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MECANISMOS DE CONTROL BIOLOGICO DE LA PROLIFERACION
CELULAR DE LOS DINOFLAGELADOS MARINOS Prorocentrum lima Y
Prorocentrum triestinum: 2-USO DE LECTINAS IN VITRO.*

ANGELES AGUILERA!, SONSOLES GONZALEZ-GIL!, ELISABETH GONZALEZ DE
CHAVARRI!, VICTORIA LOPEZ-RODAS!, EDUARDO COSTAS!

ABSTRACT: Angeles Aguileral, Sonsoles Gonzalez-Gil!, Elisabeth Gonzélez de
Chavarri!, Victoria Lépez-Rodas! and Eduardo Costas!. Biological control
mechanisms of the marine dinoflagellates Prorocentrum lima and Prorocentrum
triestinum: 2-Use of lectins in vitro.

The effects of different lectins (Concanavalin A, Phaseolus vulgaris, Phaseolus
limensis, Phytolacca americana, and Erythrina crlslalsa.ll.i) on dinoflagellate
roliferation were analyzed in axenic clonal cultures of Prorocentrum triestinum
Echiller and Prorocentrum lima (Ehrenberg) Dodge. Accor with the hypothesis
concerning a universal mechanism controlling the cell division cycle In all the
eukaryotic cells, apparently dino llates respond to lectins like mammalian cells
do. Some of the lectins assayed, Erythrina cristagalli, Phaseolus vulgaris, and
Phytolacca americana i ‘cellyleldﬂndacd.hahedmxima]gmw‘t’hrateaof
P. triestinum. On the contrary, only Erythrina cristagalli and Phaseolus vulgaris
increased statistically significant the cell yield of P, lima. The presence of lectins in
many marine organisms and its abundance in macrophyta, suggest that lectins
could play a significant, positive or negative, role in the occurrence and
proliferation of dinoflagellates, specially in epiphitic dinoflagellates as P. lima.

words: Lectins, Growth Factors, Dinoflagell Pr wm  lima,
Prorocentrum triestinum,

RESUMEN: Angeles Aguileral, Sonsoles Gonzalez-Gill, Elisabeth Gonzélez de
Chavarri!, Victoria Lépez-Rodas! y Eduardo Costas!. Mecanismos de control
biclégico de la proliferacion celular de los dinoflagelados marinos Prorocentrum

lima y Pr 1w 2-Uso de lectinas in vitro.

Se analizaron los efectos de dif lectinas (C: valin A, Phaseolus vulga-
ris, Phaseolus li is, Phytolacca americana y Erythrina cristagalli) sobre la proli-
feracién de dinoflagelados en cultivos clonales axénicos de Prorocentrum lima
{Ehrenberg) Dodge y P um triesti Schiller. De acuerdo con la hipétesis
ue supone que un ismo universal controla el ciclo de divisién celular en to-
gas las células eucariotas, aparentemente los di.nnﬂa?hdm responden a las lecti-
nas en la misma forma a como lo hacen las células de mamifero. Al s de las
lectinas ensayadas, Erythrina cristagalli, Phaseolus vulgaris y Phytolacca ameri-
cana incr taron de forma estadisti te significativa la densidad celular en
P. triestinum, mientras que para P. lima solo tuvieron actividad mitégena Erythrina
cristagalli y Phaseolus vulgaris. La presencia de lectinas en numerosos organismos
marinos y su abundancia en los macrofitos, sugieren que las lectinas podrian jugar
un papel significativo, tanto positivo como negativo, en la aparicién y proliferacién
de ginoflaggladm, especialmente en los epifitos como P. lima.

