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RESUMEN de la tesis de IVONNE SANDRA SANTIAGO MORALES, presentada 

como requisito parcial para la obtención del grado de DOCTOR  EN CIENCIAS DE LA 

VIDA CON ORIENTACIÓN EN BIOTECNOLOGÍA MARINA. Ensenada, Baja 

California. Septiembre 2011. 

POTENCIAL TÓXICO DE CEPAS DE Pseudo-nitzschia AISLADAS DE LA COSTA 

OCCIDENTAL DE BAJA CALIFORNIA 

Resumen aprobado por:    _______________________________ 

                                                                                Dr. Ernesto García Mendoza  

                                                                                 Director de Tesis  
 

El ácido domoico (AD) es una potente neurotoxina producida por diversas especies del género 

Pseudo-nitzschia (Pn) que puede afectar la salud pública, las pesquerías comerciales y 

recreacionales, y causar efectos nocivos en aves y mamíferos marinos. En la parte sur del 

Sistema de la Corriente de California (SCC), el envenenamiento por AD ha sido asociado 

principalmente con florecimientos de Pseudo-nitzschia multiseries y P. australis que se 

presentan generalmente durante eventos de surgencia. Sin embargo, los factores 

ambientales específicos que afectan el crecimiento y producción de AD han sido difíciles 

de identificar. Existe poca información acerca del potencial tóxico y distribución de 

especies del género Pn en la parte mexicana del SCC, por lo que uno de los objetivos del 

presente trabajo fue el de identificar y aislar cepas de Pn de la costa noroeste de Baja 

California, México y evaluar su potencial toxico (producción de AD). Se aislaron varias 

cepas de las cuales la única que produjo AD, fue la identificada como P. australis. Se 

caracterizó el crecimiento y producción de AD en P. australis (BTS-1, BTS-2) cultivada en 

una razón de silicatos a nitratos alta (2.5) y baja (0.5) a 10, 12, 14, 15, 18 y 20 °C. No se 

detectaron diferencias en el crecimiento y contenido de AD celular (cAD, fase estacionaria) 

con respecto a la razón Si:NO3 utilizada. La temperatura tampoco se relacionó con el 

contenido de cAD. El crecimiento óptimo se presentó en un intervalo estrecho de 

temperatura (12 y 14 °C). Se investigó asimismo, la relación entre la actividad fotosintética 

y contenido de AD (celular y disuelto) en cultivos de P. australis (BTS-1) mantenidos a la 

temperatura óptima de crecimiento (14 °C) a una alta (HL; 200 mol quanta m
-2

 s
-1

) y baja 

irradiancia (LL; 30 mol quanta m
-2

 s
-1

) y a las dos razones nutricionales evaluadas 

anteriormente (Si:NO3 2.5 y 0.5) Se detectó AD en diferentes condiciones de cultivo donde 

el contenido mayor de AD disuelto (dAD) se detectó en la fase de acondicionamiento (lag) 

del cultivo. En esta fase se detectó asimismo altas tasas fotosintéticas. Los organismos 

expuestos a una alta irradiancia (HL) presentaron tasas fotosintéticas menores que células 

mantenidas en baja irradiancia (LL). Las células cultivadas en estas dos condiciones 

presentaron una concentración de pigmentos fotoprotectores similar. Ya que la luz está 

relacionada con la producción e AD, se evaluó posteriormente el efecto de la fuente de 

nitrógeno, nivel de luz y cambios en condiciones de iluminación (periodos de obscuridad y 

luz) sobre la producción de esta toxina. Se observaron niveles de AD mayores en presencia 

de luz y nitrato que con ácido glutámico, y se observó un incremento en la respuesta 

fotosintética de células incubadas en oscuridad al re-exponerlas a iluminación, pero sin 

cambios en la concentración de AD. Por lo tanto, se hipotetiza que la biosíntesis de esta 
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toxina puede actuar como un consumidor de electrones para reducir la presión de 

excitación en el aparato fotosintético, por lo que la producción y liberación de AD en 

células de P. australis puede ayudar a mantener un balance entre la energía producida por 

la fotoquímica y consumo de la misma metabólicamente.  

 

Palabras Clave: Ácido domoico, Pseudo-nitzschia australis, temperatura, razón Si:NO3, 

fotosíntesis, pigmentos. 
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ABSTRACT of the thesis presented by IVONNE SANDRA SANTIAGO MORALES as 

a partial requirement to obtain the DOCTOR OF LIFE SCIENCES degree in Marine 

Biotechnology, Ensenada, Baja California, México, September, 2011. 

TOXIC POTENTIAL OF Pseudo-nitzschia STRAINS ISOLATED FROM THE 

WEST COAST OF BAJA CALIFORNIA. 

Domoic acid (DA) is a potent neurotoxin produced by several species of the genus Pseudo-

nitzschia. DA can affect public health, commercial and recreational fisheries, and causes 

harmful effects to marine mammals and birds. DA poisoning in the southern part of the 

California Current System (CCS) has been associated mainly with blooms of P. multiseries 

and P. australis. Blooms of these species have been associated with environmental 

conditions present during coastal upwelling, but the exact environmental factors that 

promote the accumulation (growth) of toxic species and the production of DA have been 

difficult to identify. There is scarce information about the distribution of Pseudo-nitzschia 

toxic species in the Mexican part of the CCS. In this study, we isolated and identified 

different strains of Pseudo-nitzschia from the Pacific coast of northern Baja California, 

Mexico. P. australis was the only strain that produced DA. The influence of a high (2.5) 

and a low (0.5) silicate to nitrate ratio on the growth and production of DA was 

characterized in two P. australis strains (BTS-1, BTS-2) cultured at different temperatures 

under batch conditions. A narrow temperature range for optimal growth was observed, with 

high biomass accumulation at 12 and 14 °C. No difference in growth and cellular DA 

content (cDA) was observed in cells cultivated at the two nutrient ratios. Also, cDA content 

in cells at the stationary phase of growth was not related to temperature. In order to 

investigate the relationships of photosynthesis and toxin production, changes in the 

concentration of DA (cellular and dissolved), photosynthetic physiology and pigment 

concentrations were characterized in P. australis (BTS-1) at different stages of growth in 

cultures maintained at the optimal growth temperature (14 °C) in high (HL; 200 mol 

quanta m
-2

 s
-1

) and low light (LL; 30 mol quanta m
-2

 s
-1

) and high (2.5) and low (0.5) 

Si:NO3 ratio. We found that P. australis produced DA at different photosynthetic 

conditions. The highest DA content in the culture was detected during in the lag phase of 

growth mainly in the medium (dDA), when the cells presented high maximum 

photosynthetic rates. Cells cultivated at HL produced more DA than LL cultured cells. P. 

australis cultured in HL presented lower photosynthetic rates than LL cells and similar 

concentrations of photoprotective pigments. The effects of nitrogen source, light level and 

light fluctuations on production of DA were determined for P. australis. High levels of 

domoic acid were observed in P. australis exposed to light and nitrogen in the form of 

nitrate, in contrast, the addition of glutamic acid resulted in lower concentrations of the 

toxin. The photosynthesis of dark adapted P. australis cells was enhanced following the 

exposure to light, and patterns of domoic acid occurred during light fluctuation. Therefore, 

we hypothesized that the production and release of DA in P. australis could be a strategy to 

maintain adequate photosynthetic rates since the biosynthesis of this toxin could act as an 

electron sink to reduce the excitation pressure in the photosynthetic apparatus.  
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Keywords: Domoic acid, Pseudo-nitzschia australis, temperature, Si:NO3 ratio, 

photosynthesis, pigments. 
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Capítulo I  

Introducción general 

 

Se han reconocido aproximadamente 300 especies de microalgas formadoras de 

florecimientos algales (acumulación significativa de biomasa) y solo una pequeña porción 

de estas producen compuestos tóxicos (Petry et al. 2007). Los florecimientos algales se 

asocian a eventos de surgencias costeras, eutrofización de ecosistemas costeros y tormentas 

invernales (Smayda, 1990; Hallegraeff, 1993, 2003; Anderson et al. 2002; Glibert et al. 

2005a, 2005b; Heisler et al. 2008; Howarth, 2008). A su vez, la producción de toxinas en 

las especies algales nocivas está asociada a factores ambientales. Sin embargo, no se 

conoce con exactitud los factores ambientales que promueven la formación, mantenimiento 

y decaimiento de florecimientos de la mayoría de las especies tóxicas, asimismo las 

condiciones específicas que inducen a la producción de la toxina son poco comprendidas 

(Granéli y Flynn, 2006). En las tres décadas pasadas, la incidencia de los florecimientos 

algales nocivos (FANs) y episodios tóxicos se ha incrementado tanto en frecuencia, como 

en su distribución geográfica, ocasionando un efecto adverso en el ambiente. 

Específicamente, la acumulación de toxinas en diferentes organismos y su transferencia al 

ser humano es el riesgo más importante de estos fenómenos (Anderson et al. 2002; FAO, 

2004). 

Las ficotoxinas son producidas por especies de microalgas de distintos grupos 

filogenéticos como cianobacterias, dinoflagelados y diatomeas principalmente. Los 

florecimientos de cianobacterias tóxicas se presentan generalmente en sistemas 

dulceacuícolas y pocas especies forman florecimientos en ambientes marinos. Los 

dinoflagelados son el grupo con el mayor potencial tóxico, ya que se han identificado 

aproximadamente a unas 60 especies productoras de compuestos bioactivos hidrofílicos o 

liposolubles que pueden presentar efectos hemolíticos, neurotóxicos o enterotóxicos 

(Zaccaroni y Scaravelli, 2008; FAO, 2004). En contraste, en el grupo de las diatomeas, 

pocas especies que pertenecen a un solo género (Pseudo-nitzschia) han causado 

intoxicaciones humanas y muerte de aves y mamíferos marinos (Bates y Trainer, 2006). De 
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los cinco síndromes de envenenamiento inducidos por toxinas marinas producidas por 

microalgas (paralítico, diarreico, amnésico, neurotóxico y envenenamiento por ciguatera), 

el envenenamiento amnésico por consumo de moluscos (ASP, por sus siglas en inglés: 

Amnesic Shellfish Poisoning) es la intoxicación asociada a florecimientos algales de 

Pseudo-nitzschia (Zaccaroni y Scaravelli, 2008). Específicamente, el ácido domoico (AD) 

fue el agente causal de la muerte de tres personas en un evento de intoxicación ocurrido en 

1987 en Canadá (Wrigth, 1989). Desde este primer evento reconocido de ASP, se han 

creado programas de monitoreo e investigación en varias partes del mundo y se ha 

reconocido al envenenamiento por AD como uno de los síndromes tóxicos mas importantes 

causado por microalgas en el Sistema de la Corriente de California (GEOHAB, 2005). En 

este sistema, los FAN asociados a especies de Pseudo-nitzschia tóxicas han causado 

mortalidades masivas y recurrentes de pelícanos, cormoranes y leones marinos, así como 

pérdidas económicas importantes al afectar a la acuicultura, pesquerías y turismo en varias 

áreas costeras desde el sur de Canadá y regiones de la costa Oeste de Estados Unidos 

(Jeffery et al. 2004; Torres et al. 2009). 

  En la región norte de la península de Baja California se han presentado casos de 

mortandad de mamíferos y aves marinas, que se ha supuesto que fueron causados por 

envenenamiento por AD, aunque esto no se ha confirmado. Se pensaba que no había 

acumulación de AD la región ya que no existían reportes de la presencia de especies 

tóxicas ni mediciones de la concentración de esta toxina en el ambiente. Sin embargo, en el 

2007 se detectó un florecimiento de P. australis y presencia de AD en material particulado 

en la región de la Bahía de Todos Santos (García-Mendoza et al. 2009). Esto indica que 

existe la probabilidad de ocurrencia de eventos de envenenamiento por AD en la región. 

Sin embargo, no se conoce con exactitud cuáles son los factores que influyen sobre el 

crecimiento y producción de AD de P. australis. Por otro lado, existe poca información de 

los mecanismos de incorporación de AD en organismos de niveles tróficos superiores, lo 

que limita conocer el potencial de intoxicación por AD en la región. Por lo tanto, el 

presente trabajo se enfoca a entender los mecanismos de control de la producción de AD en 

P. australis como principal especie responsable de la acumulación de esta toxina en nuestra 

región. Aunado a lo anterior, se caracterizó el crecimiento poblacional de P. australis a 
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diferentes temperaturas y condiciones de nutrientes para entender el efecto de estas 

variables sobre la acumulación esta especie en la región.  

  

I.1. Intoxicación de tipo amnésica (ASP) 

Los síndromes causados por ficotoxinas marinas se clasifican generalmente, por el tipo de 

intoxicación y sintomatología asociada. La intoxicación tipo amnésica o envenamiento 

amnésico por consumo de molusco es ocasionada por el ácido domoico que es producida 

principalmente por diatomeas del género Pseudo-nitzschia. El AD, aislado e identificado 

en 1950 del alga roja Chondria armata, fue el agente causal de una evento de ASP que 

ocurrió en 1987 en la Isla Príncipe Eduardo, Canadá, en donde la diatomea Pseudo-

nitzschia multiseries (Nitzschia pungens f. multiseries) fue el organismo responsable (Bates 

et al. 1989; Hallegraeff, 1995; Hasle y Fryxell, 1995; Ravn, 1995). Desde entonces, se han 

registrado florecimientos tóxicos de otras especies del género Pseudo-nitzschia (Martin et 

al. 1990; Todd, 1993; Lundholm et al. 1994; Rhodes et al. 1998; Kotaki et al. 2000; Sarno y 

Dahlman, 2000). La intoxicación por AD ocasiona hiperexcitación neuronal seguida por 

pérdida crónica de función en sistemas neurales y susceptibilidad a degeneración 

excitotóxica (Bell, 2003). El AD es un aminoácido no proteico ((3S,4S)-3-carboximetil-4-

[(1Z,3R,5R)-(5-carboxi-1-metilhexa-1,3-dien-1-il]-L-prolina) que presenta 8 isómeros (A, 

B, C, D, E, F, G y H) (Fig. 1), los cuales son análogos estructurales del ácido glutámico, 

neurotransmisor excitatorio más importante en el sistema nervioso central (CNS), 

responsable de diversas funciones dentro del cerebro (Wright y Quilliam, 1995; Holland et 

al. 2005; Trainer et al. 2008). No obstante a que el AD es estructuralmente más complejo 

que el ácido glutámico, este presenta una alta afinidad por los receptores glutamato (GluR) 

causando un desequilibrio del Ca
+2 

citosólico de la neuronas y por consiguiente la 

despolarización de la membrana (Johnson y Koerner, 1988; Mabry, 2001; Pulido, 2008). 

Particularmente, el AD presenta mayor afinidad de enlace a los receptores glutamato en 

comparación a los isómeros que carecen del doble enlace 1’-2’ con la configuración Z 

(Holland et al. 2005). El AD también presenta afinidad con los receptores 2-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPARs) y kainato (KARs) produciendo 
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disturbios iónicos celulares persistentes, hinchazón y neurodegeneración en el hipocampo. 

De los diferente isómeros, el diastereoisómero C5', posee casi la misma capacidad de unión 

al receptor kainato que el AD (Wright y Quilliam, 1995).  
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Figura 1. Estructura química del ácido domoico y sus isómeros. Tomado de Jeffery et 

al. (2004). 
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La activación neuronal es controlada de manera normal por la reabsorción o 

inactivación rápida del glutamato por enzimas específicas. Sin embargo, la  carencia de un 

sistema de remoción para el AD que controle la  activación neuronal, causa la liberación 

secundaria de óxido nítrico y glutamato endógeno, exacerbando la muerte neuronal (Nijjar 

y Nijjar, 2000; Qiu et al. 2006).  

Se ha sugerido que el mecanismo de excitotoxicidad inducido por el AD en 

diferentes organismos incluyendo a los humanos, involucra el paso del AD a través de la 

barrera sangre-cerebro (Lefebvre et al. 2001). Sin embargo, a pesar de que el mayor riesgo 

de exposición al AD se origina del consumo dietario (Kvitek et al. 2008), muy pocos 

estudios han examinado el efecto de la administración oral del AD (Jeffery et al. 2004). Se 

han utilizado tratamientos intravenosos e intraperitoneales en diferentes modelos animales, 

observándose cambios neuroconductuales que dependen de la dosis y ruta de asimilación, 

siendo las consecuencias de la incorporación intraperitoneal y intravenosa mayores que 

aquellas asociadas con la exposición oral (Jeffery et al. 2004; Grant, 2010). A su vez, las 

diferencias en tolerancia al AD entre distintos organismos se han atribuido a la variación en  

absorción, distribución, metabolismo y excreción del AD (Jeffery et al. 2004; Lefebvre et 

al. 2010). Por ejemplo, los ratones son menos susceptibles que las ratas, las cuáles a su vez, 

son menos susceptibles que los monos y humanos; en contraste, los moluscos y los peces 

aparentemente son resistentes a la exposición dietaria de AD en dosis altas (Trainer et al. 

2008; Lefebvre et al. 2010). 

 

I.2. Pseudo-nitzschia: Taxonomía y ciclo de vida  

La clasificación taxonómica de las diatomeas se basa principalmente en características 

morfológicas de la estructura de su esqueleto silíceo (Fig. 2). Las características del género 

Pseudo-nitzschia son: células elongadas, rectangulares o fusiformes en vista cingular. 

Asimismo, se presentan como células solitarias o forman cadenas escalonadas unidas por 

traslapes de las puntas valvares y presentan un rafe excéntrico no elevado arriba del nivel 

general de la valva; a su vez, la valva es poco lanceolada a fusiforme y lineal con 

terminaciones redondeadas con ausencia de poroides en la pared del canal del rafe.  
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Las características específicas que definen a las diferentes especies son la longitud 

(Fig. 2B) y amplitud de la valva (Fig. 2C), longitud del traslape de las puntas valvares (Fig. 

2A), forma de las puntas valvares (Fig. 2E), densidad lineal de interestrías y fíbulas y 

presencia del interespacio central (Fig. 2D). En la mayoría de los casos, la identificación de 

las especies es difícil ya que se necesita analizar la ultra-estructura del himen de los 

poroides, específicamente el número de sectores (Fig. 2F) y su patrón de distribución (Fig. 

2G) (Anexo I). Recientemente, se han utilizado técnicas moleculares para identificar 

especies difíciles de diferenciar mediante características morfológicas (Lundholm y 

Møestrup 2000; Lundholm et al. 2002, 2003, 2006; Orsini et al. 2002, 2004; Evans et al. 

2004, 2005; Cerino et al. 2005; Amato et al. 2007), lo cual ha permitido la rápida detección 

de especies específicas que originan florecimientos tóxicos (Janson y Hayes, 2006; Litaker 

y Tester, 2006). 

Las diatomeas presentan un ciclo de vida complejo, se encuentran la mayor parte 

del tiempo en crecimiento vegetativo, tienen la capacidad de producir estados de reposo 

(células y esporas de reposo) y contrario a la mayoría de los otros grupos algales, el 

proceso de reproducción de tipo sexual no es un factor normal en latencia (Round et al. 

1990; Edlund y Stoermer, 1997).  

El crecimiento vegetativo esta caracterizado por la disminución de tamaño de los 

organismos al existir división celular. Esto es provocado por la formación de dos nuevos 

componentes dentro de la célula parental, que resultan en la reducción del eje apical, sin 

cambios significativos en los ejes trans-apical y pervalvar (Amato et al. 2005; Chepurnov 

et al. 2005). En el proceso de reproducción del tipo sexual se lleva a cabo la restauración 

del tamaño celular, en donde a partir de la formación de auxosporas se desarrolla una célula 

vegetativa de gran tamaño, llamada célula inicial. Se han sugerido como factores 

importantes para la inducción de la sexualidad una reducción del tamaño celular de 30 a 

40% del tamaño celular máximo, condiciones ambientales adecuadas, y la fase del ciclo 

celular (Round et al. 1990; Mann, 1993; Edlund y Stoermer, 1997). 
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Figura 2. Morfología característica de la frústula de una diatomea del género Pseudo-

nitzschia y estructura del himen de poroides (F= Sectores: dos, cuatro, diversos; G= 

Patrón: circular, hexagonal, disperso). Modificado de Lundholm et al. (2003). 

 

La reproducción del tipo sexual típica en especies del género Pseudo-nitzschia (Fig. 

3), se inicia entre dos células de tipo sexual opuesto (heterotálicas) en buena condición 

fisiológica con potencial de transformación en gametangios ubicadas lado a lado, las cuáles 

producen dos gametos carentes de flagelos, morfológicamente idénticos, pero 

conductualmente diferentes, diferenciados en “masculino” (gameto activo) y “femenino” 

(gameto pasivo) (Davidovich y Bates, 1998; Chepurnov et al. 2004; Amato et al. 2005). 

Los gametos activos se mueven por acción amiboide hacia los gametos pasivos, 

obteniéndose como resultado de la fusión dos cigotos conectados débilmente a la frústula 

de la célula “madre”, y cuya elongación en auxospora permite obtener células iniciales 

largas con nuevas frústulas, que al ser liberadas de la auxospora representan la parte 

vegetativa del ciclo de vida (Round et al. 1990; Davidovich y Bates, 1998; Hiltz et al. 

