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RESUMEN 

Las floraciones de algas nocivas (FANs) son un fenómeno natural de relevancia 

ecológica y socioeconómica, debido a sus efectos adversos sobre la salud 

humana, los ecosistemas costeros y la acuicultura. Heterosigma akashiwo es 

una rafidóficea marina ictiotóxica responsable de proliferaciones y eventos de 

mortalidad masiva de peces en diversas zonas costeras del mundo, incluyendo 

Chile. La dinámica de estas floraciones está 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 nitrógeno (NH₄Cl, NaNO₃ y urea) 

sobre el crecimiento, atributos fisiológicos y toxicidad de dos cepas de H. 

akashiwo de distinto origen geográfico: CCM-UdeC 225 (Chile) y CCM-UdeC 

279 (= CCMP 302, Nueva Zelanda). El crecimiento de los cultivos se evaluó 

mediante conteo celular y se analizaron parámetros fotobiológicos y pigmentos 

fotosintéticos. Además, 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 promovió altas 

tasas de crecimiento y sus extractos indujeron letalidad total en embriones de 

Danio rerio. Además, la cepa CCM-UdeC 279 presentó una toxicidad superior 

en comparación con CCM-UdeC 225. Estos resultados evidencian una marcada 

variabilidad fisiológica y toxicológica 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 

(NH₄Cl, 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. 
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1.​ INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Floraciones algales nocivas 

Las floraciones algales nocivas (FANs) son fenómenos naturales que se 

caracterizan por la proliferación de microalgas que generan algún efecto dañino 

para el ecosistema y/o la salud humana (Breckman et al., 2025). El término FAN 

o en inglés HAB (Harmful Algae Bloom), fue acuñado por la Comisión 

Oceanográfica Intergubernamental (COI) de la UNESCO, con el fin de describir 

la aparición 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 según la especie y 

el cuerpo de agua en el que se desarrollan, pudiendo tener lugar en la 

superficie del agua y/o a profundidades específicas en la columna de agua 

(Sigee, 2005). Estos eventos son impredecibles y su magnitud puede variar de 

manera considerable en poco tiempo. Además, no todas las floraciones de 

algas nocivas tienen el mismo nivel de toxicidad, y es posible que esta toxicidad 

varíe 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 África y Perú (Smayda, 2000). En nuestro país, las 

FANs marinas han incrementado en las últimas décadas y se han concentrado 
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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 aparición de FANs 

En los ecosistemas marinos, diversos procesos contribuyen al fenómeno 

de las floraciones algales nocivas. Estos procesos incluyen factores naturales 

como la circulación y estratificación, la surgencia marina, la química del agua, y 

los procesos biológicos y bioquímicos asociados con estos organismos 

acuáticos, tales como el aumento de tasa de crecimiento y capacidad de 

competir con otras algas, la reducción del pastoreo, la dispersión, la 

sedimentación y la mortalidad (Imberger et al., 1983; Iriarte et al., 2023). 

Además de estos factores naturales, los factores antropogénicos también 

desempeñan un papel importante, siendo la eutrofización uno de los principales 

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

La eutrofización implica el ingreso de nutrientes desde áreas 

continentales hacia las costas oceánicas y los sistemas marinos, a través de la 

descarga de aguas subterráneas, aguas residuales, actividades industriales, 

deposición atmosférica y el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados, como la 

urea, cuyo uso ha aumentado en los últimos años y representa más del 50% de 

los fertilizantes nitrogenados utilizados a nivel mundial (Anderson et al., 2002; 

Glibert et al., 2006). La escorrentía de zonas agrícolas y urbanas ha contribuido 
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considerablemente al aumento de nitrógeno orgánico en los ríos (Glibert et al., 

2006; Solomon et al., 2010). Se ha observado un incremento sostenido, 

superior a  5 μM en las concentraciones de NH4
+ o urea en estuarios alrededor 

del mundo, y en algunos casos, valores promedios mensuales similares o 

mayores a 30 μM (Glibert et al., 2016). Este fenómeno es relevante debido a 

que la urea puede ser rápidamente hidrolizada en NH4
+, un nutriente que 

promueve el crecimiento de especies productoras de FANs (Solomon et al., 

2010; Glibert et al., 2006).  

En el ecosistema patagónico chileno, especialmente en bahías y 

estuarios, las principales influencias antropogénicas provienen del turismo, la 

silvicultura y la acuicultura, lo que contribuye a una abundante presencia de 

materia orgánica en descomposición (Anderson et al., 2002; Iriarte et al., 2023). 

En particular, la acuicultura se ha convertido en una fuente creciente de 

nitrógeno reducido, principalmente NH4+ y urea, derivados de la excreción 

directa de los peces en cultivo y de la remineralización del alimento no 

consumido (Bouwman et al., 2013). 

 

1.3 Heterosigma akashiwo 

Dentro de las especies de microalgas que forman FANs, se encuentra la 

rafidóficea marina Heterosigma akashiwo (Hada) Hada ex Hara & Chihara 

(1987), anteriormente clasificada como Olisthodiscus carterae (Hulbur, 1965). 
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Este es un organismo unicelular perteneciente a la clase Raphidophyceae, que 

forma parte del fitoplancton marino. Su longitud oscila entre 12 y 34 µm, con un 

espesor de 8 a 10 µm. 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 está limitado únicamente por una 

membrana (Honjo, 1992). Su color varía entre tonos amarillos y marrones 

amarillentos. Presenta dos flagelos heterodinámicos: uno anterior utilizado para 

la locomoción y el movimiento, y otro posterior rígido (Hara & Chihara, 1987). 

Esta adaptación permite que H. akashiwo se desplace de forma espiralada, 

favoreciendo así su movilidad en el agua (Hara & Chihara, 1987). Antes del 

amanecer, las células de H. akashiwo migran verticalmente desde las capas 

inferiores del medio acuático hasta la superficie, y descienden nuevamente 

hacia las profundidades justo antes del anochecer (Kohata et al., 1986). Esta 

estrategia de migración desempeña un papel importante en el desarrollo y la 

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

Las células de H. akashiwo pueden contener de 10 a 25 cloroplastos 

discoides de color amarillo-marrón, los cuales se ubican en la región periférica 

de la célula (Hara & Chihara, 1987). El número de cloroplastos varía 

dependiendo de diversos factores, entre ellos: la etapa de crecimiento, 

irradiancia, fotoperíodo y la disponibilidad de nutrientes (Smayda, 1998). La 

composición de pigmentos de H. akashiwo incluye Chl a, Chl c1, Chl c2 , 

carotenos como β-caroteno y xantófilas como la fucoxantina, entre otras 
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(Martínez 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 daño oxidativo, causado por el exceso de 

luz y especies reactivas de oxígeno (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 rafidóficea Heterosigma akashiwo es una especie cosmopolita, 

conocida por su capacidad para desencadenar proliferaciones intensas y 

extensas en verano, las cuales pueden persistir durante semanas o meses 

(Hara & Chihara, 1987; Taylor & Haigh, 1993). Esta especie se encuentra 

comúnmente en  regiones marinas templadas alrededor del mundo, con 

registros de su presencia en países como Canadá (Taylor & Haigh, 1993), 

Estados Unidos  (Kempton et al., 2008), Japón (Hara & Chihara, 1987), Nueva 

Zelanda (Chang et al., 1990), España (Martínez et al., 2010), Sudáfrica 

(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 península de Kamchatka  (Rusia) e incluso en aguas árticas 

(Engesmo et al., 2016). 
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En Chile, el primer episodio documentado de mortalidad de salmones 

causado por H. akashiwo ocurrió en septiembre de 1988 en la Región de Los 

Lagos, específicamente en el Seno de Reloncaví, Hornopirén e Isla de Chiloé. 

Durante este evento, se observó una densidad celular máxima de hasta 

100.000 células mL-1 (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 años 2000, 2002 y 2011 

(Mardones et al., 2012). En abril de 2021, se produjo una floración masiva de H. 

akashiwo en el fiordo Comau, ubicado en el norte de la Patagonia chilena. 

Durante esta floración, la abundancia celular alcanzó 210.000 células mL-1, lo 

que resultó en una mortalidad estimada en 5.000 toneladas de salmones de 

cultivo (Mardones et al., 2023). La floración más reciente de H. akashiwo ocurrió 

en abril de 2024, en la zona de Hornopirén, Isla Pelada y canal Cholgo. En este 

episodio, se registró una concentración máxima de 55.000 células mL-1, con 

consecuencias que incluyeron la pérdida de 288 toneladas de salmónidos 

(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 distribución de H. akashiwo puede atribuirse a las actividades 

de navegación que podrían transportar quistes viables de esta especie en los 

tanques de agua de lastre de los barcos, además, esta especie tiene capacidad 
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para adaptarse a una amplia gama de entornos, atribuida en parte a sus 

características euritérmicas y eurihalinas (Imai et al., 1993; Smayda et al., 

1998). 

 

1.5 Mecanismos ictiotóxicos de H. akashiwo 

Heterosigma akashiwo, es una especie de rafidóficea ictiotóxica, 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 ictiotóxicos. Hasta el momento se han reconocido 4 posibles vías 

ictiotóxicas: 1) Producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Yang et al., 

1995; Oda et al., 1997) 2) Secreción de mucus que cubre las branquias de los 

peces (Chang et al., 1990) 3) Producción de compuestos neurotóxicos similares 

a las brevetoxinas (Khan et al., 1997; Haque & Onoue, 2002) y 4) Compuestos 

hemolíticos que lisan los glóbulos rojos (Ling & Trick, 2010).  

 

1.6 Efecto de la fuente de nitrógeno (NO3
-, NH4

+ y urea) en algas nocivas 

En los ecosistemas costeros, especialmente en zonas estuarinas, el 

nitrógeno (N) desempeña un papel fundamental como uno de los principales 

macronutrientes que limita la productividad del fitoplancton (Anderson et al., 
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2002). Este nutriente es aportado frecuentemente por la entrada de agua dulce, 

la cual transporta nitrógeno en formas orgánicas e inorgánicas desde los 

sistemas terrestres hacia las zonas costeras, contribuyendo a la formación de 

gradientes espaciales de nutrientes característicos de estos ambientes (Iriarte 

et al., 2014). La forma orgánica comprende la urea (CO(NH2)2), aminoácidos 

libres, y N particulado, mientras que las formas inorgánicas incluyen nitrato 

(NO3
-) y amonio (NH4

+) (Antia et al., 1991). Se ha sugerido que las diferentes 

formas de nitrógeno disponibles influyen en el desarrollo y toxicidad de las 

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

Se ha observado la preferencia por el nitrógeno reducido (e.g. NH4
+), 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 utilización de NH4
+ 

por sobre el NO3
-, 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 NH₄⁺ es preferido, se ha observado que puede ejercer 

un efecto inhibitorio o represivo sobre la captación de NO₃⁻ en algunas 

especies de fitoplancton, afectando la dinámica de asimilación del nitrógeno 

(Dortch, 1990; Maguer et al., 2007; L'Helguen et al., 2008). 
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Por otra parte, la urea (CO(NH2)2) también juega un papel importante en 

la proliferación 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 NH4
+ y NO3

- (Cucchiari et al., 2008; Solomon et al., 2010; 

Erratt et al., 2020).  

