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ANALISI DELLA BIODIVERSITA GENETICA DI ALCUNE
SPECIE MICROALGALI RESPONSABILI DI FIORITURE
TOSSICHE NEL MAR MEDITERRANEO

GENETIC BIODIVERSITY OF THE MEDITERRANEAN
HARMFUL ALGAL BLOOM DINOFLAGELLATES

Abstract — In this study a genetic diversity of the main Mediterranean dinoflagellate HAB species
has been analysed using the phylogeographic based approach. Different microalgal species isolates were
characterized by phylogenetic, phylogeographic and population genetic aspects using different molecular
markers and genetic analyses.
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Introduzione — Diversi generi e specie appartenenti alle dinoflagellate sono
comunemente presenti lungo le aree costiere del Mar Mediterraneo. Le specie pos-
sono essere potenzialmente produttrici di biotossine e causare fioriture ad alta bio-
massa (Congestri et al., 2006; Giacobbe et al., 2007). Questo studio ha lo scopo di
caratterizzare alcune specie microalgali appartenenti alle dinoflagellate dal punto
di vista filogenetico e filogeografico analizzando differenti isolati algali del Mar
Mediterranco. L’analisi filogenetica ¢ di popolazione ¢ stata effettuata mediante
I'utilizzo di diversi marcatori molecolari nelle regioni dei geni ribosomali e delle
regioni non codificanti ITS, rivelando che questi marcatori sono soddisfacenti per
la separazione inter e intra specifica.

Materiali e metodi — Oltre 250 isolati algali di differenti specie appartenenti
alle dinoflagellate sono stati isolati e mantenuti in coltura in terreno F/2. Il DNA
genomico di tutti gli isolati algali € stato estratto utilizzando il kit DNeasy Plant
Kit (Qiagen, USA). Le condizioni di amplificazione per PCR e di sequenziamento
delle regioni ribosomali 5.8S rDNA e ITS di tutti gli isolati algali sono descritte
in Penna et al. (2005a). Le analisi di allineamento sono state condotte con il pro-
gramma SAM (Karplus et al., 1998). Le analisi filogenetiche, basate sulle regioni
ITS-5.8S rDNA, sono state ottenute utilizzando vari metodi, quali Neighbour-
Joining (NJ), Maximum Likelihood (ML) e Bayesian Inference (BI) (Penna et al.,
2008). Gli indici di diversita molecolare sono stati calcolati con il programma Arle-
quin ver 3.0 software. Le relazioni filogenetiche tra le sequenze delle regioni 5.8S
rDNA-ITS di differenti specie appartenenti ai generi Alexandrium e Ostreopsis sono
state elaborate attraverso I’analisi statistica di parsimonia (Templeton et al., 1992).

Risultati — Genere Alexandrium. In Mediterraneo sono state identificate 11
specie appartenenti al genere Alexandrium, le cui sequenze nucleotidiche sono
state comparate con quelle di altre aree geografiche. L’analisi filogenetica basata
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sui geni 5.8S rDNA e ITS ha mostrato che all’interno del genere Alexandrium si
distinguono due gruppi: uno che include A. minutum, A. tamutum, A. taylori e altre
specie; I'altro gruppo comprende il complesso “A. tamarense species complex”, A.
affine e A. tamiyavanichi. Tutti gli isolati di 4. minutum sono PSP-tossici e for-
mano un clade omogeneo essendo le sequenze ribosomali identiche. 4. minutum &
filogeneticamente vicino a quello rappresentato dagli isolati algali di 4. tamutum,
A. peruvianum e A. insuetum. Gli isolati di 4. taylori formano un clade omogeneo
che raggruppa con il clade di 4. pseudogoniaulax. L’altro grande gruppo all’interno
del genere Alexandrium ¢ meglio risolto filogeneticamente e le analisi filogenetiche
all’interno del complesso “A. tamarense species complex” hanno mostrato che in
Mediterraneo sono presenti tre differenti cladi: il clade Mediterraneo (ME) non
tossico, il clade Ovest Europeo (WE) non tossico/tossico e il clade Asiatico (TA)
PSP-tossico. 11 raggruppamento filogeografico degli isolati algali ¢ consistente con
i ribotipi geografici, ma non con i morfotipi che costituiscono il complesso. Il
clade Nord Americano (NA), che non ¢ presente in Mediterraneo, segrega per
primo ed ¢ separato dagli altri cladi del complesso “A. tamarense species complex”
da alti valori di boostrap (100% e 90% per NJ e ML) e di inferenza bayesiana
(0.96). Gli altri tre cladi ME, TA, WE raggruppano insieme; tutti gli isolati algali
di A. catenella hanno sequenze identiche e raggruppano assieme agli isolati algali
di A. catenella dell’area asiatica giapponese (Fig. 1).

