus

(Litaker et al., 2009)

Gambierdiscus cf. cari-
baeus (Korean isolate
GCJ)

(Jeong et al., 2012; Berdalet et al., 2017)

G. carolinianus

(Litaker et al., 2009)

G. carpenteri

(Litaker et al., 2009)

G. cheloniae

(Smith et al., 2016)

G. excentricus

(Fragaetal., 2011)

G. holmesii (Kretzschmar et al., 2018)
G. honu ® (Rhodes et al., 2017b)
G. lapillus (Kretzschmar et al., 2017)
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Especies / Filotipos Referencias

G. lewisii (Kretzschmar et al., 2018)

G. pacificus (Faust, 1995; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

G. polynesiensis (Chinain et al., 1999; Richlen et al., 2008; Litaker et al.,
2009)

G. scabrosus ® (Nishimura et al., 2014)

G. silvae ® (Fraga y Rodriguez, 2014)

Gambierdiscus sp. (Litaker et al., 2010)

ribotype 2

Gambierdiscus sp. ribo- (Rodriguez et al., 2017)

type 3

Gambierdiscus sp. type 2 (Kuno et al., 2010)

Gambierdiscus sp. type 3 (Nishimura et al., 2013)

Gambierdiscus sp. type 4 (Xu et al., 2014)

Gambierdiscus sp. type5  (Xu et al., 2014)

G. toxicus (Adachiy Fukuyo, 1979; Chinain et dal., 1999, 1997; Litaker
et al., 2009; Richlen et al., 2008)

@ formalmente designado como C. ruetzleri (Litaker et al., 2009)

® formalmente designado como G. yasumotoi (Holmes, 1998; Richlen et al., 2008; Litaker et
al., 2009)

© formalmente designado como Gambierdiscus cf. yasumotoi (Nishimura et al., 2013)

@ formalmente designado como Gambierdiscus sp. type 6 (Xu et al., 2014)

© formalmente designado como Gambierdiscus sp. (cepas CAWD242, 233 y 250) (Smith et al.,
2016; Rhodes et dl., 20173, 2017¢)

® formalmente designado como Gambierdiscus sp. type 1(Kuno et al., 2010; Nishimura et al.,
2013; Xu et al., 2014)

®formalmente designado como Gambierdiscus sp. ribotype 1 (Litaker et al., 2010)
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OBTENCION DE CULTIVOS MONOALGALES

El objetivo de este manual de cultivo no es el protocolo de muestreo a
seguir, ni ninguna aportacion técnica de muestreo de Gambierdiscus o
Fukuyoa spp. Para ello consultar el manual “IOC-IAEA Guide for Designing
and Implementing a Plan to Monitor Toxin-Producing Microalgae” (http://
unesdoc.unesco.org/images/0021/002145/214510e.pdf).

La obtencién de cultivos monoalgales de Gambierdiscus y Fukuyoa spp.
se consigue mediante el aislamiento y transferencia de células de dichas
cepas en un medio de cultivo estéril.

Para ello se suele utilizar normalmente métodos manuales como coger
las células con una pipeta automatica, pipeta Pasteur de vidrio, pipetas
de plastico estériles, etc., bajo un microscopio con un objetivo de 4x.
También se puede individualizar las células con métodos automaticos
como un citdmetro de flujo con capacidad separadora (sorter). Hay que
verificar si las especificaciones del aparato permiten la separacién de cé-
lulas de las dimensiones de los Gambierdiscus y Fukuyoa spp.

El departamento de biotecnologia del ITC utiliza el método manual con
pipeta y puntas de secuenciacién/cargar geles (ej.: puntas Fisherbrand
1-200 pL, ref.: 11927734) como se ensefa en la figura 2. Este tipo de punta
es flexible y permite tener un mejor control sobre el proceso de clonaje.
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Figura 2. Clonaje de células de Gambierdiscus sp. con pipeta automatica bajo un mi-
croscopio invertido (A); Observacién microscopica donde se aprecia el detalle de la pun-
ta utilizada para el clonaje y células de Gambierdiscus sp., barra de escala: 200 pm. (B);
punta para cargar geles/secuenciacién utilizado en el clonaje (C).
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IDENTIFICACION A NIVEL DE ESPECIE

Para la identificacidn a nivel de especie de cepas de Gambierdiscus y de
Fukuyoa por métodos tradicionales, se sugiere consultar, por ejemplo, el
libro “Marine benthic dinoflagellates — Unveiling their worldwide biodiver-
sity’” de Hoppenrath et al. (2014).

Con respecto a la taxonomia molecular, se amplifica el ADN correspon-
diente a los dominios D1—D3, con los cebadores D1R/LSUB 5’-ACCCGCTGA-
ATTTAAGCATA-3’[5’-ACGAACGATTTGCACGTCAG-3’ (Scholin et dl., 1994;
Litaker et al., 2003), y D,-D, , con los cebadores FD8/RB 5-GGATTGGCTCT-
GAGGGTTGGG-3’/5"-GATAGGAAGAGCC-GACATCGA-3’  (Chinain et dl,,
1999) de la region 25-28S del rADN, para posteriormente realizar un blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) o un andlisis filogenético (Fraga
y Rodriguez, 2014; Rhodes et al., 2017b).

MEDIOS DE CULTIVO

Uno de los medios mds comunmente utilizados para el cultivo de din-
oflagelados es el medio de Keller (K) modificado, sin TRIS, cobre o silice
(Holland et al., 2013; Xu et al., 2016; Pisapia et al., 2017a), en que se utiliza
el doble de nitratos que el medio f/2 (Guillard y Ryther, 1962). Al contrario
del medio K original (Keller y Guillard, 1985; Keller et al., 1987), el medio K
modificado no usa el amonio.

Otros autores (Bravo et al., 2014) han preferido usar el medio K original
a la mitad de concentracién (K/2) o directamente el medio f/2 (Rhodes et
al., 2017b).

Otros usan variaciones de otros medios como el medio f/10k usado por
Chinain et al. (2010), que es una variacién del medio f/2 (Guillard and
Ryther, 1962), diluido 5 veces y enriquecido con 10® M de selenio.

Otro medio cominmente utilizado es el medio L1 (Guillard y Hargraves,
1993) sin silice, que difiere del medio f/2 debido a la adicién de otros me-
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tales (NiSO,6H,0, Na,VO,, K,CrO,) y ha sido utilizado en su versién origi-
nal (Bravo et al., 2014; Pisapia et al., 2017a) o con la adicién de extracto de
tierra (Pisapia et al., 2015).

Otros medios utilizados para el cultivo de Gambierdiscus y de Fukuyoa
spp. son el medio ES modificado (Caillaud et al., 2010; Fraga et al., 2011) y
el medio IMK, este ultimo generalmente utilizado a la mitad de concen-
tracion (IMK/2) (Shah et al., 2014; Yoshimatsu et al., 2014, 2016).

Las diferentes recetas de medio de cultivo utilizados por los diferentes
autores podrian estar relacionadas con la composicion quimica del agua
de mar que se use, por lo que puede ser pertinente hacer un analisis qui-
mico del agua a utilizar.

En ANEXO se describe los medios de cultivo utilizados en el crecimiento
de las especies de Gambierdiscus en el marco de proyecto MIMAR por el
Depto. de Biotecnologia del ITC: el medio K modificado, el medio L1, y el
medio f/2 sin cobre y con selenio. El agua del mar utilizado para la prepa-
racion de los medios de cultivo fue recogida a 3 millas de la costa noreste
de Gran Canaria y la salinidad fue ajustada a 32/33.

Con clones de Gambierdiscus y de Fukuyoa spp. recién aislados, es reco-
mendable usar el medio de cultivo elegido diluido por lo menos 10 veces
en agua de mar, e ir aumentando la concentracién del mismo cada 2-3 pa-
ses, hasta llegar a una concentracién que sea adecuada para cada cepa/
especie. Es muy probable que no sea necesario, y hasta sea contrapro-
ducente, utilizar el medio de cultivo elegido a su maxima concentracién.

MATERIAL DE CULTIVO

Los cultivos de laboratorio de Gambierdiscus and Fukuyoa spp. pueden
ser realizados en recipientes de vidrio como es el caso de los matraces
de Erlenmeyer (Figura 3) o recipientes de poliestireno como es el caso de
los frascos de cultivo celular (Figura 4), incubados horizontalmente. Estos
recipientes estan disponible en el mercado en diferentes tamafios.
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Figura 3. Erlenmeyer con una capacidad maxima de 250 mL, usado para cultivos de labo-
ratorio de Gambierdiscus and Fukuyoa spp.
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Figura 4. Frascos de cultivo celular (poliestireno) y tampén con filtro de diferentes ca-
pacidades volumétricas (VWR®). De arriba para abajo, botes con un area de superficie
de 25, 75 y 182 cm?. El drea de superficie maxima de estos recipientes disponible en el
mercado suele llegar hasta por lo menos 300 cm?.



Es importante que exista una cdmara de aire en los cultivos para que faci-
lite el intercambio de gases. Por esa razdn, se aconseja utilizar frascos de
cultivo celular en que el tapdn incluye un filtro (Figura 4). En el caso de los
Erlenmeyer con un volumen maximo de 250 mL (Figura 3), se recomien-
da afadir aproximadamente unos 50-200 mL de medio de cultivo. En un
frasco de cultivo celular de 25 cm? con una capacidad maxima de 50 mL
de volumen de liquido (Figura 4, frasco mas pequefio), sélo se recomien-
da afadir aproximadamente un volumen de 15-25 mL de medio de cultivo
(por lo menos al iniciar un cultivo).

Una vez que estos microrganismos tienen un comportamiento esencial-
mente bentdnico, se aconseja la utilizacidn de recipientes que se carac-
terizan por una mayor relacién superficie/volumen, como es el caso de
los frascos de cultivo celular (Figura 4) y placas de cultivo celular (Figura
100Q).

CONDICIONES DE CULTIVO

Las diferentes especies de Gambierdiscus y de Fukuyoa spp. se cultivan
normalmente bajo un fotoperiodo de dia:noche de 12:12 horas (Chinain
et al., 2010; Pisapia et al., 2017a) o de 14:10 horas (Rodriguez et al., 2017).

Diferentes autores han estudiado el impacto de la temperatura, salinidad
e irradiacion en el crecimiento de cepas de Gambierdiscus y Fukuyoa real-
izadas en el laboratorio (Bomber et al., 1988; Morton et al., 1992; Kibler
et al., 2012; Tawong et al., 2016; Xu et al., 2016; Yoshimatsu et al., 2014,
2016). Algunos ejemplos de las condiciones éptimas de cultivo para dif-
erentes especies se exponen en la Tabla 2 (Kibler et al., 2012; Xu et dl.,
2016). Estos resultados sugieren que las diferentes especies de estos dos
géneros de dinoflagelados no tienen las mismas exigencias en términos
de temperatura, salinidad e irradiaciéon. No obstante, estas condiciones
pueden variar dependiendo del origen de las cepas, por lo que los valores
descriptos en la Tabla 2 deben ser utilizados como referencia para llegar
a los valores éptimos de las cepas a estudiar y no como caracteristicas
especificas de cada especie.
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Tabla 2. Condiciones éptimas de temperatura, salinidad e irradiacion para el crecimiento
de diferentes cepas de Gambierdiscus y Fukuyoa spp. (Kibler et al., 2012; Xu et al., 2016).

| —— Irradiacion
Especie Cepa (T, °C) 6ptima ’Sa.l inidad (S) (pr_no_l p’h ofons
6ptima (rango) m?s") 6ptima
(rango)
(rango)
G. australes* NOAA 25 32,1(20,4-38,6) 49 (24-108)
G. belizeanus*  CCMP 399 28,1(24,7-30,4) 28,4 (22,4-36,7) 89 (40-216)
G. caribaeus* NOAA 19 31,1(29,2-32,4) 35,0 (20,9-39,4) 101 (46-243)
o il NOAAG  26,5(23,828,7)  30,3(257-36,0) 88 (58-115)
nianus
G. carpenteri*  CCMP 1654 27,3 (19,6-39,1) 151 (55-388)
G. pacificus*  CCMP 1650 26,9 (23,2-30,2) 29,9 (23,7-41) 156 (108-205)
G.ribotype 2*  CCMP 1655  27,2(24,0-29,1) 30,5 (24,7-35,1) 89 (43-185)
F. ruetzleri* NOAA 8 29,0 (26,0-31,2) 24,7 (19,6-35,7) 231(70-700)
G. silvae* FCMay10_9 24,8 (22,2-27,1) 38,3(32,8-43,7)

*Kibler et al. (2012), *Xu et al. (2016).

Después de algunos ensayos preliminares (datos no publicados), hemos
decidido cultivar nuestras cepas de Gambierdiscus spp., originarias de la
regién Macaronesia, a una temperatura de 25 °C, en un medio de cultivo
con una salinidad ajustada a 32-33, con un fotoperiodo de dia:noche de
12:12 horas y una irradiacién de 60-90 umol photons m?s™. Con clones re-
cién aislados, lairradiacion utilizada ha sido de 30-50 umol photons m?s™.

Nosotros hemos utilizado camaras de cultivo con luz lateral y superior
(Figura 5) y hemos observado que cuando se cultivan en cdmaras con
luz lateral, las células de Gambierdiscus spp. tienden a acumularse en las
esquinas de los recipientes de cultivo, mientras que con la luz superior
la distribucién celular es mds homogénea. No obstante, ambas camaras
son adecuadas para el cultivo de especies de Gambierdiscus y de Fukuyoa.
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MANTENIMIENTO D& CULTIVOS

Una vez que el crecimiento de estos microorganismos es muy lenta, con
una tasa de crecimiento maximo inferior a 0,5 divisiones/dia (Lehane y
Lewis, 2000; Lartigue et al., 2009; Chinain et al., 2010; Kibler et al., 2012,
2015; Yoshimatsu et al., 2014, 2016; Xu et al., 2016; Litaker et al., 2017; Pi-
sapia et al., 2017a; Vacarizas et al., 2018), se aconseja a hacer el pase para
medio de cultivo nuevo cada 2-4 semanas, que dependera de cada cepa/
especie, y con una dilucién de 1:5-1:10, dependiendo de la concentracion
celular del cultivo. Para mantenimiento de cultivos, nosotros utilizamos
placas de Petri de 35 mm (Greiner Bio-One, Ref: 627102) y de 60 mm
(Nunc, Nunclon Delta, Thermo Scientific, Ref: 150326) con un volumen de
cultivo maximo de 3y 9 mL, respectivamente (Figura 6). Antes de reali-
zar el pase para un nuevo medio de cultivo, es recomendable comprobar
microscépicamente que las células de Gambierdiscus o Fukuyoa spp. son
viables.

Figura 5. Cameras de cultivo con luz lateral (A) y luz superior (B). La camera de cultivo
con luz lateral (A) es de la marca Sanyo, modelo MLR-351, que permite variables de tem-
peratura, intensidad de luz y ciclos dia:noche.
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Figura 6. Placas de Petri de 35 mm y 60 mm utilizadas para el mantenimiento de cepas de
Gambierdiscus y Fukuyoa spp. Las placas de Petri se han sellado con Parafilm® “M” film
para evitar la evaporacién del medio de cultivo.

OBSERVACIONES MACROSCOPICAS Y
MICROSCOPICAS

Debido al lento crecimiento de estos microrganismos solamente es ne-
cesario hacer observaciones y chequeos de los cultivos 1 0 2 veces a la
semana. Se puede identificar las células a simple vista (Figura 7), ya que
son células de grandes dimensiones (aproximadamente, 24-60 x 42-140
X 45-150 um, dependiendo de la especie) en comparaciéon con otros
dinoflagelados.
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Figura 7. Cultivo de una cepa de Gambierdiscus sp. en un frasco de cultivo celular, in-
cubado horizontalmente, donde es posible observar macroscépicamente las células de
Gambierdiscus (puntos marrones) (A); Observaciones microscépicas de cultivos de Gam-
bierdiscus (B y C). Barra de escala: 20 um.
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Para visualizar y monitorizar las células de Gambierdiscus o de Fukuyoa
spp. al microscopio dptico convencional, no es adecuada la utilizacidn de
una lamina de vidrio y cubre convencional, ya que, debido a las grandes
dimensiones de estos microorganismos, el cubre aplastaria las células.
Para ello hay que utilizar una cdmara de Nannoplancton (http://www.
phycotech.com/nannoplanktonchamber.html, Figura 8) u otro recipiente
que permita la observacién de microorganismos hasta 300 um de didme-
tro sin aplastarlos.

TeNEYY R A A N :.,:w,‘_v”.‘r,g;‘ a 7)_‘

28 PhycoTech, Inc|

P-0015
Nannoplankton Chamber #874

PhycoTech Vo
ID# 874 /

g

Figura 8. Cdmara de Nannoplancton (86 mL) usado para la observacién y monitorizacién
de Gambierdiscus y Fukuyoa spp.

22 - Proyecto MIMAR



Por otra parte, la utilizacién de frascos/placas de cultivo celular o placas
de Petri para el cultivo de Gambierdiscus and Fukuyoa spp. permite la ob-
servacion directa bajo un microscopio invertido, evitando de esta manera
hacer manipulaciones excesivas e/o innecesarias en los cultivos.

CONTAJE CELULAR

Para el contaje celular de Gambierdiscus y Fukuyoa spp. se puede utilizar
la cdmara de Nannoplankton descrita arriba (Figura 7), que permite in-
corporar un volumen exacto de muestra de 86 uL. Alternativamente, se
puede utilizar una cdmara de Sedgewick-Rafter (50 X 20 x 1 mm) con capa-
cidad para 1 mL (McAlice, 1971). La ventaja de esta cdmara es que su
base estd marcada con 1000 cuadrados, cada uno con un area de 1
mm? que corresponde a un volumen de 1 uL (Figura 9). Se puede
encontrar toda la informacién sobre esta camera en el enlace:
https://es.vwr.com/store/product/7806607/contadores-celulares-
sedgewick-rafter.

Existen otros métodos de contaje celular mas rapidos, precisos y que per-
miten obtener informacion de otros pardmetros celulares como el tama-
fio celular, como es el caso del contador celular automatico Multisizer 4
Coulter equipado con una apertura de 280 pm, del fabricante Beckham-
Coulter Inc., Brea, CA, pero tiene como desventaja su alto precio (aproxi-
madamente 55.000 euros).

Las células de Gambierdiscus y Fukuyoa spp. suelen producir mucus y
aglomerarse, lo que tiene como consecuencia la obtencién de muestras
heterogéneas, dificultando la precisidn del contaje celular. Para facilitar
el desagregado celular, sin provocar la ruptura o alterar la forma de las
células, puede ser necesaria la utilizacidon de una solucién de HCl, en que
la concentracién final en la muestra sea 4 mM, como el descripto para
Ostreopsis ovata (Guerrini et al., 2010).
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Figura 9. Camara de contaje de Sedgewick-Rafter y cubreobjetos (A). Observaciones mi-
croscopicas de una cepa de Gambierdiscus sp. en la camera de Sedgewick-Rafter (B y C).
Magnificacién: 40x (A) y 100x (B). Cada cuadrado tiene un area de 1 mm? y corresponde

aun volumen de 1 pL.
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ESCALADO D& CULTIVOS

Los Erlenmeyers y frascos de cultivo celular disponibles actualmente en
el mercado alcanzan aproximadamente los 5 L (drea: 176 cm?) y 850 mL
(drea: 300 cm?), respectivamente.

Con respecto a los recipientes comerciales de gran capacidad, hemos
utilizado los frascos para cultivo celular con un drea de 225 (Corning®
CellBIND, ref: 46610-084, Figura 10A) y 300 cm? (VWR®, ref: 10062-884,
Figura 10B). También hemos utilizado las placas de cultivo celular con
un drea de 500 cm?de Nunc™ (Nunclon® Delta, Thermo Scientific, Ref:
166508, Figura 10C). La mayor ventaja en usar las placas de cultivo celular
Nunc™ es obviamente su mayor drea de superficie de cultivo, pero tienen
la desventaja de ser poco manejables cuando se han rellenado con el me-
dio de cultivo.

