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RESUMEN 

El dinoflagelado Karenia selliformis ha sido reconocido por causar floraciones algales nocivas 

(FANs) en diferentes latitudes del mundo, teniendo un efecto devastador en los ecosistemas marinos 

y la acuicultura. La cepa chilena CREAN Ks_02, del Archipiélago de las Guaitecas, es notable por 

su citotoxicidad, aunque no sintetiza las toxinas clásicas, gymnodiminas o brevetoxinas.  

En el presente estudio, se investigó la toxicidad en el desarrollo y neurotoxicidad del lisado celular 

de Karenia selliformis en la etapa temprana de vida de un modelo vertebrado, el pez cebra (Danio 

rerio), que se utiliza frecuentemente para evaluar la toxicidad en el desarrollo. El valor de LC50 para 

los embriones de 3 horas post fecundación fue de 5.312 células*mL-1,
 y para las larvas de 3 días post 

fecundación fue de 15.000 células*mL-1. El umbral subletal se estableció en un valor inferior a 1.000 

células/mL para medir respuestas neuroconductuales específicas.  

Embriones de 24 horas post fecundación expuestos al lisado mostraron hiperactividad, mientras que 

en las larvas se observó que bajas concentraciones de lisado (125 - 250 células*mL-1) provocan 

hipoactividad y una alta concentración del lisado (500 – 1.000 células*mL-1) hiperactividad. En las 

larvas, observamos un efecto inhibidor sobre la locomoción durante la exposición aguda a 

concentraciones altas del lisado. Estos hallazgos indican un efecto neurotóxico complejo relacionado 

con la dosis y el tiempo de exposición. 

La conclusión es que el lisado CREAN Ks_02 influye en la viabilidad y el desarrollo neuromotor en 

Danio rerio y hay una necesidad de realizar más estudios para examinar la identificación de su entidad 

tóxica para mejorar la vigilancia ambiental y preservar la biodiversidad marina en Chile. 
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INTRODUCCION 

Floraciones algales nocivas  

Las floraciones algales nocivas (FAN), comúnmente conocidas como “marea roja”, se encuentran 

cada vez más asociadas al cambio climático (Franco et al., 2020). Este aumento térmico favorece la 

proliferación de microalgas, intensificando la magnitud y frecuencia de los eventos de FAN. 

Posteriormente, durante la senescencia y muerte celular, la descomposición de la biomasa algal 

implica un elevado consumo de oxígeno disuelto, lo que genera condiciones de hipoxia o, en casos 

más extremos, anoxia (Gobler et al., 2017). Estos procesos no solo reducen drásticamente la 

disponibilidad de oxígeno para la biota marina, sino que además contribuyen a la acidificación del 

agua, alterando la homeostasis de los ecosistemas acuáticos (Tester et al., 2020). En consecuencia, 

los organismos marinos se ven afectados tanto por la ingestión directa de toxinas producidas por las 

microalgas, como indirectamente por la disminución del oxígeno ambiental, lo que compromete de 

manera significativa su supervivencia y dinámica poblacional (Puxan-Oliva. 2025)  

En este contexto, no solo las alteraciones fisicoquímicas derivadas de las FAN impactan sobre los 

ecosistemas marinos, sino también la capacidad de diversas especies de microalgas de producir 

metabolitos secundarios tóxicos. Estos compuestos representan un factor de riesgo adicional, dado 

que pueden acumularse a lo largo de la red trófica y ejercer efectos adversos en distintos niveles 

biológicos, desde alteraciones celulares hasta mortalidad masiva de organismos (Tester et al., 2020). 

Por otro lado, las FAN tóxicas se caracterizan por la síntesis de diversas biotoxinas que han sido 

responsables de episodios de intoxicaciones y mortalidad en humanos, peces, aves y mamíferos 

marinos (Anderson, 2009). Dentro de este grupo destacan las especies ictiotóxicas, cuya acción 

provoca daño fisiológico severo o muerte en peces. Dichas microalgas liberan sustancias bioactivas 

que alteran la fisiología de los organismos expuestos, afectando procesos esenciales como, la 

función respiratoria y la integridad celular (Ling et al., 2010). 

 Karenia selliformis 

Karenia selliformis pertenece a la clase Dinophyceae, orden Gymnodiniales, familia Kareniaceae. 

Antiguamente fue nombrada como Gyroinium aureolum y Gymnodinium mikimotoi. En el 2004, se 

le denominó oficialmente como Karenia selliformis basándose en sus características moleculares y 

morfológicas (Haywood et al., 2004). Esta especie se puede encontrar en varias latitudes del mundo, 

incluyendo Nueva Zelanda, Kuwait, Golfo de México, Francia, Australia y Chile (Vellojin et al., 

2023). Produce toxinas del tipo gimnodiminas (GYM) que se denominan como neurotóxicas, ya 

que actúan como bloqueadores neuromusculares y alteran los receptores nicotínicos de la 

acetilcolina (Assunção et al., 2017).  
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La primera floración de Karenia ssp en Chile fue en el año 1999 en las aguas de Chiloé (42°S), con 

densidades de 80.000 células*mL-1 (Clément et al., 2001). En Chile esta especie ha mostrado una 

capacidad de tolerar y a adaptarse a condiciones ambientales, tales como la temperatura donde sus 

floraciones están asociadas con temperaturas de 13 y 15°C (Guillou et al., 2002). Se ha registrado 

una tasa de crecimiento de 0,41±0,03 células/día en las aguas costeras del océano Pacifico sureste, 

Chiloé, (42°S) y en Estrecho de Magallanes (53°S). En condiciones experimentales la cepa aislada 

del archipiélago de Guaitecas, Sur de Chile, (43°S), se ha mantenido con una salinidad 30 psu y 

temperatura de 18°C, alcanzando la abundancia máxima de 11.800±904 células*mL-1 (Vellojin et 

al., 2023).  

Karenia selliformis cepa CREAN Ks_02 

En marzo del 2018 se aisló la cepa CREAN Ks_02 desde el archipiélago de las Guaitecas derivado 

de una floración algal nociva en la región de Aysén en verano y principio de otoño. La cepa Ks_02 

se caracteriza por ser citotóxica, lo que se convierte en una gran amenaza para la vida acuática 

marina y para las industrias salmoneras. Esta cepa CREAN Ks_02 no produce Gimnodiminas, pero 

se encontró dos compuestos con una transición de masa similar al brevenal, compuesto relacionado 

con las brevetoxinas (Mardones et al., 2020). Adicionalmente, esta cepa de Karenia es capaz de 

producir ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) y especies reactivas de oxígenos (ROS) que pueden 

exhibir una mayor toxicidad debido a que provocan la peroxidación lipídica en presencia de las 

ROS (Arzul, 1995). Se hipotetiza que el nicho ambiental de Karenia en Chile se encuentra en aguas 

de mar adentro durante la temporada de verano, lo que hace que esta cepa sea única y distintiva a 

las demás Karenia selliformis que hay en otras latitudes del mundo. Debido a esto, es de gran 

importancia estudiar su toxicidad y condiciones de crecimiento para comprender mejor su impacto 

en el ecosistema marino (Mardones et al., 2020).  