2000; Kaczmarska et al. 2000; Amato et al. 2005; Chepurnov et al. 2005). La formación de 
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células de reposo, como un medio de sobrevivencia a periodos prolongados de oscuridad y 

bajas temperaturas, se ha documentado en diatomeas. Las células de reposo, a diferencia de 

una espora de reposo que produce una frústula modificada, poseen la masa del citoplasma 

granular contraída dentro de una frústula no-modificada, manteniendo su mecanismo 

fotosintético viable, lo cual les permite retomar el crecimiento en condiciones ambiéntales 

adecuadas (Smayda y Mitchell-Innes, 1974; Anderson, 1975; Hargraves y French, 1983). 

 

   

Figura 3. Crecimiento vegetativo y reproducción sexual en Pseudo-nitzschia australis. 

A) División de una célula vegetativa. B) Cigotos obtenidos después de la fusión de 

gametos. C) Auxosporulación, célula inicial (flecha) más corta que la auxospora 

formada. 

 

I.3. Biosíntesis del ácido domoico (AD)  

La ruta biosintética del ácido domoico, la cual se elucido con 
13

C-acetato como molécula 

trazable, comprende una vía de ensamble del anillo de prolina (Fig. 4A). Este anillo es el 

resultado de la condensación de un análogo del ácido glutámico derivado del ácido cítrico y 

una unidad de geranil pirofosfato (GPP) derivada del ácido mevalónico, el cual forma al 

precursor del ácido domoico, cuya subsecuente ciclisación genera el ácido domoico. Sin 

embargo, la baja incorporación de acetato en la unidad de geranil, sugiere que los bloques 

de construcción de acetato utilizado para la síntesis de mevalonato provienen de otras rutas 

metabólicas (Fig. 4B) (Douglas et al. 1992; Subba-Rao et al. 1998; Kalaitzis et al. 2010). 

A B C 
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La síntesis de AD requiere nitrógeno y una cantidad importante de energía 

representada por el consumo de ATP y NADPH. Por lo tanto, los factores que reducen la 

incorporación y/o asimilación de nitrógeno afectan su síntesis (Bates, 1998; Bates et al. 

2000). Asimismo, la irradiancia afecta indirectamente la producción de AD ya que la 

asimilación de nitrógeno depende en gran manera del trabajo fotosintético (Cochlan et al. 

2008). Por lo tanto se ha sugerido que la clorofila a (Chl a), responsable de la captura de 

energía para el trabajo fotosintético es esencial para la producción de AD (Bates et al. 

1991; Pan et al. 1998), y que existe un acople entre la actividad fotosintética y la 

producción de esta toxina (Bates et al. 1991).  
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Figura 4. Ruta biosintética propuesta para el ácido domoico, basada en experimentos 

de incorporación de 
13

C-acetato (Douglas et al. 1992; Subba Rao et al. 1998; Kalaitzis 

et al. 2010). 
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I.4. Toxicidad de especies del género Pseudo-nitzschia 

Se han reconocido hasta ahora a 12 especies del género Pseudo-nitzschia como productoras 

de AD: P. australis, P. seriata, P. multiseries, P. pungens, P. cuspidata, P. calliantha, P. 

delicatissima, P. pseudodeliatissima, P. fraudulenta, P. turgidula, P. galaxiae, y P. 

multistriata (Bates, 2000; Bates y Trainer 2006; Møestrup y Lundholm 2007).  

 Los niveles celulares de AD de las diferentes especies medidos tanto en campo 

como en laboratorio son muy variables y difieren entre ellos (Anexo II). De la diferentes 

especies tóxicas, se ha considerado a P. australis como la especie con mayor potencial 

tóxico por su alto contenido celular de AD. Por lo tanto, los niveles más altos de esta toxina 

en el ambiente (3.8-12.7 g L
-1

 ó 78-117 pg cel
-1

) han estado asociados a la presencia de 

esta especie en las costas de California, E.U.A. (Scholin et al. 2000; Trainer et al. 2000; 

Schnetzer et al. 2007). Asimismo, P. cuspidata ha sido reconocida recientemente (Trainer 

et al. 2009a, 2009b) como una especie con alto potencial tóxico al alcanzar altas densidades 

durante florecimientos y producir niveles importantes de AD (63-80 pg cel
-1

). P. 

multiseries y P. punges son consideradas de moderada a altamente tóxicas, aunque ésta 

última especie no siempre produce AD (Bates et al. 1998; Aifeng et al. 2005). El contenido 

celular de AD en P. multiseries se ha reportado entre 6 y 32 pg AD cel
-1

 (Waltz et al. 1994; 

Trainer et al. 2000), en tanto que P. punges exhibe diferente capacidad para producir esta 

toxina de acuerdo al área geográfica de procedencia (Rhodes et al. 1996; Vrieling et al. 

1996; Bates et al. 1998; Trainer et al. 2000). Especies como P. pseudodelicatissima, P. 

turgidula, producen menos de la décima parte (0.7-4.6 pg cel
-1

) del nivel de AD registrado 

para P. australis (Rhodes et al. 1996; Rhodes, 1998; Bates, 2000; Trainer et al. 2002; 

Marchetti et al. 2004). Por otra parte se han aislado clones tóxicos y no-tóxicos de P. 

calliantha (Martin et al. 1990; Lundholm et al. 2003).  

 La capacidad de producir AD entre especies y cepas es difícil de comparar en 

cultivo, debido a las diferentes condiciones de crecimiento de las mismas y a que la 

concentración celular de AD es evaluada durante diferentes fases de crecimiento (Bates et 

al. 1989; Cusack et al. 2002). Asimismo, se ha observado que la producción de AD en 

algunas especies de Pseudo-nitzschia se pierde en células mantenidas durante periodos 
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prolongados en cultivo (Baugh et al. 2006; Schnetzer et al. 2007). Se ha propuesto que la 

perdida de la capacidad de producción de AD esta relaciona con la disminución en el 

tamaño celular (Bates et al. 1999).  

 

I.5. Factores que afectan  el crecimiento y  producción de AD en especies del género 

Pseudo-nitzschia 

Los factores ambientales y las condiciones fisiológicas que promueven la 

producción de AD en especies del género Pseudo-nitzschia no se conocen en su totalidad 

(Horner et al. 1997; Bates et al. 1998; Maldonado et al. 2002; Kudela et al. 2004a; 

Lundholm et al. 2004). Por ejemplo, existe evidencia de que la producción de AD está 

asociada a un estrés fisiológico, ya sea por limitación en la disponibilidad de 

macronutrientes (Bates et al. 1991; Pan et al. 1996a, 1996b) y/o micronutrientes (Rue y 

Bruland 2001; Maldonado et al. 2002; Wells et al. 2005), la forma de nitrógeno disponible 

para crecimiento (Bates et al. 1993; Armstrong-Howard et al. 2007; Cochlan et al. 2008) y 

pH elevado (Lundholm et al. 2004). Asimismo, temperaturas e irradiancias estresantes 

afectan la producción de AD, directamente por impacto en la ruta metabólica de síntesis de 

este metabolito, o indirectamente por regulación de las tasas de división celular (Pan et al. 

1998; Cochlan et al. 2008). Una concentración alta de silicatos en el ambiente parce ser un 

factor importante que permite el crecimiento y producción de AD en especies de Pseudo-

nitzschia (Hutchins y Bruland, 1998). Asimismo en cultivos se ha observado que 

concentraciones no limitantes de nitrógeno son un pre-requisito para el crecimiento celular 

y producción de la toxina (Bates, 1998; Bates et al. 1991; Kudela et al. 2004a, 2004b). Sin 

embargo, parece ser que la razón de estos dos micronutrientes en lugar de su concentración 

absoluta es más importante sobre el crecimiento y producción de AD en P. australis, P. 

multiseries, P. punges y P. cuspidata (Trainer et al. 2000, 2009; García-Mendoza et al. 

2009). Específicamente estas especies se acumulan en el ambiente cuando existe una razón 

alta de silicatos a nitratos (García-Mendoza et al. 2009; Trainer et al. 2009). De manera 

contraria, las especies de Pseudo-nitzschia del grupo delicatissima (ligeramente 

silificadas), presentan una ventaja aparente en su crecimiento con otras diatomeas cuando 
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existe una razón baja de  silicatos a nitratos (Parsons et al. 2002; Cusak et al. 2004; 

Kaczmarska et al. 2007; Quijano-Scheggia et al. 2008).  

Las especies del género Pseudo-nitzschia pueden utilizar fuentes de N tanto 

orgánicas como inorgánicas (Dortch, 1990; Cochlan et al. 2008); sin embargo, las tasas de 

incorporación dependen del estado fisiológico de las células (Eppley et al. 1977;  

McCarthy, 1972). Se ha generalizado que el amonio es asimilado más fácilmente que el 

nitrato (McCarthy et al. 1977; Syrett, 1981). Las diatomeas en particular, incorporan 

grandes cantidades de nitrato en condiciones de alta luz, y en condiciones de temperatura 

baja (Dortch et al. 1979; Collos, 1980, 1982; Lomas y Glibert, 1999). La urea es 

considerada como la mejor fuente de nitrógeno para diversas especies de fitoplancton, sin 

embargo en el laboratorio el crecimiento de diatomeas no mejora con este nutriente 

(Glibert et al. 2006, 2008).   

Al igual que los macronutrientes la disponibilidad de hierro puede afectar el 

crecimiento de especies tóxicas del género Pseudo-nitzschia (Hutchins y Bruland 1998; 

Wells et al. 2005). Durante experimentos de enriquecimiento por hierro en el océano se ha 

observado la proliferación de especies de Pseudo-nitzschia, llegando a dominar la 

comunidad y representar una proporción importante de la biomasa fitoplanctónica (Assmy 

et al. 2007; Marchetti et al. 2008), sin embargo, ninguno de los aislados de estos 

experimentos  produjo ácido domoico (Marchetti et al. 2008). Por otra parte, Trainer et al. 

(2009b) encontraron una mayor concentración de AD en zonas con una baja disponibilidad 

de Fe disuelto, lo que sugiere que este metal puede tener un control sobre los niveles 

celulares de AD. El probable efecto del Fe sobre la producción de AD también se ha 

observado en cultivos. En la fase exponencial de crecimiento de P. australis, P. multiseries 

y P. fraudulenta, en células limitadas por disponibilidad de hierro o estresadas con cobre se 

documentó un aumento en la concentración de AD disuelto y disminución del AD celular, 

lo que ha llevado a hipotetizar que la excreción de esta toxina sirve para acomplejar 

metales traza y facilitar su transporte hacia la célula (Maldonado et al. 2002; Wells et al. 

2005). Sin embargo, las constantes de enlace del AD a hierro y a cobre son demasiado 

bajas para competir efectivamente con otros ligandos en el ambiente (Rue y Bruland, 

2001). 
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Por otro lado, se ha propuesto que las bacterias juegan un papel importante, pero no 

esencial en la producción de AD, por lo que se ha sugerido que la incorporación de 

precursores bacterianos por Pseudo-nitzschia promueve la producción de AD (Douglas y 

Bates 1992; Osada y Stewart, 1997; Stewart et al. 1997; Bates et al. 2004; Kaczmarska et 

al. 2005; Hagström et al. 2007). Asimismo, Kobayashi et al. (2003), proponen que 

bacterias intracelulares están involucradas en la producción de AD en P. multiseries. 

La irradiancia puede afectar los niveles celulares de AD debido a que la energía 

fotosintética es requerida para la producción de AD (Bates et al. 1991). Por ejemplo, 

cultivos mantenidos a una alta irradiancia producen más AD (15 a 26 pg cel
-1

) que cultivos 

expuestos a una baja irradiancia (0.98 a 7.0 pg cel
-1

) (Lewis et al. 1993; Cusack et al. 

2002). Asimismo, el periodo de exposición a luz puede afectar la producción de AD, por 

ejemplo cultivos de P. australis expuestos a luz constante no produjeron AD, mientras que 

sí se observó la producción de esta toxina en células  expuestas a un ciclo de 12:12 h 

luz:oscuridad (Villac et al. 1993). 

Se tiene la idea generalizada de que al finalizar la fase estacionaria de crecimiento, 

se reduce el contenido celular de AD y se incrementa la proporción de AD disuelto, ya que 

existe liberación de la toxina debido a defectos en la membrana celular ocasionados por 

deficiencias nutricionales (Bates et al. 1991; Pan et al. 1996a; Bates, 1998). Sin embargo, 

la liberación de AD se ha observado también en la fase inicial de crecimiento del cultivo 

cuando no hay  limitación por nutrientes (Douglas y Bates, 1992; Bates et al. 1993; Osada 

y Stewart, 1997; Bates, 1998). Aunado a esto, el desfase entre la producción de AD y la 

división celular sugiere que la toxina se produce específicamente cuando las células no 

están en división (Bates y Richard, 1996). Se ha observado que cultivos de P. multiseries 

limitados por Si o P, producen normalmente solo AD durante la fase estacionaria, una vez 

que la división celular ha cesado. Asimismo, la mayor producción de AD en P. seriata se 

presenta al final de la fase exponencial y principalmente durante la fase estacionaria (Subba 

Rao et al. 1990; Bates et al. 1991, 1993; Douglas y Bates, 1992; Lundholm et al. 1994, 

2004; Pan et al. 1996a; Bates, 1998; Kotaki et al. 1999; Fehling et al. 2004; Marchetti et al. 

2008; Thessen et al. 2009). Por otra parte, la producción de AD en P. australis se presenta 

al inicio y en casi toda la fase exponencial y no solamente durante la fase estacionaria 
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(Garrison et al. 1992; Cusack et al. 2002) al igual que en P. pseudodelicatissima (Pan et al. 

2001) y P. calliantha (Besiktepe et al. 2008). 

 

1.6. Fotosíntesis y su regulación en respuesta a variaciones en las condiciones 

ambientales 

La fotosíntesis, es el proceso por el cual la luz capturada por organismos autótrofos es 

convertida en energía química y representa un proceso que es altamente regulado en 

respuesta a las condiciones ambientales (Allen, 1998; Biswal, 2005). Los organismos 

responden a los cambios ambientales mediante el ajuste de su aparato fotosintético, 

eficientizando, por un lado la captura de luz o protegiendo de esta cuando se encuentra  en 

exceso. La plasticidad de los organismos fotosintéticos define su tolerancia hacia el estrés y 

contribuye a mantener una eficiencia fotosintética óptima y utilización de recursos en 

condiciones ambientales cambiantes. Diferentes factores de estrés pueden influenciar uno o 

más eventos asociados con el proceso fotosintético como captura de luz, conversión de 

energía, transporte de electrones, translocación de protones y fijación de carbono 

(Anderson et al. 1995). 

La tasa de fotosíntesis está definida como la tasa de evolución de O2 por las 

reacciones luminosas de la fotosíntesis o la tasa de fijación de CO2 y/o HCO3
- 

por las 

reacciones oscuras. La curva de respuesta fotosíntesis a diferentes irradiancias (P-E) refleja 

la condición fisiológica de los organismos fotosintéticos asociada a su aclimatación o 

características adaptativas en respuesta a factores externos. En su forma y magnitud se 

integran la biofísica, bioquímica y procesos metabólicos que regulan la fotosíntesis (Platt et 

al. 1977; Falkowski, 1992; Geider y Osborne, 1992; Falkowski y Raven, 1997). La relación 

P-E se obtiene al graficar la tasa fotosintética normalizada por un descriptor de biomasa 

(P

) contra la irradiancia (E), y se caracteriza en una región limitada por luz, en la cual la 

fotosíntesis aumenta respecto al incremento en la irradiancia, una región saturada por luz, 

en la cual la fotosíntesis es máxima e independiente de la irradiancia y, una región de 

fotoinhibición, en la cual la fotosíntesis disminuye con el aumento en la irradiancia (Fig. 5) 

(Platt et al. 1977; MacIntyre et al. 2002).  
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Figura 5. Curva de respuesta fotosíntesis-irradiancia (P-E).Donde 
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describe la reducción de la tasa fotosintética a alta irradiancia. 

 

Las microalgas utilizan diversos mecanismos fisiológicos en la regulación de la actividad 

fotosintética, para mantener el crecimiento en un amplio intervalo de irradiancias, 

temperaturas y nutrientes (Laws y Bannister, 1980).  

Se ha reportado que la energía de la fotosíntesis es requerida directamente para la 

producción de AD en Pseudo-nitzschia (Pan et al. 1996c). Las especies del género Pseudo-

nitzschia, presentan historias de vida típicas de otras diatomeas planctónicas, se pueden 

hallar tanto en la capa superior de la columna de agua, como a una profundidad donde se 

presentan irradiancias extremadamente bajas (Rines et al. 2002). Estas especies forman 

florecimientos tóxicos en tres de los principales sistemas de surgencias costeras (Corriente 

de California, Canaria y Benguela), por lo que deben de poseer mecanismos que les 

permita responder a un régimen fluctuante tanto de irradiancia como de nutrientes, ya que 

los eventos de florecimientos de fitoplancton en estos sistemas están asociados 

principalmente a ciclos de surgencia-relajación-hundimiento (Kudela et al. 2010). 
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I.7. Transporte y absorción del ácido domoico 

La probabilidad ocurrencia de un evento de intoxicación depende, además de la presencia y 

acumulación de las toxinas en el medio ambiente, del flujo y acumulación de las mismas en 

diferentes niveles tróficos. Las ficotoxinas pueden acumularse y sufrir transformación en 

ciertos organismos que puede causar intoxicación a consumidores de niveles tróficos 

superiores (Mariën, 1996; Lefebvre et al. 1999, 2001; Costa y Garrido, 2004; Vigilant y 

Silver, 2007; Bargu et al. 2008; Goldstein et al. 2008). Aunque una pequeña fracción de 

aminoácidos puede pasar el tracto digestivo por simple difusión, la mayoría son 

transportados del intestino a la sangre por transportadores dependientes o independientes 

de sodio (Mailliard et al. 1995). El ácido domoico está relacionado al grupo de 

aminoácidos excitatorios para los cuales existe una familia de transportadores específicos 

de alta afinidad (EAAT; Seal y Amara, 1999). Se han identificado cinco miembros de la 

familia EAAT, de los cuales los EAAT1 a EAAT4 son altamente expresados en tejido del 

cerebro y tienen distintos patrones de distribución cada uno, el EAAT5 presenta el patrón 

más restringido de toda la familia, encontrándose solamente en el tejido retinal. Los 

transportadores EAAT1 y EAAT3 son expresados fuera del cerebro y este último es el más 

ampliamente distribuido entre diferentes tejidos  (duodeno, yeyuno, íleo, corazón, hígado o 

pulmón) por lo que se piensa que es el responsable del abastecimiento de aminoácidos 

aniónicos para procesos metabólicos celulares generales (Seal y Amara, 1999; Danbolt, 

2001).  

La presencia de aminoácidos en la sangre depende, al menos parcialmente, de la 

tasa de absorción de estos compuestos en el intestino. El sistema de transporte intestinal de 

aminoácidos es capaz de adaptarse a cambios en los niveles de aminoácidos dietarios, 

asimismo las interacciones entre diferentes aminoácidos pueden interferir con la absorción 

de alguno de estos individualmente (Maenz et al. 1993). Por lo tanto, se ha sugerido que los 

diferentes mecanismos de absorción celular in vivo afectan el transporte de ciertos 

aminoácidos hacia la sangre, afectando su acción como excitotoxinas (Mayer y Westbrook, 

1987). 
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I.8. Antecedentes 

I.8.1. Importancia del ASP en el Sistema de la Corriente de California 

Existe un número extenso de reportes de la presencia de especies con potencial tóxico del 

género Pseudo-nitzschia en aguas costeras alrededor del mundo. Después del primer 

registro de envenenamiento por ácido domoico detectado en 1987 en la Isla Príncipe 

Eduardo, Canadá, la toxina ha sido relacionada con varios eventos tóxicos en la costa Oeste 

de Estados Unidos entre Washington y el Sur de California (Bates et al. 1989; Wright et al. 

1989; Fritz et al. 1992; Scholin et al. 2000; Trainer et al. 2000;  Anderson et al. 2006; 

Busse et al. 2006; Schnetzer et al. 2007). Debido a su frecuencia y magnitud, se ha 

reconocido al envenenamiento por AD como uno de los principales síndromes tóxicos 

causados por microalgas en el Sistema de la Corriente de California (GEOHAB, 2005). La 

ausencia de barreras geográficas importantes que afecten el flujo de la Corriente de 

California de norte a sur, y la tendencia de aparición de eventos tóxicos (norte a sur en la 

costa oeste de USA) sugiere que especies tóxicas del género Pseudo-nitzschia se 

encuentren o se dispersen en tiempo en toda la parte sur de la Corriente de California. 