No obstante, se pueden utilizar/adaptar otros recipientes como peceras,
raceways, fotobiorreactores, etc., si hiciera falta un volumen o drea mas
grandes. Igual que lo referido anteriormente, es preferible seleccionar
recipientes que posean una mayor drea de superficie, antes que de volu-
men, como las bandejas de Nalgene™ de polipropileno (Figura 11) utiliza-
das pelo Depto. de Biotecnologia del ITC, ya que son microrganismos con
un crecimiento predominantemente bentdnico.
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Figura 10. Cultivo de una cepa de Gambierdiscus sp. en un frasco de cultivo celular de
Corning® CellBIND (A) y VWR® (B) y placa de cultivo de Nunc™ (C), con un &rea de su-
perficie de 225 (A), 300 (B), y 500 (C) cm?. El volumen de cultivo utilizado ha sido aprox-
imadamente de 120, 150 y 300 mL, respectivamente (relacién superficie-volumen de 1,6-

1,9)-
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Figura 11. Bandejas (542 X 435 X 130 mm, area: 2003 cm?) de Nalgene™ (Thermo Scientif-
ic™, ref: 6900-0020) utilizadas para el cultivo de cepas de Gambierdiscus sp. de nuestra
coleccién de cultivos de Dinoflagelados. En este caso se utilizé un volumen de cultivo de
2 L (relacion superficie-volumen: 1,18).

LOSECHADO DE CULTIVOS

En general, las células de Gambierdiscus y de Fukuyoa spp. se pueden co-
sechar a través de filtros de 20 0 40 pm de poro y con la ayuda de una
bomba de vacio. Antes de empezar el proceso de filtracidon puede ser
necesario el raspado cuidadoso de las células del fondo del recipiente
de cultivo con la ayuda de un raspador celular. A continuacién las células
retenidas por el filtro son incorporadas en un tubo tipo Falcon® con agua
de mar estéril con una salinidad adecuada (ej.: 32-33). Posteriormente
se puede proceder a la centrifugacion de las células (3000 rpm, 5 min, 20
°C) para retirar totalmente el sobrenadante (Figura 12). El pellet celular se
almacena a -20 °C hasta su extraccion.
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Figura 12. Secuencia de pasos de cosechado de células de Gambierdiscus sp. Cultivo de
una cepa de Gambierdiscus sp. en un sistema de bandeja Nalgene (A); Cosechado con
raspadores de cultivo celular (B); Filtracién por filtro de nylon de diametro de poro de
20 pm y didmetro de 47 mm de Millipore™ (C); Concentrado de células obtenido por
filtracién (D); Retirada de las células retenidas en el filtro con la ayuda de raspadores
o pipeteo con agua de mar estéril (E); pellets de células obtenidas después de centrifu-
gacién (3000 rpm, 5 min, 20 °C) en tubos tipo Falcon® (F).
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Hemos observado que los filtros de 20 pm utilizados en la Figura 12 sélo
permiten retener hasta 2.500.000 células. Para mayores cantidades celu-
lares, puede ser necesaria la utilizacidn de tamices de mayores dimensio-
nes pero con el mismo diametro de poro (20 um) (Figura 13).

Figura 13. Tamiz de acero inoxidable utilizado para retencién de células de Gambierdis-
cus/Fukuyoa. El tamiz tiene un poro de 20 pm y un didametro de 20 cm.

PRODUCCION DE TOXINAS

Los dinoflagelados de los géneros de Gambierdiscus y Fukuyoa produ-
cen diferentes familias de metabolitos secundarios con una estructura
de poliéter ciclico: ciguatoxinas (CTXs) (Murata et al., 1989; Satake et al.,
19933, 1996), maitotoxinas (MTXs) (Murata y Yasumoto, 1995; Nonomura
et al., 1996; Pisapia et al., 2017b; Boente-Juncal et al., 2019), 4cidos gam-
biericos (Nagai et al., 1992, 1995; Morohashi et al., 2000), gambierol (Sa-
take et al., 1993b), gambieroxide (Watanabe et al. al., 2013) y gambierone
(Rodriguez et al., 2015) (Figura 14). Si bien las CTXs se han implicado en
la intoxicacién por ciguatera, no se sabe todavia si los otros compuestos
también podrian desempefiar un papel en este sindrome. En cualquier
caso, la mayorfa de ellos se consideran compuestos de interés por su
bioactividad y posibles aplicaciones terapéuticas.
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Figura 14. Compuestos poliédricos ciclicos producidos por Gambierdiscus y Fukuyoa spp.
(Pisapia, 2017): (a) maitotoxina (MTX), (b) ciguatoxina-3C del Pacifico (Pisapia, 2017)-3C
(€TX3C), (c) gambierone, (d) acido gambierico A (GA-A), (e) gambierol, (f) gambierox-
ide.

Para la obtencién de una mayor cantidad de toxinas de un cultivo de
Gambierdiscus o Fukuyoa sp., se recomienda el cosechado de estos culti-
vos en una fase logaritmica tardia, como han sugerido por varios autores
(Chinain et al., 2010; Caillaud et al., 2011; Fraga et al., 2011; Vacarizas et al.,
2018). No obstante, esta recomendacién debe ser tomada con precau-
cién, ya que la produccién de toxinas puede variar dependiendo de las
especies y cepas, y puede ser influenciada por las condiciones de cultivo
empleadas. Ademas, no se sabe si el perfil de toxinas de una cepa cambia
alo largo de su ciclo de vida y fase de crecimiento.
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ANexos







ALGUNAS COLECCIONES D& CULTIVO
OFICIALES CON CEPAS DE CAMBIERDISCUS
Y FUKUYOA SPP

NCMA (National Center for Marine Algae and Microbiota, EEUU)
https://ncma.bigelow.org

Especies: Fukuyoa paulensis, F. ruetzleri, Gambierdiscus sp. ribotype 2,
G. australes, G. belizeanus, G. carolinianus, G. carpenteri, G. pacificus, G.
toxicus.

ARC (Algal Resources Collection, EEUU)
http://www.algalresourcescollection.com

Especies: Fukuyoa ruetzleri, Gambierdiscus sp., Gambierdiscus sp. ribotype
2, G. belizeanus, G. caribaeus, G. carolinianus, G. pacificus.

Cawthron Institute (“Online” Culture Collection of Micro-algae, Nueva
Zelanda)

http://cultures.cawthron.org.nz

Especies: Gambierdiscus australes, G. pacificus.

SCCAP (Scandinavian Culture Collection of Algae and Protozoa, Noruega)
http://www.sccap.dk

Especies: Gambierdiscus excentricus

NIES (Microbial Culture Collection, Japdn)
http://mcc.nies.go.jp

Especies: Fukuyoa yasumotoi, Gambierdiscus sp. , G. australes, G. scabro-
sus, G. toxicus.
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MEDIOS DE CULTVO UTILIZADOS

Medio /2 modificado [sin cobre, sin silice,
con selenio)

Protocolo utilizado por el Depto. de Biotecnologia del ITC teniendo como
base el medio f/2 original (Guillard y Ryther, 1962) y modificado segtn lo
descrito por Chinain et al. (2010).

Componentes Cantidad

Solucién de macronutrientes 1,0 mL
Solucién de micronutrientes 1,0 mL
Solucién de vitaminas 0,5 mL
Agua de mar estéril 1,0 Litro

Filtrar por 0,22 pm bajo condiciones estériles. Si el agua de mar ya estd
filtrada y estéril entonces se afiade los componentes a través de un filtro
de 0,22 ym bajo condiciones estériles.

Nota: Antes de afiadir los nutrientes y vitaminas hay que comprobar la salinidad del agua
de mar. Es necesario ajustar la salinidad con agua Milli-Q hasta alcanzar la salinidad 6pti-
ma y de interés. El rango de salinidad tolerado por Gambierdiscus y Fukuyoa spp. se en-
cuentra descripto en la Tabla 2.
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Soludon de MACRONUTRIENTES

Reactivos Férmula Concentracion (g/L)

Nitrato de sodio NaNO3 75,00

Fosfato de sodio mono-

b&sico monohidrato NaH,PO, - H,0 5,00

Acido trioxoselénico (IV) H,SeO, 1,29

Afadir 1 L de agua destilada y mezclar. Autoclavar o filtrar por 0,22 pm
bajo condiciones estériles. Almacenar a 4°C.

Solucion de MICRONUTRIENTES

Reactivos Formula Cantidad
Acido etilendiaminote-
traacético, sal disddica Na,EDTA - 2H.0 4,36 g
dihidrato

Hierro (I11) cloruro

hexahidrato FeCh - 6H:0 3158
Manganeso (II) cloruro
tetrahidrato MnClz 4550 0,178 8

Cinc sulfato heptahidrato ZnS0s - 7H:0 1 mL (solucién stock)

Cobalto (II) cloruro CoCl: - 6H.0 1 mL (solucién stock)

Sodio molibdato g
dihidrato Na:MoOs-2H.0 1 mL (solucién stock)

Afadir 1 L de agua destilada, mezclar. Autoclavar o filtrar por 0,22 pm
bajo condiciones estériles. Almacenar a 4°C.
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Solucion de VITAMINAS

Reactivos Férmula Cantidad
Tiamina Vit B1 200 mg
Biotina Vit H 1 mL (solucién stock)

Cianocobalamina Vit B12 1 mL (solucién stock)

Afadir 1 L de agua destilada. Esterilizar por 0,22 pm. Almacenar a 4°C.

Soluciones sfock de MICRONUTRIENTES (preparadas
individualmente)

Reactivos Férmula Concentracion (g/L)
Cinc sulfato
heptahidrato ZnS0: - 7H:0 22,0
Cobalto (Il) cloruro CoClz - 6H:0 10,0
Sodio molibdato N2:MoOs - 2H:0 6,3

dihidrato

Almacenar a 4°C.

Soluciones sfock de VITAMINAS (preparadas
individualmente)

Reactivos Formula Concentracion (g/L)
Biotina Vit H 1,0
Cianocobalamina Vit B12 1,0

Almacenar a -20°C.
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Medio K [Keller] modificado

https://ncma.bigelow.org/media/wysiwyg/Algal_recipes/NCMA_algal_
medium_modified K 1.pdf

Componentes Cantidad

Solucién de macronutrientes 1mL

Solucién de micronutrientes 1mL
Solucién de vitaminas 0,5 mL
Agua de mar filtrada 1 Litro

Filtrar por 0,22 pm bajo condiciones estériles. Si el agua de mar ya estd
filtrada y estéril entonces se afiade los componentes a través de un filtro
de 0,22 ym bajo condiciones estériles.

Nota: Antes de afiadir los nutrientes y vitaminas hay que comprobar la salinidad del
agua de mar. Es necesario ajustar la salinidad con agua Milli-Q hasta alcanzar la salinidad
6ptima y de interés. El rango de salinidad tolerado por Gambierdiscus y Fukuyoa spp. se
encuentra descripto en la Tabla 2.

Solucion de MACRONUTRIENTES

Reactivos Férmula Concentracion (g/L)

Nitrato de sodio NaNO3 150,00

B-Glycerol phos-
phate disodium Na, B-glycerophospha-
salt pentahy- te-5H,0
drate

2,16

Afadir 1 L de agua destilada. Mezclar. Autoclavar o filtrar por 0,22 pm
bajo condiciones estériles. Almacenar a 4°C.
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Solucion de MICRONUTRIENTES
Reactivos Formula Cantidad
Acido etilendiami-

notetraacético, sal Na:EDTA - 2H.0 4,36 g
disddica dihidrato

Hierro (1) cloruro

hexahidrato peEl ™ 6H:0 3158

Acido

trioxoselénico (V) H25e0; 1,298

Manganeso (I1)
cloruro MndCl: - 4H.0 0,178 g
tetrahidrato

Cinc sulfato 1 mL (solucién
heptahidrato 2S04~ 7H:0 stock)
Cobalto (1) cloruro CoCl: - 6H:0 1mL (Gelieeh

stock)
Sodio molibdato 1 mL (solucién
dihidrato Na:MoO. - 2H.0 stock)

Afadir 1 L de agua destilada, mezclar. Autoclavar o filtrar por 0,22 pm
bajo condiciones estériles. Almacenar a 4°C.
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Solucion de VITAMINAS

Reactivo Férmula Cantidad

Tiamina Vit B1 200 mg
Biotina Vit H 1 mL (solucién stock)
Cianocobalamina Vit B12 1 mL (solucién stock)

Afadir 1 L de agua destilada y esterilizar por 0,22 ym bajo condiciones
estériles. Almacenar a 4°C.

Soluciones sfock de MICRONUTRIENTES (preparadas
individualmenie)

Reactivo Férmula Concentracion (g/L)
Cinc sulfato
heptahidrato ZnS0s - 7H:0 23,0
Cobalto (1) cloruro CoCl: - 6H:0 10,0
Sodio molibdato Na:MoOs - 2H:0 6,3

dihidrato

Almacenar a 4°C.

Soluciones stock de VITAMINAS (preparadas individualmente)

Reactivo Férmula Concentracion (g/L)
Biotina Vit H 1,0
Cianocobalamina Vit B12 1,0

Almacenar a -20°C.
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Medio L1 sin silica

https://ncma.bigelow.org/media/wysiwyg/Algal_recipes/NCMA _algal
medium_L1_1.pdf

Componentes Cantidad

Solucién de macronutrientes 1mL

Solucién de micronutrientes 1mL
Solucién de vitaminas 0,5 mL
Agua de mar filtrada 1 Litro

Filtrar por 0,22 pm bajo condiciones estériles. Si el agua de mar ya estd
filtrada y estéril entonces se afiade los componentes a través de un filtro
de 0,22 ym bajo condiciones estériles.

Nota: Antes de afiadir los nutrientes y vitaminas hay que comprobar la salinidad del agua
de mar. Es necesario ajustar la salinidad con agua Milli-Q hasta alcanzar la salinidad 6pti-
ma y de interés. El rango de salinidad tolerado por Gambierdiscus y Fukuyoa spp. se en-
cuentra descripto en la Tabla 2.

Solucion de MACRONUTRIENTES

Reactivo Férmula Concentracion (g/L)

Nitrato de sodio NaNO3 75,0

Fosfato de sodio
monobadsico NaH:POs - H.O 5,0
monohidratado

Afadir 1 L de agua destilada y mezclar. Autoclavar o filtrar por 0,22 ym
bajo condiciones estériles. Almacenar a 4°C.
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Soludion de MICRONUTRIENTES

Reactivo Férmula Cantidad
Acido etilendiaminote-
traacético, sal disédica Na:EDTA - 2H.0 4,36 g
dihidrato
Hierro (I11) cloruro
hexahidrato Rl 3158
Manganeso (I1) cloruro
tetrahidrato Mncl: - 4H.0 0,178 8
Acido trioxoselénico (1V) H.SeOs 1 mL (solucién stock)
Cinc sulfato o
heptahidrato ZnSOs4 - 7H.0 1 mL (solucién stock)
Cobalto (II) cloruro CoClz+ 6H:0 1 mL (solucién stock)

Sodio molibdato
dihidrato

Na:MoOs - 2H:0

1 mL (solucién stock)

Sulfato de cobre (I1)

pentahidratado CuSOs - 5H.0 1 mL (solucién stock)
Sulfate de.nlquel (1) NiSOs - 6H?O 1 mL (solucién stock)
hexahidrato
Ortovanadato de Sodio NasVOa 1 mL (solucién stock)
Cromato de potasio K2CrOa4 1 mL (solucién stock)

Afadir 1 L de agua destilada, mezclar. Autoclavar o filtrar por 0,22 ym
bajo condiciones estériles. Almacenar a 4°C.



Solucion de VITAMINAS

Reactivo Férmula Cantidad

Tiamina Vit B1 200 mg
Biotina Vit H 1 mL (solucién stock)
Cianocobalamina Vit B12 1 mL (solucién stock)

Afadir 1L de agua destilada estéril. Mezclar. Almacenar a 4°C.

Soluciones sfock de MICRONUTRIENTES (preparadas
individualmente)

Reactivo Férmula Concentracion (g/L)
Cinc sulfato heptahidrato ZnS0s4 - 7H.0 23,00
Cobalto(ll) cloruro CoCl: - 6H.0 10,00

Sodio molibdato dihidrato  Na:MoOa - 2H20 6,30

Sulfato de cobre (I1)

pentahidratado CuS0s - 5H:0 250

Acido trioxoselénico (1V) H.SeOs 1,29

Sulfato de niquel (II) .

hexahidrato NiSO« - 6H:0 2,63
Ortovanadato de Sodio NasVOs 1,84
Cromato de potasio K2CrOa4 1,94

Almacenar a 4°C.
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Soluciones Sfock de VITAMINAS

Reactivo Férmula Concentracion (g/L)
Biotina Vit H 1,0
Cianocobalamina Vit B12 1,0

Afadir 1L de agua destilada estéril. Mezclar. Almacenar a -20°C.









Manusl de Culhivo

de Lambierdiscus e FUKULOS SPP.

Patricia Assuncaoe Francesco Pisapia ¢ Eduardo Portillo

A cultura de dinoflagelados dos géneros Gambier-
discus e Fukuyoa spp. é provavelmente uma das ta-
refas mais dificeis de conseguir com respeito a mi-
croorganismos marinhos em laboratdrio.

As espécies destes géneros caracterizam-se por um crescimento
lento (com uma taxa de crescimento maxima inferior a 0,5 divi-
sGes/dia) e apresentam tolerancia muito limitada relativamente
a salinidade, temperatura e irradiacdo. O seu crescimento estard
provavelmente influenciado por muitos outros parametros ain-
da por estudar.

Este manual, baseado na nossa experiéncia e nas observacdes
descritas por outros autores, pretende recolher informacdo que
possa ser Util na desafiadora tarefa de cultivar estes microrga-
nismos.
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INTRODUCAO

A intoxicacdo por ciguatera é a intoxicagdo ndo-bacteriana transmitida
pelos alimentos mais comun em todo o mundo e ocorre principalmente
apds o consumo de peixe contaminado por toxinas (Lehane and Lewis,
2000).

O agente etioldgico principal responsavel pela ciguatera sao dinoflage-
lados dos géneros Gambierdiscus e Fukuyoa que vivem em detritos e nal-
gumas algas em dreas danificadas do recife de coral (Yasumoto et al.,
1977; Lehane e Lewis, 2000; Loeblich Il e Indelicato, 1986; Murata et al.,
1989; Adachi e Fukuyo, 1979). No entanto, hoje sabemos que outras es-
pécies de dinoflagelados (Ostreopsis, Coolia, Prorocentrum, Thecadinium,
Amphidinium, Gymnodinium, Lingulodinium) e cianobactérias (Lyngbya,
Hydrocoleum, Oscillatoria) também podem estar envolvidas nesta doen-
ca (Garcia Camacho et al., 2007; Laurent et al., 2008; Méjean et al., 2010;
Holmes et al., 2014).

Gambierdiscus (Figura 1A) e Fukuyoa (Figura 1B) sdo dinoflagelados teca-
dos (Gonyaulacales, Dinophyceae), organismos eucariéticos unicelulares
autdtroficos, isto é, fotossintéticos. Comportam-se como microrganis-
mos epifitos e bentdnicos, o que quer dizer que precisam de uma su-
perficie sobre a qual possam aderir para proliferar, como por exemplo,
macroalgas ou sedimentos rochosos. Tém-se ainda observado formas de
natacdo livre na coluna de dgua, o que demonstra que ndo sdo epifitas
exclusivas, pelo menos ndo durante todo o seu ciclo de vida (Bomber,
1987; Yasumoto et al., 1977). Possuem tricocistos e mucocistos, organelas
internas relacionadas com a extrusao e a producao de muco, respetiva-
mente (Durand-Clément e Couté, 1991).
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Figura 1. (A) Micrografia de Gambierdiscus toxicus GTT-91 (vista ventral) utilizando mi-
croscopia electrénica de barrido (SEM) (Litaker et al., 2009). Barra de escala: 20 pm.
(B) Micrografia SEM de Fukuyoa paulensis (vista ventral) (Gémez et al., 2015). Barra de
escala: 10 ym.
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ESPECIES ATUAIS

Em meados de 1970, o género Gambierdiscus foi descrito pela primeira
vez por Adachi e Fukuyo (1979), usando materiais vivos e preservados
recolhidos nas Ilhas Gambier, localizadas na ponta sudeste do arquipéla-
go de Tuamotu, na Polinésia Francesa. Gambierdiscus toxicus (Figura 1A)
foi, durante quase duas décadas, considerada a Unica espécie existente
dentro deste género.