Aballay et al. (2025) demostró que el exudado de la cepa chilena CREAN_Ks02 tiene un efecto 

excitotóxico, es decir un daño celular causado por una hiperactividad de las neuronas significativo, 

lo que sugiere la presencia de metabolitos bioactivos activadores de los canales de sodio 

dependientes de voltaje con acción neurotóxica aún no caracterizados analíticamente. Además de 

los efectos neurotóxicos descritos en líneas celulares, se ha reportado que los exudados de K. 

selliformis CREAN_Ks02 tienen un impacto alelopático significativo sobre diversas especies de 

fitoplancton, afectando su crecimiento, fotosíntesis y producción de especies reactivas de oxígeno 

(Alfaro-Ahumada et al., 2024). Esto evidencia la versatilidad y potencia tóxica de los compuestos 

liberados por esta cepa chilena. 



12 

 

El pez cebra (Danio rerio) se ha transformado en una de las principales especies utilizadas para 

evaluar la toxicidad en organismos acuáticos. Aunque en un inicio fue conocido como un pez 

ornamental de acuario, hoy en día es ampliamente reconocido en la investigación biomédica y 

ecotoxicológica gracias a las múltiples ventajas que ofrece frente a otros modelos animales. Su 

rápido desarrollo embrionario, la gran cantidad de descendencia, la fertilización externa y la 

transparencia de sus embriones y larvas permiten observar en detalle los órganos internos y los 

procesos biológicos desde etapas muy tempranas (Figura 1). Además, se trata de un pez pequeño, 

de apenas unos 4 cm en su etapa adulta, fácil de mantener y manipular en laboratorio, lo que facilita 

su uso en estudios experimentales. Otro aspecto clave es que, en la Unión Europea, el pez cebra 

cuenta con una regulación específica a través de la Directiva 2010/63/UE, la cual establece que los 

embriones solo son considerados animales protegidos a partir de las 120 horas post-fecundación 

(hpf). Esto significa que antes de ese punto su uso es más flexible, lo que ha impulsado su adopción 

como un modelo alternativo, ético y científicamente validado en investigaciones sobre toxicidad y 

neurotoxicidad (Strähle et al., 2012; European Parliament & Council of the European Union, 2010). 

 

Figura 1: Desarrollo del Danio rerio desde un embrión hasta llegar a un pez adulto. Ilustración de 

elaboración propia (Barra Camila).    

Wang et al. (2019) evaluó los efectos de células lisadas de Karenia mikimotoi en el desarrollo de los 

embriones del pez cebra, observando diferentes tipos de anomalías. La figura 2 nos entrega varios 

resultados de toxicidad, como deformación en los embriones expuestos al lisado, a medida que 

avanzan las horas (12-48 hpf). Esto indica que hay un efecto negativo en el desarrollo del embrión. 

Por otra parte, podemos observar anomalías específicas, como coagulación, edema del saco vitelino 

y retraso en el desarrollo (cola y el pericardio). 
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Figura 2: Desarrollo de embriones de pez cebra a diferentes tratamientos. Las columnas A y B 

muestran procesos normales del desarrollo (blanco y control negativo) y C-D muestran 

el desarrollo anormal del pez cebra (cuadro rojo). Lo que también indica los procesos 

de desarrollo a 12, 24, 36 y 48 hpf (1, 2, 3 y 4 respectivamente). Las flechas en la 

columna C y D indican coagulación en C1, edema del saco vitelino C2, C3, C4, D3 y 

D4, retraso de su desarrollo D2, D3 y D4; las flechas de puntos en D3 y D4 muestran 

la malformación en la cola. Tomada de Wang et al. (2019). 

Neurotoxicidad 

La neurotoxicidad es un área de estudio importante en la toxicología que se centra en los efectos 

adversos de sustancias químicas en el sistema nervioso de los organismos. La evaluación de la 

neurotoxicidad en estas fases tempranas permite identificar potenciales riesgos y efectos 

perjudiciales de diversas sustancias (Oliviera et al., 2021). 

Para evaluar la neurotoxicidad en los estadios tempranos del pez cebra hay diferentes enfoques. Los 

efectos de las sustancias químicas en el desarrollo cerebral se pueden evaluar de varias formas como 

patrones de expresión genética, morfogénesis neuronal y perfil neuroconductual (Kalueff et al., 2013). 

El cambio neuroconductual es uno de los resultados más recurrentes al investigar en el pez cebra; 

donde se evalúa el número de movimientos espontáneos o inducidos por estimulación.  En el caso de 

los embriones, la neurotoxicidad del desarrollo (DNT), mide el enrollamiento en su cola que es un 

movimiento embrionario espontaneo o inducido por el tacto e implica una flexión de izquierda a 

derecha y que aparece en el embrión alrededor de las 18 hpf, y que luego disminuye gradualmente 

Oliviera et al (2021). En larvas se mide con un ensayo de comportamiento denominado (Actividad 
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locomotora), que analiza el movimiento completo de la larva una vez que ya se ha inflado la vejiga 

natatoria. 

Por lo tanto, aunque se ha comprobado la neurotoxicidad del Karenia selliformis en distintos modelos 

(Aballay et al., 2025; Qin yuan et al., 2018), aún es necesario profundizar en como los compuestos 

presentes en el lisado de esta cepa pueden afectar el desarrollo temprano de los vertebrados. El pez 

cebra permite detectar cambios conductuales y neuromotores que van más allá de la mortalidad o 

anomalías (Oliveira et al., 2021). Lo que convierte a este este estudio en una herramienta novedosa 

para comprender mejor los efectos tóxicos del lisado de Karenia selliformis y aportar información 

útil al monitoreo de floraciones algales nocivas en Chile. 
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HIPOTESIS  

El lisado de la cepa Karenia selliformis CREAN Ks_02 genera efectos neurotóxicos en los estadios 

tempranos de Danio rerio. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto neurotóxico del lisado de la cepa Ks_02 de Karenia selliformis en embriones y 

larvas de Danio rerio. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Determinar el LC50 de células lisadas de Karenia selliformis en estadios tempranos de Danio rerio 

(embriones y larvas tempranas). 

2. Evaluar el movimiento espontaneo de la cola de los embriones expuestos a lisado de Karenia 

selliformis cepa CREAN_Ks02 en ciclos alternados de luz y oscuridad. 