Genere Ostreopsis. Isolati algali di dinoflagellate epifitiche appartanenti al genere
Ostreopsis Schmidt provenienti da differenti aree costiere del Mar Mediterraneo e
di altre aree extra-mediterranee sono stati esaminati attraverso 1’analisi filogenetica,
basata sulle sequenze del gene ribosomale 5.8S ¢ le regioni non codificanti ITS,
accoppiata all’analisi al microscopio ottico (LM) e a scansione elettronica (SEM).
Le analisi genetiche hanno mostrato la presenza di differenti cladi: O. cf. siamen-
sis in Mar Mediterraneo, O. ovata in Mar Mediterraneo, Isole Canarie, Brasile e
Asia, Ostreopsis sp. in Indonesia e Isole Canarie. All’interno della specie O. ovata
¢ presente un differenziamento genetico tra gli isolati algali mediterranei e asiatici.

Tab. 1 - Indici di diversita molecolare nelle regioni ribosomiali ITS e nel gene 5.8S tra i gruppi e
all'interno di ciascun gruppo di Ostreopsis spp. (Penna, 2007).

Molecular diversita index in the ITS-5.8S rDNA among and within isolates of Ostreopsis spp.

Ostreopsis spp. O. ovata
(Indonesia/ Europa /
Canarie) Brasile

O. ovata O. lenticularis |
Asia O. labens

Specic O. cf. siamensis
(Mediterraneo)

O. cf. siamensis

(Mediterraneo) 0

(n=9)

Ostreopsis spp.

(Indonesia/Canarie) 81.1£34 168.1 * 16.0

(n=2)

O. ovata Europa/

Brasile 154.8 £ 14.7 91.8 £8.7 0.4 +0.03

(n=24)

O. ovata Asia

(n=12)

O. lenticularis/

O. labens

I dati sono espressi come percentuale della media + SD delle differenze nucleotidiche fra le sequenze all’in-
terno dei singoli gruppi (sulla diagonale), e come percentuale del numero netto delle differenze nucleotidi-
che tra i gruppi (al di sotto della diagonale). I valori di SD sono calcolati su 10.000 repliche di bootstraps.

144.6 £13.7 759+7.2 423140 19.2%£ 1.8

197.3 £ 18.7 105.2 £ 10.1 1932+ 184 1829+ 174 10.1£0.9

Data are expressed as percentage of the mean £ SD pair-wise nucleotide sequence differences within isolates
(on the diagonal), and percentage of the net number of differences between isolates (below the diagonal). SD
calculated on 10,000 boostrap replicates.
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Fig. 1 - Analisi filogenetica di maximum likelihood del genere Alexandrium basato sulle

sequenze del gene 5.8S-ITS. I numeri ai nodi maggiori rappresentano da sinistra a
destra, i valori di bootstraps di NJ (10,000 repliche), di ML (1,000 repliche) e di Baye-
sian Inference. Sono mostrati solo i valori di bootstraps >50% e di probabilita a poste-
riori >0.5. L’albero ha come outgroup la sequenza di Gonyaulax spinifera AF051832.
Le sequenze del gene 5.8S rDNA-ITS delle specie mediterranee di Alexandrium sono
mostrate in grassetto.

Maximum likelihood phylogenetic tree of the genus Alexandrium based on the ITS region and 5.8S
rDNA sequences. Numbers on the major nodes represent from the left to the right, NJ (10,000 rep-
licates), ML (1,000 replicates) bootstrap values and BP values. Only bootstrap and posterior prob-
ability values >50% and 0.5 are shown, respectively and asterisk symbols at the major nodes repre-
sent bootstrap and posterior probability values >50% and 0.5, respectively. The tree is rooted using
Gonyaulax spinifera AF051832 as outgroup. The ITS-5.8S rDNA sequences of the Mediterranean
Alexandrium species are in bold.
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Conclusioni — Il nostro studio fornisce nuovi dati sulle relazioni filogenetiche
esistenti fra la maggior parte delle specie del genere Alexandrium ¢ di isolati algali
del genere Ostreopsis nel Mar Mediterraneo ¢ in altre aree al di fuori del bacino
del Mediterraneo basato sulle sequenze del gene 5.8S e delle regioni ITS1-ITS2.
I marcatori genetici e le analisi morfologiche si sono rivelati validi metodi per
comprendere la tassonomia e la posizione filogenetica del genere tossico Ostre-
opsis. Appare anche evidente che solamente I’attuale classificazione morfologica
basata sull’analisi della forma, delle dimensioni e delle placche tecali di Ostreopsis
non ¢ sufficiente a chiarire la distinzione dei vari morfotipi e specie all’interno del
genere. Le acque costiere del Mediterraneo sono di importanza strategica per le
specie del genere Alexandrium e recentemente del genere Ostreopsis dal punto di
vista ecologico, sanitario e di impatto economico a causa delle fioriture tossiche
che possono originare questi taxa algali. Questo studio filogenetico sui generi Ale-
xandrium ¢ Ostreopsis ha significativamente migliorato le conoscenze derivate da
pochi studi precedenti nelle stesse aree geografiche (Lilly ez al., 2002; Penna et al.,
2005a,b).
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