Los registros de Pseudo-nitzschia en México incluyen especies con potencial tóxico como 

P. australis, P. seriata, P. mutiseries, P. pungens, P. pseudodelicatissima y P. fraudulenta 

(Hernández-Becerril, 1998; Hernández-Becerril y Díaz-Almeyda, 2006; Hernández-

Becerril et al. 2007; Gárate-Lizárraga et al. 2007; García-Mendoza et al. 2009; Barocio-

Leon et al. 2008). Sin embargo, en la región Mexicana de la Corriente de California no 

existe ningún reporte de envenenamiento por ácido domoico, a pesar del registro de 

eventos de mortalidad masiva de aves y mamíferos marinos en la región. Solo se ha 

confirmado un evento de envenenamiento por ácido domoico en México, el cual ocurrió en 

la región de los Cabos, Baja California Sur (Sierra-Beltrán et al. 1997), en donde se 

documento la muerte de aves marinas alimentadas con pescado contaminado por AD, pero 

no se identificó a la especie de Pseudo-nitzschia responsable de la producción de esta 

toxina. Por otro lado, solo dos trabajos en México reportan concentraciones de AD en el 

medio identificando la especie responsable. En la Bahía de La Paz Gárate-Lizárraga et al. 

(2007) identificaron a P. fraudulenta como productora del AD, y en la Bahía de Todos 
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Santos, Baja California, se identificó a P. australis como principal especie asociada a la 

presencia de AD en la zona (García-Mendoza et al. 2009). 

 

I.8.2. Pseudo-nitzschia australis  

Pseudo-nitzschia australis fue inicialmente identificada por Hasle (1972), como 

componente regular del fitoplancton en áreas del hemisferio sur (Chile, Perú, Argentina, 

Sudeste de África, y Nueva Zelanda), posteriormente se registro su presencia en la costa 

Oeste de E.U.A. (Buck et al. 1992; Horner y Postel, 1993; Villac et al. 1993), y en España, 

Irlanda y Escocia, en Europa (Míguez et al. 1996; Rhodes et al. 1996; McMahon y Silke 

2000; Gallacher et al. 2001). P. australis ha sido responsable de la muerte masiva de aves 

(cormoranes y pelícanos) y mamíferos marinos (leones marinos) en las costas de California 

(Fritz et al. 1992; Scholin et al. 2000). Asimismo, se ha identificado como la fuente de AD 

en cultivos de mejillones y ostras en Nueva Zelanda, Escocia, Irlanda y España (Míguez et 

al. 1996; Rhodes et al. 1996; McMahon y Silke 2000; Gallacher et al. 2001).  

A pesar de que Pseudo-nitzschia australis es considerada la principal especie 

productora de AD del género, existen relativamente pocos estudios en condiciones 

controladas que abordan las condiciones que favorecen su crecimiento y producción de 

toxinas. Se ha documentado que la producción de la toxina inicia durante la fase 

exponencial y aumenta en la fase estacionaria a una alta irradiancia (Garrison et al. 1992; 

Cusack et al. 2002). Asimismo, esta especie produce el ácido iso-domoico C, isómero con 

menor potencial neurotóxico (Rhodes et al. 2004; Holland et al. 2005). Se conoce que P. 

australis puede liberar AD al medio bajo condición de estrés por hierro o cobre, como un 

posible sistema de adquisición de estos compuestos para la célula (Maldonado et al. 2002; 

Wells et al. 2005). Además esta especie puede utilizar formas de nitrógeno orgánicas e 

inorgánicas, con preferencia por nitrato, pero con mayor producción de AD y tasas 

menores de crecimiento al utilizar urea (Armstrong-Howard et al. 2007; Cochlan et al. 

2008). Por último, se ha documentado que la limitación del crecimiento por silicatos está 

asociada a una disminución del desempeño fotosintético, y se correlaciona con el 

incremento en la producción del AD medido en la fase estacionaria del cultivo (Kudela et 

al. 2004b). 
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I.9. Planteamiento del problema y estructura de la tesis 

En  la región norte de la Península de Baja California han existido casos no verificados de 

eventos de envenenamiento por ácido domoico que han causado la muerte de aves marinas, 

así como también varamientos y muerte de mamíferos marinos. Recientemente se confirmó 

la presencia de de AD y se identificó a Pseudo-nitzschia australis en material particulado 

(fracción retenida en filtros) de la columna de agua. Por lo tanto, se considera que en la 

región existe la probabilidad de ocurrencia de envenenamiento por ácido domoico (EAD) 

relacionado a florecimientos de diatomeas tóxicas del género Pseudo-nitzschia. La falta de 

información de las especies con potencial tóxico que existen en la región, de las 

características de crecimiento asociado a factores ambientales específicos, así como el 

desconocimiento de los factores que influyen en la producción del AD limitan la 

evaluación del potencial de ocurrencia de EAD en la región. Por lo tanto el objetivo 

principal del presente trabajo es: Caracterizar el potencial tóxico de especies de Pseudo-

nitzschia aisladas en la región de la Bahía de Todos Santos.  

En latitudes más al norte de la región de la Bahía de Todos Santos existen eventos 

recurrentes de envenenamiento por AD causados por distintas especies de Pseudo-

nitzschia. Específicamente, en la parte central y sur del Estado de California los eventos de 

intoxicación han sido causados por florecimientos tanto monoespecíficos como 

multiespecíficos donde P. australis y  P. multiseries son las principales especies 

productoras de AD. En nuestra región, exceptuando a P. australis no se han identificado a 

otras especies tóxicas. Sin embargo, debido a que no existen barreras geográficas 

importantes que afecten el flujo de la Corriente de norte a sur se hipotetiza que en la región 

de la Bahía de Todos Santos se pueden encontrar  además de P. australis a otras especies 

productoras de AD. Por consiguiente, en el capítulo II del presente trabajo se evaluó la 

capacidad de producción de AD de diferentes cepas de Pseudo-nitzschia aisladas de la 

región.  

No se conoce cuál es la función fisiológica del ácido domoico. Se ha caracterizado 

como metabolito secundario ya que es producido bajo condiciones de estrés fisiológico 

inducido por condiciones sub-óptimas de crecimiento. Por lo tanto, se tiene el concepto 
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general que la producción máxima de AD se presenta en la fase estacionaria de cultivos 

estáticos de especies tóxicas o en la fase de decaimiento de un florecimiento algal. 

Considerando que la producción de AD está ligada a una condición fisiológica específica, 

en el capítulo III se investigó la relación entre la síntesis de ácido domoico y la actividad 

fotosintética de P. australis. Se evaluaron estas variables  en diferentes días de crecimiento 

de cepas mantenidas en cultivos estacionarios a diferentes irradiancias y razones silicatos a 

nitratos (Si:NO3). Esta aproximación se diseñó considerando que en este tipo de cultivos, la 

actividad fotosintética varía con el tiempo y depende de factores como intensidad de luz y 

disponibilidad de nutrientes.  

Uno de los resultados importantes del capítulo III fue que la mayor producción de 

AD se detectó durante fase de acondicionamiento (lag) de los cultivos. Por lo tanto, 

considerando que la estrategia de supervivencia por alternancia entre un estado de rápido 

crecimiento (irradiancia) y un estado de reposo (oscuridad) inducen una fase de 

aclimatación en el capítulo IV, se planteó la evaluación de la producción de AD y actividad 

fotosintética de cultivos de P. australis, como respuesta a la alternancia entre el 

crecimiento en luz y sobrevivencia en oscuridad, en ausencia y presencia de una fuente de 

nitrógeno orgánico, y su respuesta en comparación con la diatomea Thalassiosira 

pseudonana, durante el periodo de incubación en oscuridad. 

Durante la presencia de florecimientos algales nocivos, la acumulación de AD en 

peces planctívoros puede impactar niveles tróficos superiores. En la región norte de Baja 

California,  el cultivo de atún representa una actividad económica importante en la que se 

utiliza sardina (vector de la toxina) como alimento para el mantenimiento de los cultivos. 

Por lo el AD puede ser acumulado por los atunes y ser afectado al alimentarse de sardinas 

contaminadas. Sin embargo, no se ha reportado algún efecto negativo de esta toxina sobre 

los atunes, probamente debido a que esta no es asimilada. Por lo tanto, en el capítulo V se 

evaluó la absorción del ácido domoico utilizando la técnica del saco intestinal invertido, lo 

cual nos permitió conocer si se presentaba la absorción de la toxina en el atún y si existe 

interferencia por la presencia de otros aminoácidos. Esto se contrastó con la absorción en el 

intestino de conejo, en el cual se ha reportado la presencia de transportador EAAT3 en 
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intestino y por lo tanto tiene la capacidad de absorber aminoácidos de tipo excitatorio como 

el AD.  

Por último, el capítulo VI se presenta la integración de los resultados de los 

capítulos anteriores y se discute el estado del conocimiento de la fenomenología y 

ecotoxicología asociada a los florecimientos algales nocivos de especies de Pseudo-

nitzschia productoras del ácido domoico.  

 

I.9.1. Hipótesis general 

Debido a la ausencia de barreras geográficas importantes que afecten el flujo de la corriente 

de California de Norte a Sur, en la región de la costa occidental de Baja California se 

pueden encontrar  además de Pseudo-nitzschia australis otras especies productoras de AD, 

y las condiciones ambientales específicas afectarán la dinámica de crecimiento y 

producción de la toxina. 

 

I.9.2. Objetivo general 

Caracterizar el potencial tóxico de especies de Pseudo-nitzschia aisladas en la región de la 

Bahía de Todos Santos y en particular los factores ambientales que afectan el crecimiento y 

contenido de ácido domoico de P. australis. 

 

1.9.3. Objetivos particulares 

1. Identificar y evaluar la capacidad de producción de AD de diferentes cepas aisladas 

de la región de la Bahía de Todos Santos (Capítulo II). 

2. Evaluar la relación entre síntesis de AD y actividad fotosintética de P. australis, en 

diferentes fases de crecimiento (Capítulo III). 

3. Evaluar la producción de AD en respuesta a la alternancia entre el crecimiento en luz 

y sobrevivencia en oscuridad (Capítulo IV). 

4. Evaluar la absorción del ácido domoico utilizando el modelo del saco intestinal 

invertido (Capítulo V). 
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Capítulo II  

Identificación, crecimiento y capacidad de producción de ácido domoico de cepas 

del género Pseudo-nitzschia aisladas de la región de la Bahía de Todos Santos, Baja 

California, México 

 

II.1. Introducción 

Pseudo-nitzschia es un género cosmopolita de diatomeas penadas presentes solo en 

ambientes marinos, compuesto de al menos 31 especies (Hasle, 1994; Hasle y Syvertsen, 

1997; Lundholm et al. 2002, 2006), de las cuáles 12 producen ácido domoico (AD) (Bates, 

2000; Bates y Trainer, 2006; Møestrup y Lundholm, 2007). El AD afecta tanto a humanos 

como a diferentes vertebrados marinos, ya sea por envenenamiento agudo o tóxicosis 

crónica ocasionada por exposición repetitiva durante largo plazo a niveles bajos de la 

toxina. El incremento en la frecuencia y magnitud de florecimientos de especies de Pseudo-

nitzschia productoras de AD a nivel mundial representa una amenaza a la salud y seguridad 

alimentaria (Mariën, 1996; Lefebvre et al. 1999, 2001; Costa et al.  2004; Vigilant et al. 

2007; Bargu et al. 2008; Goldstein et al. 2008; Lefebvre y Robertson, 2010). Las especies 

con potencial tóxico que se han registrado en México, son P. australis, P. seriata, P. 

mutiseries, P. pungens, P. pseudodelicatissima y P. fraudulenta (Hernández-Becerril, 

1998; Hernández-Becerril y Díaz-Almeyda, 2006; Hernández-Becerril et al.  2007; Gárate-

Lizárraga et al. 2007; García-Mendoza et al. 2009; Barocio-León et al.  2008). De estas, 

solo dos especies (P. fraudulenta y P. australis) se han asociado con la concentración de 

AD en el medio (Gárate-Lizárraga et al. 2007; García-Mendoza et al. 2009; Cabrales-

Talavera, 2010). El aislamiento e identificación de especies del género Pseudo-nitzschia 

presentes en la región de la Bahía Todos Santos, permitirá evaluar si tienen la capacidad de 

producción de la toxina en cultivo y conocer el riesgo que representaría la presencia de 

florecimientos de estas especies en la zona. Las especies tóxicas del género Pseudo-

nitzschia se presentan principalmente en aguas costeras, en donde la concentración de 

nutrientes debido a eutrofización o eventos de surgencias estimulan su acumulación en 

altas densidades (Trainer et al. 2008). A pesar de que los factores ambientales y las 
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condiciones fisiológicas que promueven la producción de AD en estas especies no se 

conoce en su totalidad (Horner et al. 1997; Bates et al. 1998), en la mayoría de eventos 

tóxicos, los macronutrientes (silicatos y nitratos) y micronutrientes (hierro y cobre) juegan 

un papel importante en el desarrollo del florecimiento y control de la producción de AD 

(Trainer et al. 2008). Gran parte de los eventos de envenenamiento han ocurrido en 

regiones templadas, a pesar de que la mayor parte de especies tóxicas o potencialmente 

tóxicas pueden ser halladas también en regiones tropicales y subtropicales (Trainer et al. 

2008). Experimentos de laboratorio han mostrado que las condiciones fisiológicas 

específicas que conducen a la producción de AD pueden diferir entre especies y/o cepas de 

una misma especie (Bates et al. 1998; Maldonado et al.  2002; Kudela et al. 2004b; 

Lundholm et al. 2004). Existe una gran cantidad de relaciones causa-efecto bajo los cuales 

Pseudo-nitzschia se encuentra en altas densidades y produce AD tanto en campo como en 

estudios de laboratorio. De manera general, se considera que se requieren tres condiciones 

para producir AD: a) suspensión de división celular, b) disponibilidad de nitrato u otra 

fuente de nitrógeno durante la fase estacionaria y c) presencia de luz (Bates et al. 1991). 

Los florecimientos de P. australis ocurridos en las costas de California y Baja 

California, se han registrado en temperaturas de alrededor de los 14ºC (Buck et al. 1992; 

Lange et al. 1994; Walz et al. 1994; Trainer et al. 2000; Busse et al. 2006; Schnetzer et al. 

2007; Barocio-León et al. 2008; García-Mendoza et al. 2009). A su vez, la presencia del 

ácido domoico en estos florecimientos, se ha asociado a relaciones molares de Si a N 

(Si:N) mayores a 1.5 y menores a 6 (Trainer et al. 2000; Anderson et al. 2006; García-

Mendoza et al. 2009; Trainer et al. 2009). Estudios de laboratorio, han sugerido que la 

irradiancia y el fotoperiodo pueden ser factores importantes que contribuyen al control de 

la producción de AD en P. australis, y aunque existen discrepancia en el establecimiento 

de la fase de mayor producción de la toxina, numerosos estudios, han reportado que las 

células fisiológicamente estresadas producen  más AD, cantidades importantes de la toxina 

se han presentado cuando la división celular se detiene o declina, relacionándose a una 

condición de estrés originada por limitación de nutrientes (Garrison et al. 1992; Villac et al. 

1993; Cusack et al. 2002; Kudela et al. 2004b; Armstrong-Howard et al. 2007), y esto es 

evidente durante la fase de crecimiento estacionaria en células cultivadas en cultivos de 
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lote (Bates et al. 1991, 1993; Pan et al. 1996a; Fehling et al. 2004a; Lundholm et al. 2004; 

Thessen et al. 2009). 

A la fecha no se conocen las condiciones de crecimiento óptimas de esta especie en 

cultivo. Por lo tanto, la evaluación del crecimiento de P. australis a diferentes temperaturas 

bajo dos relaciones molares de silicatos a nitratos, permitirá comprender mejor el 

comportamiento de la especie ante factores de importancia ambiental. En este experimento 

la cuantificación de AD en el cultivo se evaluó cuando los cultivos alcanzaron la fase 

estacionaria de crecimiento. 

 

II.2. Materiales y métodos  

II.2.1. Aislamiento y cultivo de especies de Pseudo-nitzschia 

Las especies de Pseudo-nitzschia fueron aisladas de muestras de fitoplancton colectadas en 

la Bahía Salsipuedes y Bahía Todos Santos, Ensenada, B.C. Se realizaron arrastres 

verticales hasta una profundidad máxima de 15 metros de profundidad con una red de 20 

m de apertura de malla. Las células de Pseudo-nitzschia spp. se aislaron bajo microscopio 

con pipetas capilares. Los especímenes aislados se cultivaron en microplacas de titulación 

utilizando el medio L1 (Guillard y Hargraves, 1993) enriquecido en silicatos (250 M). 

Una vez verificado el crecimiento de los organismos se realizaron varios pasos de 

escalamiento hasta obtener cultivos en matraces Erlenmeyer en volúmenes de 250 mL. Los 

cultivos fueron mantenidos a 14 ºC y 95 mol quanta m
-2

 s
-1 

bajo un ciclo de 12 h luz:12 h 

oscuridad. La densidad celular se monitoreó diariamente y se tomaron muestras para el 

análisis de la toxina en la fase de crecimiento estacionaria.  

 

El crecimiento fue descrito por el modelo de crecimiento de Gompertz 

[ ] (Zwietering et al. 1990), donde  es la 

concentración celular a diferentes tiempos de crecimiento,  es la concentración celular 

inicial, t es el tiempo y los parámetros a, b y c describen la forma de la curva. El ajuste de 

la concentración celular se realizó utilizando el algoritmo de Marquardt-Levenberg (Origin 
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software, OriginLab Corporation, Northampton, MA, E.U.A.). El cálculo se realizó por 

triplicado. 

 

II.2.2. Caracterización morfométrica 

Se caracterizó mediante microscopio óptico las dimensiones celulares y la formación de 

cadenas en muestras de cultivo sin fijar. Se realizó asimismo, la caracterización 

ultraestructural mediante microscopio electrónico de barrido (JEOL JSM-5300, Japan 

Electron Optics Laboratory Co. Ltd., Tokyo, Japón) y microscopio electrónico de 

transmisión (Phillips 501). El material orgánico fue removido por oxidación después de la 

adición de una solución saturada de KMnO4 y HCl (Tomas, 1997), para el análisis de 

microscopia electrónica. La identificación de las especies se realizó de acuerdo a los 

criterios descritos por Hasle y Syvertsen (1997) y Lundholm et al. (2006). 

 

II.2.3. Identificación de especies mediante hibridación fluorescente in situ de células 

completas (FISH-WC) 

Se realizó un análisis de FISH-WC, a células identificadas previamente como P. australis 

por medio de microscopia electrónica. Para esto, se siguió la metodología descrita por 

Scholin et al. (1996) y Miller y Scholin (1996). A 5 mL de solución fijadora salina (etanol 

70%) se adicionaron 100 L del cultivo en fase de crecimiento exponencial, incubando por 

12 h a temperatura ambiente. Las células se filtraron utilizando filtros de policarbonato de 

1.2 m de tamaño de poro (Millipore), se lavaron utilizando 1 mL del amortiguador de 

hibridación (5x SET, 0.1% IGEPAL-CA630, 25 g mL
-1

 poly A) y se resuspendieron en 

0.5 mL del mismo amortiguador. Posteriormente se adicionaron 2.5 L de la sonda 

fluorescente correspondiente, control positivo (uni-C), control negativo (uni-R), específica 

de P. australis (auD1) (Tabla I) y sin sonda. La hibridación se realizó en oscuridad a 45 ºC 

durante 1.5 h, eliminando el exceso por  lavado con 1 mL del amortiguador de hibridación 

precalentado a 45 ºC. Una vez removido el amortiguador, se adicionaron 20 L del fluido 

de montaje y se cubrieron con un portaobjetos para su análisis en microscopio de 

epifluorescencia (Olympus U-MCB, Tokyo, Japón) a una exitación de 465-495 nm, y una 

emisión de 515-555 nm. 
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Tabla I. Secuencias de oligonucleótidos empleados en la técnica de FISH-WC. 

 

Sonda
a 

Secuencia (5’-3’)
b 

Control positivo (uni-C) GWA TTA CCG CGG CKG CTG  (W=T y A; K=T y G) 

Control negativo (uni-R) CAG CMG CCG CGG TAA TWC (M=C y A; W=T y A) 

P. australis (auD1) AAA TGA CTC ACT CCA CCA GG 

a 
Control positivo, secuencia universalmente conservada SSU 

  Control negativo, complemento de uni-C 
b 
Complemento de rRNA 

 

II.2.4. Efecto de la temperatura y relación silicatos a nitratos en las características de 

crecimiento y contenido de AD en P. australis 

Las cepas tóxicas de P. australis se mantuvieron a las condiciones de cultivo descritas 

anteriormente, modificando la relación de silicatos (250 M) y nitratos (100 y 500 M) del 

medio L1 (Guillard y Hargraves, 1993). Posteriormente los cultivos se transfirieron a 

diferentes temperaturas (10, 12, 14, 15, 18 y 20 ºC) a una irradiancia de 200 mol quanta 

m
-2

 s
-1

, bajo el ciclo 12 h luz: 12 h oscuridad, previa aclimatación de aproximadamente 4 

días. Se evaluó la densidad celular durante el cultivo y se analizó el contenido de la toxina 

(celular y disuelto)  en la fase de crecimiento estacionaria.   