3. Evaluar la actividad locomotora de las larvas expuestas a lisado de Karenia selliformis cepa 

CREAN_Ks02 en ciclos alternados de luz y oscuridad en exposición crónica y aguda. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Mantención de pez cebra y obtención de larvas 

Los peces adultos de pez cebra tipo silvestre (TAB5 y AB) fueron mantenidos en un bioterio en una 

temperatura de 28°C, bajo el ciclo de iluminación de 14 horas luz y 10 horas de oscuridad, con una 

conductividad de 500-700 μS/cm3, pH entre 7,0 – 7,4 y con una alimentación de dos veces al día 

(en la mañana y en la tarde) de pellets micronizados de 500 μM (GEMMA Skretting). La obtención 

de las ovas, se realizó por medio de parideras ubicadas dentro de los estanques del bioterio, donde 

se encuentran los reproductores en relación de 1:2 (un macho: dos hembras). Las muestras fueron 

extraídas de la paridera y su contenido fue filtrado por un tamiz de 500 μM, seguido de un lavado 

con agua temperada del sistema, a fin de prevenir la inducción de un choque osmótico y térmico. 

Posteriormente, las ovas fueron depositadas en placas Petri con medio de cultivo E3 1X (NaCl 5 

mM; KCl 0,17 mM; CaCl2 0,33 mM; MgSO4 0,33 mM) suplementado con azul de metileno así 

evitar la contaminación en las ovas. La selección de las ovas se realizó basado en criterios de 

simetría, homogeneidad, y la presencia de un corion transparente sin deformaciones, ni residuos de 

materia orgánica adherida. Las placas se mantuvieron en una incubadora (VELP) configurada a una 

temperatura constante de 28 ± 0,5 °C y un fotoperiodo controlado de 14:10 horas (luz/oscuridad), 

donde permanecieron hasta su uso. 

Mantención de Karenia selliformis 

La cepa Karenia selliformis CREAN_Ks02 fue aislada en el archipiélago de Guaitecas por el Dr. 

Jorge Mardones, y posteriormente, depositada en el Centro de Estudios de Algas Nocivas del Instituto 

de Fomento Pesquero (CREAN/IFOP). Posteriormente, la cepa fue mantenida en el Laboratorio de 

Biotoxinas Marinas de la Universidad de Concepción (LBTx-UdeC). 

Los cultivos se mantuvieron en medio L1, el que fue preparado con agua de mar costera de Chile 

(36°31’S, 73°08’O), filtrada a 0,2 µm, esterilizada en autoclave y ajustada a una salinidad de 32 psu. 

Las condiciones de cultivo correspondieron a una temperatura de 17 °C, una irradiancia de 140 µmol 

photons m⁻² s⁻¹ y un fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad. 

Obtención de células lisadas de Karenia selliformis  

Siguiendo el protocolo descrito por Wang et al. (2019), se obtuvo el lisado celular de Karenia 

selliformis en fase exponencial desacelerada mediante un proceso de sonicación, precedido por una 

serie de pasos experimentales estandarizados. Se obtuvo una muestra de cultivo de 100 mL con una 

densidad celular no superior a 10.000 células*mL-1. A partir de la muestra inicial se prepararon 
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diluciones seriadas con diferentes concentraciones, las cuales variaron según el objetivo 

experimental y la etapa biológica en evaluación. (Tabla 1)  

Tabla 1: Resumen de rango de concentraciones, utilizadas en embriones y larvas dependiendo del 

objetivo a abordar. 

 

Objetivo  Estadio Concentraciones (Cél*mL-1) 

1 (LC50) Embriones  10.000-5.000-2.500-1.250-625 

1 (LC50) Larvas (48 hpf) 80.000-60.000-40.000-20.000 

2 (Neurotoxicidad) Embriones  1.000-500-250-125 

3 (Neurotoxicidad) Larvas (48 hpf) 1.000-500-250-125  

 

Una vez ajustados los volúmenes para cada concentración, las muestras se centrifugaron a 3.300g   

durante 10 minutos a 4 °C, con el fin de sedimentar las células y obtener el pellet. Posteriormente, 

cada pellet se resuspendió en 2 mL de solución E3, con el objetivo de equilibrar la salinidad del 

medio y prevenir choques osmóticos durante la exposición de embriones o larvas. El siguiente paso 

consistió en la disrupción mecánica de las células por sonicación, utilizando un disgregador 

ultrasónico. Se aplicaron pulsos en intervalos de 20 segundos, con un total de tres repeticiones 

(20×3). Las muestras se mantuvieron en un baño de hielo durante todo el procedimiento para evitar 

el sobrecalentamiento y la degradación térmica de los compuestos intracelulares. Finalmente, los 

lisados obtenidos fueron utilizados de inmediato para evitar la pérdida de actividad tóxica liberada 

o bien almacenados a 20 °C hasta su posterior uso. 
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Control Positivo. El 3,4-dicloranilina (3,4-DCA) es un compuesto químico de la clase de las anilinas, 

caracterizado por la presencia de un grupo amino (-NH₂) enlazado a un núcleo aromático bencénico. 

Estudios como los de Von Hellfeld et al. (2020) han utilizado el 3,4-DCA en ensayos de toxicidad 

aguda, evaluando sus efectos adversos en embriones de peces, por lo que se sugiere como control 

positivo para evaluar toxicidad. En el caso de la evaluación de neurotoxicidad se utilizó como control 

positivo etanol (EtOH) dado que su efecto sobre el sistema nervioso de larvas de Danio rerio está 

ampliamente documentado (Cornet et al., 2017; Wen  et al., 2008). A concentraciones en torno al 1,2 

% v/v, el etanol provoca alteraciones conductuales características, como hiperactividad sostenida y 

pérdida de la respuesta normal a los ciclos de luz y oscuridad, lo que constituye un marcador confiable 

de disfunción neuronal (Pepe-Vargas et al., 2025).  

Control negativo. El medio E3 se utiliza comúnmente como control negativo en bioensayos con 

pez cebra ya que, proporciona un entorno adecuado para el desarrollo de los embriones y larvas. 

Contiene nutrientes y sales que son esenciales para el crecimiento y desarrollo normal de los 

embriones y larvas, lo que permite que se mantengan en condiciones óptimas durante el ensayo. 

También se incluyó la microalga Dunaliella salina porque es un organismo ampliamente 

reconocido por su inocuidad y por no producir toxinas que puedan generar efectos adversos en otros 

organismos. A diferencia de microalgas nocivas, Dunaliella salina se caracteriza principalmente por 

su capacidad de acumular altos niveles de β-caroteno y otros carotenoides, compuestos que cumplen 

un rol protector frente a condiciones de estrés y que actúan como antioxidantes naturales (Lamers et 

al., 2008).  

Determinación del LC50 de células lisadas de Karenia selliformis en estadios tempranos de 

Danio rerio  

Exposición en embriones y larvas.  