Palabras claves: Lectinas, Factores de crecimiento, Dinoflagelados, Prorocentrum
lima, Prorocentrum triestinum.
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INTRODUCCION

Los dinoflagelados se encuentran entre
los protistas més estudiados tanto por su
importancia en los ecosisternas costeros
(Margalef 1989) como por su relevante
papel en el origen de las células eucario-
tas (Costas & Lépez-Rodas 1991a) o por
su interés aplicado debido a la toxicidad
que presentan algunas de sus especies
(Yasumoto 1990). Tradicionalmente se
asume que las proliferaciones masivas
tan caracterfsticas de los dinoflagelados
son el resultado de la compleja interac-
cién de factores fisicos del medio, como
corrientes, mareas o eutrofizacién, o de
factores biol6gicos como ritmos endége-
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al. 1991, North 1991). Los mecanismos
que regulan la division celular

ser universales para todas las células eu-
cariotas (Nurse 1990, Cantley et al. 1991,
North  1991). Incluso i
pertenecientes a diferentes Phyla (Chlo-
rophyceae, Bacillariophyceae, Conjuga-
tophyceae, Dinophyceae) responden ante
la presencia de factores de crecimiento
animales y mitégenos especificos, incre-
mentando de forma estadisticamente sig-
nificativa sus tasas de divisién (Costas &
Lépez-Rodas 1991a, Lépez-Rodas et al.
1991, 1992).

En este sentido las tasas de repro-
duccién de los dinoflagelados se ven

consid

nos, control de germinacién de q
etc... (Fraga & Prego 1989, Figueiras 1989,
Margalef 1989, Costas ef al., 1990, Taylor
1950).

No cabe duda que los factores fisi-
cos desempefian un papel fundamental,
hasta el punto que muchas especies pro-
ductoras de mareas rojas de los géneros
Dinophysis o Gymnodinium p ta-
sas de divisién relativamente bajas en
condiciones normales y muy similares a
las de otras microalgas que no producen
mareas de este tipo. Por otra parte, los
factores biolégicos que regulan la divi-
sibn celular estin siendo cada vez més
estudiados en dinoflagelados (Costas &
Varela 1988, Edmunds 1988, Wyatt &
Reguera 1989). Un anilisis en profundi-
dad de los mecanismos que controlan la
regulacién del ciclo celular en organis-
mos eucariotas, indica la existencia de un
control riguroso y preciso de la divisién
celular, modulado por factores de creci-
miento, y por genes y productos génicos
que responden a dichos factores de cre-
cimiento (Goustin et al. 1986, Cantley et

bl e incrementadas por la
presencia en el medio de factores de cre-
cimiento como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas PDGF (Costas &
Lépez-Rodas 1991a) o de mitégenos es-
pecificos que acttan por la via de los ino-
sitol-fosfato como los ésteres de forbol
(Costas & Lopez-Rodas 1991a), tanto en
dinoflagelados Dinophyceae del género
Alexandrium (Costas & Lépez-Rodas
1991a) como en dinoflagelados Desmo-
phyceae del género Prorocentrum (Lépez-
Rodas et al. 1992).

De entre las moléculas que pueden
intervenir en el control de la divisién ce-
lular destacan las lectinas. Las lectinas
son protefnas o glicoprotefnas que pre-
sentan unas pmpmdadm muy peculiares:
son capaces de unirse de forma especi-
fica, no covalente y reversible a aziicares
de membrana. Todas las lectinas presen-
tan dos o mads sitios de unién para un
mismo azficar, lo que les confiere la pro-
piedad de poder aglutinar células y la
capacidad de reaccionar con conjugados
glicoprotefcos (Wu ef al. 1988).
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En la actualidad, debido a sus par-
ticulares caracteristicas que permiten una
facil visualizacién i microscopla
de fluorescencia o electrdnica, son em-
pleadas en numerosos campos de la cien-
cia que abarcan desde la biologfa mole-
cular hasta la microbiologfa clinica. Asf,
se utilizan para mostrar cambios en la
arquitectura de la superficie celular
(Alves & Colli 1974), como marcadores
del estado de diferenciacién de las célu-
las, asf como en la deteccién de células
infectadas por virus, bacterias y parasitos
(Aitchison ef al. 1986).

Desde hace tiempo se conoce la
actividad tanto mitégena como citotéxica
que presentan numerosas lectinas sobre
lineas celulares de mamiferos (Hart 1980,
Damjanov 1987, Slifkin & Doyle 1990).
Recientemente hemos estudiado la in-
fluencia de una lectina (Concanavalin A)
sobre los mecanismos de control de la
sincronfa de la divisién celular en el alga
conjugada filamentosa Spirogyra insignis
(Hassall) Kutz (Costas & Lopez-Rodas
1991b).