 

La densidad celular se evaluó en alícuotas previamente fijadas con Lugol utilizando 

microscopio óptico y cámaras de Neubauer (0.1 mm de profundidad) o Fuchs Rosenthal 

(0.2 mm de profundidad) (Lobban et al. 1988). Una vez calculada la densidad celular, se 

calculó la tasa de crecimiento específica () como (día
-1

)= ln (Nt2/Nt1)/ t2-t1. En donde 

Nt2 y Nt1 son abundancias celulares medidas al tiempo t2 y t1 respectivamente. Para 

comparación entre los diferentes tratamientos la tasa de crecimiento máximo (max) se 

calculó del cambio en la abundancia de células durante la fase exponencial. Nt2 fue la 

abundancia celular al final de la fase exponencial de crecimiento y Nt1 fue la abundancia 

celular al inicio de la fase exponencial de crecimiento, t2-t1 fue la duración de esta fase en 

cada condición de cultivo. El cálculo se realizó por triplicado. 
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II.2.5. Cuantificación de ácido domoico 

La concentración de ácido domoico celular (cAD) y disuelto (dAD) se cuantificó de 

acuerdo a Quilliam (2003). Para cAD, 75 mL del cultivo se filtraron utilizando filtros GF/F 

(Whatman). Los filtros se colocaron en viales conteniendo 1 mL de metanol al 50% y la 

extracción celular de la toxina se realizó por disrupción mecánica (Mini-BeadBeater
TM

, 

Biospec Inc., E.U.A.). El cAD se midió en el sobrenadante después de que las muestras 

fueron limpiadas con dos pasos de centrifugación (13000 x g, 10 min) y diluídas antes de 

su inyección en el sistema de HPLC. El ácido domoico disuelto (dAD) se midió en el 

filtrado y fue inyectado directamente en el sistema de HPLC. El AD fue cuantificado 

utilizando el método de derivatización con fluorenilmetoxicarbonil y HPLC-fluorescencia, 

de acuerdo a Quilliam (2003), con modificaciones en el protocolo. 

 

La derivatización con fluorenilmetoxicarbonil (FMOC) se llevó a cabo al mezclar 

por 1 min 200 L de muestra, 50 L de amortiguador de borato (1M, pH 6.2) y 250 L de 

FMOC-Cl (15 mM). Después se adicionaron 500 L de acetato de etilo (Sigma, grado 

HPLC), se mezcló y se dejo reposar durante 1 min. Posteriormente se descartó la capa 

superior y se repitió el procedimiento dos veces más. Al finalizar se transfirió la capa 

inferior a un vial para su análisis. Se utilizó un sistema de HPLC Agilent 1100 (Agilent 

Technologies, CA, E.U.A.) equipado con detector de fluorescencia (G1321A). La longitud 

de onda de excitación fue de 264 nm y la de emisión de 313 nm. La separación se realizó 

con una columna Zorbax-eclipse XDB C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 m). El gradiente lineal 

de elución fue (%B, min): 30, 0; 70, 16; 100, 17; 100, 19; 30, 20. Para equilibrar la 

columna, la condición inicial (30% B) fue mantenida por 5 min entre inyecciones (20 L) 

de las muestras. El solvente A fue ácido trifluoracético (TFA) al 0.1% en agua y el solvente 

B fue acetonitrilo con 0.1 % de TFA. Se utilizó AD comercial (Sigma-Aldrich Química 

S.A., Toluca, México) para la calibración del sistema. El factor de calibración se obtuvo a 

partir de una curva de calibración (0.5 - 1250 ng AD mL
-1

) (Pocklington et al. 1990; 

Quilliam, 2003). El límite de detección (relación señal:ruido > 3) fue de 0.2 ng AD mL
-1

. 
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II.2.6. Análisis de datos 

Para evaluar la asociación entre variables se utilizó la correlación de rangos de Spearman y 

la correlación de Pearson. Los datos fueron transformados (Log) antes de aplicar el análisis 

de varianza (ANOVA), para evaluar diferencias significativas entre los tratamientos. La 

asociación entre los tratamientos fue analizada utilizando la prueba a posteriori de Tukey 

(Zar, 1999). Todos los análisis estadísticos fueron desarrollados utilizando el programa 

Statistica (StatSoft Inc.).   

 

II.3. Resultados 

II.3.1. Aislamiento y cultivo 

Se aislaron cinco cepas de Pseudo-nitzschia spp. Tres de ellas (denominadas D1, D2 y D3) 

se aislaron en muestras colectadas a 15 m de profundidad en la Bahía Salsipuedes en 

Noviembre del 2007. Otras dos cepas (BTS-1 y BTS-2) fueron aisladas en muestras de 

agua superficial (0-5 m) colectadas de Febrero a Marzo de 2008 en la Bahía Todos Santos, 

B.C.  

 

Durante el crecimiento poblacional las cepas D1, D2 y D3 mostraron una fase de 

acondicionamiento de tres días, y crecimiento exponencial de 5 días en las cepas D1 y D3 y 

12 días en la cepa D2, antes de alcanzar la fase estacionaria (Fig. 6A). A su vez, las cepas 

BTS-1 y BTS-2, presentaron una fase de acondicionamiento de 2 días, y fase de 

crecimiento exponencial de 4 días (Fig. 6B). Se observaron valores altos de densidad 

celular (2.24 x 10
6
 a 3.63 x 10

6
 cel mL

-1
) y tasas de crecimiento (1.55 a 2.63 día

-1
) para las 

cepas D1, D2 y D3, en relación con las cepas BTS-1 y BTS-2 quienes mostraron valores 

menores (48.7 x 10
3
 a 54.2 x 10

3
 cel mL

-1
, 0.59 a 0.63 día

-1
) (Fig. 6). 
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Figura 6. Crecimiento poblacional de cepas de Pseudo-nitzschia (D1, D2, D3, BTS-1 y 

BTS-2) aisladas de la Bahía de Todos Santos. Las células fueron cultivadas a 14 ºC en 

medio L1 más 245 M silicatos (Guillard y Hargraves, 1993), a 260 mol quanta m
-2

 s
-

1
 bajo un ciclo 12 h luz:12 h oscuridad. La línea representa un ajuste al modelo 

Gompertz, los símbolos son la media  desviación estándar (n=3). 

 

II.3.2. Caracterización morfométrica 

Las células de las cepas D1, D2 y D3 presentaron una longitud entre 33.5 y 47.2 m y una 

amplitud de 2.6 a 2.9 m (Tabla II). Estas células formaron cadenas escalonadas con 

traslapes celulares de 1/8 de su longitud. En el análisis de su ultraestructura (Figs. 7, 8, 9) 

se observó la presencia de un nódulo central, asimismo la presencia de 21 a 23 fíbulas y 36 

a 40 estrías en 10 m. Las células presentaron dos hileras de poroides con un patrón 

estructural hexagonal y ausencia de estos en la pared del canal del rafe. En el cíngulo se 

observaron dos tipos de bandas abiertas bordeadas por un margen no perforado, la primera 

banda del cíngulo presentó poroides grandes separados en diversos sectores perforados, en 

tanto que la segunda banda posee una sola línea de poroides divido en pocos sectores. De 

acuerdo a las características descritas por Lundholm et al. (2006) las cepas D1, D2 y D3 se 

identificaron como Pseudo-nitzschia decipiens. 
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Tabla II. Caracteres morfológicos de las cepas D1, D2, y D3. El valor entre paréntesis 

representa la desviación estándar (n=60). 

 

Estructura D1 D2 D3 P. decipiens* 

Longitud (m) 33.5 (1.1) 47.2 (1.8) 37.6 (1.5) 28-64 

Amplitud (m) 2.9 (0.3)                         2.6 (0.3) 2.7 (0.3) 1.4 - 2.5 

Traslape celular 1/8 1/ 8 1/8 1/5 - 1/10 

Nódulo central + + + + 

Fíbulas en 10 m 21 22 23 20-26 

Estrías en 10 m 40 36 37 41-46 

Hileras de poroides 2 2 2 2 

Poroides en 1 m 8 - 10 8 - 10 8 - 10 9 - 13 

Tipo de poroides Hexagonal Hexagonal Hexagonal Hexagonal 

Sectores del himen de poroides Diversos Diversos Diversos Diversos 

Poroides en el rafe central Ausente Ausente Ausente Ausente 

*Lundholm et al. (2006) 

 

 
 

Figura 7. Pseudo-nitzschia decipiens (D1). Los paneles A, B y C muestran micrografías 

SEM de la punta de la valva (A); valva completa (B) y parte media de la valva 

mostrando el nódulo central (C). La micrografía TEM mostrada en el panel D, 

muestra parte de la valva donde se identifica el patrón hexagonal de perforación y 

estructura del manto proximal. 
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Figura 8. Pseudo-nitzschia decipiens (D2). Los paneles A, B y C muestran micrografías 

SEM de la punta de la valva (A); parte media de la valva mostrando el nódulo central 

(B) y valva completa (C). Las micrografías TEM mostradas en los paneles D y F, 

muestran la punta de la valva e hileras de poroides (D) y los detalles de la banda del 

cíngulo (F). 

 

 

 

 
 

Figura 9. Pseudo-nitzschia decipiens (D3). Los paneles A y C muestran micrografías 

TEM de la valva completa (A) y los detalles de la banda del cíngulo (C). Los paneles 

B, D y E muestran micrografías SEM de la valva completa (B); parte media de la 

valva mostrando el nódulo central (D) y la punta de la valva (E). 
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Las cepas BTS-1 y BTS-2 presentaron una longitud celular de 64.16 a 70.41 m y una 

amplitud entre 5.65 y 5.80 m (Fig. 10, Tabla III). Las células formaron colonias 

escalonadas con traslapes celulares de 1/4 a 1/5 de su longitud (Fig. 10A), y también 

colonias en listón. No presentaron nódulo central, y se observaron de 14 a 15 fíbulas y de 

15 a 16 estrías en 10 m (Fig. 10D). Asimismo, se observaron dos hileras de poroides y la 

presencia de 4 poroides en 1 m (Fig. 10D). Considerando las características descritas por 

Hasle y Syvertsen (1997), Hernández-Becerrill (1998) y Cusack et al. (2002), las cepas 

BTS-1 y BTS-2 se identificaron como P. australis. Con varios meses de cultivo se 

observaron deformaciones en las células como picos o prominencias similares a las 

descritas por Subba-Rao y Wohlgeschaffen (1990). 

 

II.3.3. Identificación por hibridación fluorescente in situ de células completas (FISH-

WC) 

Los cultivos BTS-1 y BTS-2 identificados como P. australis por microscopia de barrido, se 

evaluaron también por la metodología de FISH-WC descrita por Miller y Scholin (1998). 

La sonda auD1, desarrollada para cepas de P. australis, aisladas en la región de la Bahía de 

Monterey (E.U.A.), resultó positiva para ambas cepas (Fig. 10). No se presentó señal con 

las sondas uni-R (control negativo) y sin sonda. En contraste se obtuvo un resultado 

positivo con la sonda universal para microalgas (uni-C), lo que indica la ausencia de 

interferencia no específica en el reconocimiento de P. australis por el marcador auD1. 

 

II.3.4. Cuantificación de la toxina 

Las mediciones de AD celular indicaron que las cepas D1, D2 y D3 no produjeron AD en 

la fase de crecimiento estacionaria bajo las condiciones de cultivo evaluadas. En contraste, 

las cepas BTS-1 y BTS-2 produjeron esta toxina, detectándose concentraciones entre 0.10 y 

0.14 pg cAD cel
-1

 en diferentes fases del cultivo (Tabla IV). No se encontró diferencia 

significativa (>0.05) en el contenido celular de AD entre las cepas BTS-1 y BTS-2. 
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Tabla III. Caracteres morfológicos de las cepas BTS-1 y BTS-2. Los valores entre 

paréntesis representa una desviación estándar (n=60). 

 

 Estructura BTS-1 BTS-2 P. australis* 

Longitud (m) 70.41 (6.61) 64.16 (4.68) 63-144 

Amplitud (m) 5.65 (0.84) 5.80 (0.90) 4.6-10 

Traslape celular 1/5 1/4 1/3-1/4 

Nódulo central ausente ausente ausente 

Fíbulas en 10 m 15 14 12-19 

Estrías en 10 m 16 15 12-19 

Hileras de poroides 2 2 2 

Poroides en 1 m 4 4 3.5-6.0 

* Hasle y Syvertsen 1997; Hernández-Becerrill 1998; Cusack et al. 2002. 

 

 
 

Figura 10. Caracteres morfológicos de Pseudo-nitzschia australis. Cadena de células 

en vista valvar a 400x mostrando el traslape celular (A). Los paneles B y D muestran 

micrografías SEM de la valva completa y parte media de la valva mostrando la 

ausencia del  nódulo central, fíbulas (f), interestrías (i), estrías (s) y poroides (p). La 

micrografía de epifluorescencia de P. australis hibridizada con la sonda auD1 es 

mostrada en el panel C. 
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Tabla IV. Concentración de ácido domoico celular (cAD) y parámetros poblacionales 

de las cepas BTS-1 y BTS-2 en los días de muestreo. Las células fueron cultivadas a 14 

ºC en medio L1 más 245 M silicatos (Guillard y Hargraves, 1993), a 260 mol quanta 

m
-2

 s
-1

 bajo un ciclo 12 h luz :12 h oscuridad. Los valores entre paréntesis representan 

una desviación estándar (n=3). 

 

Cepa 
Tiempo de 

cultivo (Días) 

Densidad celular 

(cel mL
-1

) 

Tasa de crecimiento 

máxima  (día
-1

) 
pg cAD cel

-1 

BTS-1 3 1.66 x 10
4
 (4.40 x 10

3
) 0.59 0.105 (0.02)

 

 6 4.23 x 10
4
 (1.79 x 10

3
) 0.31 0.116 (0.02) 

 9 4.87 x 10
4
 (0.24 x 10

3
) 0.01 0.113 (0.20) 

BTS-2 3 1.25 x 10
4
 (2.26 x 10

3
) 0.63 0.140 (0.006) 

 6 4.28 x 10
4
 (5.84 x 10

3
) 0.38 0.117 (0.035) 

 9 5.42 x 10
4
 (5.57 x 10

3
) 0.00 0.144 (0.050) 

 

II.3.5. Efecto de la temperatura y relación silicatos a nitratos en las características de 

crecimiento y contenido de AD en células de P. australis 

P. australis no mostró crecimiento a las temperaturas de 18 y 20 °C (Fig. 11). La 

degradación de los cloroplastos fue evidente en células mantenidas bajo estas condiciones. 

Hubo una reducción de este organelo después de que las células fueron transferidas a estas 

temperaturas y desapareció completamente entre los 2 y 6 días de cultivo. La tasa de 

crecimiento máxima (1.69 día
-1

) se registró para la cepa BTS-2 cultivada a 15 °C (Fig. 

11B). La cepa BTS-1 presentó una tasa de crecimiento de 0.32 día
-1

 a 10 °C y se 

incrementó hasta aproximadamente 1 día
-1

 en células mantenidas a 12, 14 y 15 °C (Fig. 

11A). Para la cepa BTS-2, la tasa de crecimiento fue alta a 15 °C (1.69 día
-1

). Con 

excepción de la alta tasa de crecimiento medida a 15 °C en células de la cepa BTS-2 

cultivadas con una baja relación Si:NO3, las tasas de crecimiento máximas fueron similares 

a 12, 14 y 15 °C entre las cepas BTS-1 y BTS-2 (>0.05; ANOVA-dos vías; Fig. 11A y B).  

La duración de la fase de crecimiento exponencial fue también diferente en las 

temperaturas evaluadas para BTS-1 (<0.05, ANOVA-dos vías). La fase de crecimiento 
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exponencial más larga (6 días) se observó en células de la cepa BTS-1 cultivadas a 14 °C, 

observándose una reducción en la duración de ésta a temperaturas menores y mayores (Fig. 

11C).  Esta tendencia también se observó para la cepa BTS-2. Sin embargo, en esta cepa la 

fase exponencial más larga se registró a 12 y 14 °C. No se observaron diferencias entre 

estas temperaturas (Fig. 11D). La temperatura óptima para la acumulación de biomasa 

(máxima abundancia celular) fue 14 °C para BTS-1 y 12 °C para BTS-2. Ambas cepas 

alcanzaron densidades celulares similares (p>0.05; ANOVA - dos vías) a estas 

temperaturas (aproximadamente 76 x 10
3
 cel mL

-
1, Figs. 11E y F). Se observó una alta 

correlación entre el número de días de crecimiento exponencial y la acumulación de 

biomasa (Coeficiente de correlación de Pearson, r = 0.90; p<0.05) para todas las 

condiciones de cultivo. En contraste, la correlación entre acumulación de biomasa y tasa de 

crecimiento máxima fue relativamente baja (r = 0.20; p>0.05). 

La concentración de ácido domoico celular (cAD) y disuelto (dAD) fue 

cuantificado después de que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento 

(Fig. 12). Los valores máximos de cAD (0.81 a 1.87 pg AD cel
-1

) fueron detectados a 15 

°C en ambas cepas, mientras que las concentraciones más bajas  fueron medidas en células 

cultivadas a 14 °C (0.11 a 0.17 pg AD cel
-1

) para la cepa BTS-1 y a 10 °C para la cepa 

BTS-2 (0.26 pg AD cel
-1

). La concentración celular de AD fue relativamente baja a la 

temperatura donde se observó la máxima acumulación celular, 14 °C para BTS-1 y 12 °C 

para BTS-2. El ácido domoico en el medio (dAD) fue detectado en casi todas las 

condiciones de crecimiento para la cepa BTS-1, pero solo en células cultivadas a 15 °C 

para la cepa BTS-2. El valor máximo de dAD fue detectadó en la cepa BTS-1 cultivada a 

12 °C (1.16 pg AD cel
-1

) y representó el 68% del total de AD detectado en esta condición 

de cultivo (Fig. 12). Para BTS-2, el valor máximo de dAD representó solo un 24% (0.13 pg 

AD cel
-1

) del total de AD y fue medido en células cultivadas a  15 °C. Se observó una 

correlación significativa (Spearman´s rs = 0.39 y 0.62, p<0.05), entre el AD total y la 

temperatura, únicamente para la cepa BTS-2. 

En cuanto a las relaciones de nutrientes evaluadas, no se observó un efecto claro de 

estas sobre las características de crecimiento de las cepas BTS-1 y BTS-2 (Fig. 11). Las 
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tasas de crecimiento máximo fueron similares en ambas cepas cultivadas a una relación 

Si:NO3 de 0.5 o 2.5. La única diferencia observada fue que la densidad celular de la cepa 

BTS-1 cultivada a 14 °C en la relación Si:NO3 0.5 fue mayor que la cultivada en la relación 

Si:NO3 2.5 (p<0.05, ANOVA de dos vías). Tampoco se observó un efecto de la relación de 

nutrientes en la concentración de ácido domoico celular (cAD). Aunque, las células de la 

cepa BTS-2 cultivadas a 14 y 15 °C en la relación Si:NO3 0.5, presentaron una mayor 

concentración de cAD en comparación a las células crecidas con la relación Si:NO3 2.5, 

esta diferencia no fue observada a otras temperaturas. Para la cepa BTS-1 la concentración 

de cAD fue similar para ambas relaciones de nutrientes evaluadas a las diferentes 

temperaturas (Fig. 13). No existió correlación de cAD con las dos relaciones de nutrientes 

y las diferentes temperaturas evaluadas (Spearman´s rs = -0.06, p>0.05). 
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Figura 11. Tasa de crecimiento máximo (a, b), duración de la fase exponencial (c, d) y 

número de células (e, f) de Pseudo-nitzschia australis cultivada a diferentes 

temperaturas y dos razones de silicatos:nitratos. Los datos representan la media ± 

desviación estándar (n = 3). 
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Figura 12. Concentración de ácido domoico celular (cAD) (a, b), disuelto (dAD) (c, d) 

y total (tAD) (e, f), en Pseudo-nitzschia australis cultivada a diferentes temperaturas y 

dos razones de silicatos:nitratos, durante la fase estacionaria. Los datos representan 

la media ± desviación estándar (n = 3). 
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II.4. Discusión y conclusión  

Pseudo-nitzschia es uno de los géneros de diatomeas más comunes del fitoplancton marino. 