Tanto para embriones como larvas se utilizaron 5 individuos por cada pocillo en una placa de 48 

pocillos, después se agregaron las concentraciones seriadas de células lisadas con 3 réplicas cada 

una. Posterior a esto se incubó a 28 ± 0.5 °C con un fotoperiodo de 14:10 horas (Luz/Oscuridad), 

para luego ser monitoreadas a diferentes horas de exposición y así registrar mortalidad diaria y 

presencia de edemas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141113625004696?casa_token=-t4SYyHlwscAAAAA:aEQFWCBzRYdQgoLcfJUjG5-6xWi-lssHZwy0gpDZfXXEhP_tnBMeYfib7dB2HSPjzEWeBdcF#bib16
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Evaluación de mortalidad y edemas. 

Con los resultados obtenidos se procedió a establecer el valor de LC50 (concentración letal media) 

mediante un análisis tipo sigmoidal/logístico (curva dosis-respuesta); modelo que permite estimar 

la concentración en el cual se produce el 50 % de mortalidad. 

 

Evaluación de la neurotoxicidad en embriones y larvas de Danio rerio expuestos a células lisadas 

de Karenia selliformis. 

En embriones de pez cebra, la neurotoxicidad se evaluó mediante el ensayo de enrollamiento 

espontáneo de la cola. Este movimiento se observa a partir de las 17 horas post-fecundación (hpf), 

y alcanza su máxima frecuencia alrededor de las 19 hpf; posteriormente disminuye de manera 

gradual. Se trata de un patrón motor generado por la actividad espontánea de redes neuronales en la 

médula espinal en formación, por lo que cambios en su frecuencia o amplitud constituyen 

indicadores sensibles de alteraciones neurotóxicas (Saint-Amant et al., 1998; Oliveira et al., 2021). 

En este estudio, los embriones expuestos al lisado de Karenia selliformis fueron analizados bajo 

este criterio, permitiendo detectar la neurotoxicidad en embriones en ciclos alternados de luz y 

oscuridad. 

En larvas de pez cebra, la neurotoxicidad se midió a través de un ensayo de actividad locomotora 

basado en la exposición a ciclos alternados de luz y oscuridad. Este método se fundamenta en la 

respuesta fotomotora natural de las larvas de Danio rerio, caracterizada por una mayor movilidad 

Embriones 

(< 5hpf) 

Larvas 

(< 5dpf) 

Concentraciones: 

10.000 – 5.000 – 2.500 – 1.250 células*mL-1 

Concentraciones: 

80.000 – 60.000 – 40.000 – 20.000 células*mL-1 

Controles 

- Control negativo: Medio E3 

- Control positivo: 3,4 Dicloroanilina (2,5 mg/L) 
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en condiciones de oscuridad y una reducción de la actividad durante la luz, lo que refleja un 

comportamiento circadiano innato. La alteración de este patrón, en presencia de compuestos 

tóxicos, constituye un biomarcador confiable de disfunción neuromotora (Selderslaghs et al., 2013; 

Manohar et al., 2019).  

Evaluación de neurotoxicidad en embriones. 

Para esta evaluación, se utilizaron concentraciones subletales del lisado de Karenia selliformis cepa 

CREAN Ks_02, determinadas previamente en el Objetivo 1. Las concentraciones seleccionadas 

fueron: 1.000, 500, 250 y 125 células*mL-1. Cada tratamiento fue dispuesto en placas de 48 pocillos, 

utilizando 15 embriones por concentración, distribuidos en tres réplicas (5 embriones por pocillo). 

Tras 24 horas de exposición, se seleccionaron 12 embriones por tratamiento y se transfirieron a una 

placa de cultivo de 96 pocillos de fondo curvo, con un volumen de 100 µL de medio E3 por pocillo 

(un embrión por pocillo). Esta placa fue analizada en el equipo wMicroTracker para registrar el 

movimiento espontáneo de la cola de los embriones durante 60 minutos, incluyendo un periodo de 

acondicionamiento de 20 minutos y tres ciclos de luz/oscuridad. 

 

Figura 3: Actividad de enrollamiento de la cola en embriones de pez cebra. En el dibujo se muestra 

las direcciones de movimiento que tendrá la cola del pez. Tomada y editada de Oliveira 

et al., (2021). 

 

Evaluación de neurotoxicidad en larvas.  

Para evaluar los efectos neurotóxicos en larvas de pez cebra, se utilizó una metodología basada en 

la descrita por Manohar et al. (2019), que consiste en analizar la respuesta locomotora de las larvas 

frente a estímulos de luz/oscuridad. El protocolo contempló el uso de tres ciclos alternados de 

luz/oscuridad de 10 minutos cada uno, monitoreando la actividad locomotora mediante el equipo 

wMicroTracker (Phylum Tech), el cual permite registrar patrones de movimiento en tiempo real. 
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Experimento exposición crónica: En estos experimentos se utilizaron larvas eclosionadas desde 

embriones previamente expuestos al lisado de K. selliformis (8.030 células*mL-1) desde 3hpf post 

fecundación manteniéndose la exposición con recambios diarios de los lisados hasta las 96 hpf. Se 

aseguró que al momento de la evaluación las larvas presentaran la vejiga natatoria inflada 

completamente. 

 
Figura 4: Secuencia metodológica del experimento de exposición crónica. A las 0 hpf se inició la 

exposición de los embriones al lisado de Karenia. A las 24 hpf se evaluó el movimiento 

espontáneo de la cola en embriones, mientras que a las 96 hpf se evaluó la actividad 

locomotora en larvas, utilizando el equipo wMicroTracker. 

 

Experimento de exposición aguda: En estos experimentos se utilizaron larvas eclosionadas desde 

embriones incubados en medio E3.  A las 72 hpf, se inicia la exposición al lisado de K. selliformis 

utilizando las mismas concentraciones subletales previamente establecidas para embriones.  

 

 

Figura 5: Diagrama de secuencia metodológica de experimento de exposición aguda de larvas de 

72hpf. Todo el desarrollo embrionario ocurrió en medio E3, posterior a la eclosión fueron 

expuestas por 24h a distintas concentraciones de lisado de Karenia. 
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En ambos tipos de experimentos se utilizaron placas de 48 pocillos, con 15 larvas por tratamiento, 

distribuidas en tres réplicas (5 larvas por pocillo). A las 96 hpf, se seleccionaron al azar 12 larvas 

por tratamiento y se transfirieron individualmente a pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo 

liso, conteniendo 100 µL de E3. Posteriormente, se llevó a cabo la evaluación del comportamiento 

locomotor durante un periodo de 60 minutos, incluyendo 20 minutos de acondicionamiento y tres 

ciclos alternados de luz/oscuridad.  

 

Análisis de datos 

Para evaluar la acción del lisado de K. selliformis, se registraron inicialmente el % de 

malformaciones en embriones y mortalidad en embriones y larvas de Danio rerio. A partir de estos 

datos, se trazó la curva de dosis-respuesta en el software GraphPad Prism, lo que nos proporcionó 

la LC50. También se calculó el EC20 utilizando la presencia de edemas para definir un nivel seguro 

de exposición. Esta concentración más baja se probó posteriormente en experimentos de 

neurotoxicidad.  

