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RESUMEN
Las floraciones de algas nocivas (FANs) son un fendmeno natural de relevancia
ecoldgica y socioecondmica, debido a sus efectos adversos sobre la salud
humana, los ecosistemas costeros y la acuicultura. Heterosigma akashiwo es
una rafidéficea marina ictiotoxica responsable de proliferaciones y eventos de
mortalidad masiva de peces en diversas zonas costeras del mundo, incluyendo
Chile. La dinamica de estas floraciones esta fuertemente influenciada por
factores ambientales, particularmente la salinidad y la disponibilidad de
nutrientes, los cuales pueden afectar tanto el crecimiento como la toxicidad de
esta especie.El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto combinado de la
salinidad (15, 25 y 35 PSU) y de la fuente de nitrogeno (NH,CI, NaNO; y urea)
sobre el crecimiento, atributos fisioldgicos y toxicidad de dos cepas de H.
akashiwo de distinto origen geografico. CCM-UdeC 225 (Chile) y CCM-UdeC
279 (= CCMP 302, Nueva Zelanda). El crecimiento de los cultivos se evalué
mediante conteo celular y se analizaron parametros fotobiolégicos y pigmentos
fotosintéticos. Ademas, se prepararon lisados celulares para evaluar la toxicidad
mediante bioensayos con embriones de pez cebra (Danio rerio). Los resultados
evidenciaron respuestas diferenciadas entre cepas. El amonio promovi6 altas
tasas de crecimiento y sus extractos indujeron letalidad total en embriones de
Danio rerio. Ademas, la cepa CCM-UdeC 279 presentd una toxicidad superior
en comparacion con CCM-UdeC 225. Estos resultados evidencian una marcada

variabilidad fisiolégica y toxicoldgica entre cepas de esta especie.
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ABSTRACT

Harmful algal blooms (HABs) are natural events with significant ecological and
socioeconomic impacts, affecting human health, coastal ecosystems, and
aquaculture. Heterosigma akashiwo, a marine raphidophyte, causes blooms and
fish kills in various coastal regions worldwide, including Chile. These blooms are
strongly influenced by environmental factors such as salinity and nutrient levels,
which affect the growth and toxicity of the species. This study aimed to evaluate
the combined effect of salinity (15, 25, and 35 PSU) and three nitrogen sources
(NH,CI, NaNO3, and urea) on the growth, physiological traits, and toxicity of two
strains of H. akashiwo from different locations: CCM-UdeC 225 (Chile) and
CCM-UdeC 279 (= CCMP 302, New Zealand). Growth was measured through
cell counts, and physiological traits were analyzed by examining photobiological
parameters and photosynthetic pigments. Additionally, cell lysates were
prepared to assess toxicity using bioassays with zebrafish embryos (Danio
rerio). The results showed that both strains responded differently in terms of
growth and physiological features. Ammonium promoted high growth rates, and
its extracts caused complete lethality in Danio rerio embryos. Furthermore,
strain CCM-UdeC 279 demonstrated significantly higher toxicity than strain
CCM-UdeC 225. These findings underscore notable physiological and

toxicological differences among strains of this species.



1. INTRODUCCION

1.1 Floraciones algales nocivas

Las floraciones algales nocivas (FANs) son fendmenos naturales que se
caracterizan por la proliferacion de microalgas que generan algun efecto danino
para el ecosistema y/o la salud humana (Breckman et al., 2025). El término FAN
o en inglés HAB (Harmful Algae Bloom), fue acuhado por la Comisién
Oceanografica Intergubernamental (COI) de la UNESCO, con el fin de describir
la aparicion de microalgas que impactan negativamente a la salud humana, los
bienes y servicios costeros, y poblaciones naturales de organismos marinos.
Estas floraciones pueden manifestarse de diferentes formas segun la especie y
el cuerpo de agua en el que se desarrollan, pudiendo tener lugar en la
superficie del agua y/o a profundidades especificas en la columna de agua
(Sigee, 2005). Estos eventos son impredecibles y su magnitud puede variar de
manera considerable en poco tiempo. Ademas, no todas las floraciones de
algas nocivas tienen el mismo nivel de toxicidad, y es posible que esta toxicidad

varie con el transcurso del tiempo (Ono et al., 2000).

Chile es uno de los principales focos mundiales propensos a
experimentar floraciones algales nocivas de gran magnitud, al igual que
Benguela, el noroeste de Africa y Peri (Smayda, 2000). En nuestro pais, las

FANs marinas han incrementado en las ultimas décadas y se han concentrado



mayormente en la zona sur-austral, en fiordos y canales de las regiones de Los

Lagos, Aysén y Magallanes (Ugarte et al., 2022).

1.2 Factores que influyen en la aparicion de FANs

En los ecosistemas marinos, diversos procesos contribuyen al fenémeno
de las floraciones algales nocivas. Estos procesos incluyen factores naturales
como la circulacion y estratificacion, la surgencia marina, la quimica del agua, y
los procesos biolégicos y bioquimicos asociados con estos organismos
acuaticos, tales como el aumento de tasa de crecimiento y capacidad de
competir con otras algas, la reduccidn del pastoreo, la dispersion, la
sedimentacion y la mortalidad (Imberger et al., 1983; Iriarte et al., 2023).
Ademas de estos factores naturales, los factores antropogénicos también
desempeian un papel importante, siendo la eutrofizacion uno de los principales

problemas ambientales de alcance global (Anderson et al. ,2002).

La eutrofizacion implica el ingreso de nutrientes desde areas
continentales hacia las costas oceanicas y los sistemas marinos, a través de la
descarga de aguas subterraneas, aguas residuales, actividades industriales,
deposicidon atmosférica y el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados, como la
urea, cuyo uso ha aumentado en los ultimos afos y representa mas del 50% de
los fertilizantes nitrogenados utilizados a nivel mundial (Anderson et al., 2002;

Glibert et al., 2006). La escorrentia de zonas agricolas y urbanas ha contribuido



considerablemente al aumento de nitrégeno organico en los rios (Glibert et al.,
2006; Solomon et al, 2010). Se ha observado un incremento sostenido,
superior a 5 yM en las concentraciones de NH,* o urea en estuarios alrededor
del mundo, y en algunos casos, valores promedios mensuales similares o
mayores a 30 uyM (Glibert et al., 2016). Este fenbmeno es relevante debido a
que la urea puede ser rapidamente hidrolizada en NH,, un nutriente que
promueve el crecimiento de especies productoras de FANs (Solomon et al.,

2010; Glibert et al., 2006).

En el ecosistema patagonico chileno, especialmente en bahias y
estuarios, las principales influencias antropogénicas provienen del turismo, la
silvicultura y la acuicultura, lo que contribuye a una abundante presencia de
materia organica en descomposicion (Anderson et al., 2002; Iriarte et al., 2023).
En particular, la acuicultura se ha convertido en una fuente creciente de
nitrogeno reducido, principalmente NH,+ y urea, derivados de la excrecion
directa de los peces en cultivo y de la remineralizacion del alimento no

consumido (Bouwman et al., 2013).

1.3 Heterosigma akashiwo
Dentro de las especies de microalgas que forman FANs, se encuentra la
rafidoficea marina Heterosigma akashiwo (Hada) Hada ex Hara & Chihara

(1987), anteriormente clasificada como Olisthodiscus carterae (Hulbur, 1965).



Este es un organismo unicelular perteneciente a la clase Raphidophyceae, que
forma parte del fitoplancton marino. Su longitud oscila entre 12 y 34 um, con un
espesor de 8 a 10 um. Este organismo muestra pleomorfismo, lo que implica
que su forma puede variar desde esferoidal a ovoide u oblongo (Hara &
Chihara, 1987); carece de pared celular y esta limitado unicamente por una
membrana (Honjo, 1992). Su color varia entre tonos amarillos y marrones
amarillentos. Presenta dos flagelos heterodinamicos: uno anterior utilizado para
la locomocién y el movimiento, y otro posterior rigido (Hara & Chihara, 1987).
Esta adaptacion permite que H. akashiwo se desplace de forma espiralada,
favoreciendo asi su movilidad en el agua (Hara & Chihara, 1987). Antes del
amanecer, las células de H. akashiwo migran verticalmente desde las capas
inferiores del medio acuatico hasta la superficie, y descienden nuevamente
hacia las profundidades justo antes del anochecer (Kohata et al., 1986). Esta
estrategia de migracién desempefa un papel importante en el desarrollo y la

formacién de FANs (Shitaka et al., 2015).

Las células de H. akashiwo pueden contener de 10 a 25 cloroplastos
discoides de color amarillo-marrén, los cuales se ubican en la region periférica
de la célula (Hara & Chihara, 1987). EI numero de cloroplastos varia
dependiendo de diversos factores, entre ellos: la etapa de crecimiento,
irradiancia, fotoperiodo y la disponibilidad de nutrientes (Smayda, 1998). La
composicion de pigmentos de H. akashiwo incluye Chl a, Chl c1, Chl c2 ,

carotenos como [-caroteno y xantdfilas como la fucoxantina, entre otras
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(Martinez et al. 2010). En condiciones de intensa irradiancia y estrés ambiental,
se activa el ciclo de las xantofilas (violaxantina, anteraxantina y zeaxantina),
que permite proteger a la célula del dano oxidativo, causado por el exceso de
luz y especies reactivas de oxigeno (ROS), al mismo tiempo que mejora la
eficiencia fotosintética en respuesta a los cambios ambientales (Goss et al.,

2006; Larkum et al., 2020).

1.4 Registro de FANs de Heterosigma akashiwo en el mundo

La rafidéficea Heterosigma akashiwo es una especie cosmopolita,
conocida por su capacidad para desencadenar proliferaciones intensas vy
extensas en verano, las cuales pueden persistir durante semanas o meses
(Hara & Chihara, 1987; Taylor & Haigh, 1993). Esta especie se encuentra
comunmente en regiones marinas templadas alrededor del mundo, con
registros de su presencia en paises como Canada (Taylor & Haigh, 1993),
Estados Unidos (Kempton et al., 2008), Japon (Hara & Chihara, 1987), Nueva
Zelanda (Chang et al., 1990), Espafia (Martinez et al., 2010), Sudafrica
(Bornman et al., 2022) y Chile (Mardones et al., 2012; Ugarte et al., 2022). De
manera excepcional, también se ha reportado tan al norte como el Mar de
Bering frente a la peninsula de Kamchatka (Rusia) e incluso en aguas articas

(Engesmo et al., 2016).
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En Chile, el primer episodio documentado de mortalidad de salmones
causado por H. akashiwo ocurrié en septiembre de 1988 en la Regién de Los
Lagos, especificamente en el Seno de Reloncavi, Hornopirén e Isla de Chiloé.
Durante este evento, se observd una densidad celular maxima de hasta
100.000 células mL™" (Parra et al., 1991). Desde entonces, H. akashiwo ha sido
ocasionalmente identificado en muestras de agua de mar asociadas a
mortalidades de salmones enjaulados en los afios 2000, 2002 y 2011
(Mardones et al., 2012). En abril de 2021, se produjo una floracion masiva de H.
akashiwo en el fiordo Comau, ubicado en el norte de la Patagonia chilena.
Durante esta floracion, la abundancia celular alcanzé 210.000 células mL™", lo
que resultdé en una mortalidad estimada en 5.000 toneladas de salmones de
cultivo (Mardones et al., 2023). La floracién mas reciente de H. akashiwo ocurrio
en abril de 2024, en la zona de Hornopirén, Isla Pelada y canal Cholgo. En este
episodio, se registrd una concentracion maxima de 55.000 células mL™, con
consecuencias que incluyeron la pérdida de 288 toneladas de salménidos

(https://centroideal.cl/2024/04/27/detectan-nueva-floracion-nociva-en-los-fiordos

-de-la-patagonia/ y

https://www.cr2.cl/detectan-nueva-floracion-nociva-en-los-fiordos-de-la-patagoni

a-radio-festival/).

La amplia distribucion de H. akashiwo puede atribuirse a las actividades
de navegaciéon que podrian transportar quistes viables de esta especie en los

tanques de agua de lastre de los barcos, ademas, esta especie tiene capacidad
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para adaptarse a una amplia gama de entornos, atribuida en parte a sus
caracteristicas euritérmicas y eurihalinas (Imai et al., 1993; Smayda et al,,

1998).

1.5 Mecanismos ictiotoxicos de H. akashiwo

Heterosigma akashiwo, es una especie de rafiddficea ictiotdxica, que ha
sido fuertemente vinculada a eventos de mortalidad de peces de jaulas y
silvestres, en diversas regiones costeras del mundo (Chang et al., 1990; Taylor
& Haigh, 1993; Kempton et al., 2008; Matheson et al., 2014). Estas floraciones
generan incertidumbre debido a que persiste la falta de claridad respecto a sus
mecanismos ictiotdéxicos. Hasta el momento se han reconocido 4 posibles vias
ictiotoxicas: 1) Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Yang et al.,
1995; Oda et al., 1997) 2) Secrecién de mucus que cubre las branquias de los
peces (Chang et al., 1990) 3) Produccién de compuestos neurotéxicos similares
a las brevetoxinas (Khan et al., 1997; Haque & Onoue, 2002) y 4) Compuestos

hemoliticos que lisan los glébulos rojos (Ling & Trick, 2010).

1.6 Efecto de la fuente de nitrogeno (NO;,, NH," y urea) en algas nocivas
En los ecosistemas costeros, especialmente en zonas estuarinas, el
nitrogeno (N) desempefia un papel fundamental como uno de los principales

macronutrientes que limita la productividad del fitoplancton (Anderson et al.,



2002). Este nutriente es aportado frecuentemente por la entrada de agua dulce,
la cual transporta nitrdgeno en formas organicas e inorganicas desde los
sistemas terrestres hacia las zonas costeras, contribuyendo a la formacién de
gradientes espaciales de nutrientes caracteristicos de estos ambientes (Iriarte
et al., 2014). La forma organica comprende la urea (CO(NH,),), aminoacidos
libres, y N particulado, mientras que las formas inorganicas incluyen nitrato
(NO3) y amonio (NH,*) (Antia et al., 1991). Se ha sugerido que las diferentes
formas de nitrégeno disponibles influyen en el desarrollo y toxicidad de las

especies productoras de FANs (Gilbert et al., 2016).

Se ha observado la preferencia por el nitrdgeno reducido (e.g. NH,*), en
diversos grupos de fitoplancton nocivo, particularmente en dinoflagelados, lo
cual se ha demostrado, por ejemplo, en Alexandrium sp. y Prorocentrum
minimum (Lomas & Glibert, 1999; Fan et al., 2003; Maguer et al., 2007). De
manera similar, las diatomeas también muestran una mayor utilizacion de NH,*
por sobre el NO;, como se ha evidenciado en especies tales como
Pseudo-nitzschia australis y Skeletonema sp. (Jit et al., 2009; Tada et al., 2010).
No obstante, aunque el NH,* es preferido, se ha observado que puede ejercer
un efecto inhibitorio o represivo sobre la captacion de NO3;~ en algunas
especies de fitoplancton, afectando la dinamica de asimilacién del nitrégeno

(Dortch, 1990; Maguer et al., 2007; L'Helguen et al., 2008).