Este se encuentra en áreas polares, templadas, subtropicales y tropicales alrededor del 

mundo (Hasle, 1964, 1965, 1972; Kaczmarska et al. 1986; Fryxell et al. 1991). En México, 

los registros de especies de Pseudo-nitzschia incluyen a P. australis, P. pungens, P. 

delicatissima, P. seriata, P. lineola, P. pseudodelicatissima, P. fraudulenta, P. 

subfraudulenta, P. mutiseries y P. roundii  (Hernández-Becerril, 1998; Hernández-Becerril 

y Díaz-Almeyda, 2006; Hernández-Becerril et al. 2007; Gárate-Lizárraga et al. 2007; 

Barocio-León et al. 2008; García-Mendoza et al. 2009). En el presente estudio, los datos 

morfométricos de tres de las cepas de Pseudo-nitzschia aisladas (D1, D2 y D3) nos 

permitieron identificarlas como P. decipiens, una especie recientemente descrita y 

anteriormente clasificada dentro del complejo P. delicatissima (Lundholm et al. 2006). En 

la región, estudios previos habían registrado la presencia de P. delicatissima (Hernández-

Becerril et al. 2007). Las dos cepas restantes (BTS-1, BTS-2) se clasificaron como P. 

australis. Sus caracteres morfológicos de longitud y amplitud fueron ligeramente menores 

a los descritos por Hasle y Syvertsen (1997), pero semejantes a los encontrados por 

Hernández-Becerril (1998), Cusack et al. (2002) y García-Mendoza et al. (2009) para cepas 

de la zona. Asimismo, ambas cepas dieron positivo a la hibridación fluorescente in situ en 

células completas (FISH-WC, Miller y Scholin, 1998) utilizando la sonda auD1, 

desarrollada para cepas de P. australis aisladas en la región de la Bahía de Monterey 

(E.U.A.). 

Estudios previos han demostrado que las células de Pseudo-nitzschia spp. tienden a 

presentar deformaciones tanto en campo como después de periodos cortos en cultivo, lo 

cual dificulta su identificación con base a sus caracteres morfológicos (Subba-Rao y 

Wohlgeschaffen 1990; Subba Rao et al. 1991; Reap, 1991; Garrison et al. 1992; Hillebrand 

y Sommer 1996; Villac, 1996; Sommer, 1998). En el presente trabajo se utilizaron sondas 

moleculares, como una opción para eliminar errores en la identificación morfológica. Se 

observaron deformaciones en las especies aisladas después de dos meses de cultivo. 
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 Son escasos los estudios del complejo P. delicatissima en cultivo. Fehling et al. (2005) 

observaron para P. delicatissima cultivada a 15ºC, en medio f/2 más silicatos a 100 mol 

quanta m
-2

 s
-1

, bajo ciclos 9 h luz: 15 h oscuridad o 18 h luz: 6 h oscuridad, valores de 

densidad celular y tasas de división menores (1.1-1.6 x 10
6
 cel mL

-1
 y 0.49 – 0.89 día

-1
) que 

los registrados para P. decipiens en el presente estudio (2.2 -3.6 x 10
6
 cel mL

-1
 y 1.5 – 2.6 

día
-1

). En cuanto a P. australis, a pesar de su importancia como productor importante de 

AD son pocos los estudios que han evaluado su crecimiento en laboratorio. Se han 

reportado densidades celulares máximas de 6.3 x 10
3
 cel mL

-1
 hasta 200 x 10

3
 cel mL

-1
 con 

tasas de crecimiento de 0.3 a 0.94 día
-1

 bajo diferentes condiciones de cultivo (Garrison et 

al. 1992; Cusack et al. 2002; Kudela et al. 2004b; Holland et al. 2005; Armstrong-Howard 

et al. 2007; Cochlan et al. 2008). Independientemente de la procedencia y condiciones de 

cultivo, la densidad celular máxima y tasas de crecimiento más altas (48.7 x 10
3
 – 54.3 x 

10
3
 cel mL

-1
 y 0.59 – 0.63 día

-1
) en la cepas de P. australis BTS-1 y BTS-2 se detectaron 

en un intervalo reducido de temperatura (12-15ºC). Esto es consistente con las 

observaciones en campo de que en la parte sur del Sistema de la Corriente de California 

donde las abundancias mayores de P. australis se presentan cuando la temperatura del agua 

está entre 12 y 14 °C (Buck et al. 1992; Villac et al. 1993; Kudela et al. 2004a; Fehling et 

al. 2004b; Lange et al. 1994; Walz et al. 1994; Trainer et al. 2000; Busse et al. 2006; 

Schnetzer et al. 2007; Barocio-León et al. 2008; García-Mendoza et al. 2009). 

Probablemente, la distribución de P. australis en estas latitudes, está relacionada con la 

temperatura. Sin embargo, la características crecimiento a diferentes temperaturas 

reportado en este estudio puede ser un rasgo particular de las cepas de P. australis aisladas 

en la región. Otras cepas pueden tener diferentes preferencias de temperatura; por ejemplo, 

P. australis aislada de las costas de Nueva Zelanda puede crecer a temperaturas entre 17 y 

19 °C (Rhodes, 1998; Holland et al. 2005). 

 La disponibilidad de nutrientes (silicatos y nitratos) es reconocida como un factor 

determinante para el crecimiento de comunidades naturales de Pseudo-nitzschia, sin 

embargo estudios de campo sugieren que la razón entre estos macronutrientes tiene una 

influencia mayor que su concentración absoluta en la formación de florecimientos de 

especies tóxicas (Trainer et al. 2000; Marchetti et al. 2004; Anderson et al. 2006; Schnetzer 
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et al. 2007; García-Mendoza et al. 2009; Trainer et al. 2009). Los resultados del presente 

trabajo mostraron que el crecimiento y acumulación de biomasa a una temperatura 

específica es similar en las dos relaciones de nutrientes evaluadas, sugiriendo que la 

temperatura puede tener mayor influencia en la acumulación de biomasa que la condición 

de nutrientes (relación Si:NO3) para cepas de P. australis aisladas en la región de la Bahía 

de Todos Santos.  

 

 De las diferentes especies del género Pseudonitzschia productoras de AD, se le ha 

atribuído a P. australis el mayor potencial tóxico (Walz et al. 1994). Las concentraciones 

celulares más altas de ácido domoico en muestras de campo se han detectado en P. 

australis (0.1-117 pg cel
-1

) (Buck et al. 1992; Walz et al. 1994; Trainer et al. 2000; Scholin 

et al. 2000; Schnetzer et al. 2007), mientras que en cultivo los registros obtenidos tanto en 

la fase exponencial como estacionaria de crecimiento han sido menores (0.1 - 43 pg cel
-1

) 

(Garrison et al. 1992; Cusack et al. 2002; Kudela et al.  2004b; Holland et al. 2005; 

Armstrong-Howard et al. 2007). En el presente estudio, la concentración de AD celular 

evaluado en la fase estacionaria (0.11 a 1.87 pg cel
-1

), fue similar al reportado (0.15 a 2.0 

pg cel
-1

) para otras cepas cultivadas bajo condiciones diferentes (Villac et al. 1993; Rhodes, 

1998; Campbell et al. 2001; Fehling et al. 2004b; Kudela et al. 2004b; Rhodes et al. 2004; 

Álvarez et al. 2009); pero inferior a lo reportado (12 a 37 pg cel
-1

) por Garrison et al. 

(1992) y Cusack et al. (2002). 

 

 Aun cuando no se conoce con exactitud cuáles factores ambientales son los más 

importantes para la producción de ácido domoico, se ha reconocido que la limitación de 

crecimiento por disponibilidad de macronutrientes está asociada con un alto contenido de 

AD en algunas especies (Bates et al. 1991; Pan et al. 1996a; 1996b; Fehling et al. 2004a). 

En contraste, el efecto de la temperatura sobre la producción de esta toxina no es claro. En 

P. multiseries se ha observado una relación directa entre la temperatura y el contenido de 

ácido domoico (Lewis et al. 1993); sin embargo, para P. seriata esta relación fue contraria 

(Lundholm et al. 1994), mientras que en P. pseudodelicatissima, el contenido de la toxina 

no se ve afectado por la temperatura (Lundholm et al. 1997). 
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 Probablemente la producción de AD difiere durante el crecimiento poblacional y no 

está asociada únicamente a una condición en la cual no se presenta crecimiento, sino a una 

condición fisiológica particular de las células, influenciada por la combinación de varios 

factores.  

 

 Los resultados indican que la temperatura y diferentes razones de Si:NO3 no afectaron 

el contenido de AD medido durante la fase estacionaria de crecimiento en cepas de P. 

australis aisladas del norte de Baja California, México. Por lo tanto, es importante evaluar 

la producción de la toxina en relación al estado fisiológico celular en las diferentes fases 

del crecimiento y bajo diferentes condiciones de cultivo. 
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Capítulo III  

Producción de ácido domoico y fisiología fotosintética de Pseudo-nitzschia australis 

en diferentes estadios de crecimiento en cultivos estáticos. 

 

III.1. Introducción 

Desde el primer reporte de envenenamiento amnésico por moluscos en 1987 (Bates et al. 

1988, 1989), se han identificado varias especies de diatomeas productoras de ácido 

domoico (AD). En su mayoría, éstas especies pertenecen al género Pseudo-nitzschia, ya 

que también se ha reportado la producción de AD en Amphora coffeaeformis y Nitzschia 

navis-varingica (Bates, 2000; Lundholm, 2011). Los factores ambientales y las condiciones 

fisiológicas que promueven el crecimiento y la producción de AD en especies del género 

Pn no se conocen en su totalidad (Bates et al. 1998; Pan et al. 1998; Kudela et al. 2004a). 

El potencial tóxico mayor de las diatomeas productoras de AD se ha atribuído a P. 

australis, relacionándolo a su volumen celular (Garrison et al. 1992; Walz et al. 1994). 

Consecuentemente, la mayor concentración de AD en el ambiente (12.7 g L
-1

) ha sido 

asociada a la presencia de esta especie (Schnetzer et al. 2007; Caron et al. 2010). Se ha 

observado una alta variabilidad en el contenido celular de AD para esta especie en muestras 

de campo, registrándose concentraciones de 0.14 a 117 pg cel
-1

 (Buck et al. 1992; Scholin 

et al. 2000; Trainer et al. 2000; Anderson et al. 2006; Busse et al. 2006; Schnetzer et al. 

2007; García-Mendoza et al. 2009). En condiciones de cultivo la producción de AD se 

asocia a limitación del crecimiento por Si o P (Bates et al. 1991; Pan et al. 1996a, 1996b; 

Kudela et al. 2004b). Asimismo, se ha observado que diferentes fuentes de N (orgánicas e 

inorgánicas) afectan tanto el crecimiento como la producción de AD y específicamente, 

células cultivadas con urea presentan concentraciones inusualmente altas de la toxina en la 

fase exponencial que no pueden ser explicadas ni por una alta biomasa o tasas de 

crecimiento bajas (Armstrong-Howard et al. 2007; Cochlan et al. 2008). También se ha 

documentado que una baja disponibilidad de micronutrientes como hierro y cobre 

incrementan el AD disuelto y disminuyen el AD celular, lo que ha llevado a hipotetizar que 
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la excreción de esta toxina sirve para acomplejar metales traza y facilitar su transporte 

hacia la célula (Rue y Bruland, 2001; Maldonado et al. 2002; Wells et al. 2005). 

Existe el consenso general de que la producción máxima de AD se presenta cuando 

el crecimiento poblacional disminuye o es nulo, principalmente durante la fase estacionaria 

de los cultivos y que el nivel de AD producido es mayor cuando existen condiciones 

estresantes de crecimiento (limitación). Los resultados del Capítulo I del presente trabajo 

difieren con estas observaciones, ya que condiciones de crecimiento cercanas a la óptima se 

asociaron a contenidos altos de AD durante la fase estacionaria. Por lo que en el presente 

capítulo se evaluó la relación entre la producción de ácido domoico y la fisiología 

fotosintética durante las diferentes fases de crecimiento poblacional bajo dos condiciones 

de irradiancia y dos relaciones de nutrientes. 

 

III.2. Materiales y métodos 

Para evaluar si P. australis acumula AD (cAD y dAD) en diferentes estados del cultivo y 

no solo durante la fase estacionaria de crecimiento, la cepa BTS-1 fue analizada a 14 °C y 

la concentración de la toxina fue medida durante el desarrollo del cultivo. 

 

III.2.1. Condición experimental 

P. australis (BTS-1) se cultivó a 14 ± 0.1 ºC bajo cuatro condiciones experimentales 

diferentes. Las células fueron cultivadas en el medio L1 modificado en la concentración de 

silicatos (250 M) y nitratos (100 y 500 M) para obtener las relaciones Si:NO3 2.5 (alta) y 

0.5 (baja). Los cultivos se mantuvieron a irradiancias de 30  (condición de baja luz, LL) y 

200 mol quanta m
-2

 s
-1

 (condición de alta luz, HL) provistas con lámparas fluorescentes 

de luz de día, bajo un ciclo 12:12 h luz:oscuridad. Los inóculos utilizados en cada 

experimento se mantuvieron en las diferentes relaciones de nutrientes utilizadas, la 

aclimatación a la condición de irradiancia respectiva se realizó durante el escalamiento del 

cultivo, aproximadamente 15 días previos al experimento. La densidad celular se calculó 

diariamente mediante recuento al microscopio de alícuotas previamente fijadas con Lugol, 

utilizando la cámara de Fuchs-Rosenthal (Lobban et al. 1988).  
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El ajuste de los datos de concentración celular fue descrito por el modelo de 

crecimiento de Gompertz [ ] (Zwietering et al. 1990), 

utilizando el algoritmo de Marquardt-Levenberg (Origin software, OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, E.U.A.). Donde,  representa la concentración celular a 

diferente tiempo de cultivo,  representa la concentración celular inicial, t el tiempo y los 

parámetros a, b, y c describen la forma de la curva. Los cálculos se realizaron por 

triplicado. 

 

III.2.2. Cuantificación de ácido domoico 

La concentración de ácido domoico celular (cAD) y disuelto (dAD) se determinó de 

acuerdo a lo descrito en la sección II.2.5 de Materiales y métodos del Capítulo II del 

presente trabajo. 

 

III.2.3. Actividad fotosintética (curvas P-E) 

La fotosíntesis, como evolución de oxígeno, se midió a diversas irradiancias en células 

colectadas de las diferentes condiciones de cultivo. Alícuotas (60-200 mL) fueron retiradas 

de los cultivos y las células fueron concentradas por centrifugación (1500 x g, 7 min, 

14ºC). Después, las células se mantuvieron por 30 min en oscuridad antes de colocarlas en 

una cámara de incubación de 15 mL con temperatura controlada (Dubinsky et al. 1987) 

Para prevenir limitación por carbono, se adicionó NaHCO3 a una concentración final de 2 

mM. La respiración en oscuridad se midió como el consumo de oxígeno por 5 min antes de 

exponer a las células a la luz. La concentración de oxígeno se midió polarográficamente 

(YSI model 5331A, Yellow Spring Instruments, OH, E.U.A.). Las muestras se expusieron 

por 3 min a 12 diferentes irradiancias. La iluminación fue provista por una lámpara de 

halógeno, la temperatura (14 °C) en la cámara se mantuvo constante durante las mediciones 

de fotosíntesis-irradiancia (P-E), con un baño termocirculador. Los parámetros 

fotosintéticos fueron calculados por el ajuste de los datos a la función exponencial de Platt 

et al. (1980): 
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utilizando el algoritmo de de Marquardt-Levenberg (Origin software, OriginLab 

Corporation, Northampton, MA, E.U.A.). P

 (mol O2 mg Chl a

-1 
h

-1
)
 
 es la tasa de 

fotosíntesis normalizada por la concentración de clorofila a (Chl a) a una irradiancia E; Ps

 

(mol O2 mg Chl a
-1 

h
-1

) es la tasa de fotosíntesis máxima saturada por luz; 

 (mol O2 

mg Chl a
-1

 h
-1

) (mol quanta m
-2

 s
-1

)
-1

 es la pendiente inicial de la relación P-E y  (mol 

O2 mg Chl a
-1

 h
-1

) (mol quanta m
-2

 s
-1

)
-1

 describe el decremento en la fotosíntesis a 

irradiancias altas (parámetro de fotoinhibición). El parámetro de saturación por luz, Ek se 

calculó a partir de Ps

 y de 


 (Ps


 /


 derivados del ajuste de la curva. 

 

III.2.4. Análisis de pigmentos 

La separación y cuantificación de pigmentos se realizó de acuerdo a Van-Heukelem y 

Thomas (2001), con la modificación descrita por Colombo-Pallota et al. (2006). Se 

filtraron de 5 a 10 mL del cultivo en filtros de fibra de vidrio GF/F (Whatman) de 13 mm 

de diámetro, y se mantuvieron a una temperatura de -70 °C hasta su análisis. Los 

pigmentos fueron extraídos por disrupción mecánica (Mini-BeadBeater, Biospec Inc., 

E.U.A.) de los filtros con perlas de zirconia de 0.5 mm de diámetro en 1 mL de acetona al 

100 % enfriada previamente. El proceso de extracción se realizó a 500 rpm en tres períodos 

de 10 s, con pasos intermedios de enfriamiento a -20 °C en oscuridad. La limpieza de las 

muestras se realizó por dos pasos de centrifugación (13,000 x g, 5 min, 4ºC). Antes de la 

inyección el sistema cromatográfico, se añadió tetrabutil acetato de amonio (TBAA) a las 

muestras a una relación 3 a 1 (v:v). 

El equipo utilizado fue un HPLC modelo Shimadzu de la serie AV-10 equipado con 

una columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB C-8 (150 mm x 4.6 diámetro interno, 3.5 

µm de tamaño de partícula). La longitud de onda de detección fue de 436 nm. El gradiente 

de elución fue (%B,min): 5,0; 5,5; 95,22; 95, 27; 5,30. Para equilibrar la columna, la 

condición inicial (5% B) fue mantenida por 5 min entre inyecciones (20 L) de las 
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muestras. Se utilizó como solvente A metanol:TBAA 28 mM, (70:30, v/v), como solvente 

B metanol al 100%, con u flujo de 1mL min
-1

. Los análisis fueron realizados a 60 °C. La 

identificación de los pigmentos, se realizó por comparación del tiempo de retención (Tr) de 

cada pico con el Tr de estándares de pigmentos comerciales. El protocolo fue calibrado a 

partir de factores de calibración obtenidos de los siguientes estándares: Chl a, fucoxantina, 

diadinoxantina, diatoxantina, violaxantina, zeaxantina y -caroteno (DHI Inc., Hoersholm, 

Dinamarca).  

 

III.2.5. Análisis de datos 

Los datos fueron transformados (Log) antes de aplicar el análisis de varianza (ANOVA-dos 

vías), para evaluar diferencias significativas entre los tratamientos. La asociación entre los 

tratamientos fue analizada utilizando la prueba a posteriori de Tukey (Zar, 1999). Todos 

los análisis estadísticos fueron desarrollados utilizando el programa Statistica (StatSoft 

Inc.).   

 

III.3. Resultados 

El cambio en la abundancia celular y tasas específicas de crecimiento de las células de P. 

australis (BTS1) durante el periodo de cultivo en condiciones diferentes de cultivo, se 

presentan en la figura 13. La acumulación de biomasa mayor (160 x 10
3
 cel mL

-1
) se 

detectó en cultivos expuestos a la relación Si:NO3 0.5 a 200 mol quanta m
-2 

s
-1

 (HL). Esta 

abundancia celular fue significativamente mayor (<0.05, ANOVA-dos vías) que la 

detectada en los cultivos mantenidos en la condición de baja irradiancia (LL; 30 mol 

quanta m
-2 

s
-1

) con la misma relación de nutrientes (Fig. 13A). En contraste, no se observó 

diferencia (>0.05, ANOVA-dos vías) en la acumulación de biomasa entre HL y LL con la 

relación 2.5 Si:NO3 (Fig. 13B). 

Las tasas de crecimiento no presentaron diferencia significativa (>0.05, ANOVA-

dos vías) en las diferentes condiciones evaluadas, se observaron valores máximos (0.54 d
-1

) 

después de la inoculación y un decremento gradual en los días siguientes (Figs. 13C y 

13D). 
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Figura 13. Cambios en la abundancia celular (A, B) y tasas específicas de crecimiento 

(C, D) de Pseudo-nitzschia australis (BTS-1) cultivada en dos relaciones Si:NO3 a 200 

mol quanta m
-2

 s
-1

 (HL, símbolos vacíos) y 30 mol quanta m
-2

 s
-1

 (LL, símbolos 

oscuros). Los símbolos representan la media ± desviación estándar de tres cultivos 

independientes. 

 

El contenido de ácido domoico celular (cAD) se detectó en todos los puntos de muestreo 

durante el desarrollo de los cultivos (Fig. 14A y B). El valor mínimo de cAD fue de 0.5 pg 

cel
-1

 y la concentración máxima de 3 pg cel
-1

. En la mayoría de los días de muestreo (días 

0, 9, 12, 15, 18 y 21 después de la inoculación) las células expuestas a una alta irradiancia 

presentaron mayor cAD (a 3.3 pg cel
-1

) que las células creciendo a baja irradiancia (0.5 

a 0.84 pg cel
-1

) (<0.05, ANOVA-dos vías). También, la variación de cAD a través del 

desarrollo del cultivo fue diferente entre la condición de HL y LL. Independientemente de 

la relación de nutrientes utilizada, las células expuestas a la condición de LL presentaron 
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un alto contenido de AD (1.8 a 2.1 pg cel
-1

) al inicio del periodo de cultivo (día 3 a 6) con 

una subsecuente reducción de la concentración de cAD. Las células expuestas a HL 

también presentaron un alto contenido de cAD al inicio del periodo de cultivo y una 

reducción en los siguientes días. Sin embargo, la concentración de cAD aumentó al 

finalizar el periodo de cultivo, alcanzando concentraciones de 2.9 y 3.3 pg cel
-1

 en células 

cultivadas con la relación Si:NO3 de 0.5 y 2.5, respectivamente (Figs. 14A y 15B). La 

concentración de ácido domoico disuelto (dAD) normalizado por la abundancia celular 

también varió con las condiciones de irradiancia. Se detectaron concentraciones mayores 

de dAD en cultivos expuestos a HL que a LL. El valor más alto (70.8 pg cel
-1

) de dAD se 

detectó en cultivos expuestos a HL y relación 2.5 Si:NO3 (Fig. 14D). En todas las 

condiciones de cultivo los valores más altos de dAD fueron detectados al tercer día después 

de la inoculación y disminuyeron abruptamente en los días siguientes (Figs. 14C y D). 