Para los ensayos de comportamiento, los datos obtenidos mediante el dispositivo wMicroTracker 

fueron exportados a GraphPad Prism para su análisis estadístico. En los embriones se evaluó la 

frecuencia y movimiento espontáneo de la cola en periodos alternados de luz y oscuridad, mientras 

que en las larvas se analizó la actividad locomotora registrada durante los períodos de luz y oscuridad. 

Antes de realizar las comparaciones entre tratamientos, se verificaron los supuestos estadísticos 

mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas. Cuando los datos 

cumplieron estos criterios, se aplicó un ANOVA, seguido de la prueba post-hoc para determinar 

diferencias significativas entre los grupos. En los casos en que los datos no cumplieron los supuestos 

de normalidad u homogeneidad, se utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la 

prueba de comparaciones múltiples de Dunn, contrastando cada tratamiento con el control negativo 

(medio E3). 
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RESULTADOS 

 

Determinación de la toxicidad del control positivo 3,4 Dicloroanilina  

Los resultados del bioensayo con embriones y larvas de Danio rerio expuestos a 3,4-dicloroanilina 

(DCA) mostraron un incremento en los edemas pericárdicos y del saco vitelino en los rangos de 

concentración de 2 mg*L-1y 3 mg*L-1 de 3,4 DCA (Figura 6B). Por otra parte, a concentraciones de 

4 mg*L-1y 5 mg*L-1, todos los embriones murieron a las 48 horas post fecundación, mientras que 

aquellos expuestos al medio E3 sobrevivieron durante todo el bioensayo. En las, larvas de pez cebra 

expuestas al 3,4 DCA a 72 hpf también se tuvo como resultado edemas pericárdicos y vitelino en 

concentraciones de 2 mg*L-1y 3 mg*L-1 (Figura 7). Sobre la base de estos resultados se definió 

utilizar 2,5 mg*L-1de 3,4-dicloroanilina como control positivo, dado que a esta concentración se 

observan efectos tóxicos claros, como edemas pericárdicos y del saco vitelino, sin inducir una alta 

mortalidad antes de las 48 hpf. Los resultados obtenidos con el control positivo 3,4-DCA 

concuerdan con lo reportado por Von Hellfeld et al. (2020), quienes describieron efectos adversos 

como edemas y mortalidad embrionaria a concentraciones similares en Danio rerio. 

 

Figura 6: A. Embrión de Danio rerio de 48 hpf expuesto 3,4 dicloroanilina que presenta edema 

pericárdico. B. Proporción de embriones expuestos a diferentes concentraciones de 3,4 

DCA que generaron edemas. 
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Figura 7: A. Larva de Danio rerio de 72 hpf expuesta a 3,4 DCA que presenta edema pericárdico 

y vitelino. B. Proporción de las larvas expuestas a diferentes concentraciones de 3,4 DCA 

que generaron edemas. 

 

Determinación del LC50 del lisado de Karenia selliformis cepa Ks_02  

Para determinar el valor de LC50 se llevaron a cabo nueve pruebas experimentales. Sin embargo, 

solo cuatro de ellas fueron elegibles para el análisis, ya que las otras pruebas no tuvieron calidad 

satisfactoria debido a variaciones técnicas o biológicas. Considerando el total de los datos se estimó 

que el valor de LC50 fue de 5.312 células*mL-1 para embriones (Figura 8) y de 15.000 células*mL-

1 para larvas (Figura 10). 
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Figura 8: Porcentaje de mortalidad de embriones de pez cebra expuestos a concentraciones 

crecientes de lisado de la cepa Ks_02.   

El registro de la presencia de edemas embrionarios mostró una concentración efectiva del 50% (EC50) 

de 1.648 células*mL-1, lo cual permitió establecer un umbral subletal por debajo de 1.000 células*mL-

1 para posteriores bioensayos neuroconductuales. 
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Figura 9: Porcentaje de embriones de Danio rerio de 48hpf con la presencia de edemas luego de 

24h de exposición al lisado.  La concentración de 0 cél/mL corresponde a Medio E3. *p < 

0,05 y ** p <0,01. 

La figura 10 presenta la relación entre la concentración del lisado de la cepa Ks_02 y el porcentaje 

de mortalidad en larvas de 4 días post fecundación (dpf) 

Tras 48 horas de exposición. En este grafico se ilustra el efecto dosis-respuesta, evidenciando como 

el aumento en la concentración celular se asocia con cambios en la mortalidad de las larvas, lo que 

permite evaluar el potencial tóxico del tratamiento y estimar parámetros como la concentración letal 

media (LC50) 
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Figura 10: LC50 en larvas de 4 dpf expuestas por 48 horas al lisado de la cepa Ks_02. 
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Determinación de la neurotoxicidad del lisado de Karenia selliformis cepa Ks_02 en estadios 

temprano del Danio rerio.  

Embriones (24 horas post fecundación) 

En total para alcanzar este objetivo se realizaron tres experimentos. El primero y el segundo se 

llevaron a cabo con un batch de Karenia de una densidad de 8.300 células*mL-1 y se hicieron con 

controles negativos E3 y control positivo de 3,4-dicloroanilina. En el tercer experimento, se incluyó 

un control negativo adicional: Dunaliella, una microalga no tóxica, sometida a los mismos pasos que 

el lisado de Karenia. Además, se modificó el control positivo (etanol) dado que se sabe que el etanol 

es neurotóxico. También, cabe señalar que el batch de Karenia utilizado en este tercer ensayo no era 

el mismo que en los dos anteriores (8.083 células*mL-1). Dado que los tres experimentos mostraron 

las mismas tendencias se incluyen solo los resultados del último experimento. 

Para caracterizar el efecto del lisado celular en los embriones se cuantificó el movimiento espontáneo 

de la cola por 20 minutos en oscuridad. Se observó que los embriones expuestos a las concentraciones 

más altas del lisado (500 y 1000 células*mL-1) aumentaron de manera significativa su actividad, 

alcanzando valores similares al control positivo (Figura 11). Este resultado indica un claro patrón de 

hiperactividad asociado a la presencia del lisado, en contraste a los embriones mantenidos en el medio 

E3. Estos hallazgos muestran que los compuestos presentes en el lisado de K. selliformis inducen una 

respuesta del tipo excitatoria.  
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Figura 11: Promedio de movimiento espontáneo de la cola en embriones de Danio rerio expuestos 

por 24 horas al lisado de Karenia selliformis. Los asteriscos indican diferencias 

estadísticamente significativas p < 0,0001 (****). 
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En estos resultados se observan diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados. 