Actualmente as espécies aceites do género Gambierdiscus sao: Gambier-
discus toxicus Adachi e Fukuyo (Adachi e Fukuyo, 1979), G. belizeanus
Faust (Faust, 1995), G. pacificus Chinain e Faust (Chinain et al., 1999), G.
australes Chinain e Faust (Chinain et dal., 1999), G. polynesiensis Chinain e
Faust (Chinain et al., 1999), G. caribaeus Vandersea, Litaker, Faust, Kibler,
Holland e Tester (Litaker et al., 2009), G. carolinianus Litaker, Vandersea,
Faust, Kibler, Holland e Tester (Litaker et al., 2009), G. carpenteri Kibler,
Litaker, Faust, Holland, Vandersea e Tester (Litaker et al., 2009), G. ex-
centricus Fraga (Fraga et al., 2011), G. scabrosus Nishimura, Sato e Adachi
(Nishimura et al., 2014), G. silvae Fraga e Rodriguez (Fraga e Rodriguez,
2014), G. balechii Fraga, Rodriguez, Riobd e Bravo (Fraga et al., 2016),
G. cheloniae Smith, Rhodes e Murray (Smith et al., 2016), C. lapillus Kretzs-
chmar (Kretzschmar et al., 2017) e G. honu Rhodes (Rhodes et al., 2017b).

Recentemente foram descritas duas novas espécies: G. holmesii e G. lewi-
sii (Kretzschmar et al., 2018, manuscrito em preparacdo) (Quadro 1), as-
sim como sete filotipos.

O género dos dinoflagelados Fukuyoa Qiu, Lopes e Lin foi descrito pela
primeira vez em 2015 por Gémez et al. Os autores identificaram uma
nova espécie isolada do Brasil Fukuyoa paulensis Gomez, Qiu, Lopes e Lin
e transferiram duas espécies originalmente posicionadas no género Gam-
bierdiscus para o género Fukuyoa: F. ruetzleri e F. yasumotoi. Para além
disso, dois filotipos de Fukuyoa foram recentemente descritos (Kretzs-
chmar et al., 2017; Leung et al., 2018) (Quadro 1).
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Quadro 1. Lista de todas as espécies e monotipos de Gambierdiscus e de Fukuyoa conhe-
cidos até a data (Adaptado de Pisapia, 2017)

Referéncias

Espécies / Filotipos

F. paulensis

(Gémez et al., 2015)

F. ruetzleri ®

(Gémez et al., 2015)

F. yasumotoi ®

(Gémez et al., 2015)

Fukuyoa sp. HK type 1

(Leung et al., 2018)

Fukuyoa cf. yasumotoi ©

(Kretzschmar et al., 2017)

G. australes

(Chinain et al., 1999; Richlen et al., 2008; Litaker et dl.,
2009;)

G. balechii @

(Dai et al., 2017; Fraga et al., 2016)

G. belizeanus

(Faust, 1995; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

G. caribaeus

(Litaker et al., 2009)

Gambierdiscus cf. cari-
baeus (Korean isolate
GCJ)

(Jeong et al., 2012; Berdalet et al., 2017)

G. carolinianus

(Litaker et al., 2009)

G. carpenteri

(Litaker et al., 2009)

G. cheloniae

(Smith et al., 2016)

G. excentricus

(Fraga et al., 2011)

G. holmesii

(Kretzschmar et al., 2018)

G. honu ®

(Rhodes et al., 2017b)
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Espécies / Filotipos Referéncias

G. lapillus (Kretzschmar et al., 2017)

G. lewisii (Kretzschmar et al., 2018)

G. pacificus (Faust, 1995; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

G. polynesiensis (Chinain et al., 1999; Richlen et al., 2008; Litaker et al.,
2009)

G. scabrosus ® (Nishimura et al., 2014)

G. silvae ® (Fraga y Rodriguez, 2014)

Gambierdiscus sp. (Litaker et al., 2010)

ribotype 2

Gambierdiscus sp. ri- (Rodriguez et al., 2017)

botype 3

Gambierdiscus sp. type2  (Kuno et al., 2010)

Gambierdiscus sp. type 3 (Nishimura et al., 2013)

Gambierdiscus sp. type 4 (Xu et al., 2014)

Gambierdiscus sp. type 5  (Xu et al., 2014)

G. toxicus (Adachiy Fukuyo, 1979; Chinain et al., 1999, 1997; Litaker
etal., 2009; Richlen et al., 2008)

(@ formalmente designado como G. ruetzleri (Litaker et al., 2009)

() formalmente designado como G. yasumotoi (Holmes, 1998; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

(0 formalmente designado como Gambierdiscus cf. yasumotoi (Nishimura et al., 2013)

(¢) formalmente designado como Gambierdiscus sp. type 6 (Xu et al., 2014)

(e formalmente designado como Gambierdiscus sp. (estirpes CAWD242, 233 y 250) (Smith et al., 2016;
Rhodes et al., 20173, 2017¢;)

) formalmente designado como Gambierdiscus sp. type 1 (Kuno et al., 2010; Nishimura et al., 2013; Xu
etal., 2014)

(g) formalmente designado como Gambierdiscus sp. ribotype 1 (Litaker et al., 2010)

(g) formalmente designado como Gambierdiscus sp. ribotype 1 (Litaker et al., 2010)
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OBTENCAO DE CULTURAS MONBCAILGCAIS

O objetivo deste manual ndo é nem a amostragem nem qualquer técnica
de amostragem de Gambierdiscus ou Fukuyoa spp. Para tal, convém con-
sultar o manual “IOC-IAEA Guide for Designing and Implementing a Plan
to Monitor Toxin-Producing Microalgae”(http://unesdoc.unesco.org/ima-
ges/0021/002145/214510e.pdf).

Para obter culturas de monoalgas de Gambierdiscus e Fukuyoa spp. tor-
na-se necessario isolar e transferir as células dos mesmos para um meio
de cultura estéril.

Para isto, empregam-se normalmente métodos manuais tal como reco-
Iher as células com uma pipeta automatica, pipeta Pasteur de vidro, pipe-
tas de plastico estéreis, etc., sob um microscdpio com uma objetiva de
4x. Podem-se ainda individualizar as células mediante métodos automa-
ticos como um citémetro de fluxo com capacidade separadora (sorter). E
preciso verificar previamente se as especificacdes do aparelho permitem
a separacao de células das dimensdes dos Gambierdiscus e Fukuyoa spp.

O departamento de biotecnologia do ITC utilizou 0 método manual com
pipeta e pontas de sequencia¢do/carregamento de geis (ex.: pontas Fi-
sherbrand 1-200 pL, ref.: 11927734) como se mostra na figura 2. Este tipo
de ponta € flexivel e permite ter um melhor controle durante a clonagem.
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Figura 2. Clonagem de células de Gambierdiscus sp. com pipeta automatica sob um mi-
croscopio invertido (A); Observa¢do microscopica da clonagem onde se pode observar
o pormenor da ponta utilizada para a clonagem e células de Gambierdiscus sp., barra de
escala: 200 pym. (B); ponta para carregar geis/sequenciac¢do utilizada na clonagem (C).
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IDENTIFICACAD EM TERMOS DE ESPECIE

Para a identificacao em termos de espécie de estirpes de Gambierdiscus e
de Fukuyoa é aqui sugerido, por exemplo, consultar o livro “Marine ben-
thic dinoflagellates — Unveiling their worldwide biodiversity” de Hoppen-
rath et al. (2014).

Em relacdo a taxonomia por métodos moleculares, amplifica-
-se o ADN dos dominios D-D, com os iniciadores D1R/LSUB
5’-ACCCGCTGAATTTAAGCATA-3’/5-ACGAACGATTTGCACGTCAG-3’; (Lita-
ker et al., 2003; Scholin et al., 1994), e D,-D,,, com os iniciadores FD8/RB
5’-GGATTGGCTCTGAGGGTTGGG-3’/5’-GATAGGAAGAGCC-GACATCGA-3’
(Chinain et al., 1999) da regido 25-28S rADN para, posteriormente, reali-
zar um blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ou uma andlise filo-
genética (Fraga e Rodriguez, 2014; Rhodes et al., 2017b).

MEIOS D& CULTURA UTILIZADOS

Um dos meios de cultura mais frequentemente utilizado para o cultivo
de dinoflagelados é o meio de Keller (K) modificado, sem TRIS, cobre ou
silica (Holland et al., 2013; Xu et al., 2016; Pisapia et al., 2017a), que utiliza o
dobro de nitratos do que o meio f/2 (Guillard e Ryther, 1962). Ao contrario
do meio K original (Keller e Guillard, 1985; Keller et al., 1987), o meio K
modificado ndo usa amdnio.

Outros autores (Bravo et al., 2014) preferiram usar o meio K original a
metade de concentragdo (K/2) ou directamente o meio f/2 (Rhodes et al.,
2017b).

Alguns cientistas preferiram usar variagoes de outros meios como 0 meio
f/10k usado por Chinain et al. (2010), que é uma variacdo do meio f/2 (Gui-
llard e Ryther, 1962), diluido 5 vezes e enriquecido com 10% M de selénio.

Outro meio frequentemente utilizado é o meio L1 (Guillard e Hargraves,
1993) sem silica, que difere do meio f/2 devido a adicdo de diferentes me-
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tais (NiSO,6H,0, Na,vO,, K CrO,) e tem sido utilizado na sua verso origi-
nal (Bravo et al., 2014; Pisapia et al., 2017a) ou com adi¢do de extracto de
terra (Pisapia et al., 2015).

Também utilizados para o cultivo de Gambierdiscus e de Fukuyoa spp. sao
os meios ES modificado (Caillaud et al., 2010; Fraga et al., 2011) e IMK, sen-
do este geralmente usado com a metade da concentracdo (IMK/2) (Shah
et al., 2014; Yoshimatsu et al., 2014, 2016).

As diferentes receitas de meios de cultura utilizados pelos diversos au-
tores poderao estar relacionadas com a composicao quimica da dgua de
mar que se utilizou, razdo pela qual pode estar indicado fazer uma analise
quimica da 4gua a empregar.

Em ANEXO estdo descritos os meios de cultura utilizados no crescimento
das espécies de Gambierdiscus e Fukuyoa no quadro do projecto MIMAR
pelo Dep. de Biotecnologia do ITC: 0 meio K modificado, o meio L1, e 0
meio f/2 sem cobre e com selénio. A dgua do mar utilizada para a prepa-
racao dos meios de cultura foi recolhida a 3 milhas da costa nordeste da
Gran Canaria e a salinidade foi ajustada a 32/33.

Com clones de Gambierdiscus e de Fukuyoa spp. recentemente isolados,
recomenda-se usar o meio de cultura escolhido diluido pelo menos 10
vezes em dgua de mar, e aumentar gradualmente a concentragdo deste,
cada 2-3 repicagens, até chegar a uma concentra¢do que seja adequada
para cada estirpe/espécie. E muito provavel que ndo seja necessario, e
até seja contraproducente, utilizar o meio de cultura escolhido na sua
maxima concentragdo.

MATERIAL PARA CULTURA

Os cultivos de laboratdrio de Gambierdiscus y Fukuyoa spp. podem ser
realizados em recipientes de vidro como é o caso dos frascos de Erlen-
meyer (Figura 3) ou recipientes de poliestireno, como é o caso dos fras-
cos para cultivo celular (Figura 4), posicionados horizontalmente. Estes
recipientes estao disponiveis no mercado em vdrios tamanhos.
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Figura 3. Erlenmeyers com uma capacidade maxima de 250 ml, usados em cultivos de
laboratério de Gambierdiscus e Fukuyoa spp.

6. austreler - lo. adee
1¥.o5"- 20(F

4.

21

Figura 4. Frascos de cultivo celular e rosca com filtro com diferentes capacidades de
volume de cultivo (VWR®). De cima para abaixo, frascos com uma area de superficie de
25, 75 y 182 cm?. A superficie maxima destes recipientes disponivel no mercado corres-
ponde, aproximadamente, a 300 cm?.
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E importante que exista cdmara de ar nos cultivos, para facilitar o
intercambio de gases. Por esta razdo, aconselha-se usar frascos para
cultivo celular em que a rosca tem incorporada um filtro (Figura 4). No
caso dos Erlenmeyers com um volume maximo de 250 ml (Figura 3), s6
é recomendado acrescentar cerca de 50-200 ml de meio de cultivo. Num
frasco para cultivo celular de 25 cm? com uma capacidade de 50 ml de
volume de liquido (Figura 4, frasco mais pequeno), indica-se acrescentar
apenas um volume de cerca de 15-25 ml de cultivo (pelo menos no inicio
de um cultivo).

Uma vez que estes microrganismos sao caracterizados por um compor-
tamento essencialmente bentdnico, convém utilizar recipientes com
uma maior drea de superficie, relativamente ao volume, como € o caso
dos frascos de cultivo celular (Figura 4) e placas de cultivo celular (Figura
100Q).

CONDICOES DE CULTIVO

As vdrias espécies de Gambierdiscus e de Fukuyoa spp. cultivam-se nor-
malmente sob um fotoperiodo de dia:noite de 12:12 horas (Chinain et al.,
2010; Pisapia et al., 2017a) ou de 14:10 horas (Rodriguez et al., 2017).

Diferentes autores estudaram o impacto da temperatura, salinidade e
irradiagdo no crescimento de estirpes de Gambierdiscus e Fukuyoa em en-
saios realizados em laboratdrio (Bomber et al., 1988; Morton et al., 1992;
Kibler et al., 2012; Tawong et al., 2016; Xu et al., 2016; Yoshimatsu et al.,
2014, 2016). Alguns exemplos de condi¢bes Stimas de cultivo para dife-
rentes espécies estdo presentes no Quadro 2 (Kibler et al., 2012; Xu et
al,, 2016). Estes resultados sugerem que diferentes espécies destes dois
géneros de dinoflagelados ndo tém as mesmas exigéncias em termos
de temperatura, salinidade e irradiacdo. No entanto, essas condi¢des
podem variar dependendo da origem das estirpes. Portanto, os valores
descritos no Quadro 2 devem ser usados como referéncia para atingir
os valores étimos de crecimiento das estirpes a serem estudadas e ndo
como caracteristicas especificas de cada espécie.
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Quadro 2. Condi¢bes dptimas de temperatura, salinidade e irradiacao para crescimento
das diversas espécies de Gambierdiscus y Fukuyoa spp. (Kibler et al., 2012; Xu et al., 2016).

.. Irradiagao
Salinidade
Espécie Estirpe Temperatura (T, (e, (umol photons
P P °C) ideal (faixa) PP . m2s?)ideal
(faixa) .
(faixa)
G. australes* NOAA 25 32,1(20,4-38,6) 49 (24-108)
G. belizeanus*  CCMP 399 28,1(24,7-30,4) 28,4 (22,4-36,7) 89 (40-216)
G. caribaeus* NOAA 19 31,1(29,2-32,4) 35,0 (20,9-39,4) 101 (46-243)
Gearoll®  NoaAs  265(238287) 303(257360)  88(s8115)
G. carpenteri*  CCMP 1654 27,3 (19,6-39,1) 151 (55-388)
G. pacificus*  CCMP 1650 26,9 (23,2-30,2) 29,9 (23,7-41) 156 (108-205)
G.ribotype 2*  CCMP 1655  27,2(24,0-29,1) 30,5 (24,7-35,1) 89 (43-185)
F. ruetzleri* NOAA 8 29,0 (26,0-31,2) 24,7 (19,6-35,7) 231(70-700)
G. silvae* FCMay10_9 24,8 (22,2-27,1) 38,3(32,8-43,7)

*Kibler et al. (2012), *Xu et al. (2016).

Apds alguns ensaios preliminares (dados ndo publicados), decidimos cul-
tivar as nossas esvtirpes de Gambierdiscus spp., origindrias da regiao da
Macaronésia, a uma temperatura de 25 °C, com fotoperiodo de dia:noite
de 12:12 horas, e irradiagdo de 60-90 umol photons m? s'. No caso de
clones recém isolados, a irradiacao utilizada foi de 30-50 umol photons
m?s’.

Neste estudo utilizdmos camaras de cultivo com luz lateral e superior (Fi-
gura 5) e observamos que, quando cultivados em camara com luz lateral,
as células de Gambierdiscus spp. tém tendéncia a acumular-se nos cantos
dos recipientes de cultivo, enquanto que, com luz superior, a distribuicao
celular é mais homogénea. No entanto, ambas camaras sao adequadas
para o cultivo de espécies de Gambierdiscus e de Fukuyoa.
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MANUTENCAO DE CULTURAS

Uma vez que o crescimento destes microrganismos € muito lento, com
uma taxa de crescimento méaximo inferior a 0,5 divisdes/dia (Lehane e
Lewis, 2000; Lartigue et al., 2009; Chinain et al., 2010; Kibler et al., 2012,
2015; Yoshimatsu et al., 2014, 2016; Xu et al., 2016; Pisapia et al., 20173;
Litaker et al., 2017; Vacarizas et al., 2018), aconselha-se fazer a passagem
para um meio de cultura novo cada 2-4 semanas, o que dependera de
cada estirpe/espécie, e com uma diluicdo de 1:5-1:10, dependendo da con-
centracdo celular da cultura. Para a manutencao, neste estudo utiliza-
mos placas de Petri de 35 mm (Greiner Bio-One, Ref: 627102) e de 60 mm
(Nunc, Nunclon Delta, Thermo Scientific, Ref: 150326) com um volume de
cultivo méximo de 3 e 9 ml, respetivamente. (Figura 6). Antes de fazer
a passagem para um novo meio de cultura, € aconselhavel verificar mi-
croscopicamente que as células de Gambierdiscus ou Fukuyoa spp. estao
viaveis.

Figura 5. Camaras de cultivo com luz lateral (A) e luz superior (B). A camara de cultivo
com luz lateral (A) é da marca Sanyo, modelo MLR-351, que permite diferentes valores
de temperatura, intensidade de luz e ciclos dia:noite.
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Figura 6. Placas de Petri de 35 mm e 60 mm usadas para a manutencao de estirpes de
Gambierdiscus e Fukuyoa sp. As placas foram seladas com Parafilme® “M” film para evi-

tar a evaporagao.

OBSERVACOES MACROSCOPICAS £

MICROSCOPICAS

Devido ao crescimento lento destes microrganismos, nao € necessario
fazer observacdes das culturas mais do que 1-2 vezes por semana. Podem
identificar-se as células a olho nu (Figura 7), uma vez que sdo células de
grandes dimensdes (cerca de 24-60 x 42-140 x 45-150 um, dependendo da
espécie), em comparacao com outros dinoflagelados.
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Figura 7. Cultura de Gambierdiscus spp. em frasco para cultura celular, onde é possiv-
el observar macroscopicamente células de Gambierdiscus (pontos castanhos) (A); Ob-
servagoes microscépicas de culturas de Gambierdiscus (B e C). Barra de escala: 20 pm.
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Para visualizar as células de Gambierdiscus ou de Fukuyoa spp. ao micros-
cOpio Stico convencional, ndo é conveniente usar lamina de vidro e lame-
la convencional uma vez que, pelas grandes dimensdes destes microrga-
nismos, a coberta iria esmagar as células. Para tal, deve-se empregar uma
camara de Nanoplancton (http://www.phycotech.com/nannoplankton-
chamber.html, Figura 8) ou outro recipiente que permita a observacao
de microrganismos até 300 um de diametro, sem os esmagar.

YN A R A -.,tw‘;,,u@;‘ 2 “‘

28 PhycoTech, Inc|
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Nannoplankton Chamber #874
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"

Figura 8. Camara de Nanoplancton (86 uL) usado para a observa¢do e monotorizagdo de
culturas de Gambierdiscus e Fukuyoa spp.
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Por outro lado, a utilizacdo de frascos/placas para cultivo celular ou pla-
cas de Petri, permitem a observacdo direta sob um microscdpio inver-
tido, evitando assim manipula¢es excessivas e/oudesnecessdrias das
culturas.

CONTAGEM CELULAR

Para fazer a contagem celular de Gambierdiscus e Fukuyoa spp. pode uti-
lizar-se a cdmara de Nanoplancton acima descrita (Figura 8), que permite
incorporar um volume exacto de 86 pL. Como alternativa, pode-se utilizar
uma camara de Sedgewick-Rafter (50 x 20 x 1 mm) com capacidade para 1
ml (McAlice, 1971). A vantagem desta camara é que a sua base esta mar-
cada com 1000 quadrados, cada um com uma area de 1 mm? que corres-
ponde a 1 uL (Figura 9). Para mais informacdo consultar o seguinte link:
https://es.vwr.com/store/product/7806607/contadores-celulares-

sedgewick-rafter. @

Existem outros métodos de contagem celular mais rapidos, precisos e
que permitem obter informacdo de outros parametros celulares, tal
como o tamanho das células, como é o caso do contador celular auto-
matico Multisizer 4 Coulter, equipado com uma abertura de 280 pm, do
fabricante BeckmanCoulter Inc., Brea, CA, mas que apresentam a desvan-
tagem do elevado preco (cerca de 55.000 euros).