Aunque las primeras lectinas se
aislaron de vegetales, en la actualidad se
sabe que casi todos los seres vivos las
producen y, ademas, son abundantes en
el medio marino, especialmente en ma-
croalgas de donde han sido aisladas re-
cientemente (Slifkin & Doyle 1990). Asi
parece interesante analizar los efectos
mitégenos o citotéxicos de las lectinas
sobre los dinoflagelados. En este trabajo,
estudiamos los efectos de ciertas lectinas
sobre la proliferacién de dos especies de
dinoflagelados, uno de ellos, Proro-
centrum lima Ehrenberg, bentonico y que
prolifera epifito sobre macroalgas, y el
otro, Prorocentrum triestinum Schiller,

Lectinas y proliferacidn de dinoflagelados 167

plancténico. Este trabajo cc 1a linea
de estudio de los mecanismos de control
biolégico de la proliferacién de dinofla-
gelados marinos, iniciada recientemente
con el estudio del efecto de factores de
crecimiento y mitégenos sobre estas
mismas especies de dinoflagelados
(Lépez-Rodas et al. 1992).

MATERIAL Y METODOS

El material biolégico y de laboratorio, las
técnicas empleadas y el diseflo experi-
mental, son basicamente similares a los
desarrollados en nuestro reciente trabajo
sobre los efectos de factores de creci-
miento y mitégenos en la proliferacién
de estos mismos dinoflagelados (Lépez-
Rodas et al. 1992), por lo cual se comen-
tan de forma resumida.

MATERIAL BIOLOGICO:

Un clon de P. lima procedente de la bahia
de La Coruifia y otro de P. triestinum pro-
cedente de la coleccién del Instituto
Espafiol de Oceanografia de Vigo fueron
aislados a partir de una sola célula vege-
tativa haploide y cultivados en placas de
Petri con 20 ml de agua de mar enrique-
cida con medio £/2 sin silicatos (Guillard,
1975). Los clones se mantuvieron en ca-
maras de cultivo a temperatura constante
de 20 + 1 "C, una intensidad luminica de
50 pEins m? sg? y un fotoperiodo de
12:12 horas de luz-oscuridad. Para con-
seguir mantener los cultivos axénicos, se
trataron con 150 mg/1 de Penicilina y 100
mg/1 de Estreptomicina en pulsos de 6
horas,

Los clones se conservaron en el
tiempo mediante transferencias seriadas
de un inéculo de 1M + 102 células a me-
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dio fresco cada 15 dias. Fueron cultiva-
dos en condiciones de asepsia rigurosa
comprobdndose la ausencia de bacterias
mediante chequeos periédicos del cultivo
con técnicas de epifluorescencia previa
tincién con naranja de acridina (Costas
1986, 1990, Costas et al. 1988).

DESARROLLO EXPERIMENTAL:

Previamente a la realizacién del experi-
mento, los clones crecieron en medio arti-
ficial ASPM £/2 (Guillard 1975) para eli-
minar cualquier posible traza de lectinas
o mité dentes del agua de

genos proc

Mmar.

Para comprobar el posible efecto
mitbgeno de las lectinas sobre los culti-
vos de P. lima y P. triestinum, seis repli-
cados de cada clon fueron cultivados bajo
las mismas condiciones experimentales
que se mencionaron anteriormente en
placas multiensayo de 10 ml con agua de
mar artificial ASPM £/2 (Guillard 1975)
suplementindose el medio con las si-
guientes lectinas:

-Concanavalin A (CON A, SIGMA) 64 ugr/ml.

- Phytolacca americana (PWM, SIGMA) 25 pgr/ ml.
- Erythrina cristagalli (ECA, SIGMA) 05 ugr/ml.

- Phaseolus vulgaris (PHA, SIGMA) 10 pgr/ml.