El control negativo (Medio E3) mostró una marcada diferencia respecto a las concentraciones más 

altas del lisado de Karenia selliformis (500 y 1000 células*mL-1) y frente al control positivo con 

etanol. Asimismo, la concentración de 125 células*mL-1 presentó una diferencia significativa en 

comparación con la concentración de 250 células*mL-1, y altamente significativa frente a 500 

células*mL-1 y el etanol. Por su parte, la concentración de 250 células*mL-1 difirió significativamente 

de 500 células*mL-1 y de manera altamente significativa del etanol. Finalmente, la concentración de 

500 células*mL-1 mostró una diferencia significativa en relación con el control positivo.  En resumen, 

los resultados del movimiento espontaneo de la cola muestran que las concentraciones más altas del 

lisado (500 y 1000 células*mL-1) inducen un aumento significativo en el movimiento, alcanzando 

valores cercanos al control positivo, mientras que las concentraciones bajas no difirieron del control 

E3, indicando un efecto neurotóxico excitatorio dependiente de la concentración. 
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Figura 12: Movimiento espontáneo de la cola en embriones de Danio rerio de 24 hpf expuestos 

durante 60 minutos a concentraciones subletales del lisado de Karenia selliformis (125, 

250, 500 y 1000 células*mL-1), comparados con controles negativos (Medio E3 y 

Dunaliella salina) y positivo (Etanol 1,5 %). El registro se realizó en el equipo 

wMicroTracker bajo cuatro ciclos alternados de luz (barra blanca) y oscuridad (barra 

negra). 

La Figura 12 muestra la evolución temporal de 60 min del movimiento espontáneo de la cola en 

embriones de Danio rerio expuestos a concentraciones subletales del lisado de Karenia selliformis 

durante ciclos alternados de luz y oscuridad que van cambiando a cada 10 minutos. En los controles 
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negativos (Medio E3 y Dunaliella salina) se observó un patrón típico, con menor actividad durante 

los periodos de luz y un aumento al inicio de la oscuridad, lo que refleja la respuesta fotomotora 

normal. En contraste, los embriones expuestos a concentraciones altas del lisado como 1.000 

células*mL-1 presentó una hiperactividad sostenida, tanto en luz como en oscuridad, alcanzando 

valores cercanos al control positivo con etanol. Esta alteración se evidenció de manera más clara en 

los momentos de transición. Cuando se apagaba la luz, los controles mostraron un incremento notorio 

en la actividad, mientras que los embriones tratados mantuvieron niveles elevados sin cambios 

marcados entre fases. A bajas concentraciones (125, 250 y 500 células*mL-1), la respuesta fue más 

similar a los controles negativos, sin diferencias significativas. 

Estos resultados sugieren que el lisado de la cepa Ks_02 interfiere con la modulación normal (los 

embriones se ajustan o regulan su nivel de movimiento en respuesta a estimulo externo) de la 

actividad frente a cambios de luz/oscuridad, lo que se refleja en una hiperactividad dependiente de la 

dosis. Para confirmar esta tendencia, la Figura 13 presenta el análisis del promedio total de actividad, 

permitiendo comparar de manera estadística las diferencias entre tratamientos. 
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Figura 13: Promedio de movimiento espontáneo de la cola en embriones de Danio rerio de 24 hpf 

expuestos al lisado de Karenia selliformis (125, 250, 500 y 1000 células*mL-1) durante 

ciclos alternados de luz y oscuridad. Se incluyen controles negativos (Medio E3) y positivo 

(Etanol 1,5 %). Los asteriscos en la figura representan las diferencias estadísticas 

significativas, entre los tratamientos de la cepa y el control negativo (Medio E3). **** p< 

0,0001; ***p<0,001, **p< 0,01. 

Al medir la actividad como el promedio del movimiento en ciclos alternados de luz y oscuridad 

(Figura 13); se puede observar que los controles negativos (Medio E3 y Dunaliella salina) 
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mantuvieron un patrón típico, caracterizado por una menor actividad durante la luz y un incremento 

en la oscuridad. En contraste, los embriones expuestos a la concentración más alta del lisado 1.000 

células*mL-1 mostraron un aumento significativo de la actividad en ambos periodos, alcanzando 

valores comparables al control positivo con etanol, lo que indica un efecto excitatorio sobre el sistema 

neuromotor. A concentraciones bajas (125, 250 y 500 células*mL-1), la respuesta no difirió 

significativamente del medio E3, sugiriendo que el efecto neurotóxico del lisado es dependiente de 

la dosis. Estos resultados evidencian que la presencia del lisado altera la respuesta conductual normal 

de los embriones a los cambios de luz/oscuridad, constituyendo un indicador claro de neurotoxicidad. 

Larvas de 96 horas post fecundación en exposición crónica  

Para larvas también se realizaron tres experimentos tanto para exposición crónica; en el último 

experimento se agregó control negativo lisado de Dunaniella y el control positivo etanol. En la Figura 

14, se observa que, tras la exposición crónica, las larvas presentaron diferencias claras en su actividad 

motora según la concentración del lisado. A bajas concentraciones (125 y 250 células*mL-1), la 

actividad fue menor que en el control negativo, mientras que a concentraciones más altas como 500 

células*mL-1, tuvo una actividad más alta que el control, pero sin tener diferencias estadísticamente 

significativas. En cambio, la concentración de 1.000 células*mL-1 y el etanol si hubo una diferencia 

significativa. Estos resultados indican que el lisado induce una hiperactividad locomotora a dosis más 

elevadas, lo que apunta a un impacto neurotóxico dependiente de la concentración. 
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Figura 14: Actividad locomotora de larvas de Danio rerio de 96 hpf expuestas crónicamente al 

lisado de Karenia selliformis (125, 250, 500 y 1000 células*mL-1), en oscuridad. Se 

incluyen controles negativos (Medio E3) y positivo (Etanol 1,5%). Los asteriscos indican 

diferencias estadísticamente significativas (****p < 0,0001). 
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Por otra parte, en la figura 15 se observa que las larvas responden de manera distinta según la 

concentración del lisado. A concentraciones bajas (125 y 250 células*mL-1), la actividad locomotora 

se mantuvo similar al control E3, con ligeras variaciones. Sin embargo, a concentraciones más altas 

(500 y sobre todo 1000 células*mL-1) se evidenció un aumento marcado de la actividad motora 

durante los períodos de estimulación con luz/oscuridad, mostrando un patrón de hiperactividad. El 

control positivo con etanol también presentó altos niveles de movimiento, confirmando que la 

respuesta observada está asociada a un efecto estimulante sobre el sistema nervioso.  

La figura 16 muestra que las larvas respondieron de manera distinta dependiendo tanto de la 

concentración del lisado como del estímulo de luz/oscuridad. 
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Figura 15: Promedio de la actividad locomotora de larvas de Danio rerio de 96 hpf expuestas 

crónicamente al lisado de Karenia selliformis (125, 250, 500 y 1000 células*mL-1) durante 

60 minutos en ciclos alternados de luz (barra blanca) y oscuridad (barra negra). Se incluyen 

controles negativos (Medio E3 y Dunaliella) y positivo (Etanol 1,5%). 
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Figura 16: Promedio de la actividad locomotora en larvas de Danio rerio de 96 hpf expuestas 

crónicamente al lisado de Karenia selliformis (125, 250, 500 y 1000 células*mL-1) durante 

60 minutos en ciclos alternados de luz y oscuridad. Se incluyen controles negativos (Medio 

E3) y positivo (Etanol 1,5 %). Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 

significativas * p < 0,05; ** p < 0,01; ****p < 0,0001.    