As células de Gambierdiscus y Fukuyoa spp. costumam aglomerar e pro-
duzir muco, que tem como consequéncia a obtencao de amostras hete-
rogéneas, o que dificulta a precisao da contagem celular. Para facilitar o
desagregado celular, sem provocar a rutura ou alterar a forma das célu-
las, pode ser necessario usar uma solucao de HCl, em que a concentracao
final na amostra seja 4 mM, como o descrito para Ostreopsis ovata (Guer-
rini et al., 2010).
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Figura 9. Camara de contagem de Sedgewick-Rafter com lamela (A). Observa¢des mi-
croscopicas de Gambierdiscus sp. na camara de Sedgewick-Rafter (B e C). Ampliagdo:
40x (A) e 100x (B). Cada quadrado tem uma area de 1 mm? e corresponde ao volume de

1 L.
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ESCALONAMENTO DE CULTURAS

Os Erlenmeyers e frascos de cultivo celular disponiveis atualmente no
mercado alcancam cerca dos 5 L (drea: 176 cm?) e 850 mL (area: 300 cm?),
respectivamente.

Relativamente aos recipientes comerciais de grande capacidade, uti-
lizdmos os frascos para cultivo celular com uma drea de 225 (Corning®
CellBIND, ref: 46610-084, Figura 10A) e 300 cm?* (VWR®, ref: 10062-884,
Figura 10B). Também utilizdmos placas de cultivo celular com uma area
de 500 cm>de Nunc™ (Nunclon® Delta, Thermo Scientific, Ref: 166508,
Figura 10C). A vantagem principal das placas de cultivo celular Nunc™ é,
obviamente, uma maior drea de superficie de cultivo, mas apresentam a
desvantagem de ser pouco manejaveis, quando preenchidas com liquido.

No entanto, podem usar-se/adaptar-se outros recipientes como tanques
de peixes, raceways, foto-bio-reactores, etc., se for necessario um volu-
me ou drea maiores. Tal como referido anteriormente, é preferivel se-
lecionar recipientes que possuam uma maior area de superficie do que
volume, como as bandejas de Nalgene™ de polipropileno (Figura 11) que
o Dep. de Biotecnologia do ITC utiliz6. uma vez que sdo microrganismos
com crescimento predominantemente bentdnico.
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Figura 10. Cultivo deuma estirpe de Gambierdiscus sp. num frasco para cultivo celular de
Corning® CellBIND (A) e VWR® (B), e de placa de cultivo de Nunc™ (C), com uma érea
de 225 (A), 300 (B), e500 (C) cm?. O volume de cultura utilizado foi de cerca de 120, 150 e
300 ml, respectivamente (rela¢do superficie-volume de 1,6-1,9).
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Figura 11. Bandejas (542 X 435 X 130 mm, area: 2003 cm?) de Nalgene™ (Thermo Scienti-
fic™, ref: 6900-0020) utilizados para as culturas de Gambierdiscus sp. a maior escala da
nossa cole¢do de Dinoflagelados. Neste caso, utilizou-se um volume de cultivo de 2 L
(relacdo superficie-volume: 1,18).

COLHEITA DE CULTURAS

As células de Gambierdiscus e de Fukuyoa, em geral, podem colher-se
através de filtros com poros de 20 ou 40 pm, e mediante uma bomba de
vdcuo. Poderd ser ainda necessario efectuar uma cuidadosa raspagem
das células do recipiente de cultivo com a ajuda dum raspador celular.
Posteriormente, as células retidas no filtro sdo incorporadas num tubo
tipo Falcon® com agua de mar com uma salinidade adequada (32-33).
Posteriormente, podera ser necessdrio realizar a centrifugacdo das cé-
lulas (3000 rpm, 5 min, 20 °C) para retirar totalmente o sobrenadante
(Figura 12). O pellet celular é armazenado a -20 °C até a extracdo.
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Figura 12. Sequéncia de passos de colheita de células de Gambierdiscus sp. Cultivo de
Gambierdiscus sp. em sistema de bandeja Nalgene (A); obtido com raspadores de cul-
tivo celular (B); filtracdo por filtro de nylon de diametro de poro de 20 pm e diametro
de 47 mm de Millipore (C); concentrado de células obtido por filtragdo (D); retirada das
células retidas no filtro mediante raspadores ou pipetagem com agua de mar estéril (E);
pellet de células obtido depois de centrifugag¢do (3000 rpm, 5 min, 20 °C) num tubo tipo
Falcon® (F).
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Observamos que os filtros de 20 ym utilizados na Figura 12 apenas permi-
tem reter até 2.500.000 de células. Para quantidades maiores de cultivo,
pode ser preciso usar peneiras de maior dimensao, mas com igual diame-
tro de poro (20 pm) (Figura 13).

Figura 13. Peneiras de aco inoxidavel utilizadas para retenc¢do de células provenientes
de Gambierdiscus/Fukuyoa. As peneiras tém um poro de 20 pm e um didametro de 20 cm.

PRODUCAQ DE TOXINAS

Os dinoflagelados dos géneros de Gambierdiscus e Fukuyoa produzem di-
ferentes familias de metabolitos secunddrios com uma estrutura de po-
liéter ciclico: ciguatoxinas (CTXs) (Murata et al., 1989; Satake et al., 19933,
1996), maitotoxinas (MTXs) (Murata e Yasumoto, 1995; Nonomura et dl.,
1996; Pisapia et al., 2017b; Boente-Juncal et al., 2019), acidos gambiéri-
cos (Nagai et al., 1992, 1995; Morohashi et al., 2000;), gambierol (Satake
et al., 1993b), gambieroxide (Watanabe et al. , 2013) e gambierone (Ro-
driguez et al., 2015) (Figura 14). Embora as CTXs estejam implicadas na
intoxicagdo por ciguatera, ndao sabemos ainda se os outros compostos
poderdo estar também envolvidos nesta sindrome. Em qualquer dos ca-
sos, a maior parte consideram-se compostos interessantes pela sua bioa-
tividade e possiveis aplicagbes terapéuticas.
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Figura 14. Compostos poliédricos ciclicos produzidos por Gambierdiscus and Fukuyoa (Pi-
sapia, 2017): (a) maitotoxina (MTX), (b) ciguatoxina-3C Pacific (CTX3C), (c) gambierone,
(d) acido gambiérico A (GA-A), (e) gambierol, (f) gambierdxido.

Para obter a maior quantidade de toxinas de uma cultura de Gambierdis-
cus ou Fukuyoa sp., recomenda-se a colheita destas culturas numa fase
logaritmica tardia, como sugerido por varios autores (Chinain et al., 2010;
Caillaud et al., 2011; Fraga et al., 2011; Vacarizas et al., 2018). Ndo obstante
essa recomendagao deve ser feita com cautela, uma vez que a produgao
de toxinas pode variar dependendo da espécie e estirpe e pode ser in-
fluenciada pelas condi¢des das cultura utilizadas. Além disso, ndo se sabe
se o perfil de toxinas de uma estirpe muda ao longo do seu ciclo de vida.
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ALCUMAS COLECOES DE CULTURAS
OFICIAIS COM ESTIRPES DE
CAMBIERDISCUS Y FUKUYUA SPP

NCMA (National Center for Marine Algae and Microbiota, EEUU)
https://ncma.bigelow.org

Espécies: Fukuyoa paulensis, F. ruetzleri, Gambierdiscus sp. ribotype 2,
G. australes, G. belizeanus, G. carolinianus, G. carpenteri, G. pacificus, G.
toxicus.

ARC (Algal Resources Collection, EEUU)
http://www.algalresourcescollection.com

Espécies: Fukuyoa ruetzleri, Gambierdiscus sp., Gambierdiscus sp. ribotype
2, G. belizeanus, G. caribaeus, G. carolinianus, G. pacificus.

Cawthron Institute (“Online” Culture Collection of Micro-algae, Nova Ze-
landia)

http://cultures.cawthron.org.nz

Espécies: Gambierdiscus australes, G. pacificus.

SCCAP (Scandinavian Culture Collection of Algae and Protozoa, Noruega)
http://www.sccap.dk

Espécies: Gambierdiscus excentricus

NIES (Microbial Culture Collection, Jap&o)
http://mcc.nies.go.jp

Espécies: Fukuyoa yasumotoi, Gambierdiscus sp. , G. australes, G. scabro-
sus, G. toxicus.
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MEIOS DE CULTURA

Meio f/2 modificado [sem cobre, sem silice,
com selenio]

Protocolo utilizado pelo Dep. de Biotecnologia do ITC tendo por base o
meio f/2 original (Guillard e Ryther, 1962), e modificado conforme descri-
to por Chinain et al. (2010)

Componentes Quantidade

Solugao de macronutrientes 1,0 mL

Solugdo de micronutrientes 1,0 mL
Solucdo de vitaminas 0,5 mL

Agua de mar filtrada estéril 1,0 Litro

Filtrar por 0,22 ym sob condicOes estéreis. Se a 4gua de mar estiver ja fil-
trada e for estéril, adicionar-se-d0 os componentes, através de um filtro
de 0,22 pym, sob condicdes estéreis.

Nota: Antes de adicionar os nutrientes e vitaminas, verificar a salinidade da dgua de mar.
Se for necessdrio, ajustar a salinidade com agua Milli-Q até atingir a salinidade de inter-
esse. A faixa de salinidade tolerada por Gambierdiscus e Fukuyoa spp. estd descrita no
Quadro 2.
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Solugao de MACRONUTRIENTES

Reactivos Férmula Concentragdo (g/L)
Nitrato de sddio NaNO3 75,00
Fosfato de sodio

monobasico mono- NaH,PO, - H,O 5,00
hidratado
Acido trioxoselénico (IV) H,SeO, 1,29

Adicionar 1 L de dgua destilada e misturar. Autoclavar ou filtrar por
0,22 um, sob condicGes estéreis. Armazenar a 4°C.

Solugdo de MICRONUTRIENTES

Reactivos Férmula Quantidade
Acido
etilenodiaminotetracético Na,EDTA - 2H.0 4,36 g
dissédico di-hidratado
Cloreto de ferro (lll) )
hexa-hidratado Fedl - 6H:0 3158
Cloreto de manganeso (ll) .
tetra-hidratado MnC - 4H:0 0,178 8
pulfato de 2inco Moo= ZnSOs - 7H:0 1mL (solugdo stock)
hidratado s 7 ¢
Cloreto de cobalto (1 CoCl: - 6H:0 1 mL (solugdo stock)
anidro
Molibdato de sédio di- ~
hidratado Na:MoOs - 2H.0 1 mL (solugdo stock)

Adicionar 1 L de agua destilada e misturar. Autoclavar ou filtrar por
0,22 pm, sob condicGes estéreis. Armazenar a 4°C.
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Solucao de VITAMINAS

Reactivo Férmula Quantidade
Tiamina Vit B1 200 mg
Biotina Vit H 1mL (solu¢do stock)

Cianacobalamina Vit B12 1mL (solucdo stock)

Adicionar 1 L de dgua destilada. Esterilizar por 0,22 pm. Armazenar a 4°C.

Soluches Stock de MICRONUTRIENTES (preparadas
individualmente)

Reactivo Férmula Concentragao (g/L)

Sulfato de zinco

hepta-hidratado ZnS0s - 7H:.0 22,0
Cloreto de.cobalto (D) CoCh - 6HO -
anidro
Molibdato de sddio
di-hidratado Na:MoOs - 2H.0 6,3

Armazenar a 4°C.

Solucoes Sfock de VITAMINAS (preparadas
individualmente)

Reactivo Férmula Concentracao (g/L)
Biotina Vit H 1,0
Cianacobalamina Vit B12 1,0

Armazenar a -20°C.
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Meio K (Keller) modificado

https://ncma.bigelow.org/media/wysiwyg/Algal_recipes/NCMA_algal_
medium_modified K 1.pdf

Componentes Quantidade

Solugdo de macronutrientes 1mL

Solugdo de micronutrientes 1mL
Solugdo de vitaminas 0,5 mL
Agua de mar filtrada 1 Litro

Filtrar por 0,22 ym sob condicdes estéreis. Se a dgua de mar estiver ja fil-
trada e for estéril, adicionar-se-d0 os componentes, através de um filtro
de 0,22 pym, sob condicdes estéreis.

Nota: Antes de adicionar os nutrientes e vitaminas, verificar a salinidade da agua de mar.
Se for necessdrio, ajustar a salinidade com agua Milli-Q até atingir a salinidade de inter-
esse. A faixa de salinidade tolerada por Gambierdiscus e Fukuyoa spp. estd descrita no
Quadro 2.

Solugao de MACRONUTRIENTES

Reactivo Férmula Concentracao (g/L)
Nitrato de sédio NaNO3 150,00
Sal de dissédio,
fosfato de Na, B-glycerophospha- 516
B-Glycerol penta- te-5HO ’
hidratado

Adicionar 1 L de agua destilada. Misturar. Autoclavar ou filtrar por
0,22 um, sob condicGes estéreis. Armazenar a 4°C.
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Solugao de MICRONUTRIENTES

Reactivos Formula Quantidade
Acido
etilenodiamino-
tetracético, Na:EDTA - 2H.0 4,36 g
dissodico
di-hidratado
Cloreto de ferro (lll) )
hexa-hidratado FeCls - 6H:0 3158
Acido trioxoselénico H:Se0s 1298
(IV)
Cloreto de
manganeso (ll) MnCl: - 4H,0 0,178 g
tetra-hidratado
Sulfato de zinco -
hepta-hidratado ZnSO4 - 7H.0 1 mL (solugdo stock)
Cloreto de coRglE CoCl: - 6H.0 1mL (solugdo stock)
(1) anidro
Molibdato de sédio ~
di-hidratado Na:MoOQs - 2H.0 1mL (solugdo stock)

Adicionar 1 L de agua destilada e misturar. Autoclavar ou filtrar por
0,22 um, sob condicGes estéreis. Armazenar a 4°C.
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Solucao de VITAMINAS

Reactivo Férmula g/L
Tiamina Vit B1 200 mg
Biotina Vit H 1 mL (solugdo stock)
Cianacobalamina Vit B12 1 mL (solugdo stock)

Adicionar 1 L de agua destilada e esterilizar por 0,22 um, sob condi¢bes
estéreis. Armazenar a 4°C.

Solugoes stock de MICRONUTRIENTES (preparadas
individualmente)

Reactivo Férmula Concentragao (g/L)
Sulfato de zinco hepta-
hidratado ZnS0s - 7H.0 23,0
Cloreto dg Cobalto (Il) CoCl - 6H,0 10,0
anidro
Molibdato de Sédio di-
hidratado Na:MoOs - 2H.0 6,3

Armazenar a 4°C.

Solucaes stock de VITAMINAS (preparadas
individualmente)

Reactivo Férmula Concentragao (g/L)
Biotina Vit H 1,0
Cianacobalamina Vit B12 1,0

Armazenar a -20°C.
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Meio L| sem silica

https://ncma.bigelow.org/media/wysiwyg/Algal_recipes/NCMA _algal
medium_L1_1.pdf

Componentes Quantidade

Solu¢do de macronutrientes 1mL

Solugdo de micronutrientes 1mL
Solugdo de vitaminas 0,5 mL
Agua de mar filtrada 1 Litro

Filtrar por 0,22 pm sob condi¢bes estéreis. Se a 4gua de mar estiver ja fil-
trada e for estéril, adicionar-se-80 os componentes, através de um filtro
de 0,22 pym, sob condicbes estéreis.

Nota: Antes de adicionar os nutrientes e vitaminas, verificar a salinidade da dgua de mar.
Se for necessdrio, ajustar a salinidade com agua Milli-Q até atingir a salinidade de inter-
esse. A faixa de salinidade tolerada por Gambierdiscus e Fukuyoa spp. estd descrita no
Quadro 2.

Solugao de MACRONUTRIENTES

Reactivo Férmula Concentragao (g/L)
Nitrato de sddio NaNO3 75,0
Fosfato de sddio
monobdasico mono- NaH:POs - H.O 5,0
hidratado

Adicionar 1 L de dgua destilada e misturar. Autoclavar ou filtrar por
0,22 um, sob condicGes estéreis. Armazenar a 4°C.
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Solugao de MICRONUTRIENTES

Reactivo Féormula Quantidade

Acido etileno-
diaminotetracético, Na:EDTA - 2H.O 4,36 g
dissddico di-hidratado

Cloreto de ferro (lll)

hexa-hidratado AloeEiahS 3158
Cloreto de manganeso (ll) .
tetra-hidratado MnCla - 4H:0 01788
Acido trioxoselénico (IV) H.SeOs 1 mL (solugdo stock)
Sulfato de zinco =
hepta-hidratado ZnS0s - 7H.0 1 mL (solugdo stock)
Cloreto de cobaig (i CoCl: - 6H:0 1mL (solugdo stock)
anidro
Molibdato de sédio ~
di-hidratado Na:MoOs - 2H.0 1 mL (solugdo stock)
Sulfato de cobre (ll) ) ~
benta-hidratado CuSOs - 5H.0 1mL (solugdo stock)
Sulfato de niquel (1) . e ~
hexa-hidratado NiSOs - 6H?O 1 mL (solugdo stock)
Ortovanadato de sédio NasVOs 1 mL (solugdo stock)
Cromato de potasio KaCrOa 1 mL (solugdo stock)

Adicionar 1 L de dgua destilada e misturar. Autoclavar ou filtrar por
0,22 um, sob condi¢des estéreis. Armazenar a 4°C.



Solucao de VITAMINAS

Reactivo Féormula Quantidade
Tiamina Vit B1 200 mg
Biotina Vit H 1 mL (solugdo stock)
Cianacobalamina Vit B12 1 mL (solugdo stock)

Adicionar 1L de dgua destilada estéril. Misturar. Armazenar a 4°C.

Solucoes stock de MICRONUTRIENTES (preparadas
individualmente)

Reactivo Férmula Concentragdo (g/L)

Sulfato de zinco

hepta-hidratado Zn30s - 7H:0 23,00
Cloreto de cobalto (Il) anidro CoCl - 6H.0 10,00
Molibdato de sédio
di-hidratado Na:MoOs - 2H20 6,30
Sulfato de cobre (l1) CuSO0s - 5H.0 2,50
Acido trioxoselénico (IV) H.SeOs 1,29
Sulfato de nickel (I1) . )
hexa-hidratado NiS0s - 6H.0 2,63
Ortovanadato de sddio NasVOa 1,84
Cromato de potassio KaCrOs 1,94

Armazenar a 4°C.
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Solucaes Sfock de VITAMINAS (preparadas
individualmente)

Reactivo Férmula Concentragao (g/L)
Biotina Vit H 1,0
Cianacobalamina Vit B12 1,0

Adicionar 1L de dgua destilada estéril. Misturar. Armazenar a -20°C.









Luide de LUliure
de Uambierdiscus ef FUKUYOS SPP.

Patricia Assun¢do e Francesco Pisapia ¢ Eduardo Portillo

La culture de dinoflagellés des genres Gambierdis-
cus et Fukuyoa est probablement I'une des taches
les plus ardues a mener a bien quand on travaille
avec les micro-organismes marins en laboratoire.

Dans I’ensemble, les especes de ces deux genres se caractéri-
sent par une croissance lente (avec taux maximaux de croissan-
ce inférieurs a 0,5 divisions par jour) et certaines d'entre elles
présentent une plage de tolérance étroite en salinité, tempéra-
ture et intensité lumineuse. Il est également probable qu'elles
soient sensibles a de nombreux autres parametres qui ont été
trés peu étudiés jusqu'a présent.

Ce guide s'appuie sur notre expérience et sur les observations
décrites par d'autres auteurs, et vise arecueillir des informations
qui peuvent étre utiles lors de I'important défi que pose la cultu-
re de ces micro-organismes.
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INTRODUCTION

La ciguatéra est I'intoxication alimentaire non-bacterienne la plus répon-
due a I'échelle mondiale, principalement survenant aprés la consomma-
tion de poisson contaminé par les ciguatoxines (Lehane and Lewis, 2000).