La fisiología fotosintética de P. australis (BTS-1) se caracterizó durante el periodo 

de cultivo. Un ejemplo de la relación fotosíntesis-irradiancia medida en diferentes días del 

cultivo se presenta en la figura 15. En todos los tratamientos, la tasa fotosintética decrece a 

irradiancias superiores a 500 mol quanta m
-2 

s
-1

 (Fig. 15). Independientemente de la 

variable utilizada para la normalización (por concentración de clorofila a o por célula), la 

variación de los parámetros fotosintéticos derivados de la relación P-E mostraron la 

siguiente tendencia: Al inicio del periodo de cultivo (Fase de acondicionamiento, del día 0 

al tercer día), la tasa de fotosíntesis máxima (Ps

) fue mayor (p<0.05; ANOVA-dos vías) en 

células expuestas a LL que en HL (Figs. 16A y B, Tabla V). También al inicio del periodo 

de cultivo, los valores de eficiencia de utilización de luz (

) fueron mayores (p<0.05; 

ANOVA-dos vías)  en células expuestas a LL que en HL. Ps

 y 


fueron más de tres veces 

mayores en células expuestas a LL que en HL durante los primeros días de cultivo. 

Después del día 6, Ps

 y 


decrecieron en todas las condiciones de cultivo, excepto para 

las células mantenidas a LL en la relación 0.5 de Si:NO3, perdiéndose la capacidad 

fotosintética al día 18 de cultivo (Fig. 16A y B). El parámetro de saturación por luz (Ek) fue 

mayor (p<0.05; ANOVA-dos vías) en las células expuestas a HL que en LL al inicio del 

periodo de cultivo, independientemente de la relación de nutrientes utilizada (Fig. 16C, 

Tabla V). 
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Figura 14. Cambios en la concentración de ácido domoico celular (cAD) y disuelto 

(dAD) durante el periodo de cultivo de Pseudo-nitzschia australis (BTS-1). Las 

condiciones de cultivo, son como las descritas en la figura 13. Se presenta la media ± 

desviación estándar de tres cultivos independientes. 
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Figura 15. Relación fotosíntesis vs. irradiancia (P-E) en Pseudo-nitzschia australis 

(BTS-1) durante diferentes días de cultivo. Las células fueron cultivadas en la relación 

2.5 de Si:NO3 con una irradiancia de 200 mol quanta m
-2 

s
-1

. Las líneas representan 

el ajuste al modelo de Platt et al. (1980). 

 

El cambio de los pigmentos que tienen un papel importante en la aclimatación y 

fotoprotección se evaluó en las células expuestas a las diferentes condiciones de cultivo. La 

clorofila a (Chl a) fue similar entre las células cultivadas a LL y HL en la relación 0.5 

Si:NO3, los días 3, 6, 9 y 12 de cultivo (Fig. 17A). En contraste, en los días 0, 15 y 18 se 

observó diferencia significativa (p<0.05; ANOVA-dos vías)  entre las células cultivadas en 

LL y HL en ambas relaciones Si:NO3. La concentración de Chl a fue mayor (2.71 pg Chl a 

cel
-1

) en células cultivadas a LL en la relación 2.5 Si:NO3, al inicio del periodo de cultivo y 

disminuyó al finalizar el cultivo. La concentración del pigmento accesorio fucoxantina no 

presentó una tendencia clara de variación durante el periodo de cultivo y no se observó 

diferencia entre la condición de HL y LL los días 3, 6, 9 y 12 de cultivo en ambas 

relaciones de nutrientes (Fig. 17B). No se detectó un cambio en la concentración del 

conjunto de los pigmentos del ciclo de las xantofilas (diadinoxantina + diatoxantina) en 

baja irradiancia (LL) y alta irradiancia (HL) en la relación 0.5 de Si:NO3 durante casi todo 

el periodo de cultivo. Solamente se detectó un incremento de este conjunto al finalizar el 

cultivo (día 21) en las células cultivadas en la condición de HL y relación 2.5 de Si:NO3 

(Figs. 17C y D). 
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Figura 16. Cambios de los parámetros fotosintéticos derivados de la relación 

fotosíntesis-irradiancia (P-E) durante el periodo de cultivo de Pseudo-nitzschia 

australis (BTS-1). La tasa fotosintética máxima (Ps

) y la eficiencia de utilización de 

luz (

) normalizados a la concentración de clorofila a (Chl a), se presentan en el 

panel A y B, respectivamente. En el panel C se presenta el parámetro de saturación 

por luz (Ek). Las condiciones de cultivo son como las descritas en la figura 13.  
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Tabla V. Parámetros fotosintéticos estimados de la relación fotosíntesis-irradiancia 

(P-E) durante el periodo de cultivo de Pseudo-nitzschia australis (BTS-1). La tasa 

fotosintética máxima (Ps

molO2 mg Chl a

-1
 h

-1
), la eficiencia de utilización de luz y 

parámetro de fotoinhibición (

 y 


 ambos en (molO2 mg Chl a

-1
 h

-1
)(mol quanta 

m
-2

 s
-1

)
-1

 están normalizados en base a la concentración de clorofila a (Chl a). Ek es el 

parámetro de saturación por luz (mol quanta m
-2

 s
-1

). Los valores son la media 

(desviación estándar) de tres determinaciones. 

 
 

Tratamiento  día P


s 

 


 Ek 

0.5 LL 0  156.12 (8.60) 4.12 (0.09) 0.12 (0.02) 37.87  (1.26) 
 3  129.83 (10.7) 1.62 (0.49) 0.41 (0.22) 84.06 (19.7) 
 6  131.31 (13.7) 1.73 (0.62) 0.40 (0.16) 81.19 (22.5) 
 9  96.28 (25.1) 1.31 (0.26) 0.11 (0.03) 72.87 (4.79) 
 12  29.76 (3.09) 0.83 (0.02) 0.03 (0.01) 35.81 (2.86) 
 15  60.76 (10.1) 0.92 (0.33) 0.54 (0.44) 69.53 (14.9) 
 18  104.11 (15.1) 1.36 (0.15) 0.12 (0.00) 76.35 (2.70) 
 21  48.71 (5.53) 0.67 (0.11) 0.12 (0.00) 73.12 (3.80) 
           

2.5 LL 0  223.00 (14.4) 5.00 (0.73) 0.17 (0.05) 44.96 (3.72) 
 3  158.32 (14.3) 2.69 (1.54) 0.36 (0.27) 74.97 (44.4) 
 6  165.14 (16.8) 1.60 (0.20) 0.36 (0.00) 103.42 (2.45) 
 9  141.01 (24.0) 1.64 (0.28) 0.01 (0.00) 85.99 (0.05) 
 12  53.99 (3.42) 0.75 (0.09) 0.11 (0.03) 72.32 (4.15) 
 15  63.51 (7.74) 0.82 (0.28) 0.20 (0.08) 81.83 (19.6) 
 18  ND ND ND ND  
 21  ND ND ND ND  
           

0.5 HL 0  38.03 (3.55) 0.28 (0.03) 0.050  (0.01) 135.96 (1.90) 
 3  74.36 (8.59) 0.48 (0.01) 0.070 (0.01) 154.71 (14.6) 
 6  134.1 (8.58) 1.09 (0.03) 0.180 (0.01) 122.97 (4.49) 
 9  99.56 (13.1) 0.96 (0.14) 0.160 (0.02) 103.86 (1.52) 
 12  34.69 (35.4) 0.75 (0.19) 0.090 (0.01) 47.52 (7.56) 
 15  59.63 (2.44) 0.70 (0.16) 0.040 (0.01) 87.76 (17.0) 
 18  10.85 (1.96) 0.15 (0.06) 0.005 (0.00) 77.37 (19.3) 
 21  ND ND ND ND  
           

2.5 HL 0  65.85 (8.00) 0.51 (0.05) 0.065 (0.00) 128.92 (1.26) 
 3  52.85 (9.95) 0.33 (0.04) 0.049 (0.01) 159.27 (1.26) 
 6  119.82 (35.1) 1.09 (0.31) 0.137 (0.03) 109.73 (1.26) 
 9  62.68 (14.2) 0.62 (0.16) 0.096 (0.02) 101.68 (1.26) 
 12  33.53 (0.42) 0.30 (0.02) 0.030 (0.00) 112.04 (1.26) 
 15  12.5 (1.31) 0.16 (0.04) 0.060 (0.01) 80.14 (1.26) 
 18  ND ND ND ND  
 21  ND ND ND ND  
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Figura 17. Cambios en la concentración de pigmentos en Pseudo-nitzschia australis 

(BTS-1) durante el periodo de cultivo. La concentración de clorofila a (Chl a) se 

presenta en el panel A y la concentración del carotenoide fucoxantina (Fx) se presenta 

en el panel B. La concentración de los pigmentos del ciclo de las xantofilas, 

diadinoxantina (Ddx) y diatoxantina (Dtx), se muestran en el panel C y D. Las 

condiciones de cultivo se describen en la figura 13. Los símbolos representan la media 

± desviación estándar de tres cultivos independientes. 

 

III.4. Discusión y conclusión  

El crecimiento de los organismos fotosintéticos requiere la coordinación entre la captura de 

luz, la fijación de carbono y asimilación de nutrientes, sobre escalas de tiempo asociadas 

con la división celular (Geider et al. 1998). Las diatomeas requieren de silicatos tanto para 

formación de la frústula como para otros procesos metabólicos (Pan et al. 1998). En 
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especies del género Pseudo-nitzschia se ha considerado la relación silicatos:nitrógeno 

como un factor importante en su crecimiento (Bates, 1998; Hutchins y Bruland, 1998; 

Bates et al. 1991; Trainer et al. 2000; Kudela et al. 2004a, 2004b). Algunos estudios de 

campo han relacionado la presencia de P. australis con la una razón silicatos:nitratos 

menor a 2 (Anderson et al. 2006), mientras que otros autores sugieren que una razón alta de 

estos nutrientes es un factor clave para la acumulación de esta especie (García-Mendoza et 

al. 2009; Trainer et al. 2009). En el presente estudio la acumulación máxima de biomasa se 

presentó en la condición de alta irradiancia (200 mol quanta m
-2

 s
-1

) a una razón 

silicatos:nitratos de 0.5. Se presentó una menor biomasa  para esta misma razón en 

condición de baja irradiancia (30 mol quanta m
-2

 s
-1

). Eso sugiere que aunado a la 

disponibilidad de nitratos y silicatos la irradiancia es un factor importante para la 

acumulación de biomasa, coincidiendo con la teoría de que las diatomeas incorporan y 

asimilan grandes cantidades de nitrato en condiciones de alta luz (Dortch et al. 1979; 

Collos, 1980, 1982; Cochlan et al. 1991; Lomas y Glibert, 1999). 

En campo, se ha observado que durante florecimientos de Pseudo-nitzschia, las 

células forman cadenas cortas para reducir su flotabilidad y descender fuera de aguas 

superficiales oligotróficas y absorber nutrientes para nuevamente ascender a zonas de alta 

iluminación sin pérdida importante de vitalidad (Frixell et al. 1997). Un comportamiento 

similar se reportó en cultivos de P. multiseries, donde las células sobreviven por largos 

periodos en condición de baja irradiancia y estrés por nutrientes (Pan et al. 1996c). En el 

presente estudio, las células de P. australis expuestas a baja irradiancia presentaron una 

alta tasa fotosintética, sugiriendo una mayor eficiencia en la utilización de la luz absorbida 

en células aclimatadas a estas condiciones. Asimismo,  las células cultivadas a una relación 

de 2.5 silicatos:nitratos (estrés por nitrógeno) se mantuvieron viables durante mayor tiempo 

en la fase estacionaria (10 días) sin registro de actividad fotosintética.  

A pesar de que se ha considerado que la mayor producción de AD en especies del 

género Pseudo-nitzschia se presenta durante la fase estacionaria de crecimiento poblacional 

(Bates, 1998; Douglas y Bates, 1992; Bates et al. 1993; Pan, 1998; Pan et al. 2001; Bates y 

Trainer, 2006; Besiktepe et al. 2008; Amato et al. 2010). Para P. australis se ha registrado 

una producción de AD altamente variable con el tiempo, presentándose concentraciones 
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altas de esta toxina tanto al inicio de la fase exponencial (Garrison et al. 1992) como en la 

fase estacionaria (Cusack et al. 2002). En el presente estudio, las concentraciones mayores 

de AD (36.77 a 70.83 pg AD cel
–1

) se presentaron en la forma disuelta y se registraron 

durante la fase de acondicionamiento (“lag”) del cultivo en los cuatro tratamientos 

evaluados. Se detectaron concentraciones de 18 a 35 veces mayores que en la fracción 

celular (cAD). De manera general los valores máximos de AD tanto en forma disuelta 

como celular, se detectaron en células creciendo bajo condiciones de alta irradiancia 

independientemente de la relación de nutriente evaluada. Se ha registrado en experimentos 

de laboratorio que el ácido domoico que escapa y/o es liberado activamente al medio 

circundante alcanza niveles de hasta un 95% de la cantidad total de la toxina, lo que sugiere 

que células fisiológicamente activas tienden a retener el ácido domoico, mientras que 

células con daños fisiológicos tienden a liberar la toxina en condición de estrés (Subba Rao 

et al. 1990; Bates et al. 1991; Pan et al. 1996b; Maldonado et al. 2002). En el presente 

estudio, para determinar el porcentaje de la cantidad de ácido domoico de la fase de 

acondicionamiento que es originada por cambios que se presentan en el metabolismo 

celular, se restó la cantidad de toxina proveniente del inóculo utilizado para el cultivo 

(3.91%) y la cantidad originada por muerte celular (1.43%), resultando en que el 94.66% 

del ácido domoico observado en esta fase es originado por cambios que se presentan en el 

metabolismo celular de células fisiológicamente activas, y no por daño celular. 

Se ha reconocido que la producción de AD en especies del género Pseudo-nitzschia 

está asociada a la condición fisiológica de las células y que las células estresadas producen 

más AD, por lo que el mayor contenido de esta toxina se presenta normalmente durante el 

final de la fase estacionaria de los cultivos (Bates et al. 1998; Pan et al. 1998; Bates y 

Trainer, 2006). En el presente estudio, se encontró que células aisladas de la región de Baja 

California, México, producen AD en diferentes condiciones fisiológicas y no solamente 

cuando el crecimiento poblacional se ha detenido. El contenido mayor de AD en el cultivo 

(cAD+dAD) se detectó en la fase de acondicionamiento. En esta fase las células 

presentaron la mayor tasa fotosintética máxima (Ps

). La producción de AD durante la fase 

de acondicionamiento e inicio de la fase exponencial  ha sido reportada para P. multiseries, 

P. calliantha, P. multistriata y P. cuspidata (2.0 fg cel
-1 

a 4.2 pg cel
-1

), cuando el 
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metabolismo primario celular es más activo y no hay limitación del crecimiento por 

nutrientes, lo que ha sugerido que la producción de la toxina puede ser una respuesta 

general a la detención del crecimiento (fase de acondicionamiento), a la toxicidad de un 

nutriente en particular (amonio) o a la disminución de las tasas fotosintéticas (Douglas and 

Bates, 1992; Bates et al. 1993; Pan et al. 2001; Besiktepe et al. 2008; Amato et al. 2010). 

Las concentraciones de AD registradas en este trabajo (70.83 pg cel
–1

) son mayores a las 

concentraciones reportadas anteriormente. Solo se ha reportado una concentración similar 

de AD (cAD + dAD) para cultivos de P. multiseries (67 pg AD cel
-1

) durante la fase de 

crecimiento exponencial (Bates et al. 1999). 

Los cambios en la concentración de AD durante el tiempo de desarrollo del cultivo 

en este estudio, estuvieron relacionados con la condición de luz. Las células cultivadas a 

una irradiancia alta (HL) produjeron más AD que las cultivadas en luz baja. También se 

detectó que el cAD aumenta al finalizar el periodo de cultivo en las células cultivadas en 

HL. Además, durante el crecimiento de la población se detectaron dos periodos de alta 

producción de AD en células expuestas a HL. En estudios anteriores, la luz ha sido 

identificada como un factor importante para la producción de AD en P. australis (Garrison 

et al. 1992; Cusack et al. 2002), reportándose que células cultivadas a alta irradiancia 

presentan una alta concentración de tAD en los cultivos (12 a 37 pg AD cel
-1

) comparadas 

con las células en baja luz, que presentaron concentraciones entre no detectable y 2 pg AD 

cel
-1

 (Cusack et al. 2002). El efecto de la luz en la producción de AD ha sido asociada con 

la necesidad de energía fotosintética para la biosíntesis de la toxina (Bates, 1998). Por esto, 

se ha hipotetizado que la energía para el crecimiento celular y mantenimiento compite con 

la requerida para la producción de AD (Pan el al. 1998).  

En las algas el desequilibrio entre la energía fotoquímica producida y su consumo a 

través de la fijación de carbono y rutas metabólicas contiguas, se refleja en la reducción de 

la capacidad de captura de luz e incremento en la capacidad de disipar el exceso de energía 

como calor a través de carotenoides fotoprotectores. En las diatomeas, la disipación del 

exceso de energía como calor para prevenir la fotoinhibición involucra la conversión del 

monoepóxido diadinoxantina (Ddx) a la forma de-epoxidada diatoxantina (Dtx), con 

presencia de bajas cantidades de los pigmentos violaxantina, anteraxantina y zeaxantina 
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(Demmig-Adams, 1990; Arsalane et al. 1994; Olaizola et al. 1994; Huner et al. 1998; Lohr 

y Wihelm 1999; Wingler et al. 2000; Lohr y Wihelm, 2001). En el presente estudio, a pesar 

de que los diferentes tratamientos evaluados mostraron una reducción en la capacidad de 

fijación de carbono a partir del noveno día de cultivo, la concentración del carotenoide Dtx 

solo presentó diferencia significativa (<0.05) el día 21 del cultivo para la relación 2.5 

silicatos nitratos en la condición de HL, lo que indica que en P. australis la disipación del 

exceso de energía fotoquímica no se regula mediante el ciclo de las xantofilas. 

Los periodos de mayor contenido de la toxina correspondieron a la fase de 

acondicionamiento y estacionaria del cultivo, en donde la energía utilizada para el 

crecimiento fue mínima. En la fase de acondicionamiento, se presentaron valores de tasas 

fotosintéticas y contenido de ácido domoico (dAD + cAD) superiores a las registradas en la 

fase estacionaria, por lo que ante la ausencia de la disipación del exceso de energía 

mediante el ciclo de las xantofilas. Posiblemente la producción y excreción de la toxina 

representa una vía alterna de disipación del exceso de energía fotosintética, mientras que la 

reducción en su contenido una vez iniciado el crecimiento sugiere la posibilidad que la 

toxina producida sea re-asimilada. 
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Capítulo IV  

Producción de ácido domoico en respuesta a la alternancia entre crecimiento en luz 

y sobrevivencia en oscuridad 

 

IV.1. Introducción 

Las diatomeas tienen estrategias de crecimiento y mecanismos de sobrevivencia altamente 

eficientes y adaptables a los constantes cambios ambientales del hábitat marino (Bates y 

Trainer, 2006). Las diatomeas se pueden mantener viables  por largos periodos al pasar de 

un estado de rápido crecimiento (células vegetativas) en aguas iluminadas a un estado de 

reposo (células de reposo) en aguas oscuras y frías o a la superficie del sedimento 

(Anderson, 1975; French y Hargraves, 1980; Hargraves y French, 1983). La ventaja de esta 

estrategia de sobrevivencia, es que su transformación a células vegetativas se presenta en 

pocas horas después de retornar a aguas iluminadas ricas en nutrientes (Peters y Tomas, 

1996b). 

En áreas oceánicas oligotróficas se ha observado que la disponibilidad de nitrato se 

asocia frecuentemente con el hundimiento o migración del fitoplancton de capas superiores 

agotadas en nutrientes a capas inferiores ricas en nutrientes (Collos, 1982), y que 

condiciones favorables, permiten el rápido desarrollo de estas poblaciones (Fryxell et al. 

1997; Horner et al. 1997; Trainer et al. 2000). En regiones de surgencias, el fitoplancton no 

está aclimatado a una condición ambiental específica, ya que existe una alta variabilidad en 

las condiciones ambientales de nutrientes, disponibilidad de luz y variabilidad física, por lo 

que la respuesta a éstas condiciones cambiantes depende de la condición ambiental y del 

estado fisiológico de las células (Small y Menzies 1981; Dortch et al. 1985; MacIsaac et al. 