 

Durante los periodos de luz, la actividad locomotora fue baja en todos los grupos solo habiendo una 

diferencia significativa entre el medio E3 y etanol (p < (0,0001). En los periodos de oscuridad, en 

cambio, las larvas expuestas a la concentración más altas mostraron un aumento significativo en 

comparación del medio E3; tanto en el primer (p < 0,0001) como segundo ciclo de oscuridad (p < 

0,05). Estos resultados indican que la exposición crónica al lisado puede inducir hiperactividad 

locomotora dependiente de la dosis, especialmente bajo condiciones de oscuridad. 

Evaluación de la neurotoxicidad en larvas en exposición aguda (96 hpf). 

En este experimento los embriones fueron mantenidos en medio E3 y luego de la eclosión las larvas 

fueron expuestas por 24h al lisado (Figura 5). Durante el periodo inicial de acondicionamiento, se 

observó que las larvas expuestas a bajas concentraciones del lisado (125 y 250 células*mL-1) 

mostraron un leve incremento en su actividad en comparación con el control E3. En contraste, a 

concentraciones más altas (500 y 1000 células*mL-1), la actividad locomotora disminuyó 

notablemente, quedando por debajo incluso del control positivo etanol. 
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Figura 17: Promedio de actividad en larvas de Danio rerio de 96 hpf expuestas agudamente al 

lisado de Karenia selliformis (125, 250, 500 y 1000 células*mL-1). Se incluyen controles 

negativos (Medio E3) y positivo (Etanol 1,5%). Los asteriscos indican diferencias 

estadísticamente significativas únicamente en la comparación de cada tratamiento con el 

control E3.   **p < 0,01; **** p < 0,0001. 

Este patrón indica que la exposición aguda al lisado genera respuestas diferenciadas según la dosis. 

Mientras las concentraciones bajas parecen estimular el movimiento, las más elevadas provocan una 

inhibición significativa de la actividad motora, lo que apunta a un posible efecto neurotóxico 

temprano. Estos resultados indican que las larvas en exposición aguda al lisado respondieron de 

manera distinta a aquellas con exposición temprana.  
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Figura 18: Promedio de la actividad locomotora de larvas de Danio rerio de 96 hpf expuestas 

agudamente al lisado de Karenia selliformis (125, 250, 500 y 1000 células*mL-1) durante 
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60 minutos en ciclos alternados de luz (barra blanca) y oscuridad (barra negra). Se incluyen 

controles negativos (Medio E3 y Dunaliella) y positivo (Etanol 1,5%).  

Durante los minutos 20-30, las concentraciones bajas (125 y 250 células*mL-1) mostraron un leve 

aumento en la actividad en comparación con el control (-), mientras que las concentraciones altas 

(500 y 1000 células*mL-1) mantuvieron valores más bajos. En los siguientes ciclos, la actividad tendió 

a estabilizarse, sin grandes diferencias entre los tratamientos y el control (+). Sin embargo, hacía en 

el segundo ciclo de oscuridad (50 - 60 min), se observó un incremento significativo en la actividad 

en el grupo tratado con etanol (control positivo), lo que refuerza la sensibilidad del ensayo para 

detectar cambios en el comportamiento. Esto indica que la exposición aguda al lisado puede provocar 

efectos sutiles y dependientes de la concentración, con cierta estimulación a bajas dosis y un efecto 

más inhibidor a dosis elevadas. 

La Figura 19 muestra la actividad locomotora promedio de larvas de Danio rerio expuestas 

agudamente al lisado de Karenia selliformis en ciclos alternados de luz y oscuridad. Se puede 

observar que casi no hubo diferencias significativas entre tratamiento excepto en el primer ciclo de 

luz donde se registraron diferencias significativas entre el control negativo y la concentración de 

250 células*mL-1. Estos resultados sugieren que la exposición aguda al lisado puede inducir efectos 

neuroconductuales transitorios en las larvas, ya que muestra una alteración en la actividad solo por 

un periodo breve de tiempo, sin que esa alteración se mantenga en el tiempo de forma prolongada 

o permanente. 
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Figura 19:  Promedio de la actividad locomotora en larvas de Danio rerio de 96 hpf expuestas 

agudamente al lisado de Karenia selliformis. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 

significativas únicamente en la comparación de cada tratamiento con el control E3. * p < 0,05; ** 

p < 0,01. 
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DISCUSION 

 

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que el lisado de Karenia selliformis cepa CREAN 

Ks_02 ejerce una toxicidad significativa en estadios tempranos de Danio rerio. Se estimó un LC50 de 

5.312 células*mL-1 para embriones y de 15.000 células*mL-1 para larvas, evidenciando que las etapas 

más tempranas del desarrollo son más sensibles a la acción del lisado. Estos valores concuerdan con 

lo descrito por Mardones et al. (2020) y Aballay-González et al. (2025), quienes demostraron la 

citotoxicidad de esta cepa en cultivos celulares, asociada a la producción de metabolitos intracelulares 

no caracterizados que inducen a la excitotoxicidad. Sin embargo, mientras en células el efecto se 

limita a respuestas bioquímicas específicas, en organismos completos como Danio rerio se observa 

un espectro más amplio de consecuencias, desde mortalidad hasta alteraciones conductuales, lo que 

resalta el valor del pez cebra como modelo más sensible y ecológicamente relevante. 

Las concentraciones que produjeron mortalidad y efectos subletales en este estudio se encuentran 

dentro del rango documentado en floraciones naturales de Karenia en Chile (>10.000 células*mL-1 

Clément et al., 2001), lo que refuerza la pertinencia ambiental de los resultados. Estos hallazgos 

confirman que la cepa CREAN Ks_02 representa un riesgo real para peces nativos y especies de 

importancia acuícola expuestas a FANs intensas. 

La inclusión de controles adecuados permitió validar los resultados obtenidos. La 3,4-dicloroanilina 

(3,4-DCA) provocó efectos adversos conocidos en embriones de Danio rerio, como edemas y 

malformaciones, confirmando su utilidad como control positivo de toxicidad (Von Hellfeld et al., 

2020). El etanol, empleado como control positivo de neurotoxicidad, indujo hiperactividad sostenida 

y pérdida de la respuesta al ciclo luz/oscuridad, en concordancia con lo descrito en la literatura (Wen 

et al., 2008; Cornet et al., 2017; Pepe-Vargas et al., 2025). Dunaliella salina, utilizada como control 

biológico, no generó alteraciones en embriones ni larvas, lo que reafirma su inocuidad y permite 

descartar que los efectos se deban al procedimiento de lisado (Lamers et al., 2008). Finalmente, el 

medio E3 actuó como control negativo confiable, garantizando condiciones óptimas para el desarrollo 

normal de embriones y larvas (Westerfield, 2000; Selderslaghs et al., 2013). 