Les principaux producteurs des toxines de la ciguatéra sont les dinofla-
gellés des genres Gambierdiscus et Fukuyoa, qui proliferent souvent sur
les détritus et certaines macroalgues dans les zones de récifs coralliens
endommagées (Yasumoto et al., 1977 ; Adachi and Fukuyo, 1979 ; Loe-
blich 1l and Indelicato, 1986 ; Murata et al., 1989 ; Lehane and Lewis,
2000). Toutefois, d'autres espéces de dinoflagellés (Ostreopsis, Coolia,
Prorocentrum, Thecadinium, Amphidinium, Gymnodinium, Lingulodinium)
et de cyanobactéries (Lyngbya, Hydrocoleum, Oscillatoria) pourraient
également avoir un réle potentiel dans la diversité des symptémes de la
ciguatéra (Garcia Camacho et al., 2007 ; Laurent et al., 2008 ; Méjean et
al., 2010 ; Holmes et al., 2014).

Gambierdiscus (Figure 1A) et Fukuyoa (Figure 1B) sont des dinoflagel-
Iés dotés d'une theque (Gonyaulacales, Dinophyceae), des micro-orga-
nismes eucaryotes unicellulaires, autotrophes, c'est-a-dire photosyn-
thétiques. lls se comportent comme des micro-organismes épiphytes et
benthiques, c'est-a-dire qui ont besoin d’une surface alaquelle ils peuvent
s'accrocher afin de proliférer, comme par exemple des macroalgues ou
des sédiments rocheux, respectivement. Des formes de nage libre dans
la colonne d’eau ont également été rapportées, ce qui démontre qu'il ne
s'agit pas d'épiphytes obligatoires, du moins pas tout au long du cycle de
vie (Yasumoto et al., 1977 ; Bomber, 1987). lls possédent des trichocystes
et des mucocystes, des organites internes qui sont liés, respectivement,
a 'extrusion et a la production de mucus (Durand-Clément and Couté,

1991).
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Figure 1. (A) Micrographie de Gambierdiscus toxicus GTT-91 (vue ventrale) par micros-
copie électronique a balayage (MEB) (Litaker et al., 2009). Barre d’échelle : 20 pm.
(B) Micrographie MEB de Fukuyoa paulensis (vue ventrale) (Gémez et al., 2015). Barre
d’échelle: 10 pm.

96 - Projel MIMAR



ESPECES ACTUELLES

Le dinoflagellé Gambierdiscus a été décrit pour la premiére fois dans les
années 1970s comme un genre mono-spécifique, Gambierdiscus toxicus
(Figure 1A), par Adachi et Fukuyo en 1979, en utilisant des matériaux vi-
vants et conservés collectés dans les iles Gambier, situées a I’extrémi-
té sud-est de I’archipel des Tuamotu en Polynésie Francaise (Adachi and
Fukuyo, 1979). Pendant prés de deux décennies, G. toxicus a été considé-
ré comme la seule espéce existante de ce genre.

Les especes du genre Gambierdiscus connues jusqu'a présent sont rap-
portés dans le Tableau 1 et listds comme suit : Gambierdiscus toxicus
Adachi et Fukuyo (Adachi and Fukuyo, 1979), G. belizeanus Faust (Faust,
1995), G. pacificus Chinain et Faust (Chinain et al., 1999), G. australes
Chinain et Faust (Chinain et al., 1999), G. polynesiensis Chinain et Faust
(Chinain et al., 1999), G. caribaeus Vandersea, Litaker, Faust, Kibler, Hol-
land et Tester (Litaker et al., 2009), G. carolinianus Litaker, Vandersea,
Faust, Kibler, Holland et Tester (Litaker et al., 2009), G. carpenteri Kibler,
Litaker, Faust, Holland, Vandersea et Tester (Litaker et al., 2009), G. ex-
centricus Fraga (Fraga et al., 2011), G. scabrosus Nishimura, Sato et Adachi
(Nishimura et al., 2014), G. silvae Fraga et Rodriguez (Fraga and Rodri-
guez, 2014), G. balechii Fraga, Rodriguez, Riobd et Bravo (Fraga et al.,
2016), G. cheloniae Smith, Rhodes et Murray (Smith et al., 2016), G. lapillus
Kretzschmar (Kretzschmar et al., 2017) et G. honu Rhodes (Rhodes et dl.,
2017b).

Deux nouvelles espéces sont en cours de description : G. holmesii et G.
lewisii (Kretzschmar et al., 2018, manuscrit en préparation). En outre,
sept phylotypes ont également été rapportés (Tableau 1).

Les dinoflagellés du genre Fukuyoa Gémez, Qui, Lopes et Lin (Figure 1B)
ont été décrits pour la premiere fois par Gdmez et al. en 2015. Les auteurs
ont donné le nom Fukuyoa paulensis a une nouvelle espéce isolée du Bré-
sil et ont transféré deux espéces globulaires de Gambierdiscus dans le
genre Fukuyoa, a savoir F. yasumotoi et F. ruetzleri. Deux phylotypes de
Fukuyoa ont été également décrits (Kretzschmar et al., 2017 ; Leung et al.,
2018) (Tableau 1).
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Tableau 1. Liste de toutes les espéces et des phylotypes de Gambierdiscus et de Fukuyoa
connus a ce jour (adapté de Pisapia, 2017).

F. paulensis (Gémez et al., 2015)
E ruetzleri ® (Gémez et al., 2015)
F. yasumotoi ® (Gémez et al., 2015)
Fukuyoa sp. HK type 1 (Leung et al., 2018)

Fukuyoa cf. yasumotoi @  (Kretzschmar et al., 2017)

G. australes (Chinain et al., 1999; Richlen et al., 2008; Litaker et dl.,
2009;)

G. balechii @ (Dai et al., 2017; Fraga et al., 2016)

G. belizeanus (Faust, 1995; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

G. caribaeus (Litaker et al., 2009)

Gambierdiscus cf. cari- (Jeong et al., 2012; Berdalet et al., 2017)

baeus (Korean isolate

GCJJ)

G. carolinianus (Litaker et al., 2009)

G. carpenteri (Litaker et al., 2009)

G. cheloniae (Smith et al., 2016)

G. excentricus (Fraga et al., 2011)

G. holmesii (Kretzschmar et al., 2018)

G. honu ©® (Rhodes et al., 2017b)
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Espéces [ Phylotype Références

G. lapillus (Kretzschmar et al., 2017)

G. lewisii (Kretzschmar et al., 2018)

G. pacificus (Faust, 1995; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

G. polynesiensis (Chinain et al., 1999; Richlen et al., 2008; Litaker et al.,
2009)

G. scabrosus ® (Nishimura et al., 2014)

G. silvae ® (Fraga y Rodriguez, 2014)

Gambierdiscus sp. (Litaker et al., 2010)

ribotype 2

Gambierdiscus sp. ri- (Rodriguez et al., 2017)

botype 3

Gambierdiscus sp. type2  (Kuno et al., 2010)

Gambierdiscus sp. type 3 (Nishimura et al., 2013)

Gambierdiscus sp. type 4 (Xu et al., 2014)

Gambierdiscus sp. type 5  (Xu et al., 2014)

G. toxicus (Adachiy Fukuyo, 1979; Chinain et al., 1999, 1997; Litaker
etal., 2009; Richlen et al., 2008)

@ précédemment désigné comme G. ruetzleri (Litaker et al., 2009)

® précédemment désigné comme G. yasumotoi (Holmes, 1998 ; Richlen et al., 2008 ; Litaker et al., 2009)

© précédemment désigné comme Gambierdiscus cf. yasumotoi (Nishimura et al., 2013)

@ précédemment désigné comme Gambierdiscus sp. type 6 (Xu et al., 2014)

© précédemment désigné comme Gambierdiscus sp. (souches CAWD242, 233 et 250) (Smith et al., 2016
; Rhodes et al., 20173, 2017¢)

® précédemment désigné comme Gambierdiscus sp. type 1 (Kuno et al., 2010 ; Nishimura et al., 2013 ; Xu
etal., 2014)

©®précédemment désigné comme Gambierdiscus sp. ribotype 1 (Litaker et al., 2010)
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OBTENTION DE CULTURES
MONOCLONALES

L'objectif de ce guide n'est pas de fournir des techniques d'échantil-
lonnage de Gambierdiscus ou de Fukuyoa spp. A ce sujet, veuillez con-
sulter le guide "IOC-IAEA Guide for Designing and Implementing a Plan to
Monitor Toxin-Producing Microalgae" (http://unesdoc.unesco.org/ima-
ges/0021/002145/214510e.pdf).

Une culture monoclonale de Gambierdiscus ou de Fukuyoa s'obtient gra-
ce al'isolement d’une seule cellule dans du milieu de culture stérile a par-
tir d'un échantillon de terrain.

Normalement, les méthodes manuelles sont les plus communément
employées pour atteindre cet objectif : les cellules sont prélevées indi-
viduellement a I'aide d'une pipette (pipette a répétition, pipette Pasteur
en verre, pipette en plastique stérile, etc.), sous un microscope avec un
objectif de 4x. Il est également possible d’isoler les cellules en utilisant
des équipements automatiques, comme le cytometre en flux avec des
fonctions de tri. Il est toutefois nécessaire de vérifier les spécifications
techniques de I'appareil, c'est-a-dire si I'equipment permet la séparation
de cellules de la taille de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp.

Dans notre Laboratoire au Département de Biotechnologie de I'Instituto
Tecnoldgico de Canarias (ITC), nous utilisons la méthode manuelle avec
pipettes et pointes pour chargement de gel/séquencage (par ex. : poin-
tes Fisherbrand 1-200 pL, réf. 11927734), comme indiqué dans la Figure 2.
Ce type de pointes est flexible et assure une bonne manipulation pen-
dant le clonage.
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Figure 2. (A) Isolement d’une cellule de Gambierdiscus sp. en utilisant une pipette au-
tomatique sous un microscope inversé. (B) Observation microscopique ou on peut ap-
précier les cellules de Gambierdiscus sp. et le détail de la pointe utilisée lors du clonage,
barre d'échelle : 200 pm. (C) Pointe pour chargement de gel/séquencage utilisée lors
du clonage.
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IDENTIFICATION AU NIVEAU DE L'ESPECE

Pour I'identification au niveau de I'espéce de souches de Gambierdiscus et
de Fukuyoa, consulter 'ouvrage “Marine benthic dinoflagellates — Unvei-
ling their worldwide biodiversity” de Hoppenrath et al. (2014).

Pour la taxonomie moléculaire on arecours a I'amplification de I'ADN cor-
respondant aux domaines D,-D,, amorces D1R/LSUB 5’-ACCCGCTGAAT-
TTAAGCATA-3’/5’-ACGAACGATTTGCACGTCAG-3’ (Scholin et al., 1994 ;
Litaker et al., 2003), et aux domaines D,-D, , amorces FD8/RB 5-GGAT-
TGGCTCTGAGGGTTGGG-3’/5’-GATAGGAAGAGCC-GACATCGA-3”  (Chinain
et al., 1999) de la région 25-28S de rADN afin d’effectuer un Blast (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ou une analyse phylogénétique (Fraga
and Rodriguez, 2014 ; Rhodes et al., 2017b).

MILIEUX D& CULTURE

L’un des milieux utilisés le plus couramment pour la culture de Gambierdis-
cus et de Fukuyoa spp. est un milieu Keller (K) modifié, sans TRIS, cuivre ni
silice (Holland et al., 2013 ; Xu et al., 2016 ; Pisapia et al., 2017a), dans lequel
on utilise une quantité double de nitrates par rapport au milieu f/2 (Guil-
lard et Ryther, 1962). Contrairement au milieu K original (Keller et Guillard,
1985 ; Keller et al., 1987), le milieu K modifié n’utilise pas d’ammonium.

D’autres auteurs ont privilégié 'utilisation du milieu K original a une con-
centration réduite de moitié (K/2) (Bravo et al., 2014) ou du milieu f/2
(Rhodes et al., 2017b).

Un autre milieu modifié qui a été utilisé pour la culture de Gambierdiscus et
de Fukuyoa spp. en laboratoire est le milieu f/10k (Chinain et al., 2010), qui
est une variante du milieu f/2, dilué 5 fois et enrichi avec 10® M de sélénium.

Un autre milieu utilisé couramment est le milieu L1 (Guillard et Hargraves,
1993) sans silice, qui différe du milieu f/2 par I'ajout d’autres métaux (Ni-
SO,6H,0,Na,VO,, K ,CrO,). Il a été utilisé dans sa version originale (Bravo
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et al., 2014 ; Pisapia et al., 2017a) ou en ajoutant de I’extrait de terre (Pisa-
pia et al., 2015).

D’autres milieux utilisés pour la culture de Gambierdiscus et de Fukuyoa
spp. sont : le milieu ES modifié (Caillaud et al., 2010 ; Fraga et al., 2011) et le
milieu IMK. Ce dernier est communément utilisé a une concentration ré-
duite de moitié (IMK/2) (Shah et al., 2014 ; Yoshimatsu et al., 2014, 2016).

Les recettes de milieux de culture employées par les différents auteurs
pourraient étre liées a la composition chimique de I’eau de mer a leur
disposition. Il pourrait étre opportun de réaliser une analyse chimique de
I’eau de mer a utiliser.

Les recettes des milieux de culture que nous avons suivies pour les sou-
ches de Gambierdiscus de la Macaronésie dans le cadre du projet MIMAR
sont fournies en annexe : le milieu K modifié, le milieu L1 sans silice, et le
milieu f/2 modifié sans cuivre et avec sélénium. L’eau de mer utilisée pour
les milieux de culture dans notre Laboratoire a été collectée a trois milles
dela c6te nord-est de Ille Grande Canarie et la salinité a été ajustée a 32-33.

Dans le cas de clones de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. qui viennent
d’étre isolés, il est conseillé d’utiliser le milieu de culture choisi dilué au
moins 10 fois en eau de mer stérile. La concentration du milieu peut étre
augmentée tous les deux ou trois passages, jusqu’a atteindre une valeur
appropriée pour chaque souche ou espéce examinée. Il est fort probable
que l'utilisation du milieu de culture dans sa concentration maximale ne
soit pas nécessaire et qu’il puisse méme s’avérer contre-productif.

MATERIEL DE CULTURE

La culture de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. en laboratoire peut étre
réalisée en utilisant des fioles en verre d’Erlenmeyer (Figure 3), ainsi que
des flacons de polystyréne pour culture cellulaire (Figure 4), incubés hori-
zontalement. De tels conteneurs sont disponibles dans différentes tailles
sur le marché.
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Figure 3. Fioles en verre d’Erlenmeyer de 250 mL utilisées pour la culture de Gambierdis-
cus et Fukuyoa spp. en laboratoire.
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Figure 4. Flacons de culture cellulaire en polystyréne avec capes ventilées de différentes
capacités (VWR®). De haut en bas, les flacons présentent une surface de 25, 75 et 182
cm?
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Il est recommandé de favoriser les échanges gazeux en utilisant des fla-
cons de culture cellulaire avec capes ventilées (Figure 4). Pour la méme
raison, dans le cas d’un Erlenmeyer de 250 mL (Figure 3), il est recomman-
dé de travailler avec des volumes de culture compris entre 50 et 200 mL.
Dans un flacon rectangulaire de 25 cm? avec une capacité max. de 50 mL
(Figure 4, le flacon le plus petit), nous recommandons de n’ajouter qu’un
volume de 15-25 mL de milieu de culture environ (au moins en début de
culture).

En outre, s’agissant de micro-organismes essentiellement benthiques,
il est recommandé d'utiliser des récipients de culture avec un rapport
surface/volume élevé. Tel est le cas des flacons de culture cellulaire en
polystyréne (Figure 4) et des plaques de culture cellulaire (Figure 10C)
que nous avons utilisés dans notre Laboratoire.

CONDITIONS DE CULTURE

Normalement, les différentes espéces de Gambierdiscus et de Fukuyoa
sont cultivées dans un régime de photopériode de 12 H jour / 12 H nuit
(Chinain et al., 2010 ; Pisapia et al., 2017a) ou de 14 H jour / 10 H nuit (Ro-
driguez et al., 2017).

Plusieurs auteurs ont étudié I'impact de la température, de la salinité et
de l'intensité lumineuse sur la croissance de souches de Gambierdiscus
et de Fukuyoa en laboratoire (Bomber et al., 1988 ; Morton et al., 1992 ;
Kibler et al., 2012 ; Yoshimatsu et al., 2014, 2016 ; Tawong et al., 2016 ; Xu
et al., 2016). Le Tableau 2 présente quelques exemples de conditions de
culture optimales pour différentes especes (Kibler et al., 2012 ; Xu et al.,
2016). Ces études suggerent que différentes espéces de ces deux genres
de dinoflagellés n'ont pas les mémes exigences en termes de tempé-
rature, de salinité et d'intensité lumineuse. De plus, les conditions de
culture optimales peuvent également dépendre de I'origine des souches.
Pour ces raisons, les valeurs optimales indiquées dans le Tableau 2 ne
peuvent étre utilisées que comme référence pour les souches examinées
et ne peuvent pas étre considérées comme des caractéristiques spéci-
fiques d'une espéce donnée.
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Tableau 2. Plages optimales de température, de salinité et d’intensité lumineuse pour la
culture de souches de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. a leur taux de croissance maxi-
mum (Kibler et al., 2012 ; Xu et al., 2016).

Espéce

Souche

Température

(T, °C) optimale

(plage)

Salinité (S)
optimale
(plage)

Intensité
lumineuse (I, pmol

photons m?2s?)
optimale (plage)

G. australes* NOAA 25 32,1(20,4-38,6) 49 (24-108)
C. belizeanus* CCMP 399  28,1(24,7-30,4) 28,4 (22,4-36,7) 89 (40-216)
G. caribaeus* NOAA 19 31,1(29,2-32,4) 35,0 (20,9-39,4) 101 (46-243)
G. carolinianus*  NOAA 6 26,5(23,8-28,7) 30,3 (25,7-36,0) 88 (58-115)
G. carpenteri*  CCMP 1654 27,3 (19,6-39,1) 151(55-388)
G. pacificus*  CCMP1650 26,9 (23,2-30,2) 29,9 (23,7-41) 156 (108-205)
G. ribotype2* CCMP 1655  27,2(24,0-29,1) 30,5 (24,7-35,1) 89 (43-185)
F. ruetzleri* NOAA 8 29,0 (26,0-31,2) 24,7 (19,6-35,7) 231(70-700)
G. silvae* FCMay10_9 24,8 (22,2-27,1) 38,3(32,8-43,7)

*Kibler et al. (2012), *Xu et al. (2016).

Apres quelques essais préliminaires (données non publiées), nous avons
choisi de cultiver nos souches macaronésiennes de Gambierdiscus spp. a
25 °C, avec une photopériode de 12 H jour / 12 H nuit, une salinité ajustée
a 32-33 et une intensité lumineuse de 60-90 pmol photons m?s™. Pour les
clones qui viennent d’étre isolés, I'intensité lumineuse utilisée a été de
30-50 wmol photons m?s™.

Dans notre Laboratoire, les cellules de Gambierdiscus spp. ont été incu-
bées dans des enceintes de culture avec éclairage latéral (Figure 5A) ou
dans une chambre thermostatée avec éclairage vertical (Figure 5B). Dans
le cas des enceintes de culture avec éclairage latéral, nous avons observé
que les cellules ont tendance a se concentrer dans les coins des récipients
de culture. A I'inverse, nous avons observé une distribution des cellules
sur la surface des récipients plus homogéne quand elles sont exposées a
un éclairage vertical. Toutefois, les deux options conviennent a la culture
de ces micro-organismes.
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ENTRETIEN DES CULTURES

Puisque la croissance de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. est considéra-
blement lente, avec des taux maximaux de croissance inférieures a 0,5 di-
visions par jour (Lehane and Lewis, 2000 ; Lartigue et al., 2009 ; Chinain et
al., 2010 ; Kibler et al., 2012, 2015 ; Yoshimatsu et al., 2014, 2016 ; Xu et al.,
2016 ; Litaker et al., 2017 ; Pisapia et al., 2017a ; Vacarizas et al., 2018), il est
conseillé de ré-inoculer les cellules dans du milieu de culture frais toutes
les 2-4 semaines. Le taux de dilution dépend de chaque souche/espéce.
Nous avons utilisé une dilution de 1:5 ou de 1:10, selon la concentration
cellulaire de la culture. Pour I’entretien des cultures, nous avons utilisé
des boites de Petri de 35 mm (Greiner Bio-One, réf. 627102) et de 60 mm
de diametre (Nunc™, Nunclon Delta, Thermo Scientific, réf. 150326), avec
volumes maximaux de culture de 3 et de 9 mL, respectivement (Figure
6). Avant la ré-inoculation des cellules, il est conseillé d’en vérifier la via-
bilité au microscope.

Figure 5. (A) Enceinte de culture avec éclairage latéral. (B) Chambre thermostatée avec
éclairage vertical. L’enceinte de culture (A) est de lamarque Sanyo, modéle MLR-351, qui
permet la régulation de la température, de I'intensité lumineuse et des cycles jour/nuit.

Cuide de culture de Gambierdiscus ef Fukuyoa spp -+ 107/



5

e
&
225" -
i o -
$o
\
E= 29
= P S
0 o 3 (& 5"
o = A ¥
-2 N <
LS .
o

Figure 6. Boites de Petri de 35 mm et de 60 mm de diamétre utilisées pour I'entretien des
souches de Gambierdiscus et de Fukuyoa. Les boites ont été scellées avec du Parafilm®
“M” afin d'éviter toute évaporation éventuelle du milieu de culture.

OBSERVATIONS MACROSCORPIQUES ET
MICROSCORPIQUES

Compte tenu de la faible croissance de ces micro-organismes, il n'est pas
nécessaire de vérifier ’état des cultures plus de deux fois par semaine.
Les cellules peuvent étre identifiées par simple évaluation visuelle (Fi-
gure 7) car la taille des cellules de Gambierdiscus et de Fukuyoa (24-60 x
42-140 X 45-150 ym environ, selon I'espéce) est considérablement élevée
par rapport aux autres dinoflagellés.
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Figure 7. Culture d’'une souche de Gambierdiscus sp. dans un flacon pour culture cellu-
laire incubé horizontalement. (A) Les cellules de Gambierdiscus peuvent é&tre observées
macroscopiquement. (B et C) Observations microscopiques de cellules de Gambierdis-
cus. Barre d'échelle : 20 pm.
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Les cellules de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. peuvent étre obser-
vées et suivies au microscope optique conventionnel. Compte tenu de
la grande taille de ces micro-organismes ['utilisation de lames et lamelles
de microscope en verre est déconseillée car les lamelles écraseraient les
cellules. Ainsi, il est recommandé d’utiliser des chambres de comptage
de cellules ou d’autres conteneurs d’une hauteure suffisante.

Dans notre Laboratoire, nous utilisons une chambre de Nannoplankton
de 86 uL (Figure 8, http://www.phycotech.com/nannoplanktonchamber.

html), qui permet "observation de micro-organismes jusqu'a 300 um de
diamétre sans les écraser.

S T T

28¥ PhycoTech, Inc!

P-0015
Nannoplankton Chamber #874

ID# 874 f

Cl h: 0.430 mm
ﬁﬁ%u
Vil facr 1567

Figure 8. Chambre de Nannoplankton (86 um) utilisée pour I'observation et le suivi des
cultures de Gambierdiscus et de Fukuyoa.
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Par ailleurs, I'utilisation de flacons, plaques, ou de boites de Pétri pour la
culture de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. permet I'observation directe
au microscope inverti, en évitant ainsi des manipulations excessives et/
ou inutiles des cultures.

COMPTAGE CELLULAIRE

La méthode la plus courante pour compter les cellules de Gambierdiscus
et de Fukuyoa consiste a utiliser des chambres de comptage cellulaire au
microscope conventionnel. Une chambre de Nannoplankton telle que
celle décrite ci-dessus (Figure 8) peut étre utilisée, car elle permet I’ajout
d’un volume exact de 86 pL. Une chambre quadrillée de Sedgewick-Raf-
ter (50 x 20 x 1 mm) d’une capacité de 1 mL peut également étre utilisée
(McAlice, 1971). L’avantage de cette chambre est que sa base est mar-
quée d’un quadrillage de carrés de 1000 x 1 mm constitués d’unités de 1

uL (Figure 9).

Pour plus d’informations, veuillez consulter le lien suivant :
https://es.vwr.com/store/product/7806607/contadores-celulares-
sedgewick-rafter.

Il existe d'autres méthodes plus rapides et plus fiables impliquant I'uti-
lisation d'appareils automatisés. Ce type d’équipements fournit égale-
ment des informations sur d'autres parameétres cellulaires, comme la
distribution de taille. C’est le cas du compteur automatique de particules
Multisizer 4 Coulter équipé d'un tube avec un micro-orifice de 280 pm de
diametre (Beckman Coulter Inc., Brea, CA). L'un de ses inconvénients ma-
jeurs est toutefois son co(t assez élevé (environ 55.000 euros).

Dans le cas de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp., le comptage cellulaire
est compliqué par la présence d’agrégats muqueux, qui incluent les cel-
lules et empéchent tout échantillonnage correcte. Afin de garantir un
échantillonnage homogéne, un pré-traitement a I’HCl a une concentra-
tion finale de 4 mM peut s'avérer nécessaire pour dissoudre les agrégats
muqueux sans perturber les cellules ni modifier leur forme, comme indi-
qué précédemment pour Ostreopsis ovata (Guerrini et al., 2010).
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Figure 9. (A) Chambre de comptage Sedgewick-Rafter et couvercle en verre. (B et C) Ob-
servations microscopiques d’une souche de Gambierdiscus sp. dans la chambre Sedge-
wick-Rafter. Agrandissement : 40x (B) et 100x (C). Chaque carré du quadrillage a une
surface de 1t mm? et un volume de 1 pL.
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MISE A LU'ECHELLE DES CULTURES.

Les fioles en verre d’Erlenmeyer et les flacons en polystyréne pour la
culture cellulaire disponibles actuellement sur le marché atteignent un
volume maximum de 5 L (surface : 176 cm?, Erlenmeyer) et de 850 mL
(surface : 300 cm?, VWR®), respectivement.

Dans notre Laboratoire, nous avons opté pour les flacons avec cape
ventilée et ayant la plus grande surface disponible sur le marché, c'est-a-
dire 225 cm? (Corning® CellBIND, réf. 46610-084, Figure 10A) et 300 cm?
(VWR®, réf. 10062-884, Figure 10B). Nous avons également testé des
plaques de culture cellulaire Nunc™ d’une surface de 500 cm? (Nunclon®
Delta, Thermo Scientific, réf. 166508, Figure 10C). Le principal avantage
de ces dernieres réside dans leur surface plus étendue. Néanmoins, elles
présentent l'inconvénient d'étre peu maniables une fois remplies de li-
quide.

Au cas ou il soit nécessaire de mettre en place des volumes ou des sur-
faces de culture plus importantes, d’autres systemes de culture tels que
les bassins, les raceways, les photobioréacteurs, étc., pourraient étre
utilisés ou adaptés. Comme il a déja été mentionné ci-dessus, lorsqu'il
s'agit de micro-organismes essentiellement benthiques, il est préférable
de choisir des récipients ayant une surface plus importante, comme les
bacs Nalgene™ en polypropyléne (Figure 11) utilisé par notre Laboratoire,
plutét que de se concentrer sur des volumes de culture plus importants.
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Figure 10. Culture d’une souche de Gambierdiscus sp. dans un flacon Corning® CellBIND
(A), un flacon VWR® (B) et une plaque Nunc™ (C), avec une surface de 225 (A), 300 (B) et
500 (C) cm>. Les volumes de culture utilisés dans ces cas étaient, respectivement, d’envi-
ron 120, 150 et 300 mL (rapport surface/volume de 1,6-1,9).
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Figure 11. Culture d’une souche de Gambierdiscus sp. dans des bacs Nalgene™ en poly-
propyléne, de taille : 543 x 435 x 130 mm, surface : 2362 cm2 et capacité : 20 L (Thermo
Scientific™, réf. 6900-0020). Dans ce cas, on a utilisé un volume de culture de 2 L (rapport
surface/volume de 1,18).

RECOLTE DES CELLULES

Les cellules de Gambierdiscus et de Fukuyoa peuvent étre récoltées par
filtration sous vide, en utilisant des filtres ayant une porosité de 20 (ou
méme de 40) pm. Avant de procéder a la filtration sous vide, il est recom-
mandé de racler doucement les cellules du fond du récipient a I'aide d'un
grattoir de cellules. Ensuite, les cellules sont transférées dans un tube
Falcon® en utilisant de I’eau de mer stérile a une salinité appropriée (par
exemple, 32-33) et centrifugées (3000 rpm, 5 min, 20 °C) afin d’éliminer le
surnageant (Figure 12). Les pellets de cellules sont enfin stockés a -20 °C
jusqu’a I’extraction.
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Figure 12. Séquence montrant les étapes de la récolte de cellules de Gambierdiscus [
Fukuyoa. (A) Culture d’une souche de Gambierdiscus sp. dans un bac Nalgene™ en poly-
propyléne. (B) Décollement des cellules du fond du bac, a I'aide d’un grattoir de cellules.
(C) Filtration sous vide en utilisant un filtre en nylon de 47 mm de diamétre avec une
porosité de 20 um (Millipore™). (D) Concentré de cellules retenues par le filtre. (E) Les
cellules sont transférées des filtres dans un tube Falcon® de 15 mL, en utilisant des grat-
toirs ou du pipetage avec de I'eau de mer stérile. (F) Pellet de cellules dans des tubes
Falcon® de 15 mL, résultant de I’élimination du surnageant aprés centrifugation (3000

rpm, 5 min, 20 ° C).
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Nous avons observé que les filtres présentés a la Figure 12 peuvent re-
tenir jusqu’a 2.500.000 cellules. Dans le cas d’une quantité de cellules a
récolter plus importante, I'utilisation de filtres plus grands avec la méme
porosité (20 um) peut s'avérer nécessaire (Figure 13).

Figure 13. Tamis en acier inoxydable (diamétre : 20 cm) utilisé pour la récolte des cellules
de Gambierdiscus | Fukuyoa. Le tamis présente une maille en acier inoxydable avec une
porosité de 20 ym.

PRODUCTION D& TOXINES

Les dinoflagellés des genres Gambierdiscus et Fukuyoa produisent diffé-
rentes familles de métabolites secondaires ayant une structure de type
polyéther cyclique : ciguatoxines (CTXs) (Murata et al., 1989 ; Satake et
al., 19933, 1996), maitotoxines (MTXs) (Murata and Yasumoto, 1995 ;
Nonomura et al., 1996 ; Pisapia et al., 2017b ; Boente-Juncal et al., 2019),
acides gambiériques (Nagai et al., 1992, 1995 ; Morohashi et al., 2000),
gambiérol (Satake et al., 1993b), gambieroxide (Watanabe et al., 2013) et
gambiérone (Rodriguez et al., 2015) (Figure 14). S’il est vrai que les CTXs
ont été associées a l'intoxication a la ciguatera, on ignore encore si les
autres composés peuvent jouer un rdle dans ce syndrome. En tout état
de cause, la plupart d'entre eux sont jugés comme étant d'intérét pour
leur bioactivité et leurs applications thérapeutiques potentielles.
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Figure 14. Composés ayant une structure de type polyéther cyclique produits par Gam-
bierdiscus et Fukuyoa spp. (Pisapia, 2017) : (a) maitotoxine (MTX), (b) Ciguatoxine-3C du
Pacifique (CTX3C), (c) gambiérone, (d) acide gambiérique A (GA-A), (e) gambiérol et (f)
gambieroxide.

Afin derécupérer des quantités plusimportantes de toxines d’'une souche
de Gambierdiscus ou de Fukuyoa, il est conseillé d'effectuer la récolte des
cellules au cours de la fin de la phase exponentielle, comme suggéré par
des études antérieures (Chinain et al., 2010 ; Caillaud et al., 2011 ; Fraga et
al., 2011 ; Vacarizas et al., 2018). Néanmoins, cette information doit étre
considérée comme une simple hypothése, car la production de toxines
n’est pas uniforme parmi les espéces, voire entre les souches, et peut
étre influencée par les conditions de culture utilisées. De plus, on ignore
encore si une souche donnée modifie son profil toxinique tout au long de
son cycle de vie.
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SELECTION DE CULTURES OFFICIELLES
AVECL DES SOUCHES BE CAMBIERDISCUS
ET DE FUKUYUA SPP

NCMA (National Center for Marine Algae and Microbiota, Etats-Unis)
https://ncma.bigelow.org

Espécies: Fukuyoa paulensis, F. ruetzleri, Gambierdiscus sp. ribotype 2,
G. australes, G. belizeanus, G. carolinianus, G. carpenteri, G. pacificus, G.
toxicus.

ARC (Algal Resources Collection, Etats-Unis)
http://www.algalresourcescollection.com

Espécies: Fukuyoa ruetzleri, Gambierdiscus sp., Gambierdiscus sp. ribotype
2, G. belizeanus, G. caribaeus, G. carolinianus, G. pacificus.

Cawthron Institute (“Online” Culture Collection of Micro-algae, Nouvelle
Zélande)

http://cultures.cawthron.org.nz

Espécies: Gambierdiscus australes, G. pacificus.

SCCAP (Scandinavian Culture Collection of Algae and Protozoa, Norvege)
http://www.sccap.dk

Espécies: Gambierdiscus excentricus

NIES (Microbial Culture Collection, Japon)
http://mcc.nies.go.jp

Espécies: Fukuyoa yasumotoi, Gambierdiscus sp. , G. australes, G. scabro-
sus, G. toxicus.
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RECETTES DE MILIEUX DE
CULTURE

Milieu f/2 modifié [sans cuivre, sans silice,
avec selenium)

Protocole utilisé par notre Laboratoire au Département de Biotechnolo-
gie de I'Instituto Tecnoldgico de Canarias (ITC), élaboré sur la base du
milieu f/2 original (Guillard and Ryther, 1962), et modifié selon Chinain et
al. (2010)

Composant Volume

Eau de mer stérile jusqu’a 1 Litre
Solution de macronutriments 1mL
Solution de micronutriments 1mL

Solution de vitamines 0,5 mL

Filtrer a 0,22 pm dans des conditions stériles. Si I’eau de mer est déja fil-
trée et stérile, les nutriments et les vitamines doivent étre filtrés et rajou-
tés dans des conditions stériles.

NB: Avant d'ajouter les nutriments et les vitamines, vérifiez la salinité de I’eau de mer.

Ajustez la salinité avec de I’eau Milli-Q stérile afin de vous situer dans la plage de tolérance
de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. (Tableau 2).
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Solufion de MACRONUTRIMENTS

Composé Formule Concentration (g/L)
Nitrate de sodium NaNO, 75,00
Phosphate monobasique
de sodium, monohydraté NaH,PO, - H,0 5,00
Acide sélénieux (IV) H,SeO, 1,29

Ajouter 1 L d’eau distillée et mélanger. Stériliser par autoclavage ou filtrer a
0,22 um dans des conditions stériles. Stocker a 4 °C.

Solufion de MICRONUTRIMENTS

Composé Formule Quantité

Sel disodique de
I’acide éthylene-

diaminetétraacétique, Na,EDTA-2H:0 4368
dihydraté
Chlorure de fer (lIl),
hexahydraté FeCls - 6H.0 3,158
Chlorure de manganése,
tétrahydraté MnCl: - 4H:0 0,178
Sulfate de zinc, ; ;
heptahydraté ZnSOs4 - 7H.0 1 mL (solution mere)
Chlorure de cobalt (IT), CoCl: - 6H.0 1 mL (solution mere)
anhydre
Molybdgte de s,odlum, Na:MoOs-2H.0 1 mL (solution mere)
dihydraté

Ajouter 1 L d’eau distillée et mélanger. Stériliser par autoclavage ou filtrer a
0,22 um dans des conditions stériles. Stocker a 4 °C.
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Solufion de VITAMINES

Reactivo Férmula Quantidade
Thiamine Vit B1 200 mg
Biotine Vit H 1 mL (solution mere)
Cyanocobalamine Vit B12 1 mL (solution mere)

Ajouter 1L d’eau distillée stérile. Mélanger. Stocker a 4°C.

Solutions mere de MICRONUTRIMENTS (preparees
individuellement)

Reactivo Férmula Concentragao (g/L)
Sulfate de zing,
heptahydraté ZnSQOs - 7H.0 22,0
Chlorure de cobalt (I1), CoClh - 6H:0 100
anhydre
Molybdate de sodium, N2:MoOs - 2H:0 6,3

dihydraté

Stocker a -20 °C.

Solufions mere de VITAMINES (preparees individuellement)

Composé Formule Concentration (g/L)
Biotine Vit H 1,0
Cyanocobalamine Vit B12 1,0

Stocker a-20 °C.
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Milieu K (Keller) modifie

https://ncma.bigelow.org/media/wysiwyg/Algal_recipes/NCMA_algal_
medium_modified K 1.pdf

Composant Volume

Eau de mer stérile jusqu’a 1 Litre
Solution de macronutriments 1mL
Solution de micronutriments 1mL

Solution de vitamines 0,5 mL

Filtrer a 0,22 um dans des conditions stériles. Si I'eau de mer est déja filtrée
et stérile, les nutriments et les vitamines doivent étre filtrés et rajoutés dans
des conditions stériles.

NB: Avant d'ajouter les nutriments et les vitamines, vérifiez la salinité de I’eau de mer.

Ajustez la salinité avec de I’eau Milli-Q stérile afin de vous situer dans la plage de tolérance
de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. (Tableau 2).

Solufion de MACRONUTRIMENTS

Composé Formule Concentration (g/L)
Nltrajce de NaNO 150
sodium 3
Sel disodique
du B-Glycérol Na, B-glycerophospha- 516
phosphate, te-5HO ’
pentahydraté

Ajouter 1 L d’eau distillée et mélanger. Stériliser par autoclavage ou filtrer a
0,22 um dans des conditions stériles. Stocker a 4 °C.
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Solufion de MICRONUTRIMENTS

Composé Formule Quantité
Sel disodique
de l’acide
éthylenediamine- Na:EDTA - 2H.O 4,36 g
tétraacétique,
dihydraté
Chlorure de fer
(1), hexahydraté Fecls- 6H:0 3158
Acide sélénieux (1V) H.SeO:s 1,298
Chlorure de
manganése (I1), MnCl: - 4H.0 0,178 g
tétrahydraté
Sulfate de zinc, 1 mL (solution
heptahydraté ZnS0s- 7H:0 mere)
Chlorure de cobalt CoCh - 6H.0 1mL (solution

(1), anhydre

mere)

Molybdate de
sodium, dihydraté

Na:MoOs - 2H.0

1 mL (solution
mere)

Ajouter 1 L d’eau distillée et mélanger. Stériliser par autoclavage ou filtrer a

0,22 um dans des conditions stériles. Stocker a 4 °C.
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Solufion de VITAMINES

Composé Formule Quantité

Thiamine Vit B1 200 mg
Biotine Vit H 1 mL (solution mere)
Cyanocobalamine Vit B12 1 mL (solution mere)

Ajouter 1L d’eau distillée stérile. Mélanger. Stocker a 4°C.

Solufions mere de MICRONUTRIMENTS (preparees
individuellement)

Composé Formule Concentration (g/L)

Sulfate de zinc,

heptahydraté ZnS0s - 7H:0 23,0
Chlorure de cobalt, CoCl - 6H:0 10,0
anhydre
Molybdate de sodium,
dihydraté Na:MoOs - 2H.0 6,3
Stocker a 4°C.

Solufions mere de VITAMINES (preparees
individuellement)

Composé Formule Concentration (g/L)
Biotine Vit H 1,0
Cyanocobalamine Vit B12 1,0

Stocker a -20°C.
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Milieu L1 sans silice

https://ncma.bigelow.org/media/wysiwyg/Algal_recipes/NCMA _algal
medium_L1_1.pdf

Componsant Volume

Eau de mer stérile jusqu’a 1 Litre
Solution de macronutriments 1mL
Solution de micronutriments 1mL

Solution de vitamines 0,5 mL

Filtrer a 0,22 um dans des conditions stériles. Si I'eau de mer est déja filtrée
et stérile, les nutriments et les vitamines doivent étre filtrés et rajoutés dans
des conditions stériles.

NB: Avant d'ajouter les nutriments et les vitamines, vérifiez la salinité de I’eau de mer.

Ajustez la salinité avec de I’eau Milli-Q stérile afin de vous situer dans la plage de tolérance
de Gambierdiscus et de Fukuyoa spp. (Tableau 2).