Por otra parte, la urea (CO(NH,),) también juega un papel importante en
la proliferacion de especies de microalgas nocivas (Glibert et al., 2006). En
general, se ha observado que varias especies pueden crecer en urea (Neilson
et al., 1980; Cucchiari et al., 2008) alcanzando incluso tasas de crecimiento
superiores a las de NH,"y NOj (Cucchiari et al., 2008; Solomon et al., 2010;

Erratt et al., 2020).

En el caso especifico de cepas de H. akashiwo, en general, se ha
observado una preferencia por formas reducidas como el NH,* entre las formas
de nitrogeno disponibles (NOs, NH,* y urea) (Herndon & Cochlan (2007); Ji et
al., 2020). Esta preferencia puede atribuirse al menor gasto energético
requerido para la asimilacion celular en comparacion con otras formas de N
oxidado (Gilbert et al., 2016). Sin embargo, estudios como el de Matheson et al.
(2014) han encontrado que el NO; promueve una tasa de crecimiento
significativamente mayor que NH,* o urea. Ademas, en el estudio de Herndon
& Cochlan (2007), bajo condiciones de baja irradiancia (40 pmol m? s™), tanto el

NH,* como la urea promovieron tasas de crecimiento superiores al NO5.

Hasta la fecha, no hay antecedentes que examinen la relacién entre la
fuente de nitrdgeno y la toxicidad de H. akashiwo. Unicamente Matheson et al.,
(2014), analizaron el crecimiento celular en distintas fuentes de nitrégeno (NH,"
NO; y urea) y realizaron un ensayo con células branquiales de trucha arcoiris

(RTgill-W1) empleando concentraciones creciente de NO;, observandose una
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fuerte correlacion positiva entre la toxicidad y la concentracion de nitrégeno, y
una toxicidad maxima (mayor al 90%) a concentraciones iguales o superiores a

1,40 mg L™" de N.

1.7 Efecto de la salinidad en H. akashiwo

Los efectos fisioldégicos de la salinidad en la microalga H. akashiwo son
de particular interés debido al aumento de escorrentia de agua dulce derivada
del rapido retroceso de los campos de hielo en las regiones australes
(Weidemann et al., 2020). En el sur de Chile, esta interaccion entre el agua
dulce continental y el agua salada oceanica, crea un sistema de circulacién
estuarina en areas como la Boca del Guafo, el Golfo de Penas y el Canal
Concepcidn, en las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes (Ugarte et al.,
2022). Estas zonas exhiben marcados gradientes verticales y horizontales de
salinidad y temperatura, los cuales influyen en la productividad bioldgica, la

biomasa y la estructura de la comunidad fitoplanctonica (Iriarte et al., 2014).

La salinidad se ha identificado como un factor influyente en el desarrollo
de proliferaciones nocivas de H. akashiwo, debido a su impacto en el
crecimiento y la toxicidad de esta microalga (Haque & Onoue, 2002; Strom et
al., 2013). Heterosigma akashiwo, es conocida por su capacidad eurihalina,
exhibiendo tolerancia a un amplio rango de salinidades, desde 2 hasta mas de

50 PSU (Taylor & Haigh, 1993; Smayda, 1998). Una de las estrategias
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empleadas por H. akashiwo para contrarrestar el estrés asociado con la
disminucién de la presion de turgencia debido a la reduccién de la salinidad, es
la modificacion de la permeabilidad de su membrana (lkeda et al., 2016).
Debido a que esta especie no posee una pared celular rigida (Honjo, 1992), se
ha sugerido que la elasticidad de su membrana celular le permite regular la

presion de turgencia sin dafiar su estructura celular (Phillip, 1958).

Estudios previos indican que la tasa de crecimiento de H. akashiwo se ve
favorecida en salinidades iguales o menores a 25 PSU (Haque & Onoue, 2002;
Kempton et al.,, 2008; Ikea et al., 2016; Sandoval-Sanhueza et al., 2022), las
cuales ademas potenciarian su toxicidad (Haque & Onoue, 2002; lkea et al.,
2016; Sandoval-Sanhueza et al., 2022). Por ejemplo, células de H. akashiwo
cultivadas a una salinidad de 20 PSU, resultaron ser altamente téxicas para la
linea celular de embriéon de salmén Chinook, a una muy baja densidad celular
(20 células mL™") (Sandoval-Sanhueza et al., 2022). En el caso de Gémez et al.
(2022) observaron que distintas cepas de H. akashiwo cultivadas a una
salinidad de 15 PSU, también resultaron toxicas (bioensayo con Artemia salina)
a una densidad celular relativamente baja (< 3806 células mL"'). En
concordancia con lo anterior, en el estudio de Flores-Lefiero et al. (2022),
lisados celulares de H. akashiwo cultivada a una salinidad de 27 PSU,
necesitaron de una densidad celular mayor (47.000 células mL") para provocar
efectos toxicos significativos en un modelo de células branquiales de peces

(RTqil-W1). Estos resultados destacan la importancia de la salinidad como un
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factor clave en la toxicidad de H. akashiwo y respaldan la idea de que esta
especie puede iniciar floraciones en ambientes de baja salinidad, donde
mantiene tasas de crecimiento cercanas al maximo y enfrenta una menor

presion de depredacion (Strom et al., 2013).

1.8 Desempeno fotosintético en microalgas

La disponibilidad de luz es uno de los factores mas importantes para los
ambientes marinos, ya que promueve la actividad fotosintética. Las microalgas
poseen un sistema fotosintético altamente adaptable que les permite ajustarse a
condiciones variables de luz (lhnken et al., 2010); sin embargo, cuando la
irradiancia es excesiva puede causar diferentes niveles de fotoinhibicion

(Franklin et al., 1997).

La fotoinhibicion puede ser de dos tipos: dinamica o crénica. La
fotoinhibicion dinamica es un proceso reversible a corto plazo, que permite a las
microalgas disipar el exceso de energia luminosa mediante la disipacion térmica
del exceso de fotones (Demmig-Adams & Adams, 1992). Por otro lado, la
fotoinhibicion cronica es un proceso mas lento y menos reversible, asociado a la
pérdida funcional del aparato fotosintético tras una exposicion prolongada a
altos niveles de irradiancia (Demmig-Adams y Adams, 1992; Osmond & Grace,

1995)

Para comprender la dinamica fotosintética de las microalgas, se han

desarrollado diversas técnicas. Entre ellas, la fluorescencia in vivo de la clorofila
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a, medida a través de fluorimetros de pulsos de amplitud modulada (PAM),
proporciona informacion importante sobre la eficiencia fotosintética y las
estrategias fisioldgicas de aclimatacion de las microalgas (Schreiber et al.,
2002). Los parametros obtenidos con el PAM no sélo son utiles para determinar
los niveles 6ptimos de irradiancia en experimentos con microalgas, sino también
para comprender su respuesta a diversos factores de estrés ambiental, como la
exposicidon intensa a la luz, disponibilidad de nutrientes, contaminantes, y estrés
oxidativo en general (Franklin et al., 1997; Sun et al., 2019; Choi et al., 2012;
Drabkova et al., 2007;). Ademas, esta herramienta también ha sido utilizada en

estudios de toxicidad (Schreiber et al., 2002).

Los estudios que abordan la fotobiologia en microalgas nocivas son cada
vez mas frecuentes (Sun et al., 2019; Li et al., 2021); en el caso de H.
akashiwo, estos estudios estan aportando al esclarecimiento de los
mecanismos que promueven su proliferacion (Gao et al., 2007; Hennige et al.,

2013; Gémez et al., 2022).

1.9 Variabilidad intraespecifica en H. akashiwo

Los estudios sobre H. akashiwo han revelado la existencia de una
notable diversidad fenotipica, evidenciando que cepas de distinto origen
geografico muestran diferencias en su morfologia, atributos fisioldgicos vy

toxicidad, al ser cultivadas en una misma condicion ambiental (Han et al., 2002;
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Martinez et al., 2010; Fredickson et al., 2011; Harvey et al., 2015; Gémez et al.,
2022). Estos hallazgos son importantes ya que explicarian, en parte, la falta de
modelos predictivos confiables para predecir FANs de esta especie. En
contraste con lo anterior, varios estudios genéticos han mostrado que esta
especie posee una baja variabilidad genética a nivel intraespecifico,
evidenciada por la homogeneidad de las secuencias de ADN ribosomal,
incluidas regiones genéticamente variables como los espaciadores ribosomales
internos transcritos (ITS) (Connell, 2000; Bowers et al., 2006; Engesmo et al.,
2016). Estas evidencias, aparentemente contradictorias, indican que se
requieren estudios comparativos de otras regiones del genoma para establecer
conclusiones mas robustas sobre la variabilidad genética a nivel intraespecifico

en H. akashiwo.

Estos descubrimientos destacan la necesidad de investigar mas a fondo
la variabilidad dentro de la especie H. akashiwo para comprender mejor su

capacidad de adaptacion y su comportamiento nocivo en el ambiente.

1.10 Evaluacién de la toxicidad de H. akashiwo utilizando Danio rerio
como modelo biolégico

El pez cebra (Danio rerio), nativo del sudeste asiatico, se ha consolidado como
uno de los modelos experimentales mas relevantes en toxicologia acuatica y

biologia del desarrollo. Su amplia utilizacion se debe a un conjunto de
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caracteristicas tales como, su pequefo tamafo, la transparencia y rapido
desarrollo de los embriones, su alta fecundidad y la facilidad para mantenerlo y
manipularlo en condiciones de laboratorio (Della torre et al., 2022). Estas
cualidades permiten mantener un seguimiento detallado y continuo de los
procesos ontogenéticos, tanto en condiciones normales como bajo la exposicion

a distintos agentes toxicos.

En toxicologia, Danio rerio destaca por su estrecha relacion genética con otros
vertebrados, incluido los mamiferos, ademas de presentar una alta similitud
genomica con el ser humano lo que permite extrapolar con mayor certeza los
efectos observados (Moreno et al,. 2013). Asimismo, la disponibilidad de lineas
transgénicas y mutantes facilita el estudio de rutas metabdlicas y mecanismos
de accion de distintos toxicos. Ademas, su uso permite integrar analisis
moleculares, morfoldégicos y conductuales durante el desarrollo temprano,
proporcionando un modelo sensible para detectar efectos subletales y
alteraciones sutiles que otros modelos no siempre evidencian (de Esch et al,,

2012).

Un aspecto regulatorio importante es la directiva europea (2010/63/UE), que
establece que los embriones y larvas de pez cebra anteriores a los 5 dias post
fertilizacion (dpf) no se consideran animales en términos éticos y legales. Por
ello, los estudios realizados en estos estadios constituyen una alternativa

aceptada para los ensayos convencionales que involucran organismos
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vertebrados superiores, contribuyendo al cumplimiento de las directrices de

reemplazo, reduccion y refinamiento en investigacion (Strahle et al. 2012)

La alta sensibilidad, rapido desarrollo y capacidad para revelar efectos tanto
letales como subletales del D. rerio ha conducido a su uso en estudios con
metales pesados, pesticidas, farmacos y toxinas marinas, destacando su
potencial para detectar alteraciones fisiolégicas y celulares incluso a bajas
concentraciones (Berry et al., 2007; Tian et al., 2019; Porretti et al., 2022;

Llanos-Rivera et al., 2023; Manna y Firdous, 2025).

En esta investigacion se estudio el efecto combinado de dos factores relevantes
en la dinamica de las FANSs: salinidad y fuente de nitrégeno, utilizando como
modelos de estudio dos cepas de la rafidoficea ictiotoxica H. akashiwo de

distinto origen geografico (Chile y Nueva Zelanda).

La pregunta de investigacion planteada fue:

¢, Como afectan la salinidad y la fuente de nitrégeno al crecimiento y toxicidad

de la microalga ictiotéxica Heterosigma akashiwo?

Se hipotetiza que la baja salinidad y el NH,” como fuente de nitrégeno
promueven el crecimiento y la toxicidad de la microalga ictiotdxica H. akashiwo,
en una magnitud cepa-dependiente. EI NH,*, como fuente de nitrégeno
facilmente asimilable, parece estar directamente relacionado con la proliferacion
de esta microalga. Asimismo, la baja salinidad se ha asociado con cambios

fisiologicos en H. akashiwo que favorecen su crecimiento y toxicidad. Por lo



17

tanto, la combinacion de baja salinidad y NH,* podrian actuar sinérgicamente
para estimular tanto el crecimiento como la toxicidad de H. akashiwo, en una

forma cepa-dependiente

2. HIPOTESIS
El efecto combinado de una baja salinidad y NH,* como fuente de nitrégeno
favorece el crecimiento y toxicidad de Heterosigma akashiwo, en forma

cepa-dependiente

3. OBJETIVO GENERAL: Estudiar el efecto combinado de la salinidad y la
fuente de nitrégeno en la proliferacion y toxicidad de dos cepas de la microalga

ictiotoxica Heterosigma akashiwo, de distinto origen geografico.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Determinar si la salinidad y la fuente de nitrogeno influyen en el
crecimiento de dos cepas de H. akashiwo de distinto origen geografico.
2. Evaluar si los atributos fisiolégicos de las dos cepas de H. akashiwo en
estudio cambian frente a condiciones combinadas de salinidad y fuente
de nitrogeno.
3. Definir si la salinidad y la fuente de nitrégeno afectan la ictiotoxicidad de

las dos cepas de H. akashiwo en estudio.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material biolégico

En este estudio se emplearon dos cepas de H. akashiwo:

-Cepa CCM-UdeC 279 (=CCMP 302, Nueva Zelanda), obtenida del Centro
Nacional de Cultivo de Fitoplancton Marino Provasoli-Guillard, Maine, EE. UU.
Aislada en el ano 1984 a partir de una muestra recolectada de Millford Sound,

Nueva Zelanda.

-Cepa CCM-UdeC 225, aislada de una muestra de agua de mar recolectada
durante un evento FAN en el Estuario Maullin (41°33.650'S, 73°30.007'W),

Region de Los Lagos, Chile, en abril de 2013.