- Phaseolus limensis (LBL, SIGMA) 10 pgr/ml

Ademiis dispusimos de un control
no suplementado con lectinas. Los repli-
cados se mantuvieron a lo largo de toda
la experiencia en cdmaras de cultivo bajo
las mismas condiciones ambientales
mencionadas anteriormente.

Para estimar el efecto de las dife-
rentes lectinas se realizaron 20 recuentos

Yol. 28, N1, 1993

celulares diarios durante 13 dfas conse-
cutivos en un hemocitémetro (Stein
1973). El ntimero de recuentos fue esti-
mado mediante la técnica de las medias
progresivas de Williams (1977) obtenién-
dose as{ un error inferior al 5% en todos
los casos. El volumen de las muestras
llevadas a recuento fue despreciable (0,9
10" ml en cada recuento), no provocando
una disminucién apreciable en el volu-
men total de cultivo.

Como método para estimar la tasa
de reproduccién, utilizamos el modelo de
Crow & Kimura (1970) para determinar
la proliferacién de una poblacién celular
como divisiones y muertes distribuidas
aleatoriamente de forma conHnua, cal-
culando el parimetro de crecimiento
maltusiano m en divisiones por difa
usando la expresién: Nt = No emt donde,
Nt es el nimero de células en el tiempo t,
No el nimero de células en el tiempo 0 y
t, el iempo en dias.

Determinamos las méximas tasas
de reproduccién aclimatadas en la fase
de mayor crecimiento exponencial que
correspondié a 4 dfas, en el caso de P.
triestinum y a 10 dias para P. lima.
Experimentos previos en los que filma-
mos en video y visualizamos a cimara
rapida la cinética de crecimiento de estos
clones, nos llevaron a elegir este modelo
que ajustab rfect te a las ¢ te
risticas del crecimiento de estos clones.

Antes de empezar las valoraciones
experimentales, se esper6 a que los culti-
vos estuviesen aclimatados.

Las valoraciones estadisticas se re-
alizaron comparando las tasas de repro-
duccién obtenidas en cada una de las
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lectinas con las obtenidas en los controles
no sometidos a lectinas, utilizando para
ello, la prueba estadistica no paramétrica

de la U de ManWhitney (Man &
Whitney 1947).

Tabla 1: Tasas méximas de reproduccion (mediatdesviacién tpica) en divisiones por dia
P; iesti trum lima en medios suplementados con lectinas y en los

um i Fr

I ¥
controles sin suplementacién.

Table 1: Acclimated maximal rates (meantstandard deviation) in doubling d.ar'l of
Prorocentrum triestinum and Prorocentrum lima clones under lectins supplemented culture
media and unsupplemented controls.

Erythrina Phaseolus  Concanav. FPhaseolus  Phytolacca
CONTROL cristagalli  limensis A vulgaris americana
P. triestinum
Pt-1 1,07+ 002 1,194 001° 1,0:003 107+003 124+001" 1,13+0,02"
P. lima
Pl1  0,494001 0544+ 002" 045+001¥ 051£002 054+00" 003+001%
* Lectinas que inc taron significati te la tasa de reproduccion de los dinoflagelad

# Lectinas que disminuyeron significativamente la tasa de

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 quedan reflejadas las tasas
de reproduccibn méximas aclimatadas
de las dos especies de dinoflagelados
analizadas, tanto en medios suplementa-
dos con lectinas como en los controles.

En el caso de P. triestinum se ob-
serva un incremento estadisticamente
significativo de su tasa de divisién
cuando el medio de cultivo es suple-
mentado con Erythrina cristagalli
(p<0,01), Phaseolus vulgaris (p<0,01) y
Phytolacca americana (p<0,05), no obser-
vandose ninguna diferencia estadistica-
mente significativa con respecto a la tasa
de division del control cuando el clon
creci6 en presencia de Phaseolus limensis
(p>0,05) y Concanavalin A (p>0,05). De
las 5 lectinas ensayadas 3 presentan ac-

i6n de los dinoflagelados.