1985). 

Las especies del género Pseudo-nitzschia presentan tendencia a flocular (Buck y 

Chavez, 1994) y hundirse a través de la columna de agua (Rines et al. 2002), formando 

poblaciones de células viables (semillas) en aguas profundas, que bajo condiciones 

favorables, permiten el desarrollo rápido de la población (Fryxell et al. 1997; Horner et al. 
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1997; Trainer et al. 2000; Rines et al. 2002; Ryan et al. 2005). Generalmente los 

florecimientos de Pseudo-nitzschia spp. se inician cerca de la costa, en áreas de surgencias 

de masas de aguas profundas ricas en nutrientes (Adams et al. 2000; Trainer et al. 2008, 

2009). Estos florecimientos al parecer son favorecidos por altas concentraciones de 

nutrientes (Stolte et al. 1994; Stolte y Riegman, 1996), en donde el nitrógeno juega un 

papel importante tanto en el desarrollo del florecimiento, como en la producción de la 

toxina (Dortch, 1990; Smith et al. 1990; Bates et al. 1991; Cochlan et al. 2006). El nitrato 

ha sido identificado como la principal fuente inorgánica de nitrógeno, que mantiene el 

incremento de la biomasa (Smith, 1991; Dortch et al. 1985; Glibert et al. 1995; Clarke y 

Leavey, 1996). Cuando el nitrógeno es limitante para el crecimiento, una mayor afinidad de 

asimilación de sustratos reducidos de nitrógeno (amonio y urea) provee una ventaja 

competitiva a ciertas especies ya que estos compuestos son energéticamente menos 

costosos para su asimilación al requerir menor poder reductivo (Raven, 1990; Cochlan et 

al. 2002).  

Investigaciones sobre preferencias nutricionales de Pseudo-nitzschia spp. han 

mostrado la habilidad de este género para utilizar elementos orgánicos como fuente 

complementaria de nutrición (Hillebrand y Sommer, 1996; Armstrong-Howard et al. 2007; 

Cochlan et al. 2008) y como una estrategia de sobrevivencia en oscuridad (Mengelt y 

Prézelin, 2002b). En condiciones de cultivo, se ha reportado para P. australis que el orden 

de preferencia de especies nitrogenadas tanto inorgánicas como orgánicas es: NO3
-
 > NH4

+
, 

glutamina > urea, que cultivos creciendo en nitrato o amonio producen cantidades  

equivalentes de AD durante la fase exponencial (Cochlan et al. 2008), y que la presencia de 

urea aumenta la producción de AD (Armstrong-Howard et al. 2007).  Laycock et al. (1989) 

observaron la presencia de concentraciones altas de ácido glutámico durante la producción 

de AD para Nitzschia pungens forma multiseries (P. multiseries). A su vez, Osada y 

Stewart (1997) reportaron que durante el cultivo de P. multiseries, la adición de los 

aminoácidos ácido glutámico y prolina estimula la liberación de AD al medio.  

 

Considerando que tanto la sobrevivencia en oscuridad como la disposición de elementos 

orgánicos como fuente complementaria de nutrición, pueden ser factores importantes para 
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el desarrollo de especies del género Pseudo-nitzschia. En el presente estudio se evaluó la 

producción de la toxina (AD), actividad fotosintética y composición pigmentaria de 

cultivos de P. australis, como respuesta a la alternancia entre el crecimiento en luz y 

sobrevivencia en oscuridad, en ausencia y presencia de una fuente de nitrógeno orgánico 

(ácido glutámico). La respuesta observada durante la transición entre el crecimiento en luz 

y sobrevivencia en oscuridad, se comparo con la respuesta de la diatomea Thalassiosira 

pseudonana observada comúnmente en aguas costeras. 

 

IV.2. Materiales y métodos 

IV.2.1. Condiciones experimentales 

El cultivo de Pseudo-nitzschia australis (BTS-1) utilizado en el presenta trabajo, se aisló de 

la Bahía Todos Santos, B.C., mientras que el cultivo de Thalassiosira pseudonana se 

obtuvo de la Colección de microalgas del Departamento de Acuicultura del CICESE. Los 

cultivos se mantuvieron a 14 ºC ± 0.5, en medio L1 modificado en la concentración de 

silicatos (250 M) y nitratos (500 M) para obtener la relación silicatos:nitratos de 0.5. Se 

utilizaron irradiancias de 30 mol quanta s
-1 

m
-2

 (baja, LL) y de 250 mol quanta s
-1 

m
-2 

(alta, HL) provistas con lámparas fluorescentes de luz de día. La densidad celular se evaluó 

en alícuotas previamente fijadas con Lugol utilizando microscopio óptico y cámaras de 

Neubauer (0.1 mm de profundidad) o Fuchs Rosenthal (0.2 mm de profundidad) (Lobban 

et al. 1988). 

 

Respuesta al cambio en la condición de irradiancia en ausencia o presencia de N-

orgánico: Cultivos de P. australis aclimatados a 30 mol quanta s
-1 

m
-2

 por diversas 

generaciones se expusieron en la fase exponencial de crecimiento a oscuridad y alta 

irradiancia (250 mol quanta s
-1 

m
-2

,
 
HL) en presencia y ausencia de ácido glutámico (AG) 

como fuente de nitrógeno orgánico. El contenido de ácido domoico, eficiencia fotosintética 

y composición pigmentaria de las células expuestas a las diferentes condiciones, se evaluó 

por triplicado a las 48 horas. 
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Alternancia entre el crecimiento en luz y sobrevivencia en oscuridad: Cultivos en fase 

exponencial de P. australis y T. pseudonana aclimatados a baja irradiancia (30 mol 

quanta s
-1 

m
-2

, LL), se incubaron por triplicado en oscuridad durante 6 días. Posteriormente, 

se expusieron nuevamente a la condición de irradiancia inicial por tres días. El contenido 

de ácido domoico (P. australis), eficiencia fotosintética y composición pigmentaria (P. 

australis y T. pseudonana), fueron evaluados los días 0, 1, 2, 3 y 6 de exposición en 

oscuridad y día 3 de re-introducción a la condición de luz inicial (LL). 

 

IV.2.2. Cuantificación de ácido domoico 

La concentración de ácido domoico celular (cAD) y disuelto (dAD) se determinó de 

acuerdo a lo descrito en la sección II.2.5 de Materiales y métodos del Capítulo II del 

presente trabajo. 

 

IV.2.3. Actividad fotosintética (curvas P-E)  

La fotosíntesis, como evolución de oxígeno, se determinó de acuerdo a lo descrito en la 

sección III.2.3 de Materiales y métodos del Capítulo III del presente trabajo. 

 

IV.2.4. Análisis de pigmentos 

La separación y cuantificación de pigmentos se determinó de acuerdo a lo descrito en la 

sección III.2.4 de Materiales y métodos del Capítulo III del presente trabajo. 

 

IV.2.5. Análisis de datos 

Los datos fueron transformados (Log) antes de aplicar el análisis de varianza (ANOVA), 

para evaluar diferencias significativas entre los tratamientos. La asociación entre los 

tratamientos fue analizada utilizando la prueba a posteriori de Tukey (Zar, 1999). Todos 

los análisis estadísticos fueron desarrollados utilizando el programa Statistica (StatSoft 

Inc.).   
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IV.3. Resultados 

IV.3.1. Respuesta al cambio en la condición de irradiancia y disponibilidad de N-

orgánico 

A pesar de que el tratamiento de alta irradiancia en presencia de N-orgánico mostró un 

incremento en la densidad celular, los valores observados a las 24 h (HLAG, 50156 cel mL
-

1
) y 48 h (HLAG, 54895 cel mL

-1
) no fueron significativamente diferentes (p>0.05) con 

respecto al valor de densidad celular de la condición inicial (LL, 0 h, 36250 cel mL
-1

) (Fig. 

18A). La condición de oscuridad en ausencia o presencia de N-orgánico, no mostró 

cambios significativos (p>0.05) en la densidad celular durante el tiempo evaluado (Fig. 

18A). Las tasas de crecimiento (Fig. 18B), solo mostraron un incremento significativo 

(p<0.05) con respecto a la condición inicial (LL, 0 h, 0.18 día
-1

) para el tratamiento de alta 

irradiancia en presencia de N-orgánico (HLAG, 48 h, 0.78 día
-1

), siendo ésta condición 

significativamente diferente (p<0.05) con respecto a los diferentes tratamientos de 

oscuridad (Fig. 18B). 
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Figura 18. Abundancia celular y tasa específica de crecimiento () en cultivos de 

Pseudo-nitzschia australis expuestos a cambios en la condición de irradiancia (LL = 30 

mol quanta m
-2

 s
-1

, HL = 250 mol quanta m
-2

 s
-1

) y disponibilidad de ácido 

glutámico (AG) como fuente de N-orgánico (símbolos vacíos= presencia, símbolos 

oscuros = ausencia). Los datos representan la media ± desviación estándar de tres 

cultivos independientes. 
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En los diferentes tratamientos evaluados, la forma disuelta de ácido domoico (dAD) 

representó una proporción importante (72 a 89 %) del contenido total de la toxina 

(Fig.19A). La concentración más alta de dAD se registró para la condición control (14.22 

pg cel
-1

, LL) y debido a la alta variabilidad presentada, no se encontró diferencia 

significativa (p>0.05) con las condiciones de oscuridad (4.68 pg cel
-1

, Osc) y alta 

irradiancia en presencia de ácido glutámico (4.87 pg cel
-1

, HLAG), valores menores de 

dAD (53 a 77 %) se registraron para las condiciones de LLAG, OscAG y HL (Fig.19A). La 

concentración celular de la toxina (cAD), presentó el valor más alto para la condición de 

alta irradiancia (3.90 pg cel
-1

, HL) y no mostró diferencia significativa (p>0.05) con 

respecto a condición control (1.62 pg cel
-1

, LL) (Fig. 19B). Al igual que en la forma 

disuelta, la presencia de ácido glutámico, resulto en valores bajos de la toxina, sin embargo, 

estos valores no fueron diferentes (p> 0.05) a la condición control (Fig. 19B). 
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Figura 19. Concentración de ácido domoico celular (cAD) y disuelto (dAD) en cultivos 

de Pseudo-nitzschia australis, expuestos a cambios en la condición de irradiancia (O = 

Oscuridad, LL = 30 mol quanta m
-2

 s
-1

, HL= 250 mol quanta m
-2

 s
-1

) y 

disponibilidad de ácido glutámico como fuente de N-orgánico (AG = presencia). Los 

datos representan la media ± desviación estándar de tres cultivos independientes. 

 

Los parámetros fotosintéticos derivados de la relación P-E en los diferentes tratamientos, 

mostraron mayores tasas de fotosíntesis máxima (Ps

) (p<0.05) que la registrada para la 

condición de LL en las condiciones de Osc y LLAG, siendo Ps

 menor (p<0.05) en la 
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condición  de alta irradiancia (HL) (Fig. 20A). El valor de eficiencia de utilización de luz 

(

), fue mayor (p<0.05) que la condición control (LL) en las células expuestas a 

oscuridad, no se encontró diferencia significativa (p>0.05) para los cultivos de HLAG y 

LLAG y se observaron valores menores (p<0.05) en la condición de alta irradiancia (HL) 

(Fig. 20B). El parámetro de saturación por luz (Ek,) no mostró diferencia significativa con 

respecto al control (LL) para las condiciones Osc y HL, mientras que los valores 

observados para las condiciones de HLAG y LLAG fueron significativamente mayores 

(p<0.05) (Fig. 20C). El parámetro de fotoinhibición (
chl

) fue mayor (p<0.05) con respecto 

a la condición control (LL), solo para la condición de HLAG y no se encontró diferencia 

significativa (p>0.05) para los cultivos de LLAG (Fig. 20D). El cultivo mantenido en 

oscuridad no registró actividad fotosintética en presencia de AG. 

Los cambios en la condición de irradiancia y disponibilidad de N-orgánico, no resultaron 

en diferencias significativas (p>0.05) en el contenido de Chla (1.14 a 1.67 nmol Chla cel
-1

), 

ni en la concentración de diadinoxantina (50.6 a 65.2 mmol Ddx mol Chla
-1

) (Figs. 21A, 

C). Las concentración máxima de fucoxantina (0.50 mmol Fx mol Chla
-1

) y -caroteno 

(25.3 mmol -car mol Chla
-1

) correspondieron a la condición control (LL, Fig. 21B). La 

concentración de Fx solo presentó diferencia significativa (p<0.05) con las células 

expuestas a alta irradiancia y presencia de ácido glutámico (HLAG, 0.356 mmol Fx mol 

Chla
-1

) (Fig. 21B). A su vez, la concentración de -caroteno solo fue similar (p>0.05) a la 

condición de baja irradiancia y presencia de ácido glutámico (LLAG, 24.19 mmol -car 

mol Chla
-1

) (Fig. 21D). El valor máximo de zeaxantina medido para la condición de alta 

irradiancia y presencia del ácido glutámico (HLAG, 29.7 mmol Zx mol Chla
-1

), fue 

significativamente mayor (p<0.05) al valor de la condición control (LL) y demás 

tratamientos (Fig. 21D). La mayor variación en el contenido de pigmentos se observó para 

la diatoxantina (Fig. 21C). Las células incubadas en oscuridad (Osc) no presentaron 

diatoxantina, mientras que en presencia de ácido glutámico su concentración (OscAG, 0.94 

mmol Dtx mol Chla
-1

) resultó ser significativamente menor (p<0.05) que la medida para la 

condición control (LL, 5.70 mmol Dtx mol Chla
-1

), la cual no mostro diferencia 
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significativa (p>0.05) con el valor máximo registrado para la condición de alta irradiancia y 

presencia de ácido glutámico (HLAG, 9.46 mmol Dtx mol Chla
-1

) (Fig. 21). 
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Figura 20. Cambios de los parámetros fotosintéticos derivados de la relación 

fotosíntesis-irradiancia (P-E) en cultivos de Pseudo-nitzschia australis expuestos a 

cambios en la condición de irradiancia (O = Oscuridad, LL = 30 mol quanta m
-2

 s
-1

, 

HL = 250 mol quanta m
-2

 s
-1

) y disponibilidad de ácido glutámico como fuente de N-

orgánico (AG = presencia). Los datos representan la media ± desviación estándar de 

tres cultivos independientes. 
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IV.3.2. Alternancia entre el crecimiento en luz y sobrevivencia en oscuridad 

Durante el periodo de incubación en oscuridad, tanto las células de Pseudo-nitzschia 

australis como Thalassiosira pseudonana permanecieron viables, no se observó diferencia 

significativa (p>0.05) en la densidad celular, la cual fue en promedio de 19697 cel mL
-1

 y 

52315 cel mL
-1

 para P. australis y T. pseudonana, respectivamente (Figs. 22A, B). 

Después de su re-introducción a luz, se detectó una diminución del crecimiento en T. 

pseudonana, registrándose valores negativos de la tasa de crecimiento (-0.12 a -1.2 día
-1

). 

P. australis mostró un incremento en su tasa de crecimiento de -0.3 a 0.32 día
-1

 al después 

de su re-exposición a luz (Figs. 22C, D). 
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Figura 21. Concentración celular de pigmentos en cultivos de Pseudo-nitzschia 

australis, expuestos a cambios en la condición de irradiancia (O = Oscuridad, LL = 30 

mol quanta m
-2

 s
-1

, HL = 250 mol quanta m
-2

 s
-1

) y disponibilidad de ácido 

glutámico como fuente de N-orgánico (AG= presencia). Los datos representan la 

media ± desviación estándar de tres cultivos independientes. 
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Pseudo-nitzschia australis Thalassiosira pseudonana 
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Figura 22. Cambios de abundancia celular y tasas específicas de crecimiento en 

cultivos de Pseudo-nitzschia australis y Thalassiosira pseudonana, expuestos a una 

alternancia entre el crecimiento en luz (30 mol quanta m
-2

 s
-1

,
 
símbolos vacíos) y en 

oscuridad (símbolos oscuros). Los datos representan la media ± desviación estándar 

de tres cultivos independientes. 

 

Durante la alternancia entre el crecimiento en luz y sobrevivencia en oscuridad se encontró 

que la forma disuelta de la toxina (dAD), representó una proporción importante (82 a 94%) 

del contenido total en las células. El valor máximo de AD disuelto medido el sexto día de 

incubación en oscuridad (34.69 pg cel
-1

), no fue diferente (p>0.05) del registrado a las 24 

horas (d1) de incubación en oscuridad (Fig. 23A). La mayor (p<0.05) concentración de AD 
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celular, se midió al tercer día de incubación en oscuridad (3.04 pg cel
-1

), después de su re-

exposición a luz el contenido de cAD presentó una reducción significativa (p<0.05) con 

respecto al valor máximo, pero no mostró diferencia (p>0.05) con respecto a las células 

expuestas a oscuridad en los días 1, 2 y 6 (Fig. 23B). 
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Figura 23. Cambios en la concentración de ácido domoico disuelto (dAD) y celular 

(cAD) en cultivos de Pseudo-nitzschia australis, expuestos a una alternancia entre el 

crecimiento en luz (30 mol quanta m
-2

 s
-1

,
 
barras vacías) y en oscuridad (barras 

oscuras). Los datos representan la media ± desviación estándar de tres cultivos 

independientes. 

 

Las características fotosintéticas de Pseudo-nitzschia australis y Thalassiosira pseudonana 

mostraron tendencias diferentes (Figs. 24 y 25). La tasa fotosintética máxima (Ps

 y 

eficiencia de utilización de luz 

) fueron significativamente mayores (p<0.05) en P. 

australis comparado con T. pseudonana (20 y 50 veces, respectivamente) (Fig. 24). 

Durante el periodo de oscuridad, el valor de Ps

 se redujo en un 20% en células de P. 

australis, y en 53% en células de T. pseudonana, observándose una recuperación en ambas 

especies después de su re-introducción a luz; para T. pseudonana el valor se incrementó en 

un 430%, mientras que para P. australis el incremento fue de 140% (Fig. 24A, B). La 

eficiencia de utilización de luz (

) en P. australis no mostró cambios significativos 
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(p>0.05) entre el periodo de oscuridad y su re-introducción a luz, el valor de 

para las 

células de T. pseudonana, al ser re-introducidas a luz fue cinco veces mayor (p<0.05) que 

el observado durante el periodo de oscuridad (Figs. 24C, D). 
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Figura 24. Cambios de los parámetros fotosintéticos derivados de la relación 

fotosíntesis-irradiancia (P-E) en cultivos de Pseudo-nitzschia australis y Thalassiosira 

pseudonana, expuestos a una alternancia entre el crecimiento en luz (30 mol quanta 

m
-2

 s
-1

,
 
barras vacías) y en oscuridad (barras oscuras). Los datos representan la media 

± desviación estándar de tres cultivos independientes. 
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Los valores del parámetro de saturación por luz (Ek) y del parámetro de fotoinhibición 

fueron significativamente mayores (p<0.05) en células de T. pseudonana que en células 

de P. australis (Fig. 25). El valor máximo de Ek medido en células de T. pseudonana (128 

mol quanta m
-2

 s
-1

) fue 1.8 veces mayor que el registrado para P. australis (75 mol 

quanta m
-2

 s
-1

). El valor de Ek en T. pseudonana no mostró cambios significativos (p>0.05) 

entre el periodo de oscuridad y su re-introducción a luz, para P. australis el valor de Ek 

disminuyó con el tiempo (p<0.05) durante el periodo de oscuridad y se incrementó 

significativamente (p<0.05) después de la re-introducción a la luz (Figs. 25A, B). El valor 

de fue aproximadamente 8 veces más alto para T. pseudonana (1.45 mol O2 mg Chla
-1

h
-

1
)
 
(mol quanta m

-2
 s

-1
)
-1

 comparado con el valor de para P. australis (0.18 mol O2 mg 

Chla
-1

h
-1

) (mol quanta m
-2

 s
-1

)
-1

. Los cambios en el parámetro de fotoinhibición  para 

P. australis fueron semejantes a los observados en Ek y para T. pseudonana se presentó una 

reducción (p<0.05) en su valor al sexto día de incubación en oscuridad, y recuperación 

después de la re-introducción a la luz (Figs. 25C, D). 

El análisis de la composición de pigmentos mostró que P. australis presentó un contenido 

máximo de Chla (3.8 nmol Chla cel
-1

) 5.7 veces mayor que el de T. pseudonana (0.66 nmol 

Chla cel
-1

). No se observó diferencia significativa (p>0.05) en la concentración de este 

pigmento durante el periodo experimental, para ninguna de las especies evaluadas (Figs. 