En relación con los edemas observados en embriones, se obtuvo un EC50 de 1.648 células*mL-1, con 

formación de edemas pericárdicos y vitelinos como biomarcadores tempranos de toxicidad 

embrionaria. Estos resultados concuerdan con los descritos por Wang et al. (2019) en embriones de 

pez cebra expuestos a lisados de Karenia mikimotoi de 1.6 * 105 células*mL-1, donde se reportaron 

coagulación, retraso en el desarrollo, edema del saco vitelino y deformaciones de la cola. La similitud 

en los biomarcadores entre especies distintas de Karenia sugiere mecanismos comunes de toxicidad, 
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posiblemente asociados a metabolitos intracelulares que afectan procesos de osmorregulación y 

desarrollo cardiaco. No obstante, en este trabajo los edemas se manifestaron con mayor claridad, lo 

que refuerza la hipótesis de que la cepa chilena CREAN Ks_02 posee un efecto particularmente 

potente sobre la fisiología embrionaria. 

En cuanto a la neurotoxicidad en embriones, se observó un aumento significativo en la frecuencia del 

movimiento espontáneo de la cola a concentraciones altas (500–1.000 células*mL-1), alcanzando 

niveles similares al control positivo (etanol). Este efecto excitatorio concuerda con lo descrito por 

Aballay et al. (2025), quienes evidenciaron excitotoxicidad en cultivos neuronales expuestos al 

exudado de CREAN Ks_02, atribuida a la activación de canales de sodio dependientes de voltaje. De 

esta forma, nuestros resultados in vivo respaldan los hallazgos in vitro, mostrando que los compuestos 

presentes en el lisado inducen hiperactividad neuronal en estadios tempranos del pez cebra. 

En larvas de 96 hpf, los resultados evidenciaron un patrón neurotóxico dependiente de la 

concentración y del régimen de exposición. En la exposición crónica, bajas concentraciones (125–

250 células*mL-1) redujeron la actividad locomotora, mientras que dosis más elevadas (500–1.000 

células*mL-1) provocaron hiperactividad, alcanzando valores cercanos al control positivo. Este patrón 

bifásico indica que la toxicidad del lisado modula la plasticidad neuromotora y altera la respuesta 

típica a los ciclos de luz/oscuridad. En contraste, en la exposición aguda se observó que las 

concentraciones bajas tendieron a estimular levemente la locomoción, mientras que las 

concentraciones altas provocaron una inhibición significativa, reflejando un efecto inhibidor 

sostenido. Estas diferencias resaltan la importancia del tiempo de exposición en la manifestación de 

la neurotoxicidad. A nivel interespecífico, Liu et al. (2023) reportaron que la exposición directa e 

indirecta a K. selliformis redujo significativamente la velocidad de nado en Oryzias melastigma, 

además de incrementar eventos de congelación, lo que sugiere un impacto neuromuscular similar al 

observado en nuestro modelo. 

La comparación entre ensayos en células y en organismos completos revela una diferencia clave: los 

modelos celulares permiten identificar mecanismos moleculares específicos (ej. excitotoxicidad 

mediada por canales iónicos), pero carecen de la complejidad de un organismo vivo. En Danio rerio, 

los efectos del lisado se manifestaron en alteraciones neuroconductuales dinámicas (hiperactividad e 

hipoactividad), que integran la acción de múltiples redes neuronales, neurotransmisores y circuitos 

motores. Por ello, medir neurotoxicidad en animales completos no solo valida los resultados celulares, 

sino que amplía la comprensión del riesgo ecotoxicológico real. 

Es importante destacar que la cepa CREAN Ks_02 no solo ejerce toxicidad en peces, sino también 

efectos alelopáticos sobre otras microalgas. Alfaro et al. (2024) demostraron que los exudados de esta 
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cepa inhiben el crecimiento y la fotosíntesis de especies fitoplanctónicas, además de inducir la 

producción de especies reactivas de oxígeno. Esta doble acción ictiotóxica y alelopática potencia el 

impacto ecológico de las floraciones, alterando no solo la supervivencia de peces y organismos 

superiores, sino también la estructura y dinámica de las comunidades fitoplanctónicas. En 

consecuencia, CREAN Ks_02 puede modificar la red trófica y favorecer su propia dominancia en el 

ecosistema. 

En este contexto, el pez cebra se confirma como un modelo sensible y robusto para la evaluación de 

toxicidad y neurotoxicidad de microalgas nocivas. Su capacidad para detectar efectos subletales y 

neuroconductuales, que no serían evidentes en otros modelos, lo convierte en una herramienta clave 

para el monitoreo ecotoxicológico de floraciones algales nocivas y para la identificación temprana de 

riesgos en ecosistemas marinos (Selderslaghs et al., 2013; Manohar et al., 2019). 

En conjunto, nuestros resultados confirman que el lisado de K. selliformis CREAN Ks_02 ejerce 

efectos neurotóxicos y citotóxicos complejos, dependientes de la concentración y del régimen de 

exposición, en estadios tempranos de Danio rerio. Además, complementan los hallazgos in vitro de 

Mardones et al. (2020); Aballay et al. (2025), validan la presencia de biomarcadores descritos por 

Wang et al (2019). Este conjunto de evidencias refuerza el rol del pez cebra como un modelo robusto 

para comprender y anticipar los impactos de floraciones nocivas de Karenia en ecosistemas marinos 

y en la acuicultura. 

Finalmente, los resultados obtenidos respaldan y permiten afirmar que la hipótesis planteada en este 

estudio se acepta. El lisado de la cepa CREAN Ks_02 de Karenia selliformis generó efectos 

neurotóxicos claros en estadios tempranos de Danio rerio, tanto a nivel de mortalidad como de 

alteraciones conductuales (hiperactividad e hipoactividad), confirmando que los metabolitos 

liberados por esta cepa tienen un fuerte potencial para alterar el desarrollo neuromotor en organismos 

acuáticos.  
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CONCLUSIONES 

 

1. El lisado de la cepa CREAN Ks_02 de Karenia selliformis tiene un fuerte potencial tóxico y 

neurotóxico para las etapas tempranas de vida de Danio rerio.  

2. El valor de LC50 en embriones (5,312 células*mL-1) y larvas (15,000 células*mL-1) muestran la 

sensibilidad estadio especifica frente al lisado de la cepa CREAN Ks_02. 

4. Esta investigación entrega evidencias del efecto nocivo de las microalgas asociadas a FANs en 

estadios tempranos de peces. 
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