Solufion de MACRONUTRIMENTS

Composé Formule Concentration (g/L)
Nitrate de sodium NaNO3 75,0
Phosphate de sodium
monobasique, NaH:POs - H.O 5,0
monohydraté

Ajouter 1 L d’eau distillée et mélanger. Stériliser par autoclavage ou filtrer a
0,22 um dans des conditions stériles. Stocker a 4 °C.
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Solufion de MICRONUTRIMENTS

Composé Formule Quantité
Sel disodique de
I’acide éthylen-
ediaminetétraacétique, Na:EDTA - 2Hg 4368
dihydraté
Chlorure de fer (lll),
hexahydraté FeCEROIEE 3158
Chlorure de manganeése
(I1), tétrahydraté MnCla - 4H:0 01788
Acide sélénieux (1V) H.SeOs 1 mL (solution mere)
Sulfate de zinc, . N
heptahydraté ZnSO0s - 7H20 1 mL (solution mere)
Chlorure de Bl CoClz - 6H.0 1 mL (solution meére)
anhydre
Molybd.ate de s’odlum, Na:MoOs - 2H,0 1mL (solution mére)
dihydraté
Sulfate de cuivre (II), . X
pentahydraté CuSOs - 5H.0 1 mL (solution meére)
Sulphate de kaG,!l (n, NiSOs - 6H20 1 mL (solution mere)
hexahydraté
Orthovan.adate de NasVOa 1 mL (solution meére)
sodium
Chromate de potassium KoCrOs 1 mL (solution mere)

Ajouter 1 L d’eau distillée et mélanger. Stériliser par autoclavage ou filtrer a
0,22 um dans des conditions stériles. Stocker a 4 °C.
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Solufion de VITAMINES

Composé Formule Quantité

Thiamine Vit B1 200 mg
Biotine Vit H 1 mL (solution meére)
Cyanocobalamine Vit B12 1 mL (solution mere)

Ajouter 1L d’eau distillée stérile. Mélanger. Stocker a 4°C.

Solufions mere de MICRONUTRIMENTS (preparees
individuellement)

Composé Formule Concentration (g/L)
Sulfate de zinc,
heptahydraté ZnS0s - 7H:0 23,0
Chlorure de cobalt (II), CoCh - 6H:0 10,0
anhydre
Molybdate de sodium,
dihydraté Na:MoOs - 2H20 6,3
Sulfate de cuivre (I1) CuSOs - 5H,0 2,5
Acide sélénieux (1V) H.SeO:s 1,29
Sulphate de nickel (I1), .
hexahydraté NiSOs - 6H.0 2,63
Orthovanadate de sodium NasVOs 1,84
Chromate de potassium K2CrOa4 1,94
Stocker a 4°C.
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Solutions mere de VITAMINES (preparees
individuellement)

Composé Formule Quantité
Biotine Vit H 1,0
Cyanocobalamine Vit B12 1,0

Stocker a-20 °C.
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Handbook of Gambierdiscus
sno FUKULO3 Spp. Culfiure

Patricia Assuncaoe Francesco Pisapia ¢ Eduardo Portillo

-’ The culture of the dinoflagellates Gambierdiscus and

“a Fukuyoa is one of the most challenging tasks to suc-
ceed in when dealing with marine micro-organisms
in laboratory.

Overall, the species of these two genera are characterised by
slow growth (with maximum growth rates below 0,5 divisions
per day) and some of them have narrow tolerance ranges of sa-
linity, temperature and irradiance. Their growth is also likely to
be influenced by other parameters which are still poorly studied.

This handbook is based on our own experience and on previous
studies described in literature, and seeks to gather information
which may be useful when tackling the important challenge po-
sed by the culture of these micro-organisms.
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INTRODUCTION

Ciguatera poisoning is the most common non-bacterial food-borne
intoxication worldwide, mostly occurring after consumption of fish
contaminated with ciguatoxins (Lehane and Lewis, 2000).

The primary producers of ciguatera toxins are commonly assumed
to be dinoflagellates of the genera Gambierdiscus and Fukuyoa,
which often proliferate on detritus and some macroalgae in dam-
aged coral reef areas (Yasumoto et al., 1977; Adachi and Fukuyo,
1979; Loeblich 1l and Indelicato, 1986; Murata et al., 1989; Le-
hane and Lewis, 2000). Nevertheless, other species of dinoflagel-
lates (Ostreopsis, Coolia, Prorocentrum, Thecadinium, Amphidinium,
Gymnodinium, Lingulodinium) and cyanobacteria (Lyngbya, Hydro-
coleum, Oscillatoria) could have a potential role in the diversity of
ciguatera symptoms (Garcia Camacho et al., 2007; Laurent et al.,
2008; Méjean et al., 2010; Holmes et al., 2014).

Gambierdiscus (Figure 1A) and Fukuyoa (Figure 1B) are thecate di-
noflagellates (Gonyaulacales, Dinophyceae), unicellular eukaryotic
micro-organisms, that are autotrophic, i.e. photosynthetic. They
behave as epiphytic and benthic micro-organisms which mean
that they need a surface onto which they can adhere in order to
proliferate, such as macroalgae or rocky sediments, respectively.
Free-swimming forms in the water column have also been report-
ed, demonstrating that they are not obligatory epiphytes, at least
not throughout their entire life cycle (Yasumoto et al., 1977; Bomb-
er, 1987). They possess trichocysts and mucocysts, internal orga-
nelles related to extrusion and mucus production, respectively
(Durand-Clément and Couté, 1991).
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Figure 1. (A) Micrograph of Gambierdiscus toxicus GTT-91 (ventral view) using a Scanning
Electron Microscope (SEM) (Litaker et al., 2009). Scale bar: 20 um. (B) SEM micrograph
of Fukuyoa paulensis (ventral view) (Gomez et al., 2015). Scale bar: 10 pm.
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CURRENT SPECIES

The dinoflagellate Gambierdiscus was described for the first time in the
mid-1970s as a mono-specific genus, Gambierdiscus toxicus (Figure 1A), by
Adachi and Fukuyo in 1979, using live and preserved materials collected
in the Gambier Islands, located at the southeast terminus of the Tuamotu
Archipelago in French Polynesia (Adachi and Fukuyo, 1979). For almost
two decades, G. toxicus has been considered the only existing species
within this genus.

To date, the species of the genus Gambierdiscus which have been de-
scribed are reported in Table 1 and listed as follows: Gambierdiscus tox-
icus Adachi and Fukuyo (Adachi and Fukuyo, 1979), G. belizeanus Faust
(Faust, 1995), G. pacificus Chinain and Faust (Chinain et al., 1999), G. aus-
trales Chinain and Faust (Chinain et al., 1999), G. polynesiensis Chinain and
Faust (Chinain et al., 1999), G. caribaeus Vandersea, Litaker, Faust, Kibler,
Holland and Tester (Litaker et al., 2009), G. carolinianus Litaker, Vander-
sea, Faust, Kibler, Holland and Tester (Litaker et al., 2009), G. carpenteri
Kibler, Litaker, Faust, Holland, Vandersea and Tester (Litaker et al., 2009),
G. excentricus Fraga (Fraga et al., 2011), G. scabrosus Nishimura, Sato and
Adachi (Nishimura et al., 2014), G. silvae Fraga and Rodriguez (Fraga and
Rodriguez, 2014), G. balechii Fraga, Rodriguez, Riobd and Bravo (Fraga
et al., 2016), G. cheloniae Smith, Rhodes and Murray (Smith et al., 2016),
G. lapillus Kretzschmar (Kretzschmar et al., 2017) and G. honu Rhodes
(Rhodes et al., 2017b).

Two new species are currently being described: G. holmesii and G. lewisii
(Kretzschmar et al., 2018, manuscript in preparation). In addition, seven
phylotypes have also been reported (Table 1).

The dinoflagellate genus Fukuyoa Gémez, Qui, Lopes and Lin was de-
scribed for the first time by Gémez et al. in 2015 (Figure 1B). The authors
gave the name Fukuyoa paulensis to a new species isolated from Brazil and
they transferred two globular species of Gambierdiscus into the Fukuyoa
genus, i.e. F. yasumotoi and F. ruetzleri. In addition, two Fukuyoa phylo-
types have also been reported (Kretzschmar et al., 2017; Leung et adl.,
2018) (Table 1).
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Table 1. List of all the species and phylotypes of Gambierdiscus and Fukuyoa known to
date (adapted from Pisapia, 2017).

Species / Phylotype References

F. paulensis

(Gémez et al., 2015)

F. ruetzleri ®

(Gémez et al., 2015)

F. yasumotoi ®

(Gémez et al., 2015)

Fukuyoa sp. HK type 1

(Leung et al., 2018)

Fukuyoa cf. yasumotoi

(Kretzschmar et al., 2017)

G. australes

(Chinain et al., 1999; Richlen et al., 2008; Litaker et dl.,
20009;)

G. balechii

(Dai et al., 2017; Fraga et al., 2016)

G. belizeanus

(Faust, 1995; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

G. caribaeus

(Litaker et al., 2009)

Gambierdiscus cf.
caribaeus (Korean isolate
GCJJ)

(Jeong et al., 2012; Berdalet et al., 2017)

G. carolinianus

(Litaker et al., 2009)

G. carpenteri

(Litaker et al., 2009)

G. cheloniae

(Smith et al., 2016)

G. excentricus

(Fragaetal., 2011)

G. holmesii (Kretzschmar et al., 2018)
G. honu ©® (Rhodes et al., 2017b)
G. lapillus (Kretzschmar et al., 2017)
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Species [ Phylotype References

G. lewisii (Kretzschmar et al., 2018)

G. pacificus (Faust, 1995; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

G. polynesiensis (Chinain et al., 1999; Richlen et al., 2008; Litaker et al.,
2009)

G. scabrosus ® (Nishimura et al., 2014)

G. silvae ® (Fraga y Rodriguez, 2014)

Gambierdiscus sp. (Litaker et al., 2010)

ribotype 2

Gambierdiscus sp. (Rodriguez et al., 2017)

ribotype 3

Gambierdiscus sp. type 2 (Kuno et al., 2010)

Gambierdiscus sp. type 3 (Nishimura et al., 2013)

Gambierdiscus sp. type 4 (Xu et al., 2014)

Gambierdiscus sp. type5  (Xu et al., 2014)

G. toxicus (Adachiy Fukuyo, 1979; Chinain et dal., 1999, 1997; Litaker
et al., 2009; Richlen et al., 2008)

@ previously reported as . ruetzleri (Litaker et al., 2009)

® previously reported as G. yasumotoi (Holmes, 1998; Richlen et al., 2008; Litaker et al., 2009)

© previously reported as Gambierdiscus cf. yasumotoi (Nishimura et al., 2013)

@ previously reported as Gambierdiscus sp. type 6 (Xu et al., 2014)

© previously reported as Gambierdiscus sp. (strains: CAWD242, 233 and 250) (Smith et al., 2016; Rhodes et
al., 20173, 2017¢)

® previously reported as Gambierdiscus sp. type 1(Kuno et al., 2010; Nishimura et al., 2013; Xu et al., 2014)

® previously reported as Gambierdiscus sp. ribotype 1 (Litaker et al., 2010)

®formalmente designado como Gambierdiscus sp. ribotype 1 (Litaker et al., 2010)
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OBTENTION OF MONOCLONAL CULTURES

The objective of this handbook is not to provide sampling techniques
for Gambierdiscus or Fukuyoa spp. To this end, please refer to the hand-
book “IOC-IAEA Guide for Designing and Implementing a Plan to Mon-
itor Toxin-Producing Microalgae” (http://unesdoc.unesco.org/imag-
es/0021/002145/214510e.pdf).

A monoclonal culture of Gambierdiscus or Fukuyoa is obtained by isolat-
ing a single cell from a field sample to sterile culture medium.

In order to achieve this goal, manual methods are most commonly used:
single cells can be collected using a pipette (repeating pipette, glass Pas-
teur pipette, sterile plastic pipette, etc.) under a microscope with a 4X
objective. Cells can also be isolated using automated equipment, such as
a flow cytometer with sorter functions. It is however necessary to check
the instrument specifications, i.e. whether the equipment is suitable for
the separation of cells of the size of Gambierdiscus and Fukuyoa spp.

In our Laboratory at the Department of Biotechnology of ITC, we use the
manual method with pipettes and gel-loading/sequencing tips (e.g. Fish-
erbrand tips 1-200 pL, ref. 11927734), as shown in Figure 2. This type of tips
is flexible and ensures a good handling during cloning.
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Figure 2. (A) Isolation of a Gambierdiscus sp. cell using a repeating pipette un-
der an inverted microscope. (B) Microscopic observation showing Gambier-
discus sp. cells and the detail of the tip used during cloning, scale bar: 200 pm.
(€) Gel-loading/sequencing tip used for cloning.
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IDENTIFICATION TO SPECIES LEVEL

For the identification of Gambierdiscus and Fukuyoa strains to species
level using traditional methodology, please consult the book “Marine
benthic dinoflagellates — Unveiling their worldwide biodiversity” by Ho-
ppenrath et al. (2014).

As far as molecular taxonomy is concerned, DNA amplification cor-
responding to D-D, domains, D1R/LSUB 5’-ACCCGCTGAATTTAAGCA-
TA-3’/5’-ACGAACGATTTGCACGTCAG-3’ primers (Scholin et al., 1994;
Litaker et al., 2003), and to D,-D, domains, FD8/RB 5-GGATTGGCTCT-
GAGGGTTGGG-3’/5-GATAGGAAGAGCC-GACATCGA-3’ primers (Chinain et
al., 1999) of the 25-28S rDNA region is performed in order to carry out a
Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) or a phylogenetic analysis
(Fraga and Rodriguez, 2014; Rhodes et al., 2017b).

CULTURE MEDIA

One of the most widely used culture media for Gambierdiscus and Fuku-
yoa spp. is a modified Keller (K) medium, without TRIS, copper nor silica
(Holland et al., 2013; Xu et al., 2016; Pisapia et al., 2017a), in which a dou-
bled amount of nitrates is used compared with the f/2 medium (Guillard
and Ryther, 1962). Unlike the original K medium (Keller and Guillard,
1985; Keller et al., 1987), the modified K medium does not contain am-
monium.

Other authors used the original K medium at half concentration (K/2)
(Bravo et al., 2014) or the f/2 medium (Rhodes et al., 2017b).

Another modified medium which has been used for Gambierdiscus and
Fukuyoa spp. cultures in laboratory is the f/10k medium (Chinain et al.,
2010), a variant of the f/2 medium, diluted 5 times and enriched with 10?8
M of selenium.

Another commonly used medium is the L1 medium (Guillard and Har-
graves, 1993) without silica, which differs from the f/2 medium due to the
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addition of other metals (NiSO, - 6H,0, Na,vO,, K CrO,). It has been used
in its original version (Bravo et al., 2014; Pisapia et al., 2017a) or with the
addition of soil extract (Pisapia et al., 2015).

Other media used for the culture of Gambierdiscus and Fukuyoa spp. are:
the modified ES medium (Caillaud et al., 2010; Fraga et al., 2011) and the
IMK medium. The latter is commonly used at half concentration (IMK/2)
(Shah et al., 2014; Yoshimatsu et al., 2014, 2016).

The culture media recipes adopted by different authors could be related
to the chemical composition of the seawater at their disposal. It may be
worthwhile to conduct chemical analyses of the seawater to use.

The recipes of the growth media that we followed for the Gambierdiscus
strains from the Macaronesian region within the framework of the MI-
MAR project can be found in the appendix, i.e. the modified K medium,
the L1 medium without silica and the modified f/2 medium without co-
pper and with selenium. The seawater used for the growth media in our
Laboratory was collected three miles away from the North-Eastern coast
of Gran Canaria and the salinity was adjusted to 32-33.

In the case of newly isolated clones of Gambierdiscus and Fukuyoa spp.,
it is recommended to use the chosen culture medium diluted at least 10
times in sterile seawater. The concentration of the medium can be in-
creased every two or three passages, until reaching a suitable value for
each strain or species examined. It is very likely that the use of the culture
medium at its maximum concentration is not needed, and that it could
even be counterproductive.

CULTURE MATERIAL

Laboratory cultures of Gambierdiscus and Fukuyoa spp. can be performed
using glass vessels such as Erlenmeyers (Figure 3), as well as cell culture
polystyrene flasks (Figure 4), incubated horizontally. Such containers are
available in different sizes on the market.
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Figure 3. Erlenmeyer glass flasks with 250 mL capacity used for laboratory cultures of
Gambierdiscus and Fukuyoa spp.
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Figure 4. Polystyrene cell culture flasks with vented screw caps of different capacities
(VWR®). From the top to the bottom, the flasks present a surface area of 25, 75 and 182
cam?.
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It is recommended to favour gas exchanges, using cell culture flasks with
vented screw caps (Figure 4). For the same reason, in the case of an Er-
lenmeyer flask with 250 mL capacity (Figure 3), we suggest to keep the
working volumes in the range of 50-200 mL. In a 25 cm?® rectangular flask
with 50 mL capacity (Figure 4, the smallest size shown), we suggest to
add a volume of approx. 15-25 mL culture medium (at least at the begin-
ning of the culture).

Furthermore, since Gambierdiscus and Fukuyoa spp. mostly behave as
benthic micro-organisms, it is recommended to use vessels with high sur-
face-to-volume ratio. This is the case of the polystyrene cell culture flasks
(Figure 4) and cell culture plates (Figure 10C) we used in our facilities.

CULTURE CONDITIONS

The different species of Gambierdiscus and Fukuyoa are generally cul-
tured with a day:night photoperiod of 12:12 hours (Chinain et al., 2010;
Pisapia et al., 2017a) or 14:10 hours (Rodriguez et al., 2017).

Several authors studied the impact of temperature, salinity and irradi-
ance on the growth of Gambierdiscus and Fukuyoa strains in laboratory
(Bomber et al., 1988; Morton et al., 1992; Kibler et al., 2012; Yoshimatsu
et al., 2014, 2016; Tawong et al., 2016; Xu et al., 2016). Some examples of
the optimal culture conditions for different species are shown in Table 2
(Kibler et al., 2012; Xu et al., 2016). These studies suggest that different
species of these two dinoflagellate genera have not the same exigencies
in terms of temperature, salinity and irradiance. Furthermore, the opti-
mal culture conditions may also depend on the origin of the strains. For
these reasons, the optimal values shown in Table 2 can only be used as a
reference for the strains examined and cannot be considered as specific
features of a given species.
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Table 2. Optimal ranges of temperature, salinity and irradiance for the culture of Gam-
bierdiscus and Fukuyoa spp. strains at their maximum growth rates (Kibler et al., 2012;
Xu et al., 2016).

Species

Strain

Temperature
(T, °C) optimal
(range)

Salinity (S)
optimal (range)

Irradiance
(umol photons
m?s") optimal

(range)

G. australes* NOAA 25 32,1(20,4-38,6) 49 (24-108)
G. belizeanus* CCMP399  28,1(24,7-30,4) 28,4 (22,4-36,7) 89 (40-216)
G. caribaeus* NOAA 19 31,1(29,2-32,4) 35,0 (20,9-39,4) 101 (46-243)
Gr]'iggz(;’: NOAA 6 26,5 (23,8-28,7) 30,3 (25,7-36,0) 88 (58-115)
G. carpenteri*  CCMP 1654 27,3 (19,6-39,1) 151 (55-388)
G. pacificus*  CCMP 1650 26,9 (23,2-30,2) 29,9 (23,7-41) 156 (108-205)
G. ribotype 2*  CCMP 1655 27,2 (24,0-29,1) 30,5 (24,7-35,1) 89 (43-185)
F. ruetzleri* NOAA 8 29,0 (26,0-31,2) 24,7 (19,6-35,7) 231(70-700)
G.silvae'  FCMay1o 9  24,8(22,227,1) 38,3 (32,843,7)

*Kibler et al. (2012), *Xu et al. (2016).

After some preliminary trials (unpublished data), we chose to culture our
Macaronesian strains of Gambierdiscus spp. at 25 °C, with a day:night pho-
toperiod of 12:12 hours, a salinity adjusted to 32-33 and an irradiance of
60-90 umol photons m?s™. For the newly isolated clones, irradiance was
set at 30-50 wmol photons m?s™.