26A, B). La concentración de fucoxantina fue similar en ambas especies (0.26 a 0.32 mol 

Fx mol Chla
-1

), y solo se observó un incremento (p<0.05) para las células de T. 

pseudonana 

al sexto día de su incubación en oscuridad (Figs. 26C, D). La concentración de los 

pigmentos diadinoxantina, diatoxantina y -caroteno en T. pseudonana fue entre 2 y 5 

veces mayor que la observada para P. australis. Estos pigmentos no presentaron cambios 

significativos (p>0.05) en su concentración celular durante el periodo en oscuridad y su re-

introducción a luz. (Fig. 27). Los valores de zeaxantina en P. australis  (12.7 a 14.4  mmol 

Zx mol Chla
-1

) fueron 13 veces superiores a los observados para T. pseudonana (1.1  mmol 

Zx mol Chla
-1

) durante el periodo de incubación en oscuridad (Fig. 27C, D). La 

concentración de zeaxantina en P. australis no mostró diferencia significativa (p<0.05) 
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durante el periodo experimental, para T. pesudonana la concentración de este pigmento se 

incrementó (p<0.05) al  re-introducirse a la condición de luz (Figs. 27C, D). 
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Figura 25. Cambios de los parámetros fotosintéticos derivados de la relación 

fotosíntesis-irradiancia (P-E) en cultivos de Pseudo-nitzschia australis y Thalassiosira 

pseudonana, expuestos a una alternancia entre el crecimiento en luz (30 mol quanta 

m
-2

 s
-1

,
 
barras vacías) y en oscuridad (barras oscuras). Los datos representan la media 

± desviación estándar de tres cultivos independientes. 
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Pseudo-nitzschia australis Thalassiosira pseudonana 
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Figura 26. Cambios en la concentración de clorofila a (Chl a) y fucoxantina (Fx) en 

cultivos de Pseudo-nitzschia australis y Thalassiosira pseudonana, expuestos a una 

alternancia entre el crecimiento en luz (30 mol quanta m
-2

 s
-1

,
 
símbolos vacíos) y en 

oscuridad (símbolos oscuros). Los datos representan la media ± desviación estándar 

de tres cultivos independientes. 
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Pseudo-nitzschia australis Thalassiosira pseudonana 
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Figura 27. Cambios en la concentración de los pigmentos diadinoxantina (Ddx), 

diatoxantina (Dtx), -caroteno (-car) y zeaxantina (Zx) en cultivos de Pseudo-

nitzschia australis y Thalassiosira pseudonana, expuestos a una alternancia entre el 

crecimiento en luz (30 mol quanta m
-2

 s
-1

,
 
barras vacías) y en oscuridad (barras 

oscuras). Los datos representan la media ± desviación estándar de tres cultivos 

independientes. 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

IV.4. Discusión y conclusión 

 

IV.4.1. Respuesta al cambio en la condición de irradiancia y disponibilidad de N-

orgánico 

Diversos estudios han identificado a la luz como un factor importante para la producción de 

AD en Pseudo-nitzschia spp. (Bates et al. 1991; Garrison et al. 1992; Cusack et al. 2002), 

asociando la biosíntesis de la toxina con la necesidad de energía fotosintética (Bates, 1998). 

En el presente trabajo, las condiciones de oscuridad (en ausencia o presencia de ácido 

glutámico) se asociaron a contenidos bajos de la toxina, y nulo crecimiento poblacional, 

posiblemente debidos a la ausencia de fotosíntesis neta durante esta condición. El mayor 

contenido de AD se presentó en la forma disuelta, y correspondió a la condición de LL 

(control), en tanto que la condición de HL presentó el mayor contenido de AD celular. 

Posiblemente la energía fotosintética en exceso en las condiciones de LL y HL, es utilizada 

en la producción de AD. 

Osada y Stewart (1997) reportan que la presencia de los aminoácidos ácido 

glutámico o prolina estimula la liberación de AD en P. multiseries. Contrario a esto, los 

resultados obtenidos mostraron que la presencia de ácido glutámico en condiciones de alta 

o baja irradiancia, resulta en concentraciones menores de la toxina. Posiblemente la menor 

producción de ácido domoico, esté relacionada al metabolismo de  nitrógeno en presencia 

de una fuente orgánica, Parker y Armbrust (2005) reportan para T. pseudonana que la 

presencia amonio resulta en menor concentración de las enzimas nitrato reductasa (NR) y 

glutamina sintetasa (GSII), y por consiguiente en menor utilización de N comparado a la 

presencia de nitrato. Por consiguiente, la menor producción de toxina en presencia de ácido 

glutámico, puede estar relacionada a una disminución en la utilización de nitrógeno 

ocasionada por la presencia de esta fuente de nitrógeno. Se ha observado que cuando las 

algas están expuestas a niveles de irradiancia donde no existe fotosíntesis neta, detienen su 

crecimiento e incorporan materia orgánica disuelta para el mantenimiento de la integridad 

estructural y actividades metabólicas a niveles mínimos (Mock y Junge, 2007), y que 

después de un periodo de oscuridad su capacidad fotosintética se incrementa (Yentsch y 

Reichert, 1963; Talling, 1966; Jorgensen, 1968; Griffiths, 1973; Smayda y Mitchell-Innes 
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1974; Cota, 1985; Peters, 1996; Peters y Thomas 1996a, 1996b; Berges y Falkowski, 

1998). Los resultados observados para la condición de oscuridad coincidieron con estas 

observaciones, al presentar disminución en la concentración de la toxina, y altas tasas de 

fotosíntesis máxima (Ps

) y eficiencia de utilización de luz 


). En la condición control 

(LL), los valores de Ps

 y 


 fueron mayores que los observados en alta irradiancia (HL) y 

no se observaron diferencia en estos valores en presencia de ácido glutámico. 

La concentración de los pigmentos fotoprotectores diadinoxantina y diatoxantina en 

los diferentes tratamientos de irradiancia no presentaron diferencias significativas, por lo 

que posiblemente la disipación del exceso de energía a través de pigmentos fotoprotectores 

no representa una respuesta de aclimatación para P. australis. Algunos fotótrofos 

adaptados a frío consumen energía fotoquímica a través de diferentes rutas de fijación de 

carbono (Morgan-Kiss et al. 2006), por lo que la producción de AD posiblemente se 

presente como una respuesta al incremento de las tasas fotosintéticas, cumpliendo así 

alguna función en la regulación de la fotoprotección.  

 

IV.4.2. Alternancia entre el crecimiento en luz y sobrevivencia en oscuridad 

Algunas diatomeas son capaces de sobrevivir en total oscuridad desde algunas semanas 

hasta varios meses en estado vegetativo. Particularmente, especies antárticas pueden 

sobrevivir hasta 90 días en oscuridad a -1.8°C (Bunt y Lee, 1972; Peters y Thomas, 1996a; 

Peters y Thomas 1996b). Se ha observado que el periodo de sobrevivencia para especies de 

zonas templadas es de entre 21 y 126 días a 10 y 18 °C (Ignatiades y Smayda, 1970; 

Smayda y Mitchell-Innes 1974; Antia, 1976; Anderson, 1976; Mengelt y Prezelin, 2002), 

respectivamente; mientras que el periodo de sobrevivencia a 20°C se encuentra entre 7 y 

180 días (Antia y Cheng, 1970; Hargraves y French, 1975; Antia, 1976). Se ha especulado 

que después de periodos de oscuridad que van de meses a años, las diatomeas que 

sobreviven en estado vegetativo pueden requerir una fase de acondicionamiento de hasta 20 

días ya que necesitan reconstruir y reorganizar el contenido celular antes de su división 

(Peters y Thomas, 1996a). Los resultados mostraron un crecimiento inmediato en las 

células de P. australis al re-exponerse a luz, mientras que para T. pseudonana el 

crecimiento declinó.   
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Las diferencias en el potencial de sobrevivencia en oscuridad entre especies se han 

asociado a su relativa capacidad de minimizar el daño celular, el cual finalmente resulta en 

pérdida de viabilidad (Smayda y Mitchell-Innes 1974). La viabilidad de las células, se ha 

asociado principalmente con su capacidad de preservación del aparato fotosintético, el cual 

es vital para el metabolismo en condiciones favorables de luz (Dehning y Tilzer, 1989; du 

Preez y Bate, 1992; Peters y Thomas,1996a). Los resultados obtenidos en el presente 

trabajo mostraron que durante el periodo de oscuridad (6 días), la capacidad fotosintética se 

redujo en un 20% para P. australis y en 53% para T. pseudonana. Al tercer día de ser re-

introducidas a luz, la actividad fotosintética en T. pseudonana, fue cuatro veces mayor que 

el registrado previo a la incubación en oscuridad, sin embargo este valor fue 20 veces 

menor que el registrado para P. australis, para quien solo se observó el incremento en 1.4 

veces. Considerando estos resultados, se tiene que P. australis es capaz de mantener una 

alta viabilidad en oscuridad, lo cual le permite responder de manera eficiente a cambios en 

las condiciones de irradiancia. 

 

La tasa fotosintética mayor observada en P. australis, se puede atribuir a una 

eficiencia de utilización de luz absorbida más alta en comparación a T. pseudonana (valor 

de 

 55 veces mayor que el correspondiente a T. pseudonana). Al parecer P. australis 

está mejor adaptada a condiciones de baja irradiancia que T. pseudonana, ya que también 

mostró reducción en el punto de saturación por luz (Ek), y menor sensibilidad a la 

fotoinhibición (). No se observó variación en el contenido de los pigmentos (clorofila a, 

diadinoxantina, diatoxantina, y -caroteno) como respuesta a cambios en las condiciones 

de irradiancia para ninguna de las especies. Los resultados observados en este trabajo 

coinciden con los obtenidos para otras diatomeas (Thalasiossira weissflogii, T. gravida, T. 

rotula, T. antartica, Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis chuii, Skeletonema 

costatum), quienes después de diferentes periodos de oscuridad (12 horas a 90 días), 

incrementan su capacidad fotosintética y el número celular, manteniendo estable la relación 

de pigmentos (Jørgensen, 1968; Griffiths, 1973; Smayda y Mitchell-Innes 1974; Peters y 

Thomas 1996a, 1996b; Berges y Falkowski, 1998).  
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Capítulo V  

Evaluación in vitro de la absorción del ácido domoico en atún aleta azul (Thunnus 

orientalis) utilizando el modelo del intestino invertido 

 

V.1. Introducción 

El ácido domoico (AD) es un potente neurotóxico relacionado al grupo de aminoácidos 

excitatorios, producido por algunas macroalgas y diatomeas y es el responsable de la 

enfermedad neurotóxica conocida como envenenamiento amnésico por consumo de 

moluscos (ASP). La transferencia de la toxina en la red trófica, su acumulación y probable 

transformación en ciertos organismos causa intoxicación a consumidores de niveles 

superiores (Mariën, 1996; Lefebvre et al. 1999, 2001; Costa y Garrido, 2004; Vigilant y 

Silver, 2007; Bargu et al. 2008; Goldstein et al. 2008; Lefebvre y Robertson, 2010). El 

incremento en la frecuencia de florecimientos de diatomeas productoras de AD a nivel 

mundial representa una amenaza contínua a la salud y seguridad alimentaria, ya sea por 

envenenamiento agudo o por una toxicosis crónica ocasionada por la exposición repetitiva 

durante largo plazo a niveles bajos de AD (Lefebvre y Robertson, 2010). Los síntomas 

neurotóxicos observados en humanos, aves y mamíferos marinos incluyen confusión, 

desorientación, vómito, diarrea, pérdida de memoria de corto plazo, convulsiones, en casos 

severos coma y la muerte. Efectos similares han sido observados en estudios de laboratorio 

con ratones, ratas y monos (Iverson et al. 1990; Tryphonas et al. 1990; Truelove e Iverson, 

1994; Lefebvre y Robertson, 2010). En peces, se han observado síntomas clínicos como 

nado en espiral, ascenso-descenso y nado en círculos (Lefebvre et al. 2001). 

Los efectos excitotóxicos del ácido domoico se ejercen debido a su similitud 

estructural con los ácidos glutámico, ácido aspártico y ácido kainico, lo que le permite 

interactuar en el sistema nervioso central con receptores ionotrópicos de glutamato 

(GLURs), con la participación y co-activación de receptores del subtipo 2-amino-3-

hidroxi-5-meti-4-isoxazolepropionato (AMPA), kainato (KA) y N-metil-D-aspartato 

(NMDA). Además, la movilidad reducida de la molécula cuando se acopla al sitio de 

enlace del receptor ocasiona un incremento en la eficiencia de enlace (Lefebvre y 



79 

 

Robertson, 2010). Desde 1987, se han desarrollado estudios de exposición al AD en varias 

especies de vertebrados, en los que se han utilizado rutas de administración oral o por 

inyección (intraperitoneal, intravenosa, intra-arterial, intrauterina o directa al cerebro). La 

severidad en los efectos de la toxina está influenciada por la ruta de exposición; por 

ejemplo, los tratamientos intraperitoneales e intravenosos producen signos clásicos de 

envenenamiento a dosis significantemente bajas en comparación con la exposición a dosis 

orales (Grant et al. 2010).  Lo anterior, posiblemente debido a la capacidad de adaptación 

del sistema de transporte intestinal a interferencias en la ingestión de un aminoácido 

específico debido a cambios en los niveles dietarios (Mayer y Westbrook, 1987; Maenz et 

al. 1993; Jean et al. 2001). La fuente de exposición al AD para humanos y fauna marina de 

vida libre es el consumo dietario por lo que la exposición oral es considerada la ruta 

ecológica más relevante (Lefebvre y Robertson, 2010).  

El ácido domoico se relaciona al grupo de aminoácidos excitatorios, para los cuales 

existe un sistema de transportadores (EAAT) de alta afinidad integrado por cinco 

miembros; de estos, el transportador EAAT3 es el más ampliamente distribuído fuera del 

cerebro (duodeno, yeyuno, íleon, corazón, hígado y pulmón), por lo que se considera como 

la principal isoforma de EAAT responsable del abastecimiento de aminoácidos aniónicos 

para procesos metabólicos celulares generales (Seal y Amara, 1999). 

Durante florecimientos tóxicos de Pseudo-nitzschia, no se han observado efectos de 

intoxicación en peces planctívoros expuestos de manera natural a niveles importantes de 

AD (Lefebvre et al. 2001). Asimismo, la susceptibilidad similar a la de aves y mamíferos 

solo se ha observado en peces cuando estos son expuestos al AD mediante inyección 

intracelómica (Lefebvre et al. 2001). Por lo tanto se ha considerado a los peces como 

tolerantes al consumo dietario de ácido domoico, desconociéndose su mecanismo de 

absorción. 

En la región de Ensenada Baja California, el cultivo de atún aleta azul se ha 

convertido en una actividad de gran importancia económica, en la cual se utilizan grandes 

cantidades de sardina fresca como alimento. Considerando que la sardina es uno de los 

principales vectores implicados en eventos de mortalidad masiva de aves y mamíferos 

marinos, es probable que también lo pueda ser para el atún aleta azul. Sin embargo, no se 
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conoce si este organismo es capaz de incorporar esta toxina a través del intestino, asimismo 

no se conoce la susceptibilidad del atún aleta azul (Thunnus orientalis) al ácido domoico. 

Debido a esto, el presente estudio evaluó la absorción in vitro del AD y su comportamiento 

en presencia de una mezcla compleja de aminoácidos (triptona), ácido glutámico, ácido 

aspártico o prolina. Se utilizó el método del intestino invertido para comprender los 

mecanismos de absorción de la toxina y su comportamiento en presencia de otros 

aminoácidos. Asimismo, se comparó la respuesta de absorción con la que tiene el conejo 

(Oryctolagus cuniculus), un organismo en los cuales se han identificado transportadores 

EAAT3 en el intestino. 

 

V.2. Materiales y métodos 

V.2.1. Obtención de extractos de ácido domoico 

Extracto de Pseudo-nitzschia australis: La cepa clonal no axénica de P. australis, se 

cultivó en medio L1 (Guillard y Hargraves, 1993) modificado con silicato (250 M) y 

nitratos (100 M) a 14 ºC, a una  irradiancia de 200 mol quanta m
-2

 s
-1 

bajo un ciclo 12 h 

luz: 12 h oscuridad, en cultivo estático hasta alcanzar la fase exponencial. La biomasa se 

colectó por centrifugación (1500 x g, 5 min, 4 ºC) y la toxina se extrajo por disrupción 

mecánica en solución fisiológica Ringer (pH 7.4; 117 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 5.8 mM 

KCl, 1.2 mM KH2PO4·7H2O y 2.5 mM CaCl2), adicionando 150 mM NaCl para compensar 

la fuerza iónica en su uso con intestino de atún. Los restos celulares fueron removidos por 

centrifugación (13,000 g, 5 min, 4 ºC) y el sobrenadante se almacenó a 4 ºC hasta su uso.  

 

Hidrolizado de vísceras de sardina (Sardinops sagax): Para simular el proceso de 

digestión en atún, se preparó un hidrolizado de vísceras de sardina contaminada con AD 

obtenidas de la región de la Bahía de Todos Santos. Para este propósito, se hidrolizó 

siguiendo las etapas de digestión ácida y básica (Alarcón et al. 2002; Navarrete-del-Toro y 

García-Carreño, 2002; Matus-de-la-Parra et al. 2007). 
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Para la realización del hidrolizado se obtuvieron previamente extractos enzimáticos del 

páncreas de atún aleta azul (Thunnus orientalis). Se transportaron al laboratorio los 

páncreas de atún aleta azul (T. orientalis) obtenidos de la granja comercial Bajamachi S.A. 

de C.V., Ensenada, B.C., México, burbujeados con O2 en solución fisiológica Ringer (pH 

7.4; 117 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 5.8 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4·7H2O y 2.5 mM 

CaCl2) con 150 mM NaCl adicionales para compensar la fuerza iónica. El extracto 

enzimático se obtuvo homogenizando en frío (4 ºC) un volumen de tejido pancreático por 

dos volúmenes de solución salina (NaCl al 10%) y recuperando el sobrenadante por 

centrifugación (4400 rpm, 30 min, 4 °C) para ser almacenado a -80 °C hasta su uso (Viana 

y Raa, 1991).  

Se preparó una solución proteica de vísceras de sardina (Sardinops sagax) 

homogeneizando una cantidad apropiada de vísceras en agua destilada para producir  (8 mg 

proteína mL
-1

). En la primera etapa (hidrólisis ácida), 480 mL de la solución proteica, fue 

ajustada a un pH de 2.0 con HCl 1 N a 37 °C. Para iniciar la reacción, se adicionaron 12000 

unidades de pepsina de páncreas de porcino (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A,), 

deteniendo la reacción tras una hora de incubación ajustando el pH a 8.0 con una solución 

de NaOH 1 M. La segunda etapa de hidrólisis alcalina fue iniciada agregando 15 mL de 

extracto enzimático del páncreas de atún y manteniéndola a 37 °C durante 2 h a pH de 8.0 

por adición de NaOH al 5%. La solución proteica ya hidrolizada fue centrifugada (4400 

rpm, 15 min, 4ºC) y el sobrenadante se almacenó a 4 °C hasta su uso. 

 

V.2.2. Obtención de la región intestinal 

Se obtuvieron al momento del sacrificio las vísceras de atún de la granja comercial 

Bajamachi, S.A. de C.V. Las vísceras de conejo se obtuvieron del Rancho los Columpios 

(Ensenada, B.C.). En fresco, se separó un fragmento del intestino proximal (parte más 

cercana a la región de los ciegos pilóricos) en atún aleta azul y de íleon (fragmento 

intestinal posterior a la unión íleocecal) en conejo. La sección removida se transportó al 

laboratorio en solución fisiológica Ringer (pH 7.4; 117 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 5.8 

mM KCl, 1.2 mM KH2PO4·7H2O, and 2.5 mM CaCl2) con 150 mM NaCl adicionales para 
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el caso de atún, burbujeados con O2 para mantener la viabilidad del tejido hasta su arribo al 

laboratorio (Buddington et al. 1987; Berge et al. 2004). 

 

V.2.3. Absorción intestinal del ácido domoico 

Los estudios de absorción de la toxina fueron realizados empleando la técnica del intestino 

invertido descrito por Rosas et al. (2008). Un extremo del fragmento de intestino disectado 

fue cerrado con una sutura quirúrgica y con ayuda de hilo fue invertido hacia el otro 

extremo, quedando la pared mucosa expuesta y la capa sérica hacia el interior del intestino. 

Los intestinos ya invertidos fueron enjuagados, montados en tubos de vidrio parte del 

reactor diseñado por Rosas et al. (2008) y preincubados en solución Ringer a temperatura 

ambiente por 15 min, bajo burbujeo constante con una mezcla de 95% O2 y 5% CO2. 

Previo al análisis de absorción intestinal, la solución Ringer fue cambiada por la solución 

experimental correspondiente, adicionando 300 L de solución Ringer en el interior del 

intestino. Durante el experimento, los reactores se mantuvieron burbujeando las soluciones 

con la mezcla de 95% O2 y 5% CO2, y muestras individuales (30 L) de cada unidad 

experimental fueron colectadas a los 0, 15, 30, 45 y 60 min después de iniciado el 

experimento, y almacenadas a -80 °C hasta su análisis. Al finalizar el ensayo, se midió el 

área de absorción de los intestinos midiendo el largo y el diámetro de estos. 

 

La absorción de AD en atún aleta azul (Thunnus orientalis), se evaluó utilizