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Effect　of　Vitamins　on　the　Growth　of　the　Harmful　Red　Tide

Dino∬age皿ate　H窃θ70碩psαd76麗Zα7’sg麗α班αHoriguchi

Takuji　Uchida＊1，Mineo　Yamaguchi＊1，Yukihiko　Matsuyama＊1，and　Tsuneo　Ho可o＊2

Abstract　Effects　of　vit＆min　B12，thiamine　and　biotin　on　the　growth　of　the　noxious　red　tide

dino且agellate〃αε700α1，sαcかo泥Zα7’sg照〃観were　examined　using　a　chemically　defined　medium。

This　species　was　found　to　require　vitamin　B12and　thiamine　for　its　optimal　growth，However，it

showed　considerable　growth　in　a　thiamine－lacking　medium　whereas　little　growth　occurred　in　a

vitamin　B12－lacking　medium，Thiamine　may　be　a　growth　promoting　factor　rather　than　an　abso－

lute　requirement．The　growth　responses　of　H．　oかo認α7劒醐n¢αin　natural　seawater　enriched

with　a　full　comphment　of　nutrients　except　for　vitamin　B12were　examined　for　seawater　collected

on　September　l999at　Hiroshima　Bay，an　area　where　red　tides　by　this　species　have　frequently

occurred．As　a　result，the　growth　of　this　species　reached　lO，000～40，000cells　mZ 1for　each

enriched　seawater　collected　at2depths　of3stations。　Since　the　cell　densities　above10，000cells

ml l　are　high　enough　to　be　recognized　as　a　red　tide　in　nature，it　is　considered　that　vitamin　B12

may　not　have　acted　as　the　limiting　factor　on　the　growth　of　this　species　in　Hiroshima　Bay　on

September1999．
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Vitamin　reqUirement

　　　H6オ召rooαpsαoケ6麗如π5（1麗αn¢αHoriguchi　is　a　novel

red　tide　species　occurring　in　embayments　of　west　Japan

and　causes　mass　mortality　of　bivalves（Matsuyamaα

αZ．1995，1997）．In　order　to　clarify　the　mechanism　of

red　tide　occurrence　by　this　species，it　is　considere（l

quite　important　at　first　to　understand　the　physiological

requirements　of　this　species　which　has　only　been

described　recently（Horiguchi1995）．　Yamaguchiα
αZ．（1997）reported　the　growth　response　of　this　species

under　varying　temperature　and　salinity　conditions，

and　he　further　examined　its　nitrogen　and　phosphorus

nutrient　requirements（Yamaguchi　unpublished）．It　is

well　known　that　many　phytoplankton　species　require

vitamins　such　as　vitamin　B12，thiamine　and　biotin

（Provasoli　an（1Carlucci　l974）。　As　for　red　ti（le　occur－

rences，it　is　consi（iered　that　the　nutritional　level　of

seawater　is　required　to　be　at　high　levels　to　support　the

abnormal　growth　of　the　causative　phytoplankton
species．Iwasaki（1973）examine〔l　the　vitamin　require－

ments　for8species　of　red　tide　flagellate2m（1found　that

all　species　require（1vitamin　B12，Therefore，vitamins，

especially　B12may　be　important　factors　supporting　the

occu皿ence　of　red　tides．　In　the　present　study　we　tested

the　vitamin　requirements　of　H。oかo認α71sσ麗α1照using

artificial　seawater，and　found亡hat　vitamill　Bl2is　an

indispensable　vitamin　for　the　growth　of　this　species．

Furthermore，the　growth　response　of　Bl2starved　cells　to

natural　seawater　was　examined　for　the　estimates　of

available　vitamin　Bl2for　this　species　in　seawater　of

Hiroshima　Bay　where　red　ti（1es　of　this　species　have

frequently　occurred　since　I995（Matsuyama6雄」．1997，

Tamai　l999）．

Materia且s　and　Methods

　　　The　strain　of　Hα670cαpsαoケo認α7’5（卿αn昭used　in

the　present　experiments　was　HA92－1（Uchi（laααZ，

1995）．　This　species　has　been　reported　to　have　endo－

symbiotic　bacteria（Horiguchi1995），and　the　strain

HA92－l　use（1in　the　present　study　has　also　been　shown

to　possess　bacteria　within　the　cell（lmai8厩」．1999），

However，no　extracellular　bacterial　growth　was　found

in　the　culture　of　H．ακ認α7∫5g麗αn観HA92－l　strain

isolated　from　Ago　Bay　in1992．The　bacterial　growth

2000年10月6日受理（Accepted　on　October6，2000）
瀬戸内海区水産研究所業績A第19号（Contribution　No．A19from　National　Research　lnstitute　ofFisheries　and　Environment　of　Inland　Sea）