En el caso específico de cepas de H. akashiwo, en general, se ha 

observado una preferencia por formas reducidas como el NH4
+ entre las formas 

de nitrógeno disponibles (NO3
-, NH4

+ y urea) (Herndon & Cochlan (2007); Ji et 

al., 2020). Esta preferencia puede atribuirse al menor gasto energético 

requerido para la asimilación celular en comparación con otras formas de N 

oxidado (Gilbert et al., 2016). Sin embargo, estudios como el de Matheson et al. 

(2014) han encontrado que el NO3
-  promueve una tasa de crecimiento 

significativamente mayor que NH4
+ o urea.  Además, en el estudio de Herndon 

& Cochlan (2007), bajo condiciones de baja irradiancia (40 μmol m-2 s-1), tanto el 

NH4
+ como la urea promovieron tasas de crecimiento superiores al NO3

-.  

Hasta la fecha, no hay antecedentes que examinen la relación entre la 

fuente de nitrógeno y la toxicidad de H. akashiwo. Únicamente Matheson et al., 

(2014), analizaron el crecimiento celular en distintas fuentes de nitrógeno (NH4
+, 

NO3
- y urea) y realizaron un ensayo con  células branquiales de trucha arcoíris 

(RTgill-W1) empleando concentraciones creciente de NO3
-, observándose una 
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fuerte correlación positiva entre la toxicidad y la concentración de nitrógeno, y 

una toxicidad máxima (mayor al 90%) a concentraciones iguales o superiores a 

1,40 mg L⁻¹ de N.  

 

1.7 Efecto de la salinidad en H. akashiwo 

Los efectos fisiológicos de la salinidad en la microalga H. akashiwo son 

de particular interés debido al aumento de escorrentía de agua dulce derivada 

del rápido retroceso de los campos de hielo en las regiones australes 

(Weidemann et al., 2020). En el sur de Chile, esta interacción entre el agua 

dulce continental y el agua salada oceánica, crea un sistema de circulación 

estuarina en áreas como la Boca del Guafo, el Golfo de Penas y el Canal 

Concepción, 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 biológica, la 

biomasa y la estructura de la comunidad fitoplanctónica (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 más 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 

disminución de la presión de turgencia debido a la reducción de la salinidad, es 

la modificación de la permeabilidad de su membrana (Ikeda et al., 2016). 

Debido a que esta especie no posee una pared celular rígida (Honjo, 1992), se 

ha sugerido que la elasticidad de su membrana celular le permite regular la 

presión de turgencia sin dañar 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 además potenciarían su toxicidad  (Haque & Onoue, 2002; Ikea et al., 

2016; Sandoval-Sanhueza et al., 2022). Por ejemplo, células de H. akashiwo 

cultivadas a una salinidad de 20 PSU, resultaron ser altamente tóxicas para  la 

línea celular de embrión de salmón Chinook, a una muy baja densidad celular 

(20 células mL-1) (Sandoval-Sanhueza et al., 2022). En el caso de Gómez et al. 

(2022) observaron que distintas cepas de H. akashiwo cultivadas a una 

salinidad de 15 PSU, también resultaron tóxicas (bioensayo con Artemia salina) 

a una densidad celular relativamente baja (< 3806 células mL-1).  En 

concordancia con lo anterior, en el estudio de Flores-Leñero 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-1) para provocar 

efectos tóxicos significativos en un modelo de células branquiales de peces 

(RTgil-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 máximo y enfrenta una menor 

presión de depredación (Strom et al., 2013). 

1.8 Desempeño fotosintético en microalgas 

La disponibilidad de luz es uno de los factores más 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 (Ihnken et al., 2010); sin embargo, cuando la 

irradiancia es excesiva puede causar  diferentes niveles de fotoinhibición 

(Franklin et al., 1997).  

La fotoinhibición puede ser de dos tipos: dinámica o crónica. La 

fotoinhibición dinámica es un proceso reversible a corto plazo, que permite a las 

microalgas disipar el exceso de energía luminosa mediante la disipación térmica 

del exceso de fotones (Demmig-Adams & Adams, 1992). Por otro lado, la 

fotoinhibición crónica es un proceso más lento y menos reversible, asociado a la 

pérdida funcional del aparato fotosintético tras una exposición prolongada a 

altos niveles de irradiancia (Demmig-Adams y Adams, 1992; Osmond & Grace, 

1995) 

Para comprender la dinámica 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 fluorímetros de pulsos de amplitud modulada (PAM), 

proporciona información importante sobre la eficiencia fotosintética y las 

estrategias fisiológicas de aclimatación de las microalgas (Schreiber et al., 

2002). Los parámetros obtenidos con el PAM no sólo son útiles para determinar 

los niveles óptimos de irradiancia en experimentos con microalgas, sino también 

para comprender su respuesta a diversos factores de estrés ambiental, como la 

exposición 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; 

Drábková et al., 2007;). Además, esta herramienta también ha sido utilizada en 

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

Los estudios que abordan la fotobiología en microalgas nocivas son cada 

vez más frecuentes (Sun et al., 2019; Li et al., 2021); en el caso de H. 

akashiwo, estos estudios están aportando al esclarecimiento de los 

mecanismos que promueven su proliferación (Gao et al., 2007; Hennige et al., 

2013; Gómez et al., 2022).  

 

1.9 Variabilidad intraespecífica en H. akashiwo 

Los estudios sobre H. akashiwo han revelado la existencia de una 

notable diversidad fenotípica, evidenciando que cepas de distinto origen 

geográfico muestran diferencias en su morfología, atributos fisiológicos y 

toxicidad, al ser cultivadas en una misma condición ambiental (Han et al., 2002; 
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Martínez et al., 2010; Fredickson et al., 2011; Harvey et al., 2015; Gómez et al., 

2022). Estos hallazgos son importantes ya que explicarían, 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 intraespecífico, 

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 más robustas sobre la variabilidad genética a nivel intraespecífico 

en H. akashiwo. 

Estos descubrimientos destacan la necesidad de investigar más a fondo 

la variabilidad dentro de la especie H. akashiwo para comprender mejor su 

capacidad de adaptación y su comportamiento nocivo en el ambiente. 

 

1.10 Evaluación  de la toxicidad de H. akashiwo utilizando Danio rerio 

como modelo biológico 

El pez cebra (Danio rerio), nativo del sudeste asiático, se ha consolidado como 

uno de los modelos experimentales más relevantes en toxicología acuática y 

biología del desarrollo. Su amplia utilización se debe a un conjunto de 
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características tales como, su pequeño tamaño, la transparencia y rápido  

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 exposición 

a distintos agentes tóxicos. 

En toxicología, Danio rerio destaca por su estrecha relación genética con otros 

vertebrados, incluido los mamíferos, además de presentar una alta similitud 

genómica con el ser humano lo que permite extrapolar con mayor certeza los 

efectos observados (Moreno et al,. 2013). Asimismo, la disponibilidad de líneas 

transgénicas y mutantes facilita el estudio de rutas metabólicas y mecanismos 

de acción de distintos tóxicos. Además, su uso permite integrar análisis 

moleculares, morfológicos 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 días post 

fertilización (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, reducción y refinamiento en investigación (Strähle et al. 2012) 

La alta sensibilidad, rápido desarrollo y capacidad para revelar efectos tanto 

letales como subletales del D. rerio ha conducido a su uso en estudios con 

metales pesados, pesticidas, fármacos y toxinas marinas, destacando su 

potencial para detectar alteraciones fisiológicas 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 investigación se estudió el efecto combinado de dos factores relevantes 

en la dinámica de las FANs: salinidad y fuente de nitrógeno, utilizando como 

modelos de estudio dos cepas de la rafidofícea ictiotóxica H. akashiwo de 

distinto origen geográfico (Chile y Nueva Zelanda).  

La pregunta de investigación planteada fue:  

¿Cómo afectan la salinidad y la fuente de nitrógeno al crecimiento y toxicidad 

de la microalga ictiotóxica Heterosigma akashiwo? 

Se hipotetiza que la baja salinidad y el NH4
+ como fuente de nitrógeno 

promueven el crecimiento y la toxicidad de la microalga ictiotóxica H. akashiwo, 

en una magnitud cepa-dependiente. El NH4
+, como fuente de nitrógeno 

fácilmente asimilable, parece estar directamente relacionado con la proliferación 

de esta microalga. Asimismo, la baja salinidad se ha asociado con cambios 

fisiológicos en H. akashiwo que favorecen su crecimiento y toxicidad. Por lo 
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tanto, la combinación de baja salinidad y NH4
+  podrían actuar sinérgicamente 

para estimular tanto el crecimiento como la toxicidad de H. akashiwo, en una 

forma cepa-dependiente 

2. HIPÓTESIS 

El efecto combinado de una baja salinidad y NH4
+ como fuente de nitrógeno 

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 nitrógeno en la proliferación y toxicidad de dos cepas de la microalga 

ictiotóxica Heterosigma akashiwo, de distinto origen geográfico. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

1.​ Determinar si la salinidad y la fuente de nitrógeno influyen en el 

crecimiento de dos cepas de H. akashiwo de distinto origen geográfico.  

2.​ Evaluar si los atributos fisiológicos de las dos cepas de H. akashiwo en 

estudio cambian frente a condiciones combinadas de salinidad y fuente 

de nitrógeno. 