B

cién mitdgena cuando se suplementan
con ellas los cultivos de P. triestinum. El
efecto mitégeno mis acusado se aprecia
en Phaseolus vulgaris, que incrementa la
tasa de reproduccién de P. triestinum en
un 15% si la comparamos con el control.
La tasa de reproduccién se incrementa
un 11% si se suplementan los cultivos
con Erythrina cristagalli y un 5% si la su-
plementacién se hace con Phytolacca
americana,

Los resultados obtenidos para P.
lima quedan reflejados, de igual manera,
en la Tabla I, difiriendo bastante con res-
pecto a los anteriores. Para esta especie,
de las 5 lectinas ensayadas s6lo Erythrina
cristagaﬂi y Phaseolus vulgaris inc -
tan debilmente la tasa de reproduccién
en P. lima, de forma estadisticamente
significativa (p<0,01 para ambos casos).
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Los plicados pl tad con
Concanavalin A no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05)
en sus tasas de reproduccién con res-
pecto a la obtenida para el control. Por su
parte Phytolacca americana y Phaseolus
limensis disminuyen de forma estadisti-
camente significativa (p<0,001 y p<0,05
respectivamente) las tasas de reproduc-
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1991, North 1991).

Por otro lado, muchas lectinas son
capaces de inducir mitosis en numerosas
lineas celulares de mamiferos y también
parecen participar en el control del ciclo
celular de organismos filogenéticamente
menos evolucionados como los dinofla-
gelados, produciendo complejas  res-

ci6n de los replicados supl tados con
estas lectinas con respecto a la del con-
trol.

Tradicic te se que las
condiciones ambientales de tipo fisico
como luz, temperatura, nutrientes, tur-
bulencias, etc., son las que regulan la
proliferacién de las poblaciones naturales
de dinoflagelados. Sin embargo, durante
la tltima década, se han desarrollado al-
gunas aproximaciones relativas a la

ist i w0s de autocontrol
biolégico. Se han descrito mecanismos de
reloj biolégico que controlan el ritmo cir-
canual de mi (revisado por
Edmunds 1983, 1988, Anderson & Keafer
1987, Costas & Varela 1988, 1989, Costas
et al. 1990), se han propuesto mecanismos
de tipo Gaiano que controlarian la apari-
cién de los blooms de dinoflagelados
(Wyatt & Reguera 1989) y se han encon-
trado fenémenos de envejecimiento en
algas unicelulares similares a los exis-
tentes en células de mamfferos (Costas &
Lépez-Rodas 1991c).

En este sentido, cada vez existen
més evidencias sobre la existencia de un
mecanismo de control de la divisién ce-
lular basado en factores de crecimiento,
que serfa universal a todos los organis-
mos tanto procariotas como eucariotas
(Nurse 1990, Cantley et al. 1991, Costas &
Lépez-Rodas 1991a, Lépez-Rodas ef al.

puestas en su proliferacién. De esta
forma, mientras que unas lectinas actian
como potentes mitogencs, otras parecen
ser citotéxicas, e incluso algunas no pare-
cen tener efecto sobre la proliferacién de
este tipo de organimos (Slifkin & Doyle
1990).

De esta manera, Erythrina cristaga-
1li, Phaseolus vulgaris y Phytolacca ame-
ricana, pro un to significa-
tivo de la proli ién celular en P. fries-
tinum. Por el contrario, en P. lima,
Erythrina cristagalli y Phaseolus vulgaris
son las lectinas que incrementan la tasa
de reproduccién en este organismo,
mientras que Concanavalin A no afecta
aparentamente al crecimiento de este
clon. Debemos destacar el hecho de que
Erythrina cristagalli aumente de forma
estadisticamente significativa la densidad
celular en las dos especies de dinoflage-
lados ya que es, de las cinco lectinas en-
sayadas, la tinica en la que no se ha des-
crito actividad mitégena en lineas celula-
res de mamifero. Este efecto mitégeno
que presentan las lectinas en estas dos
especies de dinoflagelados, podria estar
estrechamente relacionado con la presen-
cia de receptores de membrana para fac-
tores de crecimiento en la superficie ce-
lular de estos organismos, al igual que
ocurre en las células eucariotas mas
evolucionadas, hecho que han puesto de
manifiesto recientes estudios (Lopez-
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Rodas et al. 1991, 1992).

Hay que tener en cuenta que los

Lectinas y proliferacidn de dinoflagelados 17

neas celul de fferos, siendo em-
pleadas de forma habitual como agentes
ierapeﬁm:os (Slifkin & Doyle 1990). El

receptores para factores de «
presentan en su dominio extracelular
numerosos restos glucidicos a los que se
unirfan las lectinas, siempre de forma es-
pecfica, las cuales actuarian como andlo-
gos del factor de crecimiento correspon-
diente activando la via inositol-fosfato e
induciendo la proliferacién celular, de
igual manera a lo que ocurriria en pre-
sencia del factor de crecimiento corres-
pondiente.

Sin embargo, no todas las lectinas
ensayadas presentan un efecto mitégeno
acusado, sino que también pueden tener
una accién citotéxica. Asl, tenemos el
caso de Phytolacca americana y
Phaseolus limensis, cuya presencia en el
medio de cultivo de P. lima disminuye de
forma dréstica su crecimiento, obtenién-
dose en ambos casos una tasa de repro-
duccién muy inferior a la del control.
Este tipo de efectos citotéxicos han sido
ampliamente descritos, existiendo nume-
rosas sustancias que al presentar un
efecto antagénico al de los factores de
crecimiento o bien, al aparecer en con-
centraciones elevadas en el medio, redu-
cen drasticamente el crecimiento celular
(Matsunami et al. 1990, Reuse ef al. 1990,
Traxler et al. 1991). Este tipo de sustan-
cias, como los sulfobenzoil-nitrostirenos
o la decoina, inhiben la actividad tirosin-
kinasa de los receptores para factores de
crecimiento provocando un "desacopla-
miento" en la sefial de transduccion y
una inhibicién drdstica del crecimiento
celular.

De la misma manera, muchas lec-
tinas presentan un efecto citotéxico en 1i-

ecanismo molecular por el que ejercen
este efecto en la actualidad no es conclu-
yente. Sin embargo, el hecho de que la
mayor parte de las sustancias citotéxicas
inhiban el crecimiento celular mediante
la inactivacién de receptores de mem-
brana, parece sugerir que las lectinas con
actividad citotéxica pudieran seguir este
mismo tipo de mecanismos.

Esta dependencia de los dinofla-
gelados por sustancias mitdgenas como
los factores de crecimiento (Costas &
Lépez-Rodas 1991a) o por lectinas, po-
dria tener importantes consecuencias a
nivel ecolégico. El origen y el papel de
estas sustancias en el medio marino es
desconocide por el momento, aunque es
un hecho comprobado que numerosas
lectinas son producidas por organismos
marinos como la lectina de Erythrina
cristagalli sintetizada por corales, la lec-
tina de Ptilota plumosa producida por
algas rojas o las sintetizadas por Ulva lac-
tuca o Codium fragile (Slifkin & Doyle
1990). Del mismo modo, algunas bacte-
rias y microalgas sintetizan y liberan al
medio en que se encuentran factores de
crecimiento (Soong 1980, Morotomi et al.
1990, Slifkin & Doyle 1990). La abundan-
cia de organismos productores de lecti-
nas y de factores de crecimiento, sugiere
que las lectinas podrian ser factores de
crecimiento que jugarfan algin papel,
tanto positivo como negativo, en la proli-
feracion de dinoflagelados, especial-
mente en las especies que crecen epffita-
mente sobre macrofitas u otros organis-
mos productores de lectinas.

El incremento o disminucién de la
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proliferacién celular que provocan las
lectinas al ser afiadidas al medio de cul-
tivo sugiere que este tipo de moléculas
actiian siguiendo las mismas vias de se-
gundos mensajeros que los factores de
crecimiento. En este sentido, seria intere-
sante estudiar el modo en que las lectinas
se unen a los receptores de membrana, ya
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que un mejor conocimiento de los meca-
nismos por los que actiian abrirfa, sin
duda, nuevas e innovadoras perspectivas
en la caracterizacién, identificacién y
evolucién de los receptores membranales
de los dinoflagelados, organismos que
hasta el momento han ocupado una posi-
cién filogenética controvertida.
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