＊1内田卓志・山口峰生・松山幸彦：瀬戸内海区水産研究所　〒739－0452　広島県佐伯郡大野町丸石2－17－5（T、Uchida，M．Yamaguchiand

　　Y．Matsuyama：Natioml　Research　Institute　of　Fisheries　and　Environment　of　Inland　Sea，Maruishi，Ohno，Saeki，Hiroshima739－0452，

　　Japan〉

＊2本城凡夫：九州大学農学部　〒812－0053　福岡市東区箱崎6－10－1（T．Honjo：Faculty　ofAgriculture，Kyushu　University，Hakozaki，

　　Higashi－ku，Fuku・ka812－0053，Japan）



84 Uchida，Yamaguchi，Matsuyama　and　Honjo

in　the　cult皿e　medium　was　tested　using　STlO－l　me（1ium

（lshidaααZ．1986）。　Cultures　were　conducted　at22±

10C　on　a12h　light：12h　dark　cycle；illumination　was

provide（1by　cool　white　fluorescent　lamps　at90－120
μmol　photon　m－2s－1，　Stock　cultures　of　this　species

were　maintained　in　modified　SWM3（ltoh　and　Imai
1987）．　Actively　growing　cells　of　this　species　in　modi－

fied　SWM3medium　were　inoculated　into　modified

ASP12medium（Provasoliαα1．1957）．Inoculum　size

was　adjuste（i　to500－800cells　mZ
1
．
　
One　liter　of　this

medium（ASPl2HC）contains　NaCl28g，MgSO47H20

7g，MgCl26H204g，KCl700mg，CaCl22H20735
mg，NaNO3100mg，NaH2PO42H2010mg，Fe－EDTA
lμM，Tris　hydroxymethyl　aminomethane500mg，
vitamin　B121μg，thiamine－HCl　O．5mg，biotin1μg，

MnCl24H200．8mg，CoCl26H202μg，ZnCl28。4μg，
H2SeO37，4μg，and　pH　was　adjusted　to7。8－8，0、
Then，0．l　mJ　of　this　culture　in　the　logarithmic　growth

phase　was　inoculated　into45mJ　of　ASPl2HC　without

either　vitamin　BI2，thiamine，or　biotin．In　the　experi－

ments，vitamins　solutions　were　sterilized　by　passing

them　through　a　membrane　filter（Kurabou　Steradisc25，

pore　size　O2μm），then　were　added　to　the　basal　medium

without　vitamins．The　basal　medium　was　sterilize（i　in

advance　by　autoclaving（1200C，20min）．The　growth
of　the　organism　on　each　of　the　three　kinds　of　vitamin－

1acking　medium　was　monitored。Three　successive
cultures　were　ca荘ied　out　on　each　medium　in　or（1er　to

identify　the　vitamin　requirements　of　this　species，

If　the　growth　in　the　vitamin－lacking　medium　was

depressed　compared　to　the　control（ASP12HC），E。

6かc認α7’sg襯ηzαwas　regarde（i　to　re（luire　the　vitamin，

and　then　subjected　to　a　growth　test　at　various　vitamin

concentrations．　Growth　was　measure（1by　in　vivo

chlorophyll　a且uorescence　using　a　Tumer　Designs

Model10－100R且uorometer（Brand8雄」．1981）at2－4

day　intervals。When　necessary，growth　was　measured

by　counting　cells　in　O．01－0．1mZ　culture　samples　using

a　Sedgewick－Rafter　slide．When　cell　densities　were
greater　than20，000cells　mZ一1，the　samples　were　diluted

lO－20times　with　autoclaved　seawater．

　　　Vitamin　Bl2starved　cells　growing　on　B12－lacking

ASP12HC　medium　were　inoculate（l　into　natural　seawa－

ter　medium　enriched　with　the　same　concentrations　of

nutrients　in　ASPl2HC　except　B12in　or（ler　to　evaluate

the　amount　of　available　vitamin　B12in　the　seawater　for

the　growth　of　this　species．The　inoculum　size　of　Bl2

starved　cells　was　from500to800cells　m1－1．The　sea－

water　samples　used　in　this　experiments　were　collected

at2and5mdepthsatthreestationsinHiroshimaBay

on5September　l999（Fig，1）using　a　Niskin　bottle

sampler．The　samples　were　brought　to　the　laboratory，

and　passed　through　a　membrane　filter（Millipore，

0．45μm），then　stored　below－300C　until　use．　In

the　experiments，each　seawater　sample　was　enriche（1

with　nutrients　of　ASP12HC　except　for　vitamin　B且2、

As　a　control，complete　enrichment　was　carried　out　for

each　seawater　sample，　The　thus　prepared　enriched

seawaters　were　sterilized　by　passing　through　a　mem－

brane　filter（Kurabou　Steradisc25，pore　size　O2μm）。

Growth　was　monitored　by　measurements　of’n　v’vo

chlorophyllαf正uorescence　or　cell　counts　as　described
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above．The　amount　of　available　vitamin　B12in　seawa－

ter　was　expressed　as　a　maximum　cell（1ensity　of　E，

6かo認αrごsg醐駕αgrown　in　each　seawater　me〔lium・

Results　an｛l　Discussion

　　　The　growth　of　Hα6rooαp3α6かo麗Zα7’3g昭粥αin

the　vitamin　B12－lacking　medium　was　remarkably　sup－

presse（l　compare（l　to　the　control（ASPI2HC）。　The

growth　of　the　Bl2starved　cells　recovered　when　they

were　inoculated　into　complete　ASP且2HC　medium．As

shown　in　Fig．2，the　maximum　growth　of　this　species

was　obtained　at　vitamin　Bl2　concentrations　higher　than

8×10－3μg・Z－1．This　value　is　almost　the　same　level

compared　to　other　red　tide且agellates．Iwasaki（1973）

reported　that　the　optimal　concentrations　of　vitamin　B正2

varie〔l　ffom　lO　to20×10 3μg・Z－1among　three　re（1

tide　dinoflagellates　inclu（ling　Eκ麗v’α8〃αsp．，P67’4’η’μ〃3

hαn806∫Schiller　andσy溺no4’nご照n6」50n’Martin
（＝σy規no‘1’n∫醐33αη9碗n6麗規Hirasaka），　According　to

Nishijima（1985）three　red　tide　Hagellates（遅膨70s’g配α

α1ヒαsh’vレo　（Hada）　Hada，　Chαπon6〃α　αnπ（1麗α　（Hada）

On・andE麗卿舵磁sp．）required10t・20×10－3
μg・Jd　of　vitamin　B12for　their　optimal　growth，　In

this　study，the　maximum　growth　of　H膨70cαpsα
oケo麗Zα7’sg昭配αat　l。6×10－3μg・Z－l　of　vitamin　B12

was　O．102relative　units　of　fluorescence　which　is　equal

to13，000cells　m1．In　this　case，the　growth　of　this　spe一
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cies　was　limited　to　less　than1／40f　the　maximum　value

at　the　optimal　concentrations　of　B12。Therefore，it　is

estimated　that　one　cell　of　this　species　requires12．3×

10－3Pg　of　vitamin　B正2．

　　　The　growth　of　this　species　was　suppressed　in

thiamine－lacking　medium　compared　to　the　control

（ASP12HC）、When　thiamine－starved　cells　were　inocu－

lated　into　ASP12HC　me（1ium，the　growth　of　H。

cかo認αrlsg照駕αincreased　almost　in　proportion　with

thiamine　concentrations　up　to8×10－1μg・1－1（Fig．

3）．However，slight　growth（5，000cells　mZ－10n　aver－

age）occurred　in　thiamine－lacking　medium　even　after

two　successive　cultures，Therefore，thiamine　may　be　a

growth　promoting　factor　rather　than　an　indispensable

substance　for　growth　ofE。6’κ扉」α71sg醐’nα。　Di∬erent

from　vitamin　B12and　thiamine，biotin　was　not　required

by　H．oかo認αガ5g照灘α。　The　growth　of　this　species

was　not　suppressed　even　through　three　successive　cul－

tures　in　biotin　lacking　ASPl2HC　medium。Thus，H．

oかo麗1α7∫sg砿1nαwas　found　to　require　vitamin　B12and

thiamine　for　its　optimal　growth．The　strain　used　here

has　endosymbiotic　bacteria　within　the　cel1（lmaiααZ，

1999），however，the　en（10symbiotic　bacteria　perhaps

do　not　supPly　vitamins　in　large　enough　amounts　to　sup一
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port　the　growth　of　their　host，　Therefore，it　is　clear

that　these　two　vitamins，particularly　vitamin　BI2are　the

important　nutrient　factors　for　the　growth　of　this

species．　It　is　necessary　herQafter　to　clarify　if　there

exist　some　differences　in　vitamin　requirements　among

strainsofE．cかo吻7’sg醐配α
　　　Many　species　ofdinoflagellates　have　been　reported

to　require　vitamins　of　the　B　group　including　vitamin

Bl2，thiamine　and　biotin　（Provasoli　and　Carlucci

l974，Loeblich　l967）．Thiamine　in　some　cases
appears　to　be　a　growth　stimulator　rather　than　an　abso－

lute　requiment。Thiamine　an（1vitamin　B12were
required　byα6no4’n碗配h詔’，but　the　organism　could

grow　without　thiamine　（Gold　l964），　Similarly，

α6no4’n如規sp．require（1vitamin　Bl2and　thiamine　for

its　optimal　growth　although　thiamine　was　not　an　abso－

lute　requirement　but　a　growth　stimulator（Uchida

l975）．　It　is　noteworthy　that　these　twoα8no4’n勧配

species　and　Hααoo叩5α　oかc認α7’s卿αηzα　show　a

similar　pattem　in　vitamin　requirementsl　B12is　an　indis－

pensable　growth　factor　and　thiamine　is　rather　a　growth

promoting　substance，since　taxonomically　bothσ，h詔’

andσZ6η04∫n珈〃3sp．are　closely　related　in　the　genus

Eα8700αp5α（LoeblichααZ，1981）．

　　　The　maximum　growth　ofE．6∫7c麗Zαr’sg醐n昭in　en－

riched　natural　seawater　except　for　vitamin　Bl2is　shown

in　Fig．4．　The　growth　in　the　seawater　collected　at　St．

2was　considerably　less　than　in　water　from　St．l　and

St．3．　Even　at　St．2，however，the　cell　density　reached

more　than10，000cells　mZ－1，a　density　which　is　high

enough　to　be　recognized　as　a　red　ti（le　in　nature　compar－

ing　with　previous　field　observations（Matsuyama8短乙

1996，Tamai　l999）。　Since　various　analogues　of　vita－

min　B12are　consi〔lered　to　be　present　in　seawater

（Loeblich1967），and　a　vitamin　B12binder，which

inactivates　Bl2utilization　by　some　phytoplankters，

is　excreted　by　other　members　of　phytopkankton

（Nishijimaαα」．1995），the　growth　responses　of　H．

cかc認α7切襯解αto　mtural　seawater（1emonstrated　here

areconsideredtoexpressthetotalavailableB12tothis

species．　The　cell　density　of　this　species　in　St．10n　the

sampling　day　was100cells　mZ－1at2m　depth　an（1150

cell　mZ－1at5m　depth，respectively　while．it　was　below

20cells　m’一1at　the　other　two　stations．However，the

cells　of　this　species　did　not　grow　to　form　red　tides

afterwards。　Previous　reports　showe（1that　red　tides　by

E．c∫κ認α7∫sg醐規αoccur　from　August　to　November　in

Hiroshima　Bay（Matsuyamaαα1。1997，Tamai　l999）。
It　is　unclear　why　this　species　di（1not　form　re（1tides　in

autumn　of　this　year（1999），but　vitamin　Bl2may　not

have　acted　as　the　limiting　factor　on　the　growth　of　this

species　although　the　assay　of　seawater　was　conducte（l

only　on　seawater　samples　collected　on5SeptembeL　It

is　necessary　hereafter　to　demonstrate　in　detail　the
changesofavailableB12concentrationinrelationtothe

growthofH，oか6ぬ吻麗α耀’n伽・
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有害赤潮渦鞭毛藻H616700叩Sα6’76μ1α7’sg照〃3αの

　　　　増殖に及ぼすビタミンの影響について

内田　卓志・山口　峰生・松山　幸彦・本城　凡夫

　新型赤潮原因種であるH6∫傑ooαp躍6’r6認副sg照灘αの生理的特性を明らかにし，その赤潮発生機構解明に

資するため，本種のビタミン要求をビタミンB12，チァミン，ビオチンについて検討した。その結果，H．

o∫70麗1α7∫s卿α溺αはビタミンBI2及びチアミンを要求することが明らかになった。ビタミンBI2欠乏培地にお

いて本種は殆ど増殖しなかったが，チアミンを除いた培地ではある程度増殖することから，チアミンは絶対

要求というよりも増殖促進的な効果を持つと考えられた。広島湾で9月に採取した海水にビタミンB2以外

の栄養物質を添加し，本種の増殖を調べたところ，3地点・2層のいずれの試水においても最大増殖密度は

10，000～40，000cells　mr【であった。これらの値は天然において赤潮として十分に認識できる細胞密度であ

ることから，広島湾において9月の時点ではビタミンB12が∬．oir6μ‘αri5σ砿n観の増殖の制限要因になって

いる可能性は低いと判断された・