In our Laboratory, Gambierdiscus spp. cells were incubated both in
growth chambers with side lightning (Figure 5A) and in a thermostated
room with overhead lighting (Figure 5B). In the case of growth chambers
with side lighting, we observed that the cells tend to accumulate in the
corners of the culture vessels. Conversely, we observed a more homo-
geneous distribution of the cells on the surface of the flasks when they
are exposed to overhead lighting. Still, both options are suitable for the
culture of these micro-organisms.
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CULTURE MAINTENANCE

Since the growth of Gambierdiscus and Fukuyoa spp. is considerably
slow, with maximum growth rates below 0,5 divisions/day (Lehane and
Lewis, 2000; Lartigue et al., 2009; Chinain et al., 2010; Kibler et al., 2012,
2015; Yoshimatsu et al., 2014, 2016; Xu et al., 2016; Litaker et al., 2017;
Pisapia et al., 20173a; Vacarizas et al., 2018), it is advisable to re-inoculate
the cells into fresh culture medium every 2-4 weeks. The dilution rate de-
pends on each strain/species. We performed 1:5 or 1:10 dilution, according
to the cell concentration of the culture. As for culture maintenance, we
used Petri dishes with a diameter of 35 mm (Greiner Bio-One, ref. 627102)
and 60 mm (Nunc™, Nunclon Delta, Thermo Scientific, ref. 150326), with
maximum working volumes of 3 and 9 mL, respectively (Figure 6). Be-
fore re-inoculating the cells, it is advisable to check cell viability under a
microscope.

Figure 5. (A) Culture chamber with side lighting. (B) Thermostated room with overhead
lightning. The brand of (A) is Sanyo, MLR-351 model, which allows for regulation of tem-
perature, light intensity and day:night cycles.
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Figure 6. Petri dishes with a diameter of 35 mm and 60 mm used for the maintenance of
Gambierdiscus and Fukuyoa strains. The dishes were sealed with Parafilm® “M” film in
order to avoid evaporation of the culture medium.

MACROSCORIC AND MICROSCORIC
OBSERVATIONS

Considering the slow growth of these micro-organisms, it is not neces-
sary to check the cultures more than two times per week. The cells can
be identified by simple visual assessment (Figure 7) since the size of
Gambierdiscus and Fukuyoa cells (approx. 24-60 X 42-140 X 45-150 mm,
depending on the species) is considerably high compared to other din-
oflagellates.
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Figure 7. Culture of a Gambierdiscus sp. strain in a cell culture flask incubated horizontal-
ly. (A) Gambierdiscus cells can be observed macroscopically. (B and C) Microscopic obser-
vations of Gambierdiscus cells. Scale bar: 20 pm.
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Gambierdiscus and Fukuyoa spp. cells can be observed and monitored
under a conventional optical microscope. Given the large size of these
micro-organisms, the use of glass slides with coverslips is not suitable
for microscope observation since the coverslips would squeeze the cells.
Thus, it is recommended to use cell counting chambers or other contain-
ers with sufficient height.

In our Laboratory, we use a 86 uL Nannoplankton chamber (Fig-
ure 8, http://www.phycotech.com/nannoplanktonchamber.html), which
allows the observation of micro-organisms up to 300 um diameter with-
out squeezing them.

L8 PhycoTech, Inc!

P-0015
Nannoplankton Chamber #874

ID# 874

Cl @n 0.430 mm
&%ﬁ%

Figure 8. Nannoplankton chamber (86 pL) used for the observation and monitoring of
Gambierdiscus and Fukuyoa cultures.
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Furthermore, the use of flasks, plates or Petri dishes for Gambierdiscus
and Fukuyoa spp. cultures allows direct observation under an inverted
microscope, thus avoiding the excessive and/or unnecessary handling of
cultures.

CELL COUNTING

The most common method to count Gambierdiscus and Fukuyoa cells in-
clude using an aliquot sample in cell counting chambers under a conven-
tional microscope. A Nannoplankton chamber such as the one described
above (Figure 8) can be used, since it allows the addition of an exact vol-
ume of 86 uL. Alternatively, a Sedgewick-Rafter chamber (50 x 20 x 1 mm)
with 1 mL capacity can be used as well (McAlice, 1971). The advantage of
this chamber is that its base is marked with a grid of 1000 x 1 mm squares
consisting of 1 uL units (Figure 9). More information on the latter can be
found at the following link: https://es.vwr.com/store/product/7806607/
contadores-celulares-sedgewick-rafter.

There are other faster and more reliable methods which involve the use
of automated equipment. This type of equipment also provides infor-
mation on other cell parameters, such as size distribution. Examples in-
clude the automated particle counter Multisizer 4 Coulter equipped with
a 280 uym aperture tube (BeckmanCoulter Inc., Brea, CA). One of its major
drawbacks is, however, its high cost (around 55.000 euros).

In the case of Gambierdiscus and Fukuyoa spp., cell counting is complicat-
ed by the presence of mucous aggregates, which include cells and pre-
vent a correct sampling. In order to ensure a homogeneous sampling, a
pre-treatment with HCl to a final concentration of 4 mM may be neces-
sary to dissolve mucous aggregates without disrupting the cells or alter-
ing their shape, as previously reported for Ostreopsis ovata (Guerrini et
al., 2010).
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Figure 9. (A) Sedgewick-Rafter counting chamber and glass cover. (B and C) Microscopic
observations of a Gambierdiscus sp. strain in the Sedgewick-Rafter chamber. Magnifica-
tion: 40x (B) and 100x (C). Each grid square has a surface area of 1 mm? and a volume of

1 L.
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CULTURE SCALE-UP

The Erlenmeyers and cell culture flasks currently available on the market
reach maximum fill volumes of 5 L (surface area: 1776 cm?, Erlenmeyer)
and 850 mL (surface area: 300 cm?, VWR®), respectively.

In our Laboratory, we opted for the culture flasks with vented caps and
the largest surface areas available on the market, i.e. 225 cm? (Corning®
CellBIND, ref. 46610-084, Figure 10A) and 300 cm? (VWR®, ref. 10062-
884, Figure 10B). We also tested Nunc™ cell culture plates with 500 cm?
surface area (Nunclon® Delta, Thermo Scientific, ref. 166508, Figure 10C).
The main advantage of the latters is their larger surface area. Nonethe-
less, their main drawback is that they are difficult to handle once they are
filled with liquid.

In case a larger volume or surface area is needed, other culture systems
such as tanks, raceways, photobioreactors, etc., could be used or adapt-
ed. As already pointed out above, for micro-organisms with benthic be-
haviour it is better to choose vessels with larger surface area, such as
Nalgene™ polypropylene trays (Figure 11) that we used in our laboratory,
rather than focusing on larger culture volumes.
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Figure 10. Culture of a Gambierdiscus sp. strain using a Corning® CelIBIND flask (A),
a VWR® flask (B) and a Nunc™ plate (C), with a surface area of 225 (A), 300 (B) and
500 (C) cm®. The working volumes were around 120, 150 and 300 mL, respectively (sur-
face-to-volume ratio: 1,6-1,9).
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Figure 11. Culture of a Gambierdiscus sp. strain in Nalgene™ polypropylene trays, of
size: 543 x 435 x 130 mm, surface area: 2362 cm?® and capacity: 20 L (Thermo Scientific™,
ref. 6900-0020). In this case, a working volume of 2 L was chosen (surface-to-volume
ratio: 1,18).

CELL HARVESTING

The cells of Gambierdiscus and Fukuyoa can be harvested by vacuum fil-
tration, using filters with 20 (or even 40 pm) porosity. Before proceeding
with the vacuum filtration, it is recommended to gently scrape the cells
off the bottom surface of the vessel using a cell scraper. Thereafter, cells
are poured into a Falcon® tube using sterile seawater at a suitable salinity
(e.g. 32-33) and centrifuged (3000 rpm, 5 min, 20 °C) in order to discard
the supernatant (Figure 12). Cell pellets are then stored at -20 °C until ex-
traction.
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Figure 12. Sequence of steps during the harvesting of Gambierdiscus/Fukuyoa cells.
(A) Culture of a Gambierdiscus sp. strain, using a Nalgene™ polypropylene tray. (B) De-
tachment of cells from the bottom of the tray, using a cell scraper. (C) Vacuum filtra-
tion, using a nylon filter of 47 mm diameter with 20 um pore size (Millipore™). (D) Cell
concentrate retained by the filter. (E) Cells are transferred from the filters to a 15 mL
Falcon® tube, using scrapers or pipetting with sterile seawater. (F) Cell pellets in 15 mL
Falcon® tubes, resulting from the removal of supernatant after centrifugation (3000
rpm, 5 min, 20 °C)
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We observed that the 20 pm filters showed in Figure 12 can retain up to
2.500.000 cells. In case of higher cell amounts to be harvested, larger fil-
ters with the same pore diameter (20 pm) should be considered (Figure

13).

Figure 13. Stainless steel sieve (diameter: 20 cm) used to harvest Gambierdiscus/Fukuyoa
cells. The sieve presents a stainless steel mesh with 20 pm pore size.

TOXIN PROBUCTION

Dinoflagellates of the genera Gambierdiscus and Fukuyoa produce differ-
ent families of secondary metabolites with a cyclic polyether structure:
ciguatoxins (CTXs) (Murata et al., 1989; Satake et al., 19933, 1996), mai-
totoxins (MTXs) (Murata and Yasumoto, 1995; Nonomura et al., 1996; Pis-
apia et al., 2017b; Boente-Juncal et al., 2019), gambieric acids (Nagai et al.,
1992, 1995; Morohashi et al., 2000), gambierol (Satake et al., 1993b), gam-
bieroxide (Watanabe et al., 2013) and gambierone (Rodriguez et al., 2015)
(Figure 14). While it is true that CTXs have been associated with ciguatera
intoxication, it is still unclear whether other compounds may play a role
in this syndrome. In any case, most of them are deemed of interest for
their bioactivity and potential therapeutic applications.
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Figure 14. Polyether cyclic compounds produced by Gambierdiscus and Fukuyoa spp.
(Pisapia, 2017): (a) maitotoxin (MTX), (b) Pacific ciguatoxin-3C (CTX3C), (c) gambierone,
(d) gambieric acid A (GA-A), (e) gambierol and (f) gambieroxide.

In order to recover higher amounts of toxins from a strain of Gambierdis-
cus or Fukuyoa, it is advisable to perform cell harvesting during the late
exponential phase, as suggested by previous studies (Chinain et al., 2010;
Caillaud et al., 2011; Fraga et al., 2011; Vacarizas et al., 2018). Nevertheless,
this information should be taken as mere assumption, since toxin pro-
duction is not consistent among species or even strains, and it may be in-
fluenced by the culture conditions used. Furthermore, it is still unknown
whether a given strain changes its toxin profile throughout its life cycle.
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SELELTION OF OFFCIAL CULTURE
COLLECTIONS WITH CAMBIERDISCUS AND
FUKUYOA SPP. STRAINS

NCMA (National Center for Marine Algae and Microbiota, EEUU)
https://ncma.bigelow.org

Species: Fukuyoa paulensis, F. ruetzleri, Gambierdiscus sp. ribotype 2,
G. australes, G. belizeanus, G. carolinianus, G. carpenteri, G. pacificus, G.
toxicus.

ARC (Algal Resources Collection, EEUU)
http://www.algalresourcescollection.com

Species: Fukuyoa ruetzleri, Gambierdiscus sp., Gambierdiscus sp. ribotype
2, G. belizeanus, G. caribaeus, G. carolinianus, G. pacificus.

Cawthron Institute (“Online” Culture Collection of Micro-algae, New
Zealand)

http://cultures.cawthron.org.nz

Species: Gambierdiscus australes, G. pacificus.

SCCAP (Scandinavian Culture Collection of Algae and Protozoa, Norway)
http://www.sccap.dk

Species: Gambierdiscus excentricus

NIES (Microbial Culture Collection, Japan)
http://mcc.nies.go.jp

Species: Fukuyoa yasumotoi, Gambierdiscus sp., G. australes, G. scabrosus,
G. toxicus.
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CULTURE MEDIA RECIPES

Modified f/2 medium (without copper,
without silica, with selenium]

Protocol used by our Laboratory at the Department of Biotechnology
of the ITC, drafted on the basis of the f/2 original medium (Guillard and
Ryther, 1962), and modified according to Chinain et al. (2010).

Component Volume

Sterile seawater 1 Liter
Macronutrient solution 1mL
Micronutrient solution 1mL

Vitamin solution 0,5 mL

Filter at 0,22 pm under sterile conditions. If the seawater is already filte-
red and sterile, nutrients and vitamins have to be filtered at 0,22 pm and
added under sterile conditions.

NB. Before adding the nutrients and the vitamins, check for the salinity of seawater. Ad-

just the salinity with sterile Milli-Q water in order to fall into the tolerance range of Gamb-
jerdiscus and Fukuyoa spp. (Table 2).
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MACRONUTRIENT salufion

Compound Formula Concentration (g/L)
Sodium nitrate NaNO, 75,0
Sodium phosphate mo-
nobasic, monohydrate NaH,PO, - H,0 >0
Selenious acid (V) H,SeO, 1,29

Add 1 L distilled water and stir. Sterilize by autoclaving or filter at 0,22 um
under sterile conditions. Store at 4 °C.

MICRONUTRIENT solufion
Compound Formula Amount
Ethylenediaminetetraa-
cetic acid, disodium salt, Na,EDTA - 2H.0 4,36 g
dihydrate
Iron (I11) chloride,
hexahydrate FeCls - 6H.0 3,158
Manganese (Il) chloride, )
tetrahydrate Mncl - 4H.0 0,178 8
Zinc sulfate, .
heptahydrate ZnSOs - 7H.0 1 mL (stock solution)
Cobalt (II) chloride, CoClz - 6H:0 1 mL (stock solution)
anhydrous

Sodium molybdate,

dihydrate Na:MoOs-2H:0 1 mL (stock solution)

Add 1L distilled water and stir. Sterilize by autoclaving or filter at 0,22 pm
under sterile conditions. Store at 4 °C.
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VITAMIN solution

Compound Formula Amount

Thiamin Vit B1 200 mg
Biotin Vit H 1 mL (stock solution)
Cyanocobalamin Vit B12 1 mL (stock solution)

Add 1 L sterile distilled water and stir. Store at 4°C.

Sfock solufions of MICRONUTRIENTS (prepared
individually)

Compound Formula Concentration (g/L)
Zinc sulfate,
heptahydrate

Cobalt (I1) chloride,
anhydrous

ZnS0s4 - 7H.0 22,0

CoCl: - 6H.0 10,0

Sodium molybdate,

dihydrate Na:MoOs - 2H.0 6,3

Store at 4°C.

Sfock solufions of VITAMINGS (prepared individually)

Compound Formula Concentration (g/L)
Biotin Vit H 1,0
Cyanocobalamin Vit B12 1,0

Store at -20°C.
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Modified K (Keller)] medium

https://ncma.bigelow.org/media/wysiwyg/Algal_recipes/NCMA_algal_
medium_modified K 1.pdf

Component Volume

Sterile seawater 1 Liter
Macronutrient solution 1mL
Micronutrient solution 1mL

Vitamin solution 0,5 mL

Filter at 0,22 pm under sterile conditions. If the seawater is already filte-
red and sterile, nutrients and vitamins have to be filtered at 0,22 ym and

added under sterile conditions.

NB. Before adding the nutrients and the vitamins, check for the salinity of seawater. Ad-
just the salinity with sterile Milli-Q water in order to fall into the tolerance range of Gamb-

jerdiscus and Fukuyoa spp. (Table 2).

MACRONUTRIENT solufion
Compound Formula Concentration (g/L)
Sodium nitrate NaNO, 150,00
B-Glycerol
phosphate, Na, B-glycerophospha- 516
disodium salt, te-5H O ’
pentahydrate

Add 1L distilled water and stir. Sterilize by autoclaving or filter at 0,22 pm
under sterile conditions. Store at 4 °C.
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MICRONUTRIENT salufion

Compound

Formula Amount
Ethylenediamine-
tetraacetic acid, N&EDTA - 2H:0 6
disodium salt, ’ ’ 4358
dihydrate
Iron (111) chloride,
hexahydrate FeCls - 6H.0 3,158
Selenious acid (1V) H.SeO:s 1,29 g
Manganese (I1)
chloride, MndCl: - 4H.0 0,178
tetrahydrate
Zinc sulfate 1mL (stock
heptahydrate ZnS0s - 7H:0 solution)
Cobalt (1) chloride, CoCl - 6H:0 1mL (§tock
anhydrous solution)
Sodium molybdate, 1 mL (stock
dihydrate Na:MoOs - 2H:0 solution)

Add 1L distilled water and stir. Sterilize by autoclaving or filter at 0,22 pm
under sterile conditions. Store at 4 °C.
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VITAMIN solufion

Compound Formula Amount

Thiamin Vit B1 200 mg
Biotin Vit H 1 mL (stock solution)
Cyanocobalamin Vit B12 1 mL (stock solution)

Add 1 L sterile distilled water and stir. Store at 4°C.

Sfock solufions of MICRONUTRIENTS (prepared

individually)
Compound Formula Concentration (g/L)
hzeigiashu;ziget’e 30T 0
CORMI g0 o
Sodium molybdate, Na:MoOs - 2H:0 6,3

dihydrate

Store at 4°C.

Stock solutions of VITAMINS (prepared individualiy)

Compound Formula Concentration (g/L)
Biotin Vit H 1,0
Cyanocobalamin Vit B12 1,0

Store at -20°C.
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L1 medium withoutl silica

https://ncma.bigelow.org/media/wysiwyg/Algal_recipes/NCMA _algal
medium_L1_1.pdf

Component Volume

Sterile seawater up to 1 Liter
Macronutrient solution 1mL
Micronutrient solution 1mL

Vitamin solution 0,5 mL

Filter at 0,22 pm under sterile conditions. If the seawater is already filte-
red and sterile, nutrients and vitamins have to be filtered at 0,22 pm and
added under sterile conditions.

NB. Before adding the nutrients and the vitamins, check for the salinity of seawater. Ad-
just the salinity with sterile Milli-Q water in order to fall into the tolerance range of Gamb-
jerdiscus and Fukuyoa spp. (Table 2).

MACRONUTRIENT solufion
Compound Formula Concentration (g/L)
Sodium nitrate NaNO, 75,0

Sodium phosphate

monobasic, monohydrate NaH:PO. - H:0 5,0

Add 1L distilled water and stir. Sterilize by autoclaving or filter at 0,22 ym
under sterile conditions. Store at 4 °C.
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MICRONUTRIENT solufion

Compound Formula Amount
Ethylenediaminetetraa-
cetic acid, disodium salt, Na:EDTA - 2H.0O 4,36
dihydrate
Iron (111) chloride,
hexahydrate FeCls - 6H.0 3,15 8
Manganese (1) chloride,
tetrahydrate MnCla - 4H:0 0,178 ¢
Selenious acid (1V) H.SeOs 1 mL (stock solution)
Zinc sulfate, .
heptahydrate ZnSOs - 7H.0 1 mL (stock solution)
Cobalt (1) chiopdss CoCls - 6H:0 1mL (stock solution)
anhydrous
Sodium molybdate, .
dihydrate Na:MoOs-2H.0 1 mL (stock solution)
Copper (I1) sulfate, ) .
pentahydrate CuSOs - 5H.0 1 mL (stock solution)
Nickel (I1) sulfate, . R .
hexahydrate NiSO4 - 6H*O 1 mL (stock solution)
Sodium orthovanadate NasVOa 1 mL (stock solution)
Potassium chromate K2CrOa4 1 mL (stock solution)

Add 1L distilled water and stir. Sterilize by autoclaving or filter at 0,22 ym
under sterile conditions. Store at 4 °C.
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VITAMIN solufion

Compound Formula Amount

Thiamin Vit B1 200 mg
Biotin Vit H 1 mL (stock solution)
Cyanocobalamin Vit B12 1 mL (stock solution)

Add 1 L sterile distilled water and stir. Store at 4°C.

Sfock solufions of MICRONUTRIENTS (prepared

individually)
Compound Formula Concentration (g/L)
Zinc sulfate, heptahydrate ZnSOs - 7H.0 23,00
Cobalt (I1) chloride, CoCl - 6H:0 10,00
anhydrous
Sodium molybdate,
dihydrate Na:MoOs - 2H20 6,30
Copper (I1) sulfate CuSOs4+ 5H-0 2,50
Selenious acid (1V) H.SeO:s 1,29
Nickel (1) sulfate, .
hexahydrate NiSOs4 - 6H.0 2,63
Sodium orthovanadate NasVOs 1,84
Potassium chromate KaCrOs 1,94
Store at 4 °C.
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Stock solufions of VITAMINS (prepared individualiy)

Compound Formula Concentration (g/L)
Biotin Vit H 1,0
Cyanocobalamin Vit B12 1,0

Store at -20 °C.
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