Ademas, se utilizé una cepa de Tefraselmis tetrathele como control en los

bioensayos de toxicidad:
-Cepa CCM-UdeC 226 (=CCAP 66/40, Estados Unidos)

Todas las cepas se encuentran depositadas en la Colecciéon de Cultivo de

Microalgas, CCM-UdeC, de la Universidad de Concepcion.
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4.2 Condiciones de cultivo

Las cepas se cultivaron en matraces erlenmeyer de 250 mL con 200 mL
de medio L1 (Guillard & Hargraves, 1993). Se establecio un total de nueve
tratamientos combinando tres niveles de salinidad (15, 25, 35 PSU) y tres
fuentes de nitrogeno (NH,", NO; y (NH,),CO). Cada tratamiento con las
diferentes fuentes de nitrégeno contuvo el equivalente a la cantidad de
nitrdgeno elemental que contiene el medio L1 (12.3 mg L™). Para lograr los
distintos tratamientos de salinidad se procedi6o de la siguiente manera: se
determind la salinidad del agua de mar que se utilizé para preparar el medio
de cultivo y se diluyé con agua destilada para alcanzar una salinidad de 15
PSU. Posteriormente, se ajustaron las salinidades a 25 y 35 PSU de los
demas tratamientos de salinidad mediante la adicion de cloruro de sodio

(NaCl) (Figura 1).

Los matraces se incubaron en una sala de cultivo a 20 + 2°C, con una
irradiancia de 50 ymol m 2 s 'y un fotoperiodo de 16:8 (L:O), sin aireacion,
pero con agitacion manual una vez al dia. Los cultivos se iniciaron con una
densidad de 1.000 células mL ~' utilizando células en fase de crecimiento
exponencial aclimatadas durante 18 dias a las condiciones experimentales. Se
establecieron 4 réplicas de cada cepa en cada tratamiento, las cuales se

emplearon para preparar los extractos utilizados para evaluar la toxicidad.
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Ademas, para disponer de un extracto control de una microalga no téxica
en los ensayos de toxicidad, se establecié un cultivo de T. tetrathele en medio
Walne (Walne et al., 1970) con nitrato como fuente de nitrégeno, en matraces
de 250 mL, el cual contenia 200 ml de medio de cultivo. El cultivo se inicié con
una densidad de 10.000 células mL™" utilizando células en fase de crecimiento

exponencial aclimatadas durante 18 dias a las condiciones experimentales.

NH,l  NaNO;  (NH,),CO

15es0 x4 x4 x4
25ps0 x4 x4 x4
35psu

x4 xd x4

Figura 1 Tratamientos a evaluar con las dos cepas de H. akashiwo en estudio.

4.3 Analisis de crecimiento

Se determinaron las curvas de crecimiento de las dos cepas de H.
akashiwo cultivadas en los 9 tratamientos de salinidad y fuente de nitrégeno.
Los recuentos celulares se realizaron dia por medio en camaras de recuento
Utermohl de 1 mL en las cuatro réplicas de cada tratamiento. El crecimiento se

control6 hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial. La tasa de
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crecimiento, K, (divisiones dia™) se determiné durante la fase de crecimiento
exponencial segun Guillard (1973). Se registr6 también la densidad celular

maxima alcanzada por los cultivos.

4.4 Fluorometria de amplitud modulada por pulsos (PAM)

Los parametros fotoquimicos se determinaron al finalizar la fase
exponencial de los cultivos (10 dias). Los parametros de fluorescencia se
realizaron utilizando un fluorémetro junior PAM con LED de medicién azul
(Walz, Alemania). El software WinControl se utilizé para la transferencia de

datos, el analisis de datos y el control remoto del instrumento.

Las muestras se analizaron en una cubeta oscura, homogeneizando
manualmente el cultivo previo a cada medicion para mantener las células en
suspension. Antes de las mediciones, las muestras fueron incubadas en
oscuridad durante 20 minutos para asegurar la apertura completa de los centros
de reaccion del fotosistema Il (PSII). Tras el periodo de aclimatacion, se registro
la fluorescencia minima o basal (F, todos los centros de reaccién abiertos).
Posteriormente, la fluorescencia maxima (F,, todos los centros de reaccion
cerrados) se indujo mediante un pulso de luz saturante (aproximadamente 1500
umol fotones m 2's ~"). La variable fluorescencia (Fv) se obtuvo como: F, = F,, —
Fo. A partir de estos valores se estimé el rendimiento cuantico optimo del

fotosistema Il (F,/F,,) calculado como (F,,—F,)/F..
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Posteriormente, se realizaron curvas rapidas de luz (Rapid Light Curves,
RLC) para evaluar la respuesta fotoquimica del PSII frente a incrementos de
irradiancia. Durante este procedimiento, las muestras fueron expuestas a
irradiancias crecientes de luz actinica emitidas por el fluorémetro (66, 99, 125,
199, 285, 420, 625, 845, 1150 y 1500 uymoles de fotones m?s™ ). En cada nivel
de irradiancia, las células fueron expuestas durante 20 segundos a luz actinica.
Posteriormente se aplicd un pulso saturante para determinar la fluorescencia

maxima bajo luz (F’).

La Extincibn No Fotoquimica (NPQ; del inglés Non-Photochemical
Quenching) se calculo utilizando los valores de fluorescencia obtenidos
mediante el procedimiento RLC de acuerdo al modelo tangencial propuesto por

Eilers & Peeters (1988):
NPQ=(F,-F.")/Fy’

Donde F, corresponde a la fluorescencia maxima registrada tras la
aclimatacion a la oscuridad y F,, ’, corresponde a la fluorescencia maxima

obtenida bajo cada intensidad de luz durante la curva rapida de luz.

4.5 Analisis de pigmentos
Los pigmentos se determinaron al finalizar la fase exponencial de los
cultivos (dia 10). El contenido de clorofilas (a y c) y los carotenoides totales se

determiné mediante espectrofotometria. Se filtraron 10 a 15 mL de cultivo a
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través de filtros de membrana de éster de celulosa mixta con un tamafo de
poro de 0,45 ym (MF Millipore, Merck, Alemania). Los filtros conteniendo las
células se congelaron inmediatamente a —20°C. Los pigmentos se extrajeron en
forma cuantitativa con una mezcla de acetona/agua al 90% (v/v) aforando el
volumen total de extracto a 2 mL. La determinacion espectrofotométrica de
clorofila a, ¢ y carotenoides totales se realizé como en Wegmann & Metzner,

(1971).

4.6 Preparacion de los extractos de H. akashiwo para los bioensayos en
peces

Para cada condicion experimental se colectaron 25 x 10° células de H.
akashiwo-mediante centrifugacion a 4°C a 4500 rpm durante 10 min. El pellet
resultante se resuspendié en 900 ul de medio E3 (5 mM de NaCl; 0.17 mM de
KCI; 0,33 mM de CaCl, y 0,33 mM de MgSO, preparado en agua destilada,
segun la metodologia de Llanos-Rivera et al., 2023) y luego las células fueron
lisadas con una esfera de ceramica (de 6,3 mm de tamano recubierta con oxido
de circonio) en el homogeneizador automatico Fastprep-24, durante 3 ciclos de
20 seg. Posteriormente, el lisado celular fue centrifugado a 10000 rpm durante 5
min, y el sobrenadante resultante se trasladé a un matraz aforado de 5 mL. Este
procedimiento se repitid tres veces, adicionando medio y realizando
nuevamente la molienda y centrifugacion, para finalmente completar a 5 mL el
volumen del matraz con medio E3. Esta solucion se utiliz6 como el extracto de

H. akashiwo (al 100%) en los bioensayos de toxicidad con el pez cebra.
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Se realiz6 el mismo procedimiento para obtener el extracto de
Tetraselmis tetrathele, utilizado como control negativo, colectandose también 25
x 10° células, lisandolas y llevando el extracto con medio E3 a un volumen de 5
mL (extracto al 100%). Todos los extractos fueron alicuotados y almacenados a

-80°C hasta su uso.

4.7 Mantenimiento de Danio rerio y recoleccion de huevos

Para la obtencion de huevos fertilizados, los peces cebra (machos y
hembras de la linea Tab5) se criaron en condiciones estandar en el Laboratorio
de Toxicologia Acuatica de la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas
de la Universidad de Concepcion. Estas condiciones incluyeron un fotoperiodo
de 14:10 (L:O) y una temperatura de 27+1 °C. Los peces fueron alimentados 2
veces al dia con alimento comercial (Zebrafeed Sparos). Una vez desovados,
los huevos fertilizados destinados a los bioensayos se colocaron en placas de

Petri con medio E3 y se mantuvieron a 27+1 °C en una camara de cultivo.

4.8 Ensayo preliminar de toxicidad de Danio rerio (pez cebra) frente a
extractos de H. akashiwo

El ensayo se realizé en placas de 48 pocillos con un volumen total de 300 pL
por pocillo. Las pruebas preliminares consistieron en probar distintas
concentraciones de un extracto de la cepa CCM-UdeC 225 de H. akashiwo

cultivada en medio L1 con nitrato como fuente de nitrégeno. Se incluyeron dos
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controles negativos: medio E3 y extracto de T. tetrathele (Tabla 1). Cada
tratamiento incluyé 3 réplicas con 5 huevos cada una, en fase de gastrulacion,
la cual ocurre entre 5 a 6 horas post fertilizacién (hpf), a una temperatura de

incubacion de 27+1 °C.

Siguiendo la metodologia descrita en Llanos-Rivera et al. (2023), los huevos se
monitorearon para determinar: (a) porcentaje de mortalidad hasta 48 horas post
exposicion (hpe) cuando el desarrollo embrionario ha terminado; (b) porcentaje
de éxito de eclosidn a las 72 hpe; y (c) la presencia de anomalias en las larvas
a las 72 hpe. Se consideré que una larva con saco vitelino esta viva cuando se

observa latido cardiaco.

Tabla 1.Tratamientos preliminares con extractos de H. akashiwo (Ha) y T.
tetrathele (T.t) en pocillos de 300 ul de volumen total, conteniendo 5 huevos de
D. rerio en etapa de gastrulacion. N=3.

Pocillo Volumen Extracto Volumen medio E3

1 75 ul de H.a (25%) 225 ul

2 150 ul de H.a (50%) 150 ul

3 188 ul de H.a (62,5%) 112 ul

4 225 ul de H.a (75%) 75 ul

5 263 ul de H.a (87,5%) 37 ul

6 300 ul de H.a (100%) 0 ul

7 300 ul de Tt (100%) 0 ul

8 Oul 300 ul

Posteriormente, y con el objeto de ajustar las concentraciones del
extracto a utilizar en los ensayos definitivos se realiz6 un segundo bioensayo

preliminar. Se incluyeron dos controles negativos: medio E3 y extracto de T.
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tetrathele al 100%. El extracto de H. akashiwo se evalud en concentraciones del
10, 15, 20, 25, 30 y 35%, en pocillos de 1 mL de volumen total y con 5 huevos
de D. rerio en fase de gastrulaciéon en cada uno. En este caso se incluyeron 6

réplicas de cada tratamiento.

Se determiné el % de mortalidad (48 hpe), el % de eclosion (72 hpe) y la
presencia de anomalias en las larvas eclosionadas de D. rerio (72 hpe)

(Llanos-Rivera et al., 2023).

4.9 Evaluacion de toxicidad de cepas de H. akashiwo cultivadas en
distintas salinidades y fuentes de nitr6geno mediante bioensayo con
Danio rerio

Del ensayo anterior se selecciond una concentracién de extracto de H.
akashiwo para evaluar la toxicidad de los distintos extractos obtenidos en los 9

tratamientos de salinidad y fuente de nitrégeno, de cada una de las cepas.

Se incluyeron dos controles negativos: medio E3 y T. tetrathele a la
misma concentracién seleccionada para H. akashiwo. Los ensayos se
realizaron en pocillos de 1 mL de volumen total. Cada tratamiento incluyé 6

réplicas con 5 huevos en fase de gastrulacion cada una.
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Se determiné el % de mortalidad (48 hpf), el % de eclosién (72 hpf) y la
presencia de anomalias en las larvas eclosionadas de D. rerio (72 hpf)
(Llanos-Rivera et al., 2023).

4.10 Analisis estadistico

Se comprobé la normalidad de los datos usando la prueba Shapiro-Wilk.
Luego, se aplico un ANOVA de tres vias para analizar la influencia de la
salinidad, las fuentes de nitrodgeno y la identidad de la cepa en el crecimiento,
contenido de pigmentos y parametros fotobioldgicos (Fv/Fm y NPQmax) de H.
akashiwo. Al identificarse efectos significativos, se realizaron pruebas post hoc
con el método de Student-Newman-Keuls. Se consideraron significativas las
diferencias con p < 0,05. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando

el software Statistica 7.

Los datos obtenidos del bioensayo de toxicidad con Danio rerio, fueron
transformados mediante la funcion arcoseno de la raiz cuadrada (arcsinx).
Posteriormente, los datos fueron evaluados mediante la prueba de normalidad
Shapiro-Wilk. Dado que los datos no cumplieron con el supuesto de normalidad,
se aplicd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de un analisis
post hoc de Dunn para comparaciones multiples. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas con valores de p < 0,05. El analisis

estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism.
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5. RESULTADOS

5.1 Crecimiento

El analisis de varianza (ANOVA) realizado para la densidad celular maxima de
H. akashiwo cultivada en las 9 condiciones de cultivo, mostré que esta variable
respuesta, fue afectada significativamente por los tres factores (cepa, fuente de
N y salinidad), tanto cuando su efecto se analizé individualmente como
combinado (interaccion). De los tres factores, el que mas influy6 en la densidad
celular maxima alcanzada en los cultivos de H. akashiwo, fue la fuente de N
(mayor valor F, (Figura 17A, en ANEXO), seguido de la salinidad y finalmente

la cepa.

Para la tasa de crecimiento K (div. dia™') el ANOVA de tres vias indico que esta
variable también fue afectada significativamente por los tres factores (cepa,
fuente de N y salinidad), tanto cuando su efecto se analiz6é individualmente

como en interaccion. En este caso, el factor con mayor efecto en la tasa de
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crecimiento de H. akashiwo, fue la cepa (mayor valor F, Figura 18A ) seguida

de la fuente de N y la salinidad.

En la cepa chilena (CCM-UdeC 225) de H. akashiwo, se registraron las
maximas tasas de crecimiento en los tratamientos con NH,* a 25 PSU (1,38
divisiones dia™') y urea a 35 PSU (1,31 divisiones d™'), sin diferencias
significativas entre los tratamientos. En contraste, las menores tasas de
crecimiento se registraron en los tratamientos con NH,* a 35 PSUy NO; a 15y
25 PSU. La maxima densidad celular (261.520 células mL™") se alcanzé en el
tratamiento con urea a 25 PSU mientras que las menores densidades celulares,
se observaron en el tratamiento con NH,* a 15 PSU, condicién en la cual no se
alcanzo6 la densidad celular minima requerida para la obtencidn del extracto

para los bioensayos en D. rerio (Figura 2, Tabla 2).

Por otro lado, para la cepa de Nueva Zelanda (CCM-UdeC 279), las mayores
tasas de crecimiento se obtuvieron en los tratamientos con urea a 25y a 15
PSU, alcanzando 1,91 y 1,79 divisiones d~', respectivamente, sin diferencias
significativas entre ambos tratamientos. Mientras que la densidad celular
maxima (254.000 células mL™") se observo en el tratamiento con NO; a 25
PSU. Al igual que para la cepa chilena, las menores densidades celulares se
observaron en el tratamiento con NH,” a 15 PSU, en el cual tampoco se
alcanzé la densidad minima requerida para la obtencion del extracto para los

bioensayos en D. rerio (Figura 2, Tabla 2).
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Figura 2. Curvas de crecimiento de Heterosigma akashiwo correspondientes a
las cepas CCM-UdeC 225 (Chile) (A, B, C) y CCM-UdeC 279 (Nueva Zelanda)
(D, E, F), cultivadas en tres niveles de salinidad (15, 25y 35 PSU) y tres fuentes
distintas de nitrégeno (NH,*, NO; y Urea).

Tabla 2. Tasa de crecimiento K (div. dia™) y densidad celular maxima de las dos
cepas de Heterosigma akashiwo incluidas en este estudio, cultivadas en tres
salinidades y tres fuentes de nitrogeno. n= 4. Letras diferentes como
superindice indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de tres
vias, Student Newman Keuls — SNK, p < 0,05).

Fuente de Densidad celular
Cepa nitrégeno Salinidad K (div. dia™) maxima (x10* cél. mL")
CCM-UdeC 225 NH,* 15 PSU 1.22 + 0.18%¢f 2.9+0.14°
CCM-UdeC 225 NO;y 15 PSU 1.01 £ 0.013b¢ 18.3 + 0.47
CCM-UdeC 225 Urea 15 PSU 1.19 + 0.02¢¢ef 14.5+ 0.18"
CCM-UdeC 225 NH,* 25 PSU 1.39 + 0.13f¢ 4.0 +£0.38°
CCM-UdeC 225 NO; 25 PSU 1.01 +0.01%® 15.8 + 0.46'
CCM-UdeC 225 Urea 25 PSU 1.08 + 0.01bcd 26.2 £ 0.39°
CCM-UdeC 225 NH,* 35 PSU 0.89 + 0.04 5.0 +£ 0.43¢
CCM-UdeC 225 NO; 35 PSU 1.26 + 0.12%¢f9 9.1+0.72f
CCM-UdeC 225 Urea 35 PSU 1.31 + 0.05%f¢ 246 +£0.75™
CCM-UdeC 279 NH,* 15 PSU 1.31 £ 0.17%%9 1.9+0.11°
CCM-UdeC 279 NO; 15 PSU 1.26 + 0.02%¢"9 20.2+ 0.27X
CCM-UdeC 279 Urea 15 PSU 1.79 + 0.06' 20.4+0.72¢
CCM-UdeC 279 NH,* 25 PSU 1.22 + 0.12%ef 4.4+ 0.27°%°
CCM-UdeC 279 NOy 25 PSU 1.59 +0.11" 254 +0.85"
CCM-UdeC 279 Urea 25 PSU 1.92 £ 0.10' 22.8+0.25'
CCM-UdeC 279 NH,* 35 PSU 1.43 £ 0.07¢ 6.8 £0.23°
CCM-UdeC 279 NO; 35 PSU 1.61 +£0.09" 12.1 £ 0.899
CCM-UdeC 279 Urea 35 PSU 1.18 £ 0.01¢°4¢ 11.7 £ 0.66°




32

5.2 Pigmentos

El analisis de ANOVA de tres vias mostré que todas las variables respuesta
asociadas al contenido de pigmento en H. akashiwo (clorofila a, clorofila c,+c,,
carotenoides, expresadas tanto por volumen de cultivo como por célula)
estuvieron significativamente influenciados por los tres factores (cepa, fuente de
N vy salinidad), tanto cuando su efecto se analizé individualmente como
combinado (interaccion) (Figura 19A a Figura 24A), aunque la significancia de
estas ultimas varidé entre las variables respuesta. En particular, la interaccion
entre los tres factores (cepa, fuente de N y salinidad), no resulto significativa
para el contenido de clorofila c1+c2 (ug/L cultivo) (Figura 20A). Asimismo, para
clorofila a (pg/célula) y carotenoides (pg/célula) la interaccion entre cepa y

salinidad no presento efectos significativos (Figura 22A, Figura 24A).

De los tres factores, la cepa fue el factor que mas influyé sobre el contenido de
clorofila a clorofila c,+c, y carotenoides, tanto por volumen de cultivo como por
célula, seguida de la fuente de nitrégeno y la salinidad (Figura 19A a Figura
24A). En contraste, para las clorofilas c,+c, (pg/célula), la fuente de N fue el
factor con mayor influencia, seguida de la salinidad y finalmente, la cepa

(Figura 23A).
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Ambas cepas presentaron una mayor acumulacion celular de pigmentos
(clorofila a, clorofilas ¢, y c,, y carotenoides ), cuando fueron cultivadas con
NH,” a una salinidad de 15 PSU. En contraste los tratamientos con urea se
asociaron con menores contenidos celulares de pigmentos, particularmente en
la cepa CCM-UdeC 225 a salinidades de 15 y 35 PSU y para la cepa
CCM-UdeC 279 a 15 y 25 PSU. En el caso de las clorofilas ¢, + c,, se
observaron bajos niveles de acumulacion (< 1 pg cél”') en todos los tratamientos
con urea, independiente de la salinidad, para la cepa CCM-UdeC 225, mientras
que la cepa CCM-UdeC 279 unicamente en NH," a una salinidad de 35 PSU

(Tabla 3).

En concentraciones de pigmentos expresados por volumen de cultivo (ug/L
cultivo), se observaron diferencias marcadas entre cepas. La cepa CCM-UdeC
279 presentd, en general, mayores concentraciones por volumen de clorofila a 'y
carotenoides, particularmente bajo condiciones de NO;™ a salinidades de 15y
25 PSU, superando significativamente a la cepa CCM-UdeC 225 en la mayoria
de los tratamientos. Para las clorofilas c,+c,, ambas cepas mostraron mayores
concentraciones por volumen de cultivo en condiciones de NO;™ y urea a 15-25
PSU, mientras que las combinaciones de NH,* a salinidades a 25 y 35 PSU

tendieron a asociarse con los valores mas bajos (Tabla 3).
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Tabla 3. Contenido de clorofilas y carotenoides totales (expresado por volumen
de cultivo y por célula), en cultivos de 10 dias de las dos cepas de H. akashiwo
incluidas en este estudio (n=4, ANOVA de tres vias, Student Newman Keuls —
SNK, p < 0,05).

Razon
Clorofila a Clorofila c1+c2 Carotenoides Clorofilaa Clorofilas c1+c2 Carotenoides carotenoides/
Cepa Fuente N Salinidad (pg/L cultivo)  (ug/L cultivo)  (pg/L cultivo)  (pgl/célula) (pg/célula) (pgicélula) clorofila a
CCM-UdeC 225 NHi 15PSU 410247300 65 + 9 12bed 249 £ 276" 142100 202 8£05 0.61
CCM-UdeC 225 NOy 15PSU 874 +33.8° 132574 502 = 43.24 503 1£0.0% 3200 0.58
CCM-UdeC 225 Urea 15PSU  338+15.3** 66 + 7.g40=d 241 £ 11.0*0 2+0.1* 0+00° 2+0.0% 0.7
CCM-UdeC 225 NH,* 25PSU 320:612% 3656 199 £ 34.9° LESRES 1£0.1% 506" 0.61
CCM-UdeC 225 NOy 25 PSU 673+ 38.3 36+ 420 389 +232° 44015 0+04 2005 0.58
CCM-UdeC 225 Urea 25PSU 344 £1099° 126 +18.8% 57T £66.1° 3+04% 0+00° 20200 0.68
CCM-UdeC 225 NH;* J5PSU 382 £ 43 700 94 + 40 0= 237 £ 3170 8+10% 24084 507" 0.62
CCM-UdeC 225 NOy 3BPSU 2781007 52 + 14 424¢ 186 + 57.6° 3409 1+0.1% 2+ 0580 0.6
CCM-UdeC 225 Urea 35 PSU 545 £ 44.2¢ 75136050 3262280 2+0.1* 0+00° 1+£0.0° 0.60
CCM-UdeC 279 NH;* 15 PSU 282 +137 T4 211 4200 192+97* 15£10° 4+06° 10109 0.68
CCM-UdeC 279 NOy 15PSU 2142+ 80.3 285 £ 176" 1317 £53.0 M£02 1+0.0% T+02° 0.61
CCM-UdeC 279 Urea 15PSU 1403 +181.8° 233: 149 898 £ 115.19 7+048° 1£0.0% 4£05° 0.64
CCM-UdeC 279 NH;* 25PSU 482 + 4880 3942954 202300 11x12 1+ 0.6 T+07° 0.61
CCM-UdeC 279 NOy 25 PSU 21617214 243+ 526 1326 £ 32.6' 9+00" 1+0.1% 501" 0.61
CCM-UdeC 279 Urea 25PSU 1654 + 175" 225319 1028 £78.2" 7+0.4" 1+ 012 4£02° 0.62
CCM-UdeC 279 NHi 35PSU 495 +094.5°¢ 17+208° 336 + 540 T+15" 0+04 508" 0.68
CCM-UdeC 279 NOy BPSU 1101+ 139.3 167 £20.0° 660 + 85.2' 9+09° 1+0.19 605 0.61
CCM-UdeC 279 Urea 35 PSU 876+52.3 95 + 91.5°=¢ 593 £275° 8+08" 1£0.8% 5+04° 0.68

5.3 Parametros fotosintéticos

El analisis de ANOVA de tres vias mostré que las variables respuesta asociadas

a los parametros fotosintéticos: rendimiento cuantico optimo del fotosistema |l
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(FV/Fm) y extincién no fotoquimica maxima de la fluorescencia de la clorofila
(NPQmax) en H. akashiwo cultivada en las 9 condiciones de cultivo, fueron
afectadas significativamente por los tres factores (cepa, fuente de N y
salinidad), cuando su efecto se analizé individualmente y en algunos casos, en
combinado (interaccion). En particular, para Fv/IFm se observdé que la
interaccidon cepa y fuente de N; y cepa con salinidad tuvo efecto significativo.
Asimismo, para NPQmax, la unica interaccién que resulté significativa fue la
fuente de N con salinidad. Sin embargo, para ninguno de las dos variables
respuestas la interaccion de los tres factores (cepa, fuente de N y salinidad)

presento efectos significativos.

De los tres factores, el que mas influyé sobre la eficiencia fotoquimica del
fotosistema Il (FV/Fm), fue la salinidad (Figura 25A) seguido de cepa y la

fuente de N.

En ambas cepas (CCM-UdeC 225 y CCM-UdeC 279), los tratamientos con 15
PSU registraron los mayores valores de Fv/Fm (0,64 - 0,74), en comparacién
con las salinidades de 25 y 35 PSU, a las cuales se obtuvo valores mas bajos

(0,19 — 0,25) (Figura 3A y 3B).



36

Cepa de H. akashiwo (CCM-UdeC 225) Cepa de H. akashiwo (CCM-UdeC 279)

E E

S 1.0+ W NO; 5 1.0+ - NO,

5 B ONH, 2 gad © g =)

E089 . 44 4+ Eo08 cde NH,

= b.c.d.e 0O Ue: & b 1 Ure:

3 064 5 067 od I

= = T

S 0.4- S 0.4-

Qo Q a a

2 s 2

5 0.2 < 0.2

£ E

T 0.0- | I—— | I — T 0.0- P r—1 | —

@

g o o QC”QQ%\)QQQ oot £ S L LSOE
PP R R DR o gD N D N D

Figura 3.Valores del rendimiento cuantico 6ptimo del Fotosistema Il (FV/Fm)
registrado para la cepa CCM-UdeC 225 (A) y la cepa CCM-UdeC 279 (B) en
sus respectivos tratamientos.

Respecto al parametro extincién no fotoquimica maxima de la fluorescencia de
la clorofila (NPQmax), los resultados del test de ANOVA de tres vias mostraron
un efecto significativo mayor de la salinidad, seguido de la fuente de N y la cepa
(Figura 26A). Los menores valores de NPQmax (0,06 - 0,90) se registraron
principalmente en los tratamientos a 25 PSU, mientras que en 15 PSU se
observaron valores bajos e intermedios (0,11- 1,43), lo que indica una
activacion parcial o moderada del mecanismo NPQmax. En contraste, los
valores intermedios y maximos (0.73 — 5.63) se obtuvieron mayoritariamente en

los tratamientos a 35 PSU. (Figura 4A y 3B).
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Si bien ambas cepas exhibieron un incremento de NPQmax a medida que

aumenté la salinidad, tanto en presencia de NH,” como de NO; , la cepa

CCM-UdeC 225 alcanzé valores maximos mas altos en comparacion con la

cepa CCM-UdeC 279, siendo la cepa chilena (CCM-UdeC 225) mas sensible al

estrés salino, mientras que la cepa neozelandesa (CCM-UdeC 279) manifiesta

una respuesta fotoprotectora mas atenuada en las mismas condiciones (Figura

4Ay B).

NPQI’I‘I ax

533 ‘b\) 53\5

Q
o

Cepa de H. akashiwo (CCM-UdeC 225)

. NOS
/| NH,”
1 Urea

a,b,c
ab.c

o

e E <
PP

Cepa de H. akashiwo (CCM-UdeC 279)

Hm NO,
8-

i B NH,"
€ 1 Urea
a.b

4_

24 a a a
- 2l mel] 255

0- T T T T T T
D N N D N O D D

‘::Qe‘hq%hqe hq‘bhqe‘bq‘b ‘DQ%‘:’QG-":’Q%

N aF Ny N a7 NN

Figura 4. Extincién no fotoquimica maxima (NPQmax) registrada en el dia 10
para la cepa CCM-UdeC 225 (A) y la cepa CCM-UdeC 279 (B) en sus
respectivos tratamientos.
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5.4 Bioensayo de toxicidad con Danio rerio

Ensayo preliminar

En la etapa inicial de ajuste de las concentraciones del extracto de H. akashiwo
(cepa CCM-UdeC 225) (Tabla 1), se detectaron anomalias del desarrollo en los
organismos expuestos a concentraciones del extracto al 25%; 50%; 62,5%, 75
% y 87.5 %; mientras que a una concentracion del 100%, se registré mortalidad

completa de los embriones tratados.

Las anomalias observadas incluyeron edemas pericardicos (por ejemplo,
Figura 6G e I; *), acumulacion sanguinea en saco vitelino (Figura 6G; +);
malformaciones de la notocorda, como lordosis (Figura 6K) vy escoliosis
(Figura 6J); torsion caudal (Figura 6D) y cola bifida (Figura 6D), asi como una
deficiente absorcién del vitelo (ejemplo Figura 6D, F, I; -). En los embriones
expuestos a las condiciones control (medio E3 y extracto de T. tetrathele) no se

observaron anomalias (Figura 5A y B).
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Figura 5. Bioensayo preliminar con embriones de Danio rerio expuestos a las
condiciones control: A) medio de cultivo control (EM); B) Extracto de T.
tetrathele (100%); Imagenes correspondientes a las primeras 72 hrs de
exposicion.
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Figura 6. Bioensayo preliminar con embriones de Danio rerio expuestos al
extracto de la cepa CCM-UdeC 225 (aumento 3.2 x) A) y B) extracto de H.
akashiwo al 25%; C) y D) extracto de H. akashiwo a 50%; E) y F) extracto de H.
akashiwo al 62,5 %; G) y H) extracto de H. akashiwo al 75%; 1) y J) extracto de
H. akashiwo al 87.5%. Imagenes correspondientes a las primeras 72 hrs de
exposicion.
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En el siguiente experimento, que consideré concentraciones de entre 10 y 35%
del extracto, se mostréo un efecto dosis dependiente en la mortalidad de los
huevos de D. rerio (Figura 7). A concentraciones iguales o inferiores al 20% del
extracto, no se registr6 mortalidad (Figura 7A). Asi también se evidenci6 que la
tasa de eclosion de los embriones sobrevivientes disminuye progresivamente a
medida que aumenta la concentraciéon del extracto, aunque esta tendencia no

fue estadisticamente significativa (Figura 7B).

100 100

80 80

60 60

40 404

20 % . 20+
L ! ! ’ 0- T T T iﬁl
& I Q? & & QF

&

é& S s o dp dw ép ov qsp06<& ;S? ;g? ;g? ;g? ;g? ;g?
A8 N r" ch S S\ a\ e\ e\ a\ o\
W &N P 4P

Mortalidad a las 48h
Eclosion a las 72h

Tratamientos ”
Tratamientos

Figura 7. Bioensayo preliminar que evalua diferentes concentraciones de
Heterosigma akashiwo (cepa CCM-UdeC 225) en etapas tempranas del
desarrollo de Danio rerio. Se muestran los porcentajes de mortalidad de huevos
(A) y éxito de eclosion a las 72 horas post-exposicion (B). Se utilizaron como
controles el medio E3 y extracto de Tetraselmis tetrathele al 100 %. Las barras
representan la media + error estandar. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos y el medio control E3,
determinadas mediante analisis de Kruskal-Wallis seguido de la prueba post
hoc de Dunn (p < 0,05).
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Las anomalias observadas en este segundo ensayo en los embriones de Danio
rerio expuestos a los distintos tratamientos incluyeron la ausencia o el retraso
en la pigmentacion, asi como la presencia de edemas pericardicos y vitelinos.
Estas alteraciones comenzaron a manifestarse a partir de concentraciones del
25% del extracto, y se mantuvieron con una frecuencia similar en

concentraciones superiores.

En base a estos resultados (Figura 7) se selecciond la concentracion de
extracto al 25% para la realizacién de los ensayos comparativos entre cepas y

tratamientos durante la fase experimental.

Fase experimental

Se evaluo el porcentaje de mortalidad acumulada de huevos de D. rerio a las 48
horas de exposicién a los extractos (25% v/v) de ambas cepas cultivadas en los

distintos tratamientos de salinidad y fuente de nitrégeno (Figura 8A y B).

Se aplicé un analisis comparativo entre todos los tratamientos mediante un test
post hoc de Dunn, de forma independiente para cada cepa y sus respectivos
tratamientos. En la matriz de datos, se evaluaron todas las comparaciones
posibles entre tratamientos; no obstante, en los graficos (Figura 8A y B) se

presentan unicamente aquellas comparaciones consideradas relevantes para
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los objetivos del estudio, especificamente las realizadas entre una misma
salinidad y las distintas fuentes de nitrégeno (NH,*, NOs", urea), asi como con
sus respectivas comparaciones con los tratamientos control (Medio E3 y T.

tetrathele).

Para la cepa CCM-UdeC 225 se observaron diferencias significativas entre el
control (medio E3) y los tratamientos 25 PSU/NH,* y 35 PSU/NH,*, siendo el
NH,* la unica fuente de nitrdgeno que evidencié un efecto letal en los
embriones, con diferencias significativas respecto a los controles (medio E3y T.
tetrathele). Por el contrario, los extractos provenientes de tratamientos con NO;
y urea mostraron leves a ausentes efectos de toxicidad en todos los niveles de
salinidad. Por ultimo, el extracto de T. tetrathele, utilizado como segundo control

negativo, no presenté diferencias con el medio E3 (control; Figura 8A).

Respecto al potencial toxico de los extractos obtenidos a partir de la cepa
CCM-UdeC 279, el analisis estadistico evidencié que los extractos obtenidos de
todas las fuentes de nitrégeno evaluadas generaron efectos letales en los
embriones de D. rerio, aunque con distinta intensidad entre los tratamientos.
Los extractos mas téxicos corresponden a la fuente de nitrégeno NH,* seguidos
por los tratamientos con urea, y en menor medida por los tratamientos con NOy’,
los cuales igualmente presentaron efectos significativos (Figura 8B). La unica
excepcion fue el tratamiento 15 PSU/urea, que no produjo efectos letales sobre

los embriones y no presentd diferencias significativas con los controles (medio
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E3 y T tetrathele). Asimismo, el extracto de T. tetrathele, utilizado como
segundo control negativo, no mostré diferencias significativas respecto del

medio E3.

La combinacion 15 PSU/ NH,* no fue incluida en ninguno de los graficos debido

a que la densidad celular obtenida del cultivo fue insuficiente para obtener el

extracto.
A B
CCM-UdeC 225 CCM-UdeC 279
100 a 100+ a a a a a
£ 2 = ab ac
g 804 3 80
8 E:
s ©00- s 60
; 3
3 404 ab S 40
= ab 5
E 20+ ‘E 20+
= = bc
b b b b b b c bec
0 T T T T T T T 0-
6\"&((‘0\@\30%\3@%\\’?& \;0"’\)&0@*’2‘“‘ \;0":0@'5’ &0{“\‘\@\6‘\0% o*e."”ébv eo":\\}z'bé ™ ‘\p’b\)@"
GG ARV RV RPN RN DN OSSN REN RN APV AN IS RN
’b& ,@\ Q": Q% Q6 Q": Q6 Q“" QGJ ) ,.b(“ ) Q"O QGJ ) Qg Q% Qb QEJ Q‘b
CATE L P PP PP CAE L P PP P PP

Tratamientos Tratamientos

Figura 8. Mortalidad en embriones de Danio rerio 48 horas después de la
exposicion a extractos de Heterosigma akashiwo de las cepas CCM-UdeC 225
(A) y CCM-UdeC 279 (B), cultivados en diferentes condiciones de salinidad y
fuente de nitrégeno. Se utilizé medio E3 y extracto 100 % de Tetraselmis
tetrathele como controles. Las barras representan la media + error estandar.
Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, determinadas mediante el analisis de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de Dunn (p < 0,05).
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Se evaluo la eclosion de los embriones de Danio rerio expuestos a los distintos
tratamientos con los extractos de la cepa CCM-UdeC 225. En general, se
registréo un porcentaje muy reducido de embriones eclosionados en los distintos
tratamientos en comparacion con ambos controles (medio E3 y T. tetrathele)
(Figura 9A). El tratamiento con NH," a 25 PSU provocé la ausencia total de
individuos vivos a las 48 horas por lo que no fueron considerados en la Figura

9A.

Respecto a la exposicion de los embriones de D. rerio a los extractos obtenidos
de la cepa CCM-UdeC 279, cultivada en los distintos tratamientos, no se
registré eclosion en ninguno de los tratamientos con NOy’, ni en la condicion 35
PSU en urea. No obstante, estas respuestas no mostraron diferencias
significativas respecto de los controles. En ambos controles, en cambio, se
observo un alto porcentaje de eclosion. Por otra parte, el extracto proveniente
de cultivos con urea a 15 PSU fue la unica condicion en la que se registré un
reducido numero de individuos eclosionados (Figura 9B). Durante la
exposicion al extracto de la cepa CCM-UdeC 279 aplicado a los embriones de
D. rerio, los tratamientos con NH," y con urea a 25 PSU provocaron la ausencia
total de individuos vivos a las 48 horas, por lo que no fueron incluidos en la

Figura 9B.
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Figura 9. Exito de eclosién en embriones de Danio rerio 72 horas después de la
exposicion a extractos de Heterosigma akashiwo de las cepas CCM-UdeC 225
(A) y CCM-UdeC 279 (B), cultivados en diferentes condiciones de salinidad y
fuente de nitrégeno. Se utilizd medio E3 y extracto 100 % de Tetraselmis
tetrathele como controles. Las barras representan la media * error estandar.
Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, determinadas mediante el analisis de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de Dunn (p < 0,05).

Dado que el porcentaje de eclosion de los huevos expuestos a los extractos
registré un numero muy reducido de individuos, se procedio a registrar el total
de anomalias o efectos subletales presentes, tanto en los embriones no
eclosionados, como en las larvas que alcanzaron este estado. Entre los efectos
subletales registrados estaban signos asociados al retraso en el desarrollo
(pigmentacion ausente o deficiente, absorcion incompleta del vitelo, lordosis,

escoliosis y desarrollo incompleto) y presencia de edemas (Figura 10).
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Figura 10. Anomalias observadas en los embriones de D. rerio expuestos a los
extractos de las cepas de H. akashiwo (CCM-UdeC 225 y CCM-UdeC 279) a
una concentracion del 25%, obtenidos a partir de cultivos mantenidos en
distintas condiciones de salinidad y fuente de nitrdgeno (aumento 2.0x). Entre
las anomalias se registr6 una pigmentacién ausente o deficiente C) y E),
absorcion incompleta del vitelo A), B) y C), hemorragia B), lordosis B),
escoliosis B), desarrollo embrionario incompleto D) y F), edema pericardico A) y
B), edema vitelino C) y E).
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Para la cepa CCM-UdeC 225, los controles con medio E3 y T. tetrathele
mostraron minimos efectos sobre el desarrollo embrionario y en los embriones
hubo ausencia de edemas. En contraste, los tratamientos con NH,” a 35 PSU
provocaron un retraso significativo. El efecto con NO; fue dependiente de la
salinidad, observandose un alto retraso en el desarrollo a 15 y 25 PSU,
mientras que a 35 PSU la toxicidad disminuy6. En los tratamientos con urea, el
mayor efecto en el retraso en el desarrollo de los embriones se observo a 25

PSU, disminuyendo a 15 y 35 PSU (Tabla 4, en ANEXO).

Para la cepa CCM-UdeC 279, los controles no presentaron efectos subletales.
Sin embargo, los tratamientos con NOj fueron altamente toxicos en todas las
salinidades, evidenciando un total retraso en el desarrollo y una elevada
presencia de edemas. La urea a 35 PSU mostré efectos similares, mientras que
el tratamiento con urea a 15 PSU, presentd un elevado retraso en el desarrollo
con mas de la mitad de los individuos con edemas. No se evaluaron
condiciones con NH," y urea a 25 PSU debido a mortalidad total (Tabla 4, en

ANEXO).

La cepa CCM-UdeC 279 presentdé una toxicidad mas pronunciada en
comparacién con la cepa CCM-UdeC 225. La interaccion entre la fuente de
nitrégeno y la salinidad fue determinante en la toxicidad y efectos subletales,

destacando la mayor sensibilidad a salinidades intermedias (25 PSU) en el
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retraso en desarrollo, y la presencia de edemas en CCM-UdeC 279 (Tabla 4, en

ANEXO).

6. DISCUSION

El sistema costero de la Patagonia norte y central de Chile se ha establecido
como un area estratégica para la produccidon de salmon, un recurso altamente
demandado en los mercados internacionales. Debido a sus condiciones
ambientales favorables, Chile se ha posicionado como el segundo mayor
productor mundial de salmonidos de cultivo (Avendafio-Herrera et al., 2018); sin
embargo, este sistema también se caracteriza por su complejidad, dinamismo y
gran extension. Su morfologia incluye fiordos, canales, golfos, estuarios y
bahias, lo que la convierte en un territorio particularmente vulnerable debido a
su alta sensibilidad a perturbaciones ambientales y actividades humanas

(Pantoja et al., 2011; Iriarte et al., 2023).

La estructura oceanografica de esta zona surge de la interaccidn entre aguas
oceanicas profundas, de alta salinidad y elevado contenido de nutrientes, y
aguas superficiales dulces, de menor salinidad, y bajo contenido de nutrientes
(Iriarte et al., 2010). El encuentro de estas masas de agua con propiedades

distintas genera una dinamica marcada por fuertes diferencias fisicoquimicas, lo
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que se refleja en pronunciadas variaciones horizontales y verticales de
salinidad, densidad, disponibilidad luminica y proporciones de nutrientes

organicos e inorganicos (Iriarte et al., 2014).

La ocurrencia de floraciones algales en este tipo de ecosistemas marinos se ha
vuelto cada vez mas frecuente e intensa. Estos fendmenos alteran la
composicion y estructura de las comunidades bioldgicas, modificando las
interacciones troficas, las cuales se asocian con pérdidas econdmicas de
importancia regional y global (Anderson et al., 2002). Comprender los factores
que determinan la ocurrencia y toxicidad de las floraciones algales se ha
convertido en una necesidad prioritaria, dado su impacto ecoldgico y econémico
(Barria et al., 2022; Diaz et al., 2019). En este contexto, Heterosigma akashiwo
ha recibido particular atencién debido a su capacidad de formar floraciones
densas, que en muchos casos son toxicas y provocan mortalidades masivas de
peces (Honjo, 1992; Mardones et al., 2023). Esta especie se caracteriza por
poseer estrategias competitivas, como la migracion vertical, que le permite
acceder a gradientes de luz y nutrientes espacialmente separados en columnas
de agua estratificadas (Smayda, 1998; Clark & Flynn, 2002). Asimismo, se ha
documentado que tanto factores ambientales como la variabilidad
intraespecifica de las cepas influyen en la toxicidad de H. akashiwo (Twiner et

al., 2004; Fredrick et al., 2011; Cochlan et al., 2012; Gémez et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X21012686#bb0175
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X21012686#bb0105
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1529-8817.2002.01082.x#b21
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1529-8817.2002.01082.x#b30
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Si bien no todas las FANs pueden atribuirse directamente a procesos de
eutrofizacion, varios estudios han sefalado una estrecha relacién entre su
ocurrencia y las actividades humanas que incrementan la carga de nutrientes
en estos ecosistemas marinos (Anderson et al., 2002; Glibert et al., 2006). En
este contexto, los fiordos se destacan como sistemas particularmente
vulnerables, al tratarse de regiones relativamente pristinas que son sensibles
tanto a factores de estrés climatico como antropogénicos (Mardones et al.,
2023). Para el caso de H. akashiwo, existen pocos estudios que evaluen el
efecto del nitrégeno, y sus formas quimicas sobre la dinamica de crecimiento
(Chang & Page, 1995; Herndon & Cochlan, 2007; Matheson et al., 2014; Kok et
al., 2015; Ji et al., 2020) y, no hay registro respecto a la influencia de estas
fuentes de nitrdgeno sobre su toxicidad. Esta limitacién es aun mas relevante si
se considera la interaccion del nitrégeno con otros factores ambientales, como
la salinidad, temperatura, e irradiancia, los cuales han sido identificados como
factores determinantes en el crecimiento de esta especie (Martinez et al., 2010);
y que ademas, modulan las respuestas fisioldgicas y potencial toxico (Ono et

al., 2000; Sandoval-Sanhueza et al., 2022).

6.1 Efecto de la salinidad y fuente de nitrégeno en el crecimiento de H.

akashiwo
El primer objetivo de este estudio fue evaluar como la salinidad y la fuente de
nitrogeno influyen en el crecimiento de dos cepas de H. akashiwo de distinto

origen geografico. Los resultados muestran que ambos factores, tanto de forma
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independiente como en interaccion, influyen significativamente en la dinamica
de crecimiento (Figura 17.A y Figura 18.A); todas las combinaciones
permitieron la divisiéon celular, aunque se observaron diferencias en la respuesta

especifica de cada cepa (Tabla 2)

En el caso de la cepa CCM-UdeC 225, las mayores tasas de crecimiento se
registraron a salinidades iguales o superiores a 25 PSU, aun cuando el
ambiente natural desde el cual fue aislada la cepa presentaba una salinidad
considerablemente menor (16,7 PSU; Gémez et al., 2022). Este resultado
evidencia una alta plasticidad que ha sido observada previamente, en cepas de
H. akashiwo las cuales respaldan la idea de que es una especie eurihalina,
capaz de tolerar un amplio rango de salinidades, que va desde los 5 hasta 40
PSU (Haque & Onoue, 2002; Kempton et al., 2008). Asi mismo sugiere que la
salinidad 6ptima de crecimiento no refleja las condiciones ambientales del sitio
de aislamiento, sino a procesos de aclimatacion y a la amplia tolerancia

intrinseca de la especie.

Si bien los maximos de crecimiento se distribuyen en distintos niveles de
salinidad segun la combinacion de tratamientos, se observd que la cepa
CCM-UdeC 279 tiende a concentrar sus mayores tasas de crecimiento en
salinidades bajas a intermedias (<25 PSU), particularmente en presencia de
urea como fuente de nitrégeno. En contraste, la cepa chilena (CCM UdeC 225)

exhibié una respuesta mas amplia frente al gradiente de salinidad, con mayores
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tasas de crecimiento asociadas a salinidades intermedias a altas. Esto se
contradice con la tendencia observada en estudios previos donde se ha
identificado que una salinidad cercana a 25 PSU constituye un rango éptimo
para la germinacién y el crecimiento de Heterosigma akashiwo en cepas
aisladas en Japon (Haque & Onoue, 2002), Estados Unidos (Kempton et al.,
2008; Imai et al., 2016) y Chile (Sandoval-Sanhueza et al., 2022). No obstante,
estos estudios evaluaron el crecimiento en condiciones de cultivo en las que el
NO;~ fue la principal fuente de nitrégeno, lo que limita la comparacion con los
resultados obtenidos en este trabajo. En este estudio, considerando
condiciones comparables con NO;~, ambas cepas evaluadas presentaron un
patrén distinto, registrando sus mayores tasas de crecimiento a 35 PSU. Estos
resultados concuerdan con lo observado por Flores-Lefiero (2022), quienes
también reportaron que la cepa chilena CREAN_HAOQO3 presentd mayores tasas
de crecimiento a salinidades de 35 PSU en comparacion a salinidades
menores. Asimismo, al comparar todos los niveles de salinidad evaluados (15,
25 y 35 PSU) en esta misma fuente de nitrégeno, se observé que ambas cepas
(CCM UdeC 225 y CCM UdeC 279) mantuvieron tasas de crecimiento

superiores a las reportadas en los estudios previamente mencionados.

Ji et al. (2020) documentaron que el NH," es la forma de nitrogeno de
asimilacion mas directa para H. akashiwo, siendo considerado un nutriente
adecuado para esta especie. Ademas, varios estudios han reportado tasas de

crecimiento iguales o superiores en presencia de amonio, respecto a otras
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fuentes nitrogenadas (Clark & Flynn ,2002; Herndon & Cochlan, 2007; Kok et
al., 2015). No obstante, en el presente estudio, si bien una de las mayores tasas
de crecimiento se registré en tratamientos con NH,*, las densidades celulares
alcanzadas fueron relativamente bajas, ademas, las células cultivadas con NH,*
presentaron alteraciones morfoldgicas, tales como deformacién y aumento de
tamano celular (Figura 12). Estos efectos concuerdan con lo reportado por
Chang & Page, (1995), quienes, en condiciones comparables, observaron
signos de toxicidad como alteraciones morfologicas e inhibicién del crecimiento,

en presencia de formas reducidas de nitroégeno, particularmente en NH,".

Tanto la cepa CCM UdeC 225 como la CCM UdeC 279 incluidas en este estudio
presentaron sus mayores tasas de crecimiento cuando se cultivd con urea
(Tabla 3), lo cual resulta interesante, ya que este resultado se contrapone con
la mayoria de los antecedentes previos (Chang & Page, 1995; Kok et al., 2015;
Matheson et al., 2014; Ji et al., 2020), donde la urea no fue identificada como la
fuente de nitrégeno preferida para esta especie. Esta discrepancia puede
deberse a la alta plasticidad fenotipica entre las cepas, como también a las
condiciones de cultivo empleadas. Por ejemplo, Matheson et al. (2014)
observaron una mayor tasa de crecimiento con NO; en comparaciéon con NH," y
urea a irradiancias entre 65-80 umol de fotones m™ s™', mientras que Herndon
& Cochlan (2007), reportaron un crecimiento menor con NO; respecto a urea 'y
NH,* cuando las células fueron cultivadas a una irradiancia de 40 pmol de

fotones m™ s™', lo que sugiere que la respuesta de H. akashiwo a las distintas
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fuentes de nitrogeno puede estar altamente condicionada por los otros factores

abidticos (e.g. luz) presentes en ese momento.

La cepa chilena CCM-UdeC 225, ha sido utilizada previamente en dos estudios
(Sandoval-Sanhueza et al., 2022; Gomez et al., 2022). En dichos trabajos, la
cepa fue cultivada a 15°C, con una irradiancia de 50 ymol de fotones m™2 s™,
utilizando NO5; como fuente de nitrégeno, y a salinidades de 15y 20 PSU. La
tasa maxima de crecimiento reportada por Sandoval-Sanhueza et al. (2022)
alcanzé 0.99 div. d 7', valores similares a los registrados en el presente estudio
en condiciones similares (1.01 div. dia '), sin observarse diferencias
significativas entre las salinidades 15 y 25 PSU (Tabla 3). No obstante, Gémez
et al. (2022) reportaron una tasa de crecimiento considerablemente mayor (1.66
div. dia '), junto con una densidad celular aproximada de 1.000.000 células
mL™" al dia 10 de cultivo. En contraste, en condiciones comparables, este
estudio al dia 10 alcanzé una densidad celular de 183.280 células mL™" (Tabla
2), valor inferior que el reportado por Goémez et al. (2022) como por
Sandoval-Sanhueza et al. (2022) al dia 15 de cultivo (309.000 células mL™").
Estas diferencias podrian atribuirse, en parte, a la temperatura utilizada en este
trabajo (20 £ 2°C), el cual se ha sefialado como uno de los factores incidente en
el crecimiento de esta especie (Ono et al., 2000); asi como a posibles cambios
fisioloégicos derivados del tiempo de mantencién de la cepa en condiciones de

laboratorio (Lakeman et al., 2009).
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Adicionalmente, estudios con la cepa chilena CREAN_HAO3 han reportado
tasas de crecimiento y densidades celulares notablemente menores en una
irradiancia de 100 umol de fotones m™ s™'. En particular, Flores-Lefiero et al.,
(2022) observaron, a 25 PSU y 17°C, tasas de crecimiento y densidad celulares
reducidas (0,38 div dia' y aproximadamente 20.000 células mL",
respectivamente) las cuales aumentaron a una salinidad de 30 PSU y a una
temperatura de 12°C, alcanzando valores de 0,48 div. dia™ y cerca de 50.000
células mL". De manera similar, Mardones et al. (2023) sefialaron que, a 15°C,
y en un rango de salinidad entre 15 a 32 PSU, las tasas de crecimiento variaron
levemente (0.23 - 0.11 div. dia™), mientras que las densidades celulares
maximas se registraron en salinidades intermedias (21 y 27 PSU), con valores

de 7.344 y 7.813 células mL" respectivamente.

6.2 Efecto de la salinidad y fuente de nitrégeno sobre el contenido de

pigmentos y parametros fotosintéticos en H. akashiwo

Las células fitoplanctonicas presentan una notable plasticidad en la regulacion
de su contenido y proporcién de pigmentos fotosintéticos en respuesta a las
variaciones en las condiciones luminicas y de disponibilidad de nutrientes
(Rodriguez et al., 2006). En particular, H. akashiwo, presenta un perfil de
pigmentos caracteristico compuesto por clorofila a, clorofilas ¢, y c,, B-caroteno,

asi como los carotenoides fucoxantina y violaxantina (Martinez et al., 2010). La
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composiciéon de pigmentos desempefia un rol importante en la aclimatacién
fisiolégica de H. akashiwo, dado que, mediante la migracion vertical diaria,
pueden generarse variaciones en las proporciones de pigmentos, lo que le
permite a la especie ajustarse a los gradientes de luz en la columna de agua,
favoreciendo tanto la eficiencia en la captura luminica como la activacion de
mecanismos de fotoproteccion bajo condiciones de fluctuacion luminica

(Flores-Lefiero et al., 2022).

El pigmento mas abundante para ambas cepas de H. akashiwo evaluadas en
este estudio fue la clorofila a, seguido de carotenoides totales y clorofila ¢, y ¢,
(Tabla 4). Este patron es congruente con el descrito por Flores-Lefiero et al.,
(2022) quienes a baja irradiancia (LL = 50 ymol fotones m™2 s™), reportaron que
la clorofila a constituia el 62 % del total de pigmentos, con un valor de 8,9 pg
célula™, mientras que las clorofilas c2 y c1 se ubicaron dentro de los pigmentos
minoritarios por debajo de la fucoxantina (3,38 pg célula™) y la violaxantina
(0,96 pg célula™), proporciones que no mostraron variaciones a alta irradiancia
(HL = 150 pmol fotones m™ s™'). De manera similar, Butron et al. (2012)
observaron que a irradiancias superiores a 100 umol fotones m™2 s™, la clorofila
a continué siendo el pigmento dominante, seguida por fucoxantina y
violaxantina, lo que confirma la prevalencia de este patrén pigmentario incluso

en condiciones de mayor irradiancia.
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En este estudio, las dos cepas evaluadas evidenciaron una marcada plasticidad
en su composicion de pigmentos a nivel celular. Si bien la clorofila a se mantuvo
como el pigmento principal en todos los tratamientos, la cepa CCM-UdeC 225
presentd, concentraciones menores en comparacion con la cepa CCM-UdeC
279, con excepcion del tratamiento con NH," a 15 PSU, donde no se detectaron
diferencias significativas entre ambas cepas (Tabla 4). Esta tendencia coincide
con lo reportado por Gémez et al. (2022); sin embargo, los valores difieren
ampliamente entre estudios. En condiciones experimentales comparables (NOs~
a 15 PSU), la cepa CCM-UdeC 225 alcanzé un contenido de clorofila a cuatro
veces mayor al reportado (5 vs 1,2 pg cell"), mientras que, para la cepa
CCM-UdeC 279 el valor registrado en este estudio fue inferior (11 vs 14 pg

cell™).

La acumulacién de carotenoides totales también fue superior en la cepa
CCM-UdeC 279 en comparacion con la cepa CCM-UdeC 225 (Tabla 4). Estas
observaciones son coherentes con lo reportado por Gémez et al. (2022),
quienes encontraron que la cepa CCM UdeC 279 alcanzé niveles de
carotenoides significativamente mas altos (4,5 pg cell) que la cepa CCM UdeC
225 (0,4 pg cell™). Sin embargo, los valores obtenidos en el presente estudio
fueron sustancialmente mayores a lo reportado por Gomez et al. (2022), para
ambas cepas: 7 pg cell’ en CCM-UdeC 279 y 3 pg cell en CCM-UdeC 225 en

condiciones comparables (NO5;™ a 15 PSU).
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Cabe destacar que las clorofilas ¢, y ¢, presentaron las concentraciones mas
bajas, e incluso se encontraron ausentes en algunas condiciones
experimentales (Tabla 4). Esta tendencia coincide con lo reportado por
Flores-Lefero et al., (2022), quienes también describieron un contenido
reducido de estos pigmentos en H. akashiwo. No obstante, nuestros resultados
contrastan marcadamente con los de Butrén et al. (2012), quienes registraron
concentraciones considerablemente mas elevadas de clorofilas ¢, y ¢,. La baja
concentracion de estos pigmentos, en este estudio, podria estar relacionada
con las diferencias en las condiciones de cultivo o con el estado fisioldgico de

las cepas.

Asimismo, la proporcién carotenoides:clorofila a fue similar entre ambas cepas
para todos los tratamientos evaluados (Tabla 4). Esta tendencia coincide
parcialmente con lo reportado por Gomez et al. (2022) quienes también
observaron proporciones similares entre sus cepas bajo una unica condicidn
experimental evaluada (NO; a 15 PSU). No obstante, los valores obtenidos en
dicho estudio fueron considerablemente menores que los registrados en el
presente trabajo. De manera concordante, en condiciones comparables (NO; a
20 PSU) Martinez et al. (2010) describen un perfil de pigmentos altamente
conservado, con proporciones relativamente constantes de fucoxantina (0,76) y
violaxantina (0,21) respecto a la clorofila a, y no observaron diferencias
significativas entre las 6 cepas evaluadas, las cuales fueron cultivadas en

condiciones exentas de estrés luminico y de limitacion nutricional.
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La acumulacién de pigmentos como clorofila a, clorofilas ¢, y c,, y carotenoides
por célula fue mayor en la condicion de NH,* a 15 PSU. Esta condicion mantuvo
tasas de crecimiento similares en ambas cepas (1,2 y 1,3 div. dia 7"); sin
embargo, se asocio a una baja densidad celular y la presencia de alteraciones
morfologicas. Estos resultados sugieren una posible priorizacién de recursos
hacia la captacion y regulacién de la energia fotosintética, por sobre la division
celular. De manera concordante, se ha descrito en cultivos de microalgas un
fendmeno similar, que consta de wuna inversibn metabdlica entre los

mecanismos de defensa y los de proliferacion celular (Wagner et al., 2006).

En este estudio se evaluaron algunos parametros fotosintéticos de las cepas de
H. akashiwo, cultivadas en las distintas condiciones de salinidad y fuente de
nitrogeno. Los mayores valores de eficiencia fotoquimica del fotosistema I
(Fv/Fm) se observaron a 15 PSU para ambas cepas (Figura 3), alcanzando
valores cercanos o superiores al 6ptimo esperado para cultivos en condiciones
no estresantes (0,65; Parkhill et al., 2001); mientras que los menores valores se
registraron a salinidades de 25y 35 PSU (Figura 3). Esta tendencia se observo
de manera consistente en todas las fuentes de nitrégeno evaluadas y, coincide
con los experimentos preliminares de Gémez et al. (2022), quienes también
reportaron ausencia de estrés fisioldgico en cultivos a 15 PSU. Debido a que los
experimentos se realizaron a una baja irradiancia (50 ymol fotones m* s™), las
reducciones de Fv/Fm a salinidades mas altas no se pueden atribuir a estrés

luminico, como describieron Hennige et al. (2013), quienes observaron una
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disminucién en Fv/Fm, al exponer a H. akashiwo a un cambio de luz abrupto de
baja (80 umol fotones m? s™) a alta irradiancia (400 umol fotones m? s™); sino

que podrian reflejar un efecto fisioldgico asociado al aumento de la salinidad.

Los organismos fotosintéticos enfrentan diversos estresores abioticos, como la
alta irradiancia, fluctuaciones de salinidad o variaciones térmicas, que pueden
inducir el dafo fotooxidativo al PSII, y alterar la biosintesis de pigmentos
fotosintéticos, afectando la eficiencia de los mecanismos de proteccion (Muller
et al., 2001; Nishiyama et al., 2006; Takahashi et al., 2008). En este estudio, los
valores de la extincidon no fotoquimica maxima, observados en ambas cepas de
H. akashiwo fueron de manera general, bajos 0 moderados, lo que sugiere que
las células cultivadas mantuvieron un estado fisioldgico estable, y una limitada
activaciéon de mecanismos de disipacion de energia en forma de calor (Figura
4). Este comportamiento probablemente se relaciona con las condiciones de
irradiancia moderada en las que se desarrollaron los cultivos. Considerando que
la funcion principal de la disipacién no fotoquimica (NPQ) es eliminar el exceso
de energia absorbida en el PSIl para prevenir la fotoinhibicion (Ruban, 2015),
una baja presion fotooxidativa podria explicar que no se activaran los
mecanismos de disipacion de energia. No obstante, los valores mas elevados
de NPQ,. (2,72— 5,63) se observaron mayoritariamente en los tratamientos a
35 PSU, lo que indica que las cepas cultivadas a salinidades altas requieren
una mayor activacion de la disipacién no fotoquimica para mitigar el estrés

salino (Figura 4a y 3b).
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De acuerdo con lo reportado por Hennige et al. (2013), la relacién entre NPQ, .«
y los carotenoides, en particular los del grupo de las xantofilas, no desempefian
un papel principal en la disipacién del exceso de energia en H.akashiwo,
sugiriendo que estos pigmentos no constituyen el mecanismo de fotoproteccion
dominante en esta especie. En concordancia, los valores de NPQ,,, en este
trabajo indicaron bajos niveles de estrés en la mayoria de los cultivos (Figura 4)
y no se evidencio una correlacion directa entre el contenido de carotenoides y
NPQ,.« Incluso en condiciones de mayor contenido de carotenoides este no se

tradujo en una mayor capacidad de disipacion no fotoquimica.

salinidades y fuentes de nitrégeno.

Las cepas de H. akashiwo aisladas durante floraciones naturales pueden
presentar amplias diferencias en la intensidad y el tipo de toxicidad que
manifiestan. Estas variaciones se atribuyen a diferencias en su composicion
quimica, en las concentraciones de los metabolitos producidos y en la expresion
de mecanismos dafiinos que afectan a los organismos expuestos (Chang et al.,
1990; Haque & Onoue, 2002; Goémez et al., 2022). En consecuencia, H.
akashiwo es una especie capaz de generar tanto floraciones inocuas como
eventos altamente perjudiciales para peces (Tango et al., 2004; Chang et al.,

1990; Mardones et al., 2023), asi como efectos adversos demostrados en
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condiciones de laboratorio en invertebrados (Hegaret et al., 2007; Goémez et al.,

2022).

La comparacion entre ambas cepas en este estudio evidencia diferencias claras
en su capacidad toxica. La cepa CCM-UdeC 225 mostré un efecto letal
considerablemente menor que la cepa CCM-UdeC 279. Esta ultima provocé
mortalidad practicamente en todas las combinaciones de salinidad y fuentes de
nitrdgeno evaluadas, a excepcion del tratamiento urea a 15 PSU (Figura 8 y
Figura 9). Esta mayor toxicidad concuerda con lo descrito por Gémez et al.
(2022), quienes reportaron una inhibicion mas pronunciada en la movilidad de
las larvas de A. salina expuestas a células enteras de la cepa CCM-UdeC 279.
En ese estudio, un 50 % de afectacion se alcanz6 con 1.136 células mL™,
mientras que la cepa CCM-UdeC 225 requirio casi el doble de densidad celular
para producir un efecto similar. Sin embargo, dichos resultados se obtuvieron
bajo una unica condicién experimental (NO3;™ a 15 PSU), en la cual nuestro

trabajo no registré una mortalidad asociada a la cepa CCM-UdeC 225.

Ademas de la mortalidad registrada, los embriones de D. rerio expuestos a los
extractos de ambas cepas mostraron bajas tasas de eclosion a las 72 horas
post-exposicién (Figura 9) y desarrollaron anomalias morfolégicas, entre ellas
retraso en el desarrollo y edemas (Figura 10). Estos efectos subletales
(anomalias) fueron menos frecuentes en los tratamientos con salinidad de 35

PSU para la cepa CCM-UdeC 225, sin embargo, la cepa CCM-UdeC 279,
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indujo retraso en el desarrollo en todas las condiciones evaluadas, lo que refleja

una alta capacidad toxica independiente de las variaciones ambientales.

La salinidad se reconoce como uno de los principales factores ambientales que
modulan la toxicidad de H. akashiwo. Sin embargo, la evidencia muestra
resultados inconsistentes respecto a su efecto. Algunos estudios indican que a
salinidades relativamente altas (30-32 PSU) puede incrementar la toxicidad de
esta especie (lkeda et al., 2016; Sandoval-Sanhueza et al., 2022), mientras que
otros estudios reportan que valores mas bajos (23-27 PSU) potencian los
efectos toxicos (Haque & Onoue, 2002; Flores-Lefiero et al., 2022). Estas
discrepancias pueden explicarse por diferencias metodolégicas entre los
estudios, incluyendo el tipo de modelo bioldgico utilizado (lineas celulares de
salmon o truchas y peces en diferentes etapas de desarrollo), asi como la forma
en la que se emplearon las células de las cepas en los bioensayos (células

completas, lisados celulares o contenido extracelular).

Por ejemplo, Sandoval-Sanhueza et al. (2022) reportaron que lisados de la cepa
CCM-UdeC 225 cultivada a 20 y 30 PSU, redujeron drasticamente la viabilidad
de células de salmén Chinook pertenecientes a la linea CHSE-214,
observandose un efecto ligeramente mayor cuando las microalgas fueron
cultivadas a 30 PSU. En contraste, en el presente estudio la mortalidad de
embriones de D. rerio provocada por la misma cepa no mostro una relacion

clara con la salinidad del cultivo. Sin embargo, evidencié un claro efecto
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asociado a la fuente de nitrogeno NH,” Asimismo, en el trabajo de
Sandoval-Sanhueza et al. (2022), no se observé un efecto dependiente de la
dosis en un rango de concentracién celulares entre 20 y 200.000 células mL™,
tanto para los sobrenadantes como para los lisados celulares. En contraste,
nuestro estudio el bioensayo preliminar (Figura 7) evidencié un patron
dosis-dependiente, observable a partir de extractos equivalentes a 1.250.000
células mL™ (25%). Resultados comparables fueron reportados por
Flores-Lefero et al. (2022), con la cepa chilena CREAN_HAO03, donde se
observé que el incremento de la concentracion celular produjo progresivamente
una disminucion de la viabilidad en la linea celular epitelial de branquias de

trucha arcoiris (RTgill-W1), alcanzando valores cercanos al 61%.

Las diferencias observadas entre los resultados de nuestro estudio y los
reportados por Sandoval-Sanhueza et al. (2022) podrian explicarse, en parte,
por las condiciones de cultivo utilizadas, y por el estado fisiologico de las células
al momento de realizar los bioensayos. En el estudio de Sandoval-Sanhueza et
al. (2022), las microalgas fueron utilizadas durante la fase exponencial de
crecimiento, proveniente de cultivos semicontinuos enriquecidos cada 6 dias
con medio L1. Bajo estas condiciones, es probable que las células se
encontraran metabdlicamente activas, y en continua division celular. Mientras,
que en el presente estudio se utilizaron cultivo tipo Batch, empleando células en
fase exponencial tardia, etapa en la cual el crecimiento se ralentiza y el

metabolismo presenta una actividad moderada. Se ha demostrado que la fase
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de crecimiento de las microalgas toxicas influye significativamente en su
fisiologia y en sus procesos metabdlicos, lo que puede afectar su capacidad
para sintetizar y acumular compuestos toxicos (Anderson et al., 1990; Bravo et

al., 2001; Kamiyama et al., 2010; Tong et al., 2011).

Las diferencias en las concentraciones necesarias para observar efectos
téxicos también podrian deberse al tipo de material algal utilizado en los
bioensayos. Haque & Onoue (2002) observaron signos ictiotéxicos severos en
juveniles del pez marino Pagrus major expuestos a células completas de H.
akashiwo a densidades superiores a 24.100 células mL™, valores
considerablemente menores que los utilizados en este estudio con lisados
celulares. Una posible explicacion es que en peces juveniles las branquias
estan directamente expuestas a las microalgas presentes en el medio, mientras
que en embriones de D. rerio la envoltura coridnica actua como una barrera que
limita la exposicion directa del embrion a los compuestos téxicos (Lee et al.,
2007). Adicionalmente, se ha reportado que los peces marinos pueden ser mas
sensibles que los de agua dulce a ciertos contaminantes quimicos (Hutchinson

et al., 1998; Wang et al., 2021).

Es importante destacar que todos los estudios citados incluidos los de Haque &
Onoue, (2002), Sandoval-Sanhueza et al. (2022), Gémez et al., (2022), y
Flores-Lenero et al., (2022) utilizaron nitrato (NOs~) como fuente de nitrégeno

en sus condiciones de cultivo, lo que implica que las respuestas toxicas
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descritas en dichos trabajos reflejan el desempeno de H. akashiwo bajo una
unica fuente de nitrégeno. Hasta el momento, ningun estudio ha comparado
directamente los efectos de diferentes fuentes de nitrégeno sobre la toxicidad
de esta especie, lo que limita la comparacion con nuestros resultados, donde se

evaluaron adicionalmente otras dos fuentes nitrogenadas: NH," y urea.

En relacién con el uso de NH,* como fuente de nitrégeno, en nuestro estudio
esta condicion resulté particularmente toxica para las células en ambas cepas,
generando alteraciones morfologicas evidentes (Figura 13), sugiriendo que el
contenido intracelular podria haber favorecido la acumulacion de metabolitos
téxicos que intensificaron los efectos toxicos observados en los embriones de
D. rerio (Figura 8). En el caso de la cepa CCM-UdeC 279, la urea también
resulté altamente toxica a salinidades iguales o superiores a 25 PSU para los
embriones. En contraste la combinacion de 15 PSU con urea no produjo
mortalidad, pero si ocasion6 retraso en el desarrollo y malformaciones
anatdmicas mas pronunciadas en comparacion con NO;. Actualmente, no
existen estudios que permitan comparar estas observaciones en condiciones

equivalentes lo que limita en parte su interpretacion.

Cabe destacar que la cepa CCM-UdeC 279, aislada en Nueva Zelanda hace
mas de cuatro décadas, mantiene una marcada capacidad toxica, como se ha
observado tanto en el estudio de Gémez et al. (2022), como en el presente

trabajo. La persistencia de este rasgo sugiere que la toxicidad podria estar
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asociada a caracteristicas genéticas propias de la cepa o a atributos intrinsecos
de su fisiologia, los cuales se han mantenido a pesar de su prolongada

mantencidn en condiciones de laboratorio.

7. CONCLUSIONES

e Ambas cepas de H. akashiwo (CCM-UdeC 225 y CCM-UdeC 279) fueron
capaces de crecer en todas las combinaciones experimentales
evaluadas. No obstante, el crecimiento, atributos fisiolégicos y toxicidad
variaron significativamente en funcion de la interaccion entre la salinidad,
la fuente de nitrogeno y la identidad de la cepa, evidenciando una

marcada diferenciacién a nivel intraespecifico.

e En ambas cepas de H. akashiwo evaluadas, la clorofila a fue el pigmento
mas abundante, seguida por los carotenoides totales y las clorofilas c, +
C,. Se observaron diferencias en la concentracion de pigmentos entre
cepas, siendo la cepa CCM-UdeC 279 la que presenté mayores niveles

de clorofila a y carotenoides que la cepa CCM-UdeC 225.
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La salinidad fue el factor con mayor influencia en los parametros

fotobioldgicos

El NH,* promovié una de las mayores tasas de crecimiento en la cepa
CCM-UdeC 225 a 25 PSU vy, simultaneamente, fue una de las fuente de
nitrogeno que indujo los mayores niveles de toxicidad, provocando
mortalidad total en los embriones de D. rerio, particularmente en

salinidades intermedias y altas (25 y 35 PSU), en ambas cepas.

La urea favorecio las mayores tasas de crecimiento en ambas cepas, con
respuestas diferenciadas segun la salinidad. Esta fuente de nitrogeno se
asocié a efectos téxicos severos solo en la cepa CCM-UdeC 279,
incluyendo una letalidad elevada y total a salinidad igual o superiores a
25 PSU, y la presencia de anomalias morfolégicas a baja salinidad (15

PSU).

La cepa CCM-UdeC 279 presentdé niveles de toxicidad
considerablemente superiores a los observados en la cepa CCM-UdeC
225, tanto en mortalidad como en efectos subletales,

independientemente de las condiciones evaluadas.
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Estos hallazgos, resaltan la importancia de considerar simultaneamente la
identidad de la cepa y las condiciones ambientales a las que las cepas pueden
estar expuestas, para comprender el impacto ecoldgico y ecotoxicoldgico de
esta especie en escenarios naturales. Finalmente, dado que se revelaron
rasgos fisioldgicos y téxicos diferentes, entre cepas de H. akashiwo cultivadas
en las mismas condiciones, resulta necesario abordar investigaciones futuras
hacia la identificacibn de marcadores genéticos que permitan sustentar y

explicar la variabilidad intraespecifica observada en esta especie.
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9. ANEXO

9.1 Células de H. akashiwo de la cepa CCM-UdeC 225 y CCM-UdeC 279 en
tratamientos con urea a 15 PSU y NH,* a 15 PSU.

Figura 11. Células de H. akashiwo de la cepa CCM-UdeC 225 (A, By C)y

CCM-UdeC 279 (D, E y F), cultivadas en tratamientos con urea a 15 PSU. La
barra de escala correponden a 10 ym (células fijadas con Lugol)

--
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Figura 12. Células de H. akashiwo de la cepa CCM-UdeC 225 (A, By C)y
CCM-UdeC 279 (D, E y F), cultivadas en tratamientos con NH," a 15 PSU. La
barra de escala corresponden a 10 um (células fijadas con Lugol).

9.2 Exposicion de embriones de Danio rerio a extracto H. akashiwo
(CCM-UdeC 225).
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Figura 13. Bioensayo con embriones de Danio rerio expuestos a extracto de la
cepa CCM-UdeC 225 (aumento 1.25x). A) Extracto de T. tetrathele, B) Medio de
cultivo control (E3) 1X, C) Extracto del tratamiento con NH,* a 35 PSU, D) NO; a
15 PSU, E) NO; a 25 PSU, F) NO; a 35 PSU, G) urea a 15 PSU, H) urea a 25
PSU y I) urea a 35 PSU. Imagenes correspondientes a las primeras 48 hrs de
exposicion.
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Figura 14. Bioensayo con embriones de Danio rerio expuestos a extracto de la
cepa CCM-UdeC 225 (aumento 2.0x). A) Extracto de T. tetrathele, B) Medio de
cultivo control (EM), C) Extracto del tratamiento con NH,* a 35 PSU, D) NO; a 15
PSU, E) NO; a 25 PSU, F) NO; a 35 PSU, G) ureaa 15 PSU, H) urea a 25 PSU
y 1) urea a 35 PSU. Imagenes correspondientes a las primeras 72 hrs de
exposicion.

9.3 Exposicion de embriones de Danio rerio a extracto H. akashiwo
(CCM-UdeC 279).

v
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Figura 15. Bioensayo con embriones de Danio rerio expuestos a extracto de la
cepa CCM-UdeC 279 (aumento 1.25x- 1.5x). A) Extracto de T. tetrathele, B) Medio
de cultivo control (EM), C) Extracto del tratamiento con NO;” a 15 PSU, D) NO; a
25 PSU, E) NO; a 35 PSU, F)urea a 15 PSU y G) urea a 35 PSU. Imagenes
correspondientes a las primeras 48 hrs de exposicion.
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Figura 16. Bioensayo con embriones de Danio rerio expuestos a extracto de la
cepa CCM-UdeC 225 (aumento 1.25-2.0x). A) Extracto de T. tetrathele, B) medio
de cultivo control (EM), C) NO; a 15 PSU, D) NO; a 25 PSU, E) NO;™ a 35 PSU,
F) urea a 15 PSU y G) urea a 35 PSU. Imagenes correspondientes a las primeras
72 hrs de exposicion.

Tabla 4. Efectos subletales de embriones de D. rerio expuestos durante 72 horas
a extractos de H. akashiwo. Se reportan el porcentaje de éxito de eclosion y las
anomalias (retraso en el desarrollo y edemas) en embriones y larvarias
sobrevivientes de cada ensayo. Se incluyeron medio E3 y extracto de T. tetrathele
como controles en cada ensayo. Cada tratamiento incluyé inicialmente 30 huevos
en fase de gastrulacion (6 réplicas, 5 huevos cada una).

Cepa Tratamientos Total de % Promedio % Promedio retraso % Promedio
individuos vivos eclosion en el desarrollo edemas
(72hpExp) (72hpExp) (72hpExp) (72hpExp)

CCM-UdeC 225 Medio E3 (control) 30 90 3,3 0
(Placa 1)

CCM-UdeC 225 T. tetrathele 30 80 3,3 0
(Placa 1) (control)

CCM-UdeC 225 35PSU NH,* 2 0 100 0
(Placa 1)

CCM-UdeC 225 15PSU NO; 23 0 76 0
(Placa 1)

CCM-UdeC 225 25PSU NO;y 25 4,2 86,1 0
(Placa 1)
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CCM-UdeC 225 35PSU NO; 30 3,3 13,1 0
(Placa 1)
CCM-UdeC 225 Medio E3 (control) 30 100 0 0
(Placa 2)
CCM-UdeC 225 T. tetrathele 30 83,3 3,3 0
(Placa 2) (control)
CCM-UdeC 225 15PSU Urea 26 19,2 39,1 3,3
(Placa 2)
CCM-UdeC 225 25PSU Urea 30 13,3 76,6 0
(Placa 2)
CCM-UdeC 225 35PSU Urea 30 10 33,3 0
(Placa 2)
CCM-UdeC 279 Medio E3 (control) 30 83,3 0 0
(Placa 1)
CCM-UdeC 279 T. tetrathele 28 100 0 0
(Placa 1) (control)
CCM-UdeC 279 15PSU NOy 7 0 100 100
(Placa 1)
CCM-UdeC 279 25PSU NOy 9 0 100 77,5
(Placa 1)
CCM-UdeC 279 35PSU NO; 2 0 100 100
(Placa 1)
CCM-UdeC 279 Medio E3 (control) 30 90 0 0
(Placa 2)
CCM-UdeC 279 T. tetrathele 30 90 0 0
(Placa 2) (control)
CCM-UdeC 279 15PSU Urea 30 30 96,7 53,3
(Placa 2)
CCM-UdeC 279 35PSU Urea 1 0 100 100
(Placa 2)

9.4 Analisis estadistico

Tabla 5. Codigos utilizados para la identificacion de los factores incluidos en el
analisis estadistico. Se indican las cepas de Heterosigma akashiwo evaluadas
(CCM-UdeC 225 y CCM-UdeC 279), las fuentes de nitrdgeno empleadas (NH,*,
NO3™ y urea) y los niveles de salinidad (15, 25 y 35 PSU), junto con sus
respectivos codigos numéricos.
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Figura 17. A) Resultados del analisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a
la densidad celular de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del analisis de
post hoc de Student-Newman-Keuls para la densidad celular. La tabla muestra la
comparaciéon multiple entre los distintos tratamientos, considerando las
combinaciones de cepa, fuente de nitrégeno y salinidad. Las diferencias
significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con letras distintas
(p <0,05).
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Figura 18. A) Resultados del analisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a
la tasa de crecimiento, Kmax (divisiones d™') de los cultivos de H. akashiwo. B)
Resultados del analisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para tasa de
crecimiento, Kmax (divisiones d™'). La tabla muestra la comparacion multiple entre
los distintos tratamientos, considerando las combinaciones de cepa, fuente de
nitrégeno y salindidad. Las diferencias significativas entre medias se indican
mediante agrupaciones con letras distintas (p < 0,05).

PIGMENTOS
A B
Univariate Tests of Significance for Clorafila a (ug/L cultivo) ﬁﬁ:;g“;;f;;‘g:j;f;;;::f[ggﬂggz ?hfﬁﬁféjh“;ﬂﬁu search)
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Figura 19. A) Resultados del analisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a
clorofila a (pg/L cultivo) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del analisis
de post hoc de Student-Newman-Keuls para clorofila a (pg/L cultivo). La tabla
muestra la comparacion multiple entre los distintos tratamientos, considerando las
combinaciones de cepa, fuente de nitrégeno y salinidad. Las diferencias
significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con letras distintas
(p <0,05).
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Figura 20. A) Resultados del andlisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a
clorofila c1+c2 (ug/L cultivo) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del
analisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para la clorofila c1+c2 (pg/L
cultivo). La tabla muestra la comparaciéon multiple entre los distintos tratamientos,
considerando las combinaciones de cepa, fuente de nitrogeno y salinidad. Las
diferencias significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con
letras distintas (p < 0,05).
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Figura 21. A) Resultados del andlisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a
carotenoides (ug/L cultivo) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del
analisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para carotenoides (ug/L cultivo).
La tabla muestra la comparacion multiple entre los distintos tratamientos,
considerando las combinaciones de cepa, fuente de nitrogeno y salinidad. Las
diferencias significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con
letras distintas (p < 0,05).
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Figura 22. A) Resultados del analisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a

clorofila a (pg/célula) de los cultivos de H. akashiwo. A) Resultados del analisis
de post hoc de Student-Newman-Keuls para clorofila a (pg/célula). La tabla

muestra la comparacion multiple entre los distintos tratamientos, considerando las
combinaciones de cepa, fuente de nitrégeno y salinidad. Las diferencias

significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con letras distintas

(p < 0,05).
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Cepa*Fuente W*Salinidad | 746741 4] 186685 13,1349)0,000000 2 1 1 2 e
Emor 767495 54014213 10 2 1 1 3.961603

Figura 23. A) Resultados

del analisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado

clorofilas c1+c2 (pg/célula) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del
analisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para clorofilas c1+c2 (pg/célula).
La tabla muestra la comparacion multiple entre los distintos tratamientos,
considerando las combinaciones de cepa, fuente de nitrogeno y salinidad. Las
diferencias significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con
letras distintas (p < 0,05).
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Univariate Tests of Significance for Caratenoides (pg/célula) EE:",,?;S,}ESS'ZESE:{;EQ:E:::C?SEEEU"HD'(.'j\ff,.,(gifaé.ﬁlﬁ\ﬂ Search)
Sigma-estricted parameterzation Cone [Foerts N [Sahaad | Cortanoties ([ 3 5 < Ta = 7 s
Effective hypothesis decomposition pg/célula)
85 | Degr.of | MS F p S 1 3 3 Ma?f‘azarﬁ =
Effect Freedom z 1 2 1 s
Intercapt 1558,405 1/ 1548 405 5522,773 0,000000 B ! 2 z 2.20678/ ") -
Cepa 11,372 1 111,372 394,668 0,000000 4 1 2 1 2.73812
Fuente N 16730 2 T80 278,726 0,000000 g 2 3 . e
Salinidad 39,746 2 19873 70427 0,000000 1 ! 3 4,75237
A 12 2 1 3 4,92416
Cepa'Fuente N 15,865 27933 28112 0,000000 F 1 1 2 5.03148
Cepa*Salinidad 0,975 20488 17280187338 ° B 3 B e
Fuente N*Salinidad 55,554 4 13889 49,219 0,000000 g B B 4 e
Cepa‘*Fuente N*Salinidad 5,615 41404 4,975 0,001733 1 2 1 2 6.60586
Ermor 15,238 B 0282 : 3 : 1 oovees

Figura 24. A) Resultados del analisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado
carotenoides (pg/célula) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del analisis
de post hoc de Student-Newman-Keuls para carotenoides (pg/célula). La tabla
muestra la comparacién multiple entre los distintos tratamientos, considerando las
combinaciones de cepa, fuente de nitrégeno y salinidad. Las diferencias
significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con letras distintas
(p <0,05).

Parametros fotobiolégicos

A B
Univariate Tests of Sigﬂiﬁ@aﬂce for FV/FM (FV-FI’I’]} :zmr:::r]':sglSG:OES:;S\:'E;:;:I; ffgxg[?gé':(\lagml}thaustive Search)
Sigma-restricted parametenization Emor. Between MS = .00701, df = 36.000
Effective hypothesis decompasition] Cell No. 09931 Fuente '\'i'=|sa"r"dad3 Uiq:ggg; ° | ° | © | “ | °
S5 | Degrof [ MS F p : —

e T e R 2

Intercept 8,966206 1/ 8,956206/ 1277,330/ 0,000000 2 = 3 e o

Cepa 0,060930 1/0,060930) 5,690/ 0005588 C ! 2 3| 9zame2s -0

Fuente N 0,057295 2/0,028648) 4,086 0.025171 3 1 1 3| 0368388 -

Salinidad 1,388045 2/0,694023) 98,981 0,000000 2 z z Al oamdso

Cepa‘Fuente N 0,108330 2/0,054165  7.725 0,001616 s 2 2 3| o-a50871

Cepa*Salinidad 0,074982 2(0,037491 5347 0,009263 5 B 1 il o aarren

Fuente N*Salinidad 0,045444 4/0,012361 1,763 0187777 I 1 3 1 g-gatase

Cepa‘Fuante N'Salinidad | 0,028570 410007142 1.019 0410783 E 1 2 1| 0.620006

Ermar 0.252420 36 0,007012 5 2 2 o Faa320

Figura 25. A) Resultados del analisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a
la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (FV/Fm) de los cultivos de H. akashiwo.
B) Resultados del analisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para la
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (FV/Fm). La tabla muestra la comparacion
multiple entre los distintos tratamientos, considerando las combinaciones de cepa,
fuente de nitrogeno y salinidad. Las diferencias significativas entre medias se
indican mediante agrupaciones con letras distintas (p < 0,05).
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A B
Univariate Tests of Significance for NPQmax (NPQmax) Homogenaus Graaps, alpha = 05008 (Man Exhanstive Search)
Sigma-restricted parameterization Error: Between MS = 1,4174, df = 36,000
Effactive hypothesis decomposition] Cell No, | £ |Fuente N | Salinidad | NEF@max | 2 | e | N
SS |Degr.of | MS F p 1 z 1 2l o.aeeenr 2
Effect Freadom ‘ 4 2 2 2|| o.200000 ===
Intercept 1451170 1 145,170/ 102,3825/ 0,000000 & 2 2 e
Cepa 9,1586 1) 91585 65,4615 0,015471 = ] : 2| o.ceeoer -
Fuente N 21211 2 106061 7.4828) 0,001916 1 3 3| 0/732922| =
Salinidad 62,9751 2 314891) 22,2160/ 0,000001 s z = B e e
Cepa‘Fusnte N 26639 213320 0,9397 0400112 ! 2 3| 1-0sses7 -
Cepa*Salinidad 3,9059 219529 1,3778 0,265104 7 1 3 1| 11433333 -
Fuente N*Salinidad 53.0455 4 132614) 93561 0,000027 12 2 ! 3 2 reiee
Cepa‘Fusnte N*Salinidad 16813 4 04203 10,2965 0,878269 1 1 1 1] 5.e00000
Error 51,0264 36 14174 1 2 3| s.638185

Figura 26. A) Resultados del analisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a
la extincion no fotoquimica maxima de la fluorescencia de la clorofila (NPQmax)
de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del analisis de post hoc de
Student-Newman-Keuls para la extincion no fotoquimica maxima de la
fluorescencia de la clorofila (NPQmax). La tabla muestra la comparacién multiple
entre los distintos tratamientos, considerando las combinaciones de cepa, fuente
de nitrégeno y salinidad. Las diferencias significativas entre medias se indican
mediante agrupaciones con letras distintas (p < 0,05).
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