3.​ Definir si la salinidad y la fuente de nitrógeno afectan la ictiotoxicidad de 

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

 

 

4.1 Material biológico 

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 año 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 Maullín (41°33.650′S, 73°30.007′W), 

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

Además, se utilizó una cepa de Tetraselmis 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 Colección de Cultivo de 

Microalgas, CCM-UdeC, de la Universidad de Concepción. 
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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 estableció un total de nueve 

tratamientos combinando tres niveles de salinidad (15, 25, 35 PSU) y tres 

fuentes de nitrógeno (NH4
+, NO3

- y (NH2)2CO). Cada tratamiento con las 

diferentes fuentes de nitrógeno contuvo el equivalente a la cantidad de 

nitrógeno elemental que contiene el medio L1 (12.3 mg L-1). Para lograr los 

distintos tratamientos de salinidad se procedió de la siguiente manera: se 

determinó la salinidad del agua de mar que se utilizó para preparar el medio 

de cultivo y se diluyó con agua destilada para alcanzar una salinidad de 15 

PSU. Posteriormente, se ajustaron las salinidades a 25 y 35 PSU de los 

demás tratamientos de salinidad mediante la adición 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 µmol m –2 s –1 y un fotoperiodo de 16:8 (L:O), sin aireación, 

pero con agitación manual una vez al día.  Los cultivos se iniciaron con una 

densidad de 1.000 células mL –1 utilizando células en fase de crecimiento 

exponencial aclimatadas durante 18 días 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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Además, para disponer de un extracto control de una microalga no tóxica 

en los ensayos de toxicidad, se estableció un cultivo de T. tetrathele en medio 

Walne (Walne et al., 1970) con nitrato como fuente de nitrógeno, en matraces 

de 250 mL, el cual contenía 200 ml de medio de cultivo. El cultivo se inició con 

una densidad de 10.000 células mL–1 utilizando células en fase de crecimiento 

exponencial aclimatadas durante 18 días a las condiciones experimentales. 

 

 

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

 

4.3 Análisis 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 nitrógeno. 

Los recuentos celulares se realizaron día por medio en cámaras de recuento 

Utermöhl de 1 mL en las cuatro réplicas de cada tratamiento. El crecimiento se 

controló hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial. La tasa de 
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crecimiento, Kmax (divisiones día–1) se determinó durante la fase de crecimiento 

exponencial según Guillard (1973). Se registró también la densidad celular 

máxima alcanzada por los cultivos. 

4.4 Fluorometría de amplitud modulada por pulsos (PAM) 

Los parámetros fotoquímicos se determinaron al finalizar la fase 

exponencial de los cultivos (10 días). Los parámetros de fluorescencia se 

realizaron utilizando un fluorómetro junior PAM con LED de medición azul 

(Walz, Alemania). El software WinControl se utilizó para la transferencia de 

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

Las muestras se analizaron en una cubeta oscura, homogeneizando 

manualmente el cultivo previo a cada medición para mantener las células en 

suspensión. Antes de las mediciones, las muestras fueron incubadas en 

oscuridad durante 20 minutos para asegurar la apertura completa de los centros 

de reacción del fotosistema II (PSII). Tras el periodo de aclimatación, se registró 

la fluorescencia mínima o basal (F0, todos los centros de reacción abiertos). 

Posteriormente, la fluorescencia máxima (Fm, todos los centros de reacción 

cerrados) se indujo mediante un pulso de luz saturante (aproximadamente 1500 

µmol fotones m –2 s –1). La variable fluorescencia (Fv) se obtuvo como: Fv = Fm – 

F0. A partir de estos valores se estimó el rendimiento cuántico  óptimo del 

fotosistema II (Fv/Fm) calculado como (Fm−Fo)/Fm.  
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Posteriormente, se realizaron curvas rápidas de luz (Rapid Light Curves, 

RLC) para evaluar la respuesta fotoquímica del PSII frente a incrementos de 

irradiancia. Durante este procedimiento, las muestras fueron expuestas a 

irradiancias crecientes de luz actínica emitidas por el fluorómetro (66, 99, 125, 

199, 285, 420, 625, 845, 1150 y 1500 µmoles de fotones m-2 s-1 ). En cada nivel 

de irradiancia, las células fueron expuestas durante 20 segundos a luz actínica. 

Posteriormente se aplicó un pulso saturante para determinar la fluorescencia 

máxima bajo luz (Fm ’). 

La Extinción No Fotoquímica (NPQ; del inglés Non-Photochemical 

Quenching)  se calculó utilizando los valores de fluorescencia obtenidos 

mediante el procedimiento RLC de acuerdo al modelo tangencial propuesto por 

Eilers &  Peeters (1988):  

NPQ = (Fm – Fm ’) / Fm ’   

Donde Fm corresponde  a la fluorescencia máxima registrada tras la 

aclimatación a la oscuridad y Fm ’, corresponde a la fluorescencia máxima 

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

 

4.5 Análisis de pigmentos 

Los pigmentos se determinaron al finalizar la fase exponencial de los 

cultivos (día 10). El contenido de clorofilas (a y c) y los carotenoides totales se 

determinó mediante espectrofotometría. 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 tamaño de 

poro de 0,45 µm (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 determinación espectrofotométrica de 

clorofila a, c y carotenoides totales se realizó como en Wegmann & Metzner, 

(1971). 

4.6 Preparación de los extractos de H. akashiwo para los bioensayos en 

peces 

Para cada condición experimental se colectaron 25 x 106 células de H. 

akashiwo mediante centrifugación a 4°C a 4500 rpm durante 10 min. El pellet 

resultante se resuspendió en 900 µl de medio E3 (5 mM de NaCl; 0.17 mM de 

KCl; 0,33 mM de CaCl2 y 0,33 mM de MgSO4 preparado en agua destilada, 

según la metodología de Llanos-Rivera et al., 2023) y luego las células fueron 

lisadas con una esfera de cerámica (de 6,3 mm de tamaño recubierta con oxido 

de circonio) en el homogeneizador automático 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 trasladó a un matraz aforado de 5 mL. Este 

procedimiento se repitió tres veces, adicionando medio y realizando 

nuevamente la molienda y centrifugación, para finalmente completar a 5 mL el 

volumen del matraz con medio E3. Esta solución se utilizó como el extracto de 

H. akashiwo (al 100%) en los bioensayos de toxicidad con el pez cebra.  
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Se realizó el mismo procedimiento para obtener el extracto de 

Tetraselmis tetrathele, utilizado como control negativo, colectándose también 25 

x 106 células, lisándolas y llevando el extracto con medio E3 a un volumen de 5 

mL (extracto al 100%). Todos los extractos fueron alicuotados y almacenados a 

-80ºC hasta su uso.   

4.7 Mantenimiento de Danio rerio y recolección de huevos 

Para la obtención de huevos fertilizados, los peces cebra (machos y 

hembras de la línea Tab5) se criaron en condiciones estándar en el Laboratorio 

de Toxicología Acuática de la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanográficas 

de la Universidad de Concepción. Estas condiciones incluyeron  un fotoperíodo 

de 14:10 (L:O) y  una temperatura de 27±1 °C. Los peces fueron alimentados 2 

veces al día 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 cámara de cultivo. 

 

4.8 Ensayo preliminar de toxicidad de Danio rerio (pez cebra) frente a 

extractos de H. akashiwo  

El ensayo se realizó en placas de 48 pocillos con un volumen total de 300 µL 

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 nitrógeno. Se incluyeron dos 
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controles negativos: medio E3 y extracto de T. tetrathele (Tabla 1). Cada 

tratamiento incluyó 3 réplicas con 5 huevos cada una, en fase de gastrulación, 

la cual ocurre entre 5 a 6 horas post fertilización (hpf), a una temperatura de 

incubación  de 27±1 °C.  

Siguiendo la metodología descrita en Llanos-Rivera et al. (2023), los huevos se 

monitorearon para determinar: (a) porcentaje de mortalidad hasta 48 horas post 

exposición (hpe) cuando el desarrollo embrionario ha terminado; (b) porcentaje 

de éxito de eclosión a las 72 hpe; y (c) la presencia de anomalías en las larvas 

a las 72 hpe. Se consideró que una larva con saco vitelino está viva cuando se 

observa latido cardíaco.  

Tabla 1.Tratamientos preliminares con extractos de H. akashiwo (H.a) y T. 
tetrathele (T.t) en pocillos de 300 ul de volumen total, conteniendo 5 huevos de 
D. rerio en etapa de gastrulación. 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 T.t (100%) 0 ul 
8 0 ul  300 ul 

 

 

Posteriormente, y con el objeto de ajustar las concentraciones del 

extracto a utilizar en los ensayos definitivos se realizó 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 evaluó 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 gastrulación en cada uno. En este caso se incluyeron 6 

réplicas de cada tratamiento. 

 

Se determinó el % de mortalidad (48 hpe), el % de eclosión (72 hpe) y la 

presencia de anomalías en las larvas eclosionadas de D. rerio (72 hpe) 

(Llanos-Rivera et al., 2023). 

 

4.9 Evaluación de toxicidad de cepas de H. akashiwo cultivadas en 

distintas salinidades y fuentes de nitrógeno mediante bioensayo con 

Danio rerio  

Del ensayo anterior se seleccionó una concentración de extracto de H. 

akashiwo para evaluar la toxicidad de los distintos extractos obtenidos en los 9 

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

Se incluyeron dos controles negativos: medio E3 y T. tetrathele a la 

misma concentración seleccionada para H. akashiwo. Los ensayos se 

realizaron en pocillos de 1 mL de volumen total. Cada tratamiento incluyó 6 

réplicas con 5 huevos en fase de gastrulación cada una.  
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Se determinó el % de mortalidad (48 hpf), el % de eclosión (72 hpf) y la 

presencia de anomalías en las larvas eclosionadas de D. rerio (72 hpf) 

(Llanos-Rivera et al., 2023). 

4.10 Análisis estadístico 

Se comprobó la normalidad de los datos usando la prueba Shapiro-Wilk. 

Luego, se aplicó un ANOVA de tres vías para analizar la influencia de la 

salinidad, las fuentes de nitrógeno y la identidad de la cepa en el crecimiento, 

contenido de pigmentos y parámetros fotobiológicos (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 análisis estadísticos se realizaron utilizando 

el software Statistica 7. 

Los datos obtenidos del bioensayo de toxicidad con Danio rerio, fueron 

transformados mediante la función arcoseno de la raíz 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 aplicó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de un análisis 

post hoc de Dunn para comparaciones múltiples. Las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas con valores de p ≤ 0,05. El análisis 

estadístico se realizó con el software GraphPad Prism. 
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5.​ RESULTADOS 

 

5.1 Crecimiento 

 

El análisis de varianza (ANOVA) realizado para la densidad celular máxima de 

H. akashiwo cultivada en las 9 condiciones de cultivo, mostró que esta variable 

respuesta, fue afectada significativamente por los tres factores (cepa, fuente de 

N y salinidad), tanto cuando su efecto se analizó individualmente como 

combinado (interacción). De los tres factores, el que más influyó en la densidad 

celular máxima 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. día-1) el ANOVA de tres vías indicó que esta 

variable también fue afectada significativamente por los tres factores (cepa, 

fuente de N y salinidad), tanto cuando su efecto se analizó individualmente 

como en interacción. 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 

máximas tasas de crecimiento en los tratamientos con NH₄⁺ a 25 PSU (1,38 

divisiones día–1) y urea a 35 PSU (1,31 divisiones d–1), sin diferencias 

significativas entre los tratamientos. En contraste, las menores tasas de 

crecimiento se registraron en los tratamientos con NH₄⁺ a 35 PSU y NO3
- a 15 y 

25 PSU. La máxima densidad celular (261.520 células mL–1) se alcanzó en el 

tratamiento con urea a 25 PSU mientras que las menores densidades celulares, 

se observaron en el tratamiento con NH₄⁺ a 15 PSU, condición en la cual no se 

alcanzó la densidad celular mínima requerida para la obtención 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 25 y a 15 

PSU, alcanzando 1,91 y 1,79 divisiones d–1, respectivamente, sin diferencias 

significativas entre ambos tratamientos. Mientras que la densidad celular 

máxima (254.000 células mL–1) se observó en el tratamiento con NO3
- a 25 

PSU. Al igual que para la cepa chilena, las menores densidades celulares se 

observaron en el tratamiento con NH₄⁺ a 15 PSU, en el cual tampoco se 

alcanzó la densidad mínima requerida para la obtención del extracto para los 

bioensayos en D. rerio (Figura 2, Tabla 2).  
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A) 15 PSU

 

D) 15 PSU 

B) 25 PSU E) 25 PSU 

C) 35 PSU F) 35 PSU 
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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, 25 y 35 PSU) y tres fuentes 
distintas de nitrógeno (NH4

+, NO3
- y Urea). 

 

Tabla 2. Tasa de crecimiento K (div. día-1) y densidad celular máxima de las dos 
cepas de Heterosigma akashiwo incluidas en este estudio, cultivadas en tres 
salinidades y tres fuentes de nitrógeno. n= 4. Letras diferentes como 
superíndice indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA de tres 
vías, Student Newman Keuls – SNK, p < 0,05). 

 
 

Cepa 
Fuente de 
nitrógeno  Salinidad K (div. día-1) 

Densidad celular 
máxima  (x104 cél. mL-1) 

     
CCM-UdeC 225 NH4

+ 15 PSU 1.22 ± 0.18d.e.f 2.9 ± 0.14b 
CCM-UdeC 225 NO3

- 15 PSU 1.01 ± 0.01a.b.c 18.3 ± 0.47j 
CCM-UdeC 225 Urea 15 PSU 1.19 ± 0.02c.d.e.f 14.5± 0.18h 

     
CCM-UdeC 225 NH4

+ 25 PSU 1.39 ± 0.13f.g 4.0 ± 0.38c 
CCM-UdeC 225 NO3

- 25 PSU 1.01 ± 0.01a.b 15.8 ± 0.46i 
CCM-UdeC 225 Urea 25 PSU 1.08 ± 0.01b.c.d 26.2 ± 0.39o 

     
CCM-UdeC 225 NH4

+ 35 PSU 0.89 ± 0.04a 5.0 ± 0.43d 
CCM-UdeC 225 NO3

- 35 PSU 1.26 ± 0.12d.e.f.g 9.1 ± 0.72f 
CCM-UdeC 225 Urea 35 PSU 1.31 ± 0.05e.f.g 24.6 ± 0.75m 

     
CCM-UdeC 279 NH4

+ 15 PSU 1.31 ± 0.17e.f.g 1.9 ± 0.11a 
CCM-UdeC 279 NO3

- 15 PSU 1.26 ± 0.02d.e.f.g 20.2± 0.27k 
CCM-UdeC 279 Urea 15 PSU 1.79 ± 0.06i 20.4± 0.72k 

     
CCM-UdeC 279 NH4

+ 25 PSU 1.22 ± 0.12d.e.f 4.4± 0.27c,d 
CCM-UdeC 279 NO3

- 25 PSU 1.59 ± 0.11h 25.4 ± 0.85n 
CCM-UdeC 279 Urea 25 PSU 1.92 ± 0.10i 22.8± 0.25l 

     
CCM-UdeC 279 NH4

+ 35 PSU 1.43 ± 0.07g 6.8 ± 0.23e 
CCM-UdeC 279 NO3

- 35 PSU 1.61 ± 0.09h 12.1 ± 0.89g 
CCM-UdeC 279 Urea 35 PSU 1.18 ± 0.01c.d.e 11.7 ± 0.66g 
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5.2 Pigmentos 

 

El análisis de ANOVA de tres vías mostró que todas las variables respuesta 

asociadas al contenido de pigmento en H. akashiwo  (clorofila  a, clorofila c1+c2, 

carotenoides, expresadas tanto por volumen de cultivo como por célula) 

estuvieron significativamente influenciados por los tres factores (cepa, fuente de 

N y salinidad), tanto cuando su efecto se analizó individualmente como 

combinado (interacción) (Figura 19A a Figura 24A), aunque la significancia de 

estas últimas varió entre las variables respuesta. En particular, la interacción 

entre los tres factores (cepa, fuente de N y salinidad), no resultó significativa 

para el contenido de clorofila c1+c2 (µg/L cultivo) (Figura 20A). Asimismo,  para  

clorofila  a  (pg/célula) y carotenoides (pg/célula) la interacción entre cepa y 

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

De los tres factores, la cepa fue el factor que más influyó sobre el contenido de 

clorofila  a clorofila c1+c2 y carotenoides, tanto por volumen de cultivo como por 

célula, seguida de la fuente de nitrógeno y la salinidad (Figura 19A a Figura 

24A). En contraste, para las clorofilas c1+c2 (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 acumulación celular de pigmentos 

(clorofila a, clorofilas c1 y c2, y carotenoides ), cuando fueron cultivadas con 

NH4
+ 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 c1 + c2, se 

observaron bajos niveles de acumulación (< 1 pg cél-1) en todos los tratamientos 

con urea, independiente de la  salinidad, para la cepa CCM-UdeC 225, mientras 

que la cepa CCM-UdeC 279 únicamente en NH4
+ a una salinidad de 35 PSU 

(Tabla 3). 

En concentraciones de pigmentos expresados por volumen de cultivo (µg/L 

cultivo), se observaron diferencias marcadas entre cepas. La cepa CCM-UdeC 

279 presentó, en general, mayores concentraciones por volumen de clorofila a y 

carotenoides, particularmente bajo condiciones de NO₃⁻ a salinidades de 15 y 

25 PSU, superando significativamente a la cepa CCM-UdeC 225 en la mayoría 

de los tratamientos. Para las clorofilas c₁+c₂, ambas cepas mostraron mayores 

concentraciones por volumen de cultivo en condiciones de NO₃⁻ y urea a 15–25 

PSU, mientras que las combinaciones de NH₄⁺ a salinidades a 25 y 35 PSU 

tendieron a asociarse con los valores más 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 días de las dos cepas de H. akashiwo 
incluidas en este estudio (n=4, ANOVA de tres vías, Student Newman Keuls – 
SNK, p < 0,05). 

 

 

 

5.3 Parámetros fotosintéticos  

 

El análisis de ANOVA de tres vías mostró que las variables respuesta asociadas 

a los parámetros fotosintéticos: rendimiento cuántico óptimo del fotosistema II 
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(FV/Fm) y extinción no fotoquímica máxima 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 analizó individualmente y en algunos casos, en 

combinado (interacción). En particular, para Fv/Fm se observó que la 

interacción cepa y fuente de N; y cepa con salinidad tuvo efecto significativo. 

Asimismo, para NPQmax, la única interacción que resultó significativa fue la 

fuente de N con salinidad. Sin embargo, para ninguno de las dos variables 

respuestas  la interacción de los tres factores (cepa, fuente de N y salinidad) 

presentó efectos significativos. 

De los tres factores, el que más influyó sobre la eficiencia fotoquímica del 

fotosistema II (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 comparación 

con las salinidades de 25 y 35 PSU, a las cuales se obtuvo valores más bajos 

(0,19 – 0,25)  (Figura 3A y 3B). 
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A B 

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

 

Respecto al parámetro extinción no fotoquímica máxima de la fluorescencia de 

la clorofila (NPQmax), los resultados del test de ANOVA de tres vías 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 

activación parcial o moderada del mecanismo NPQmax. En contraste, los 

valores intermedios y máximos (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 

aumentó la salinidad, tanto en presencia de NH4
+ como de NO3

- , la cepa 

CCM-UdeC 225 alcanzó valores máximos más altos en comparación con la 

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

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

una respuesta fotoprotectora más atenuada en las mismas condiciones (Figura 

4A y B). 

 

A 

 

B 

 

Figura 4. Extinción no fotoquímica máxima (NPQmax) registrada en el día 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 anomalías del desarrollo en los 

organismos expuestos a concentraciones del extracto al 25%; 50%; 62,5%, 75 

% y 87.5 %; mientras que a una concentración del 100%, se registró mortalidad 

completa de los embriones tratados. 

Las anomalías observadas incluyeron edemas pericárdicos (por ejemplo, 

Figura 6G e I; *), acumulación sanguínea en saco vitelino (Figura 6G; +); 

malformaciones de la notocorda, como lordosis (Figura 6K)  y escoliosis 

(Figura 6J); torsión caudal (Figura 6D) y cola bífida (Figura 6D), así como una 

deficiente absorción 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 anomalías (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%); Imágenes correspondientes a las primeras 72 hrs de 
exposición.  
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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%; I) y J) extracto de 
H. akashiwo al 87.5%. Imágenes correspondientes a las primeras 72 hrs de 
exposición.  
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En el siguiente experimento, que consideró concentraciones de entre 10 y 35% 

del extracto, se mostró 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 registró mortalidad (Figura 7A). Así también se evidenció que la 

tasa de eclosión de los embriones sobrevivientes disminuye progresivamente a 

medida que aumenta la concentración del extracto, aunque esta tendencia no 

fue estadísticamente significativa (Figura 7B). 

 

A 

 

B 

 

Figura 7. Bioensayo preliminar que evalúa 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 eclosión a las 72 horas post-exposición (B). Se utilizaron como 
controles el medio E3 y extracto de Tetraselmis tetrathele al 100 %. Las barras 
representan la media ± error estándar. Los asteriscos indican diferencias 
estadísticamente significativas entre los tratamientos y el medio control E3, 
determinadas mediante análisis de Kruskal-Wallis seguido de la prueba post 
hoc de Dunn (p < 0,05). 
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Las anomalías observadas en este segundo ensayo en los embriones de Danio 

rerio expuestos a los distintos tratamientos incluyeron la ausencia o el retraso 

en la pigmentación, así como la presencia de edemas pericárdicos 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 seleccionó la concentración de 

extracto al 25% para la realización de los ensayos comparativos entre cepas y 

tratamientos durante la fase experimental. 

 

Fase experimental 

 

Se evaluó el porcentaje de mortalidad acumulada de huevos de D. rerio a las 48 

horas de exposición a los extractos (25% v/v) de ambas cepas cultivadas en los 

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

Se aplicó un análisis 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 gráficos (Figura 8A y B) se 

presentan únicamente aquellas comparaciones consideradas relevantes para 
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los objetivos del estudio, específicamente las realizadas entre una misma 

salinidad y las distintas fuentes de nitrógeno (NH4
+, NO3

-, urea), así 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/NH4
+ y 35 PSU/NH4

+, siendo el 

NH4
+ la única fuente de nitrógeno que evidenció un efecto letal en los 

embriones, con diferencias significativas respecto a los controles (medio E3 y T. 

tetrathele). Por el contrario, los extractos provenientes de tratamientos con NO3
- 

y urea mostraron leves a ausentes efectos de toxicidad en todos los niveles de 

salinidad. Por último, el extracto de T. tetrathele, utilizado como segundo control 

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

Respecto al potencial tóxico de los extractos obtenidos a partir de la cepa 

CCM-UdeC 279, el análisis estadístico evidenció que los extractos obtenidos de 

todas las fuentes de nitrógeno evaluadas generaron efectos letales en los 

embriones de D. rerio, aunque con distinta intensidad entre los tratamientos. 

Los extractos más tóxicos corresponden a la fuente de nitrógeno NH4
+ seguidos 

por los tratamientos con urea, y en menor medida por los tratamientos con NO3
-, 

los cuales igualmente presentaron efectos significativos (Figura 8B). La única 

excepción fue el tratamiento 15 PSU/urea, que no produjo efectos letales sobre 

los embriones y no presentó diferencias significativas con los controles (medio 

 
 



44 
 

E3 y T. tetrathele). Asimismo, el extracto de T. tetrathele, utilizado como 

segundo control negativo, no mostró diferencias significativas respecto del 

medio E3. 

La combinación 15 PSU/ NH4
+ no fue incluida en ninguno de los gráficos debido 

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

extracto. 

 

A 

 

B 

 

Figura 8. Mortalidad en embriones de Danio rerio  48 horas después de la 
exposición 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 nitrógeno. Se utilizó medio E3 y extracto 100 % de Tetraselmis 
tetrathele como controles. Las barras representan la media ± error estándar. 
Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadísticamente 
significativas entre los tratamientos, determinadas mediante el análisis de 
Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de Dunn (p < 0,05). 
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Se evaluó la eclosión de los embriones de Danio rerio expuestos a los distintos 

tratamientos con los extractos de la cepa CCM-UdeC 225. En general, se 

registró un porcentaje muy reducido de embriones eclosionados en los distintos 

tratamientos en comparación con ambos controles (medio E3 y T. tetrathele) 

(Figura 9A). El tratamiento con NH4
+ a 25 PSU provocó la ausencia total de 

individuos vivos a las 48 horas por lo que no fueron considerados en la Figura 

9A. 

 

Respecto a la exposición de los embriones de D. rerio a los extractos obtenidos 

de la cepa CCM-UdeC 279, cultivada en los distintos tratamientos, no se 

registró eclosión en ninguno de los tratamientos con NO3
-, ni en la condición 35 

PSU en urea. No obstante, estas respuestas no mostraron diferencias 

significativas respecto de los controles. En ambos controles, en cambio, se 

observó un alto porcentaje de eclosión. Por otra parte, el extracto proveniente 

de cultivos con urea a 15 PSU fue la única condición en la que se registró un 

reducido número de individuos eclosionados (Figura 9B). Durante la  

exposición al extracto de la  cepa CCM-UdeC 279 aplicado a los embriones de 

D. rerio, los tratamientos con NH4
+ 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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A 

 

B 

 

Figura 9. Éxito de eclosión en embriones de Danio rerio 72 horas después de la 
exposición 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 nitrógeno. Se utilizó medio E3 y extracto 100 % de Tetraselmis 
tetrathele como controles. Las barras representan la media ± error estándar. 
Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadísticamente 
significativas entre los tratamientos, determinadas mediante el análisis de 
Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de Dunn (p < 0,05). 

 

Dado que el porcentaje de eclosión de los huevos expuestos a los extractos 

registró un número muy reducido de individuos, se procedió a registrar el total 

de anomalías 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 

(pigmentación ausente o deficiente, absorción incompleta del vitelo, lordosis, 

escoliosis y desarrollo incompleto) y presencia de edemas (Figura 10). 
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Figura 10. Anomalías 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 concentración del 25%,  obtenidos a partir de cultivos mantenidos en 
distintas condiciones de salinidad y fuente de nitrógeno (aumento 2.0x). Entre 
las anomalías se registró una pigmentación ausente o deficiente C) y E), 
absorción incompleta del vitelo A), B) y C), hemorragia B), lordosis B), 
escoliosis B), desarrollo embrionario incompleto D) y F), edema pericárdico 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 mínimos efectos sobre el desarrollo embrionario y en los embriones 

hubo ausencia de edemas. En contraste, los tratamientos con NH4
+ a 35 PSU 

provocaron un retraso significativo. El efecto con NO3
- fue dependiente de la 

salinidad, observándose un alto retraso en el desarrollo a 15 y 25 PSU, 

mientras que a 35 PSU la toxicidad disminuyó. En los tratamientos con urea, el 

mayor efecto en el retraso en el desarrollo de los embriones se observó 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 NO3
- fueron altamente tóxicos en todas las 

salinidades, evidenciando un total retraso en el desarrollo y una elevada 

presencia de edemas. La urea a 35 PSU mostró efectos similares, mientras que 

el tratamiento con urea a 15 PSU, presentó un elevado retraso en el desarrollo 

con más de la mitad de los individuos con edemas. No se evaluaron 

condiciones con NH4
+ y urea a 25 PSU debido a mortalidad total (Tabla 4, en 

ANEXO). 

 

La cepa CCM-UdeC 279 presentó una toxicidad más pronunciada en 

comparación con la cepa CCM-UdeC 225. La interacción entre la fuente de 

nitrógeno 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.​ DISCUSIÓN 

 

 

El sistema costero de la Patagonia norte y central de Chile se ha establecido 

como un área estratégica para la producción de salmón, 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 salmónidos de cultivo (Avendaño-Herrera et al., 2018); sin 

embargo, este sistema también se caracteriza por su complejidad, dinamismo y 

gran extensión. Su morfología incluye fiordos, canales, golfos, estuarios y 

bahías, 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 oceanográfica de esta zona surge de la interacción entre aguas 

oceánicas 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 dinámica marcada por fuertes diferencias fisicoquímicas, lo 
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que se refleja en pronunciadas variaciones horizontales y verticales de 

salinidad, densidad, disponibilidad lumínica y proporciones de nutrientes 

orgánicos e inorgánicos (Iriarte et al., 2014).  

La ocurrencia de floraciones algales en este tipo de ecosistemas marinos se ha 

vuelto cada vez más frecuente e intensa. Estos fenómenos alteran la 

composición y estructura de las comunidades biológicas, modificando las 

interacciones tróficas, las cuales se asocian con pérdidas económicas 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 ecológico y económico 

(Barría et al., 2022; Díaz et al., 2019). En este contexto, Heterosigma akashiwo 

ha recibido particular atención debido a su capacidad de formar floraciones 

densas, que en muchos casos son tóxicas y provocan mortalidades masivas de 

peces (Honjo, 1992; Mardones et al., 2023). Esta especie se caracteriza por 

poseer estrategias competitivas, como la migración 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 

intraespecífica de las cepas influyen en la toxicidad de H. akashiwo (Twiner et 

al., 2004; Fredrick et al., 2011; Cochlan et al., 2012; Gómez 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 

eutrofización, varios estudios han señalado una estrecha relación 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 prístinas que son sensibles 

tanto a factores de estrés climático como antropogénicos (Mardones et al., 

2023). Para el caso de H. akashiwo, existen pocos estudios que evalúen el 

efecto del nitrógeno, y sus formas químicas sobre la dinámica 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 nitrógeno sobre su toxicidad. Esta limitación es aún más relevante si 

se considera la interacción del nitrógeno con otros factores ambientales, como 

la salinidad, temperatura, e irradiancia, los cuales han sido identificados como 

factores determinantes en el crecimiento de esta especie (Martínez et al., 2010); 

y que además, modulan las respuestas fisiológicas y potencial tóxico (Ono et 

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

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

akashiwo 

El primer objetivo de este estudio fue evaluar cómo la salinidad y la fuente de 

nitrógeno influyen en el crecimiento de dos cepas de H. akashiwo de distinto 

origen geográfico. Los resultados muestran que ambos factores, tanto de forma 
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independiente como en interacción, influyen significativamente en la dinámica 

de crecimiento (Figura 17.A y Figura 18.A); todas las combinaciones 

permitieron la división celular, aunque se observaron diferencias en la respuesta 

específica 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; Gómez 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). Así mismo sugiere que la 

salinidad óptima de crecimiento no refleja las condiciones ambientales del sitio 

de aislamiento, sino a procesos de aclimatación y a la amplia tolerancia 

intrínseca de la especie. 

Si bien los máximos de crecimiento se distribuyen en distintos niveles de 

salinidad según la combinación de tratamientos, se observó 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 nitrógeno. En contraste, la cepa chilena (CCM UdeC 225) 

exhibió una respuesta más 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 óptimo 

para la germinación y el crecimiento de Heterosigma akashiwo en cepas 

aisladas en Japón (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 

NO₃⁻ fue la principal fuente de nitrógeno, lo que limita la comparación con los 

resultados obtenidos en este trabajo. En este estudio, considerando 

condiciones comparables con NO₃⁻, ambas cepas evaluadas presentaron un 

patrón distinto, registrando sus mayores tasas de crecimiento a 35 PSU. Estos 

resultados concuerdan con lo observado por Flores-Leñero (2022), quienes 

también reportaron que la cepa chilena CREAN_HA03 presentó mayores tasas 

de crecimiento a salinidades de 35 PSU en comparación a salinidades 

menores. Asimismo, al comparar todos los niveles de salinidad evaluados (15, 

25 y 35 PSU) en esta misma fuente de nitrógeno, se observó 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 NH4
+ es la forma de nitrógeno de 

asimilación más directa para H. akashiwo, siendo considerado un nutriente 

adecuado para esta especie. Además, varios estudios han reportado tasas de 

crecimiento iguales o superiores en presencia de amonio, respecto a otras 

 
 



54 
 

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 registró en tratamientos con NH4
+, las densidades celulares 

alcanzadas fueron relativamente bajas, además, las células cultivadas con NH4
+ 

presentaron alteraciones morfológicas, tales como deformación y aumento de 

tamaño celular (Figura 12). Estos efectos concuerdan con lo reportado por 

Chang & Page, (1995), quienes, en condiciones comparables, observaron 

signos de toxicidad como alteraciones morfológicas e inhibición del crecimiento, 

en presencia de formas reducidas de nitrógeno, particularmente en NH4
+. 

Tanto la cepa CCM UdeC 225 como la CCM UdeC 279 incluidas en este estudio 

presentaron sus mayores tasas de crecimiento cuando se cultivó con urea 

(Tabla 3), lo cual resulta interesante, ya que este resultado se contrapone con 

la mayoría 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 nitrógeno preferida para esta especie. Esta discrepancia puede 

deberse a la alta plasticidad fenotípica entre las cepas, como también a las 

condiciones de cultivo empleadas. Por ejemplo, Matheson et al. (2014) 

observaron una mayor tasa de crecimiento con NO3
- en comparación con NH4

+ y 

urea a irradiancias entre 65-80 μmol de fotones m−2 s−1, mientras que Herndon 

& Cochlan (2007), reportaron un crecimiento menor con NO3
- respecto a urea y 

NH4
+ cuando las células fueron cultivadas a una irradiancia de 40 μmol de 

fotones m−2 s−1, lo que sugiere que la respuesta de H. akashiwo a las distintas 
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fuentes de nitrógeno puede estar altamente condicionada por los otros factores 

abióticos (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; Gómez et al., 2022). En dichos trabajos, la 

cepa fue cultivada a 15ºC, con una irradiancia de 50 μmol de fotones m−2 s−1, 

utilizando NO3
- como fuente de nitrógeno, y a salinidades de 15 y 20 PSU. La 

tasa máxima de crecimiento reportada por Sandoval-Sanhueza et al. (2022) 

alcanzó 0.99 div. d −1, valores similares a los registrados en el presente estudio 

en condiciones similares (1.01 div. día −1), sin observarse diferencias 

significativas entre las salinidades 15 y 25 PSU (Tabla 3). No obstante, Gómez 

et al. (2022) reportaron una tasa de crecimiento considerablemente mayor (1.66 

div. día −1), junto con una densidad celular aproximada de 1.000.000 células 

mL-1 al día 10 de cultivo. En contraste, en condiciones comparables, este 

estudio al día 10 alcanzó una densidad celular de 183.280 células mL-1 (Tabla 

2), valor inferior que el reportado por Gómez et al. (2022) como por 

Sandoval-Sanhueza et al. (2022) al día 15 de cultivo (309.000 células mL-1). 

Estas diferencias podrían atribuirse, en parte, a la temperatura utilizada en este 

trabajo (20 ± 2ºC), el cual se ha señalado como uno de los factores incidente en 

el crecimiento de esta especie (Ono et al., 2000); así como a posibles cambios 

fisiológicos derivados del tiempo de mantención de la cepa en condiciones de 

laboratorio (Lakeman et al., 2009).  
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Adicionalmente, estudios con la cepa chilena CREAN_HA03 han reportado 

tasas de crecimiento y densidades celulares notablemente menores en una 

irradiancia de 100 μmol de fotones m−2 s−1.  En particular, Flores-Leñero et al., 

(2022) observaron, a 25 PSU y 17ºC, tasas de crecimiento y densidad celulares 

reducidas (0,38 div día-1 y aproximadamente 20.000 células mL-1, 

respectivamente)  las cuales aumentaron a una salinidad de 30 PSU y a una 

temperatura de 12ºC, alcanzando valores de 0,48 div. día-1 y cerca de 50.000 

células mL-1. De manera similar, Mardones et al. (2023) señalaron que, a 15ºC, 

y en un rango de salinidad entre 15 a 32 PSU, las tasas de crecimiento variaron 

levemente (0.23 - 0.11 div. día-1), mientras que las densidades celulares 

máximas se registraron en salinidades intermedias (21 y 27 PSU), con valores 

de 7.344 y 7.813 células mL-1 respectivamente. 

 

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

pigmentos y parámetros fotosintéticos en H. akashiwo  

Las células fitoplanctónicas presentan una notable plasticidad en la regulación 

de su contenido y proporción de pigmentos fotosintéticos en respuesta a las 

variaciones en las condiciones lumínicas y de disponibilidad de nutrientes 

(Rodríguez et al., 2006). En particular, H. akashiwo, presenta un perfil de 

pigmentos característico compuesto por clorofila a, clorofilas c1 y c2, β-caroteno, 

así como los carotenoides fucoxantina y violaxantina (Martínez et al., 2010). La 
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composición de pigmentos desempeña un rol importante en la aclimatación 

fisiológica de H. akashiwo, dado que, mediante la migración 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 lumínica como la activación de 

mecanismos de fotoprotección bajo condiciones de fluctuación lumínica 

(Flores-Leñero et al., 2022). 

El pigmento más abundante para ambas cepas de H. akashiwo evaluadas en 

este estudio fue la clorofila a, seguido de carotenoides totales y clorofila c1 y c2 

(Tabla 4).  Este patrón es congruente con el descrito por Flores-Leñero et al., 

(2022) quienes a baja irradiancia (LL = 50 μmol fotones m⁻² s⁻¹), reportaron que 

la clorofila a constituía el 62 % del total de pigmentos, con un valor de 8,9 pg 

célula⁻¹, mientras que las clorofilas c2 y c1 se ubicaron dentro de los pigmentos 

minoritarios por debajo de la fucoxantina (3,38 pg célula⁻¹) y la violaxantina 

(0,96 pg célula⁻¹), proporciones que no mostraron variaciones a alta irradiancia 

(HL = 150 μmol fotones m⁻² s⁻¹). De manera similar, Butrón et al. (2012) 

observaron que a irradiancias superiores a 100 μmol fotones m⁻² s⁻¹, la clorofila 

a continuó siendo el pigmento dominante, seguida por fucoxantina y 

violaxantina, lo que confirma la prevalencia de este patrón pigmentario incluso 

en condiciones de mayor irradiancia. 
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En este estudio, las dos cepas evaluadas evidenciaron una marcada plasticidad 

en su composición 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 

presentó,  concentraciones menores en comparación con la cepa CCM-UdeC 

279, con excepción del tratamiento con NH₄⁺ a 15 PSU, donde no se detectaron 

diferencias significativas entre ambas cepas (Tabla 4). Esta tendencia coincide 

con lo reportado por Gómez et al. (2022); sin embargo, los valores difieren 

ampliamente entre estudios. En condiciones experimentales comparables (NO₃⁻ 

a 15 PSU), la cepa CCM-UdeC 225 alcanzó un contenido de clorofila a cuatro 

veces mayor al reportado (5 vs 1,2 pg cell-1), mientras que, para la cepa 

CCM-UdeC 279 el valor registrado en este estudio fue inferior (11 vs 14 pg 

cell-1).  

La acumulación de carotenoides totales también fue superior en la cepa 

CCM-UdeC 279 en comparación con la cepa CCM-UdeC 225 (Tabla 4). Estas 

observaciones son coherentes con lo reportado por Gómez et al. (2022), 

quienes encontraron que la cepa CCM UdeC 279 alcanzó niveles de 

carotenoides significativamente más altos (4,5 pg cell-1) que la cepa CCM UdeC 

225 (0,4 pg cell-1). Sin embargo, los valores obtenidos en el presente estudio 

fueron sustancialmente mayores a lo reportado por Gómez et al. (2022), para 

ambas cepas: 7 pg cell-1 en CCM-UdeC 279 y 3 pg cell-1 en CCM-UdeC 225 en 

condiciones comparables (NO₃⁻ a 15 PSU). 
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Cabe destacar que las clorofilas c₁ y c₂ presentaron las concentraciones más 

bajas, e incluso se encontraron ausentes en algunas condiciones 

experimentales (Tabla 4). Esta tendencia coincide con lo reportado por 

Flores-Leñero et al., (2022), quienes también describieron un contenido 

reducido de estos pigmentos en H. akashiwo. No obstante, nuestros resultados 

contrastan marcadamente con los de Butrón et al. (2012), quienes registraron 

concentraciones considerablemente más elevadas de clorofilas c₁ y c₂. La baja 

concentración de estos pigmentos, en este estudio, podría estar relacionada 

con las diferencias en las condiciones de cultivo o con el estado fisiológico de 

las cepas. 

Asimismo, la proporción carotenoides:clorofila a fue similar entre ambas cepas 

para todos los tratamientos evaluados (Tabla 4). Esta tendencia coincide 

parcialmente con lo reportado por Gómez et al. (2022) quienes también 

observaron proporciones similares entre sus cepas bajo una única condición 

experimental evaluada (NO3
- 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 (NO3
- a 

20 PSU) Martínez 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 lumínico y de limitación nutricional. 
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La acumulación de pigmentos como clorofila a, clorofilas c1 y c2, y carotenoides 

por célula fue mayor en la condición de NH4
+ a 15 PSU. Esta condición mantuvo 

tasas de crecimiento similares en ambas cepas (1,2 y 1,3 div. día −1); sin 

embargo, se asoció a una baja densidad celular y la presencia de alteraciones 

morfológicas. Estos resultados sugieren una posible priorización de recursos 

hacia la captación y regulación de la energía fotosintética, por sobre la división 

celular.  De manera concordante, se ha descrito en cultivos de microalgas un 

fenómeno similar, que consta de una inversión metabólica entre los 

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

En este estudio se evaluaron algunos parámetros fotosintéticos de las cepas de 

H. akashiwo, cultivadas en las distintas condiciones de salinidad y fuente de 

nitrógeno. Los mayores valores de eficiencia fotoquímica del fotosistema II 

(Fv/Fm) se observaron a 15 PSU para ambas cepas (Figura 3), alcanzando 

valores cercanos o superiores al óptimo esperado para cultivos en condiciones 

no estresantes (0,65; Parkhill et al., 2001); mientras que los menores valores se 

registraron a salinidades de 25 y 35 PSU (Figura 3). Esta tendencia se observó 

de manera consistente en todas las fuentes de nitrógeno evaluadas y, coincide 

con los experimentos preliminares de Gómez et al. (2022), quienes también 

reportaron ausencia de estrés fisiológico en cultivos a 15 PSU. Debido a que los 

experimentos se realizaron a una baja irradiancia (50 μmol fotones m-2 s-1), las 

reducciones de Fv/Fm a salinidades más altas no se pueden atribuir a estrés 

lumínico, como describieron Hennige et al. (2013), quienes observaron una 
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disminución en Fv/Fm, al exponer a H. akashiwo a un cambio de luz abrupto de 

baja (80 μmol fotones m-2 s-1) a alta irradiancia (400 μmol fotones m-2 s-1); sino 

que podrían reflejar un efecto fisiológico asociado al aumento de la salinidad. 

Los organismos fotosintéticos enfrentan diversos estresores abióticos, como la 

alta irradiancia, fluctuaciones de salinidad o variaciones térmicas, que pueden 

inducir el daño fotooxidativo al PSII, y alterar la biosíntesis de pigmentos 

fotosintéticos, afectando la eficiencia de los mecanismos de protección (Muller 

et al., 2001; Nishiyama et al., 2006; Takahashi et al., 2008). En este estudio, los 

valores de la extinción no fotoquímica máxima, observados en ambas cepas de 

H. akashiwo fueron de manera general, bajos o moderados, lo que sugiere que 

las células cultivadas mantuvieron un estado fisiológico estable, y una limitada 

activación de mecanismos de disipación de energía 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 función principal de la disipación no fotoquímica (NPQ) es eliminar el exceso 

de energía absorbida en el PSII para prevenir la fotoinhibición (Ruban, 2015), 

una baja presión fotooxidativa podría explicar que no se activaran los 

mecanismos de disipación de energía. No obstante, los valores más elevados 

de NPQmax (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 activación de la disipación no fotoquímica para mitigar el estrés 

salino (Figura 4a y 3b).  
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De acuerdo con lo reportado por Hennige et al. (2013), la relación entre NPQmax 

y los carotenoides, en particular los del grupo de las xantofilas, no desempeñan 

un papel principal en la disipación del exceso de energía en H.akashiwo, 

sugiriendo que estos pigmentos no constituyen el mecanismo de fotoprotección 

dominante en esta especie. En concordancia, los valores de NPQmax en este 

trabajo indicaron bajos niveles de estrés en la mayoría de los cultivos (Figura 4) 

y no se evidenció una correlación directa entre el contenido de carotenoides y 

NPQmax. Incluso en condiciones de mayor contenido de carotenoides este no se 

tradujo en una mayor capacidad de disipación no fotoquímica.  

 

6.3 Toxicidad de los extractos de H. akashiwo cultivada en distintas 

salinidades y fuentes de nitrógeno. 

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 composición 

química, en las concentraciones de los metabolitos producidos y en la expresión 

de mecanismos dañinos que afectan a los organismos expuestos (Chang et al., 

1990; Haque & Onoue, 2002; Gómez 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), así como efectos adversos demostrados en 
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condiciones de laboratorio en invertebrados (Hegaret et al., 2007; Gómez et al., 

2022).  

La comparación entre ambas cepas en este estudio evidencia diferencias claras 

en su capacidad tóxica. La cepa CCM-UdeC 225 mostró un efecto letal 

considerablemente menor que la cepa CCM-UdeC 279. Esta última provocó 

mortalidad prácticamente en todas las combinaciones de salinidad y fuentes de 

nitrógeno evaluadas, a excepción del tratamiento urea a 15 PSU (Figura 8 y 

Figura 9). Esta mayor toxicidad concuerda con lo descrito por Gómez et al. 

(2022), quienes reportaron una inhibición más 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 afectación se alcanzó con 1.136 células mL⁻¹, 

mientras que la cepa CCM-UdeC 225 requirió casi el doble de densidad celular 

para producir un efecto similar. Sin embargo, dichos resultados se obtuvieron 

bajo una única condición experimental (NO₃⁻ a 15 PSU), en la cual nuestro 

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

Además de la mortalidad registrada, los embriones de D. rerio expuestos a los 

extractos de ambas cepas mostraron bajas tasas de eclosión a las 72 horas 

post-exposición (Figura 9) y desarrollaron anomalías morfológicas, entre ellas 

retraso en el desarrollo y edemas (Figura 10). Estos efectos subletales 

(anomalías) 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 tóxica 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 (Ikeda et al., 2016; Sandoval-Sanhueza et al., 2022), mientras que 

otros estudios reportan que valores más bajos (23-27 PSU) potencian los 

efectos tóxicos (Haque & Onoue, 2002; Flores-Leñero et al., 2022). Estas 

discrepancias pueden explicarse por diferencias metodológicas entre los 

estudios, incluyendo el tipo de modelo biológico utilizado (líneas celulares de 

salmón o truchas y peces en diferentes etapas de desarrollo), así 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 drásticamente la viabilidad 

de células de salmón Chinook pertenecientes a la línea CHSE-214, 

observándose 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 mostró una relación 

clara con la salinidad del cultivo. Sin embargo, evidenció un claro efecto 
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asociado a la fuente de nitrógeno NH4
+

. Asimismo, en el trabajo de 

Sandoval-Sanhueza et al. (2022), no se observó un efecto dependiente de la 

dosis en un rango de concentración celulares entre 20 y 200.000 células mL-1, 

tanto para los sobrenadantes como para los lisados celulares. En contraste, 

nuestro estudio el bioensayo preliminar (Figura 7) evidenció un patrón 

dosis-dependiente, observable a partir de extractos equivalentes a 1.250.000 

células mL⁻¹ (25%). Resultados comparables fueron reportados por 

Flores-Leñero et al. (2022), con la cepa chilena CREAN_HA03, donde se 

observó que el incremento de la concentración celular produjo progresivamente 

una disminución de la viabilidad en la línea celular epitelial de branquias de 

trucha arcoíris (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) podrían explicarse, en parte, 

por las condiciones de cultivo utilizadas, y por el estado fisiológico 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 días 

con medio L1. Bajo estas condiciones, es probable que las células se 

encontraran metabólicamente activas, y en continua división celular. Mientras, 

que en el presente estudio se utilizaron cultivo tipo Batch, empleando células en 

fase exponencial tardía, 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 tóxicas influye significativamente en su 

fisiología y en sus procesos metabólicos, lo que puede afectar su capacidad 

para sintetizar y acumular compuestos tóxicos (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 

tóxicos también podrían deberse al tipo de material algal utilizado en los 

bioensayos. Haque & Onoue (2002) observaron signos ictiotóxicos severos en 

juveniles del pez marino Pagrus major expuestos a células completas de H. 

akashiwo a densidades superiores a 24.100 células mL⁻¹, valores 

considerablemente menores que los utilizados en este estudio con lisados 

celulares. Una posible explicación es que en peces juveniles las branquias 

están directamente expuestas a las microalgas presentes en el medio, mientras 

que en embriones de D. rerio la envoltura coriónica actúa como una barrera que 

limita la exposición directa del embrión a los compuestos tóxicos (Lee et al., 

2007). Adicionalmente, se ha reportado que los peces marinos pueden ser más 

sensibles que los de agua dulce a ciertos contaminantes químicos (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), Gómez et al., (2022), y 

Flores-Leñero et al., (2022) utilizaron nitrato (NO₃⁻) como fuente de nitrógeno 

en sus condiciones de cultivo, lo que implica que las respuestas tóxicas 
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descritas en dichos trabajos reflejan el desempeño de H. akashiwo bajo una 

única fuente de nitrógeno. Hasta el momento, ningún estudio ha comparado 

directamente los efectos de diferentes fuentes de nitrógeno sobre la toxicidad 

de esta especie, lo que limita la comparación con nuestros resultados, donde se 

evaluaron adicionalmente otras dos fuentes nitrogenadas: NH₄⁺ y urea. 

En relación con el uso de NH₄⁺ como fuente de nitrógeno, en nuestro estudio 

esta condición resultó particularmente tóxica para las células en ambas cepas, 

generando alteraciones morfológicas evidentes (Figura 13), sugiriendo que el 

contenido intracelular podría haber favorecido la acumulación de metabolitos 

tóxicos que intensificaron los efectos tóxicos observados en los embriones de 

D. rerio (Figura 8). En el caso de la cepa CCM-UdeC 279, la urea también 

resultó altamente tóxica a salinidades iguales o superiores a 25 PSU para los 

embriones. En contraste la combinación de 15 PSU con urea no produjo 

mortalidad, pero sí ocasionó retraso en el desarrollo y malformaciones 

anatómicas más pronunciadas en comparación con NO3
-. Actualmente, no 

existen estudios que permitan comparar estas observaciones en condiciones 

equivalentes lo que limita en parte su interpretación.  

Cabe destacar que la cepa CCM-UdeC 279, aislada en Nueva Zelanda hace 

más de cuatro décadas, mantiene una marcada capacidad tóxica, como se ha 

observado tanto en el estudio de Gómez et al. (2022), como en el presente 

trabajo. La persistencia de este rasgo sugiere que la toxicidad podría estar 
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asociada a características genéticas propias de la cepa o a atributos intrínsecos 

de su fisiología, los cuales se han mantenido a pesar de su prolongada 

mantención en condiciones de laboratorio. 

 

 

7.​ CONCLUSIONES 

 

●​ 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 fisiológicos y toxicidad 

variaron significativamente en función de la interacción entre la salinidad, 

la fuente de nitrógeno y la identidad de la cepa, evidenciando una 

marcada diferenciación a nivel intraespecífico. 

 

●​ En ambas cepas de H. akashiwo evaluadas, la clorofila a fue el pigmento 

más abundante, seguida por los carotenoides totales y las clorofilas c1 + 

c2. Se observaron diferencias en la concentración de pigmentos entre 

cepas, siendo la cepa CCM-UdeC 279 la que presentó 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 parámetros 

fotobiológicos 

 

●​ El NH₄⁺ promovió una de las mayores tasas de crecimiento en la cepa 

CCM-UdeC 225 a 25 PSU y, simultáneamente, fue una de las fuente de 

nitrógeno 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 favoreció las mayores tasas de crecimiento en ambas cepas, con 

respuestas diferenciadas según la salinidad. Esta fuente de nitrógeno se 

asoció a efectos tóxicos 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 anomalías morfológicas a baja salinidad (15 

PSU). 

 

●​ La cepa CCM-UdeC 279 presentó 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 simultáneamente la 

identidad de la cepa y las condiciones ambientales a las que las cepas pueden 

estar expuestas, para comprender el impacto ecológico y ecotoxicológico de 

esta especie en escenarios naturales. Finalmente, dado que se revelaron 

rasgos fisiológicos y tóxicos diferentes, entre cepas de H. akashiwo cultivadas 

en las mismas condiciones, resulta necesario abordar investigaciones futuras 

hacia la identificación de marcadores genéticos que permitan sustentar y 

explicar la variabilidad intraespecífica 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 NH4

+  a 15 PSU. 
 

   

   

Figura 11. Células de H. akashiwo de la cepa CCM-UdeC 225 (A, B y C) y 
CCM-UdeC 279 (D, E y  F), cultivadas en tratamientos con urea a 15 PSU. La 
barra de escala correponden a 10 μm (células fijadas con Lugol) 
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Figura 12. Células de H. akashiwo de la cepa CCM-UdeC 225 (A, B y C) y 
CCM-UdeC 279 (D, E y  F), cultivadas en tratamientos con NH4

+ a 15 PSU. La 
barra de escala corresponden a 10 μm (células fijadas con Lugol). 

 

9.2 Exposición  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 NH4

+ a 35 PSU, D) NO3
- a 

15 PSU, E) NO3
- a 25 PSU,  F) NO3

- a 35 PSU,  G) urea a 15 PSU, H) urea a 25 
PSU y I) urea a 35 PSU. Imágenes correspondientes a las primeras 48 hrs de 
exposición.  
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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 NH4

+ a 35 PSU, D) NO3
- a 15 

PSU,  E) NO3
- a 25 PSU,  F) NO3

- a 35 PSU,  G) urea a 15 PSU, H) urea a 25 PSU 
y I) urea a 35 PSU. Imágenes correspondientes a las primeras 72 hrs de 
exposición. 

 

 

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

   

 

​  

 

 
 



86 
 

 

 

 

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 NO3

-  a 15 PSU,  D) NO3
-  a 

25 PSU,  E) NO3
-  a 35 PSU,  F) urea a 15 PSU y G) urea a 35 PSU. Imágenes 

correspondientes a las primeras 48 hrs de exposición. 
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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) NO3

-  a 15 PSU, D) NO3
- a 25 PSU, E) NO3

- a 35 PSU, 
F) urea a 15 PSU y G) urea a 35 PSU. Imágenes correspondientes a las primeras 
72 hrs de exposición. 

 

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 eclosión y las 
anomalías (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 incluyó inicialmente 30 huevos 
en fase de gastrulación (6 réplicas, 5 huevos cada una). 

Cepa Tratamientos Total de 
individuos vivos 

(72hpExp) 

% Promedio 
eclosión 

(72hpExp) 

% Promedio retraso 
en el desarrollo 

(72hpExp) 

% Promedio 
edemas 

(72hpExp) 

CCM-UdeC 225 
(Placa 1) 

Medio E3 (control) 30 90 3,3 0 

CCM-UdeC 225 
(Placa 1) 

T. tetrathele 
(control) 

30 80 3,3 0 

CCM-UdeC 225 
(Placa 1) 

35PSU NH4
+ 2 0 100 0 

CCM-UdeC 225 
(Placa 1) 

15PSU NO3
- 23 0 76 0 

CCM-UdeC 225 
(Placa 1) 

25PSU NO3
- 25 4,2 86,1 0 
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CCM-UdeC 225 
(Placa 1) 

35PSU NO3
- 30 3,3 13,1 0 

CCM-UdeC 225 
(Placa 2) 

Medio E3 (control) 30 100 0 0 

CCM-UdeC 225 
(Placa 2) 

T. tetrathele 
(control) 

30 83,3 3,3 0 

CCM-UdeC 225 
(Placa 2) 

15PSU Urea 26 19,2 39,1 3,3 

CCM-UdeC 225 
(Placa 2) 

25PSU Urea 30 13,3 76,6 0 

CCM-UdeC 225 
(Placa 2) 

 

35PSU Urea 30 10 33,3 0 

 
CCM-UdeC 279 

(Placa 1) 

 
Medio E3 (control) 

 
30 

 
83,3 

 
0 

 
0 

CCM-UdeC 279 
(Placa 1) 

T. tetrathele 
(control) 

28 100 0 0 

CCM-UdeC 279 
(Placa 1) 

15PSU NO3
- 7 0 100 100 

CCM-UdeC 279 
(Placa 1) 

25PSU NO3
- 9 0 100 77,5 

CCM-UdeC 279 
(Placa 1) 

35PSU NO3
- 2 0 100 100 

CCM-UdeC 279 
(Placa 2) 

Medio E3 (control) 30 90 0 0 

CCM-UdeC 279 
(Placa 2) 

T. tetrathele 
(control) 

30 90 0 0 

CCM-UdeC 279 
(Placa 2) 

15PSU Urea 30 30 96,7 53,3 

CCM-UdeC 279 
(Placa 2) 

35PSU Urea 1 0 100 100 

 

 

9.4 Análisis estadístico  

 

Tabla 5. Códigos utilizados para la identificación de los factores incluidos en el 
análisis estadístico. Se indican las cepas de Heterosigma akashiwo evaluadas 
(CCM-UdeC 225 y CCM-UdeC 279), las fuentes de nitrógeno empleadas (NH₄⁺, 
NO₃⁻ y urea) y los niveles de salinidad (15, 25 y 35 PSU), junto con sus 
respectivos códigos numéricos. 
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Figura 17. A) Resultados del análisis de varianza de tres vías (ANOVA) aplicado a 
la densidad celular de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del análisis de 
post hoc de Student-Newman-Keuls para la densidad celular. La tabla muestra la 
comparación múltiple entre los distintos tratamientos, considerando las 
combinaciones de cepa, fuente de nitrógeno 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 análisis de varianza de tres vias (ANOVA) aplicado a 
la tasa de crecimiento, Kmax (divisiones d–1)  de los cultivos de H. akashiwo. B) 
Resultados del análisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para tasa de 
crecimiento, Kmax (divisiones d–1). La tabla muestra la comparación multiple entre 
los distintos tratamientos, considerando las combinaciones de cepa, fuente de 
nitrógeno y salindidad. Las diferencias significativas entre medias se indican 
mediante agrupaciones con letras distintas (p < 0,05). 

 

PIGMENTOS 

 

A 

 

B 

 

Figura 19. A) Resultados del análisis de varianza de tres vías (ANOVA) aplicado a 
clorofila  a  (µg/L cultivo) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del análisis 
de post hoc de Student-Newman-Keuls para clorofila  a  (µg/L cultivo). La tabla 
muestra la comparación múltiple entre los distintos tratamientos, considerando las 
combinaciones de cepa, fuente de nitrógeno 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 análisis de varianza de tres vías (ANOVA) aplicado a 
clorofila c1+c2 (µg/L cultivo) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del 
análisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para la clorofila c1+c2 (µg/L 
cultivo). La tabla muestra la comparación múltiple entre los distintos tratamientos, 
considerando las combinaciones de cepa, fuente de nitrógeno y salinidad. Las 
diferencias significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con 
letras distintas (p < 0,05). 

 

 

A 

 

B 

 

Figura 21. A) Resultados del análisis de varianza de tres vías (ANOVA) aplicado a 
carotenoides (µg/L cultivo) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del 
análisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para carotenoides (µg/L cultivo). 
La tabla muestra la comparación múltiple entre los distintos tratamientos, 
considerando las combinaciones de cepa, fuente de nitrógeno y salinidad. Las 
diferencias significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con 
letras distintas (p < 0,05). 

 

A B 
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Figura 22. A) Resultados del análisis de varianza de tres vías (ANOVA) aplicado a 
clorofila  α  (pg/célula) de los cultivos de H. akashiwo. A) Resultados del análisis 
de post hoc de Student-Newman-Keuls para clorofila  a  (pg/célula). La tabla 
muestra la comparación múltiple entre los distintos tratamientos, considerando las 
combinaciones de cepa, fuente de nitrógeno y salinidad. Las diferencias 
significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con letras distintas 
(p < 0,05). 

 

A 

 

B 

 

Figura 23. A) Resultados del análisis de varianza de tres vías (ANOVA) aplicado 
clorofilas c1+c2 (pg/célula) de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del 
análisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para clorofilas c1+c2 (pg/célula). 
La tabla muestra la comparación múltiple entre los distintos tratamientos, 
considerando las combinaciones de cepa, fuente de nitrógeno y salinidad. Las 
diferencias significativas entre medias se indican mediante agrupaciones con 
letras distintas (p < 0,05). 

 

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

 

Parámetros fotobiológicos 

 

A 

 

B 

 

Figura 25. A) Resultados del análisis de varianza de tres vías (ANOVA) aplicado a 
la eficiencia fotoquímica del fotosistema II (FV/Fm)  de los cultivos de H. akashiwo. 
B) Resultados del análisis de post hoc de Student-Newman-Keuls para la 
eficiencia fotoquímica del fotosistema II (FV/Fm). La tabla muestra la comparación 
múltiple entre los distintos tratamientos, considerando las combinaciones de cepa, 
fuente de nitrógeno y salinidad. Las diferencias significativas entre medias se 
indican mediante agrupaciones con letras distintas (p < 0,05). 
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Figura 26. A) Resultados del análisis de varianza de tres vías (ANOVA) aplicado a 
la extinción no fotoquímica máxima de la fluorescencia de la clorofila  (NPQmax) 
de los cultivos de H. akashiwo. B) Resultados del análisis de post hoc de 
Student-Newman-Keuls para la extinción no fotoquímica máxima de la 
fluorescencia de la clorofila  (NPQmax). La tabla muestra la comparación múltiple 
entre los distintos tratamientos, considerando las combinaciones de cepa, fuente 
de nitrógeno y salinidad. Las diferencias significativas entre medias se indican 
mediante agrupaciones con letras distintas (p < 0,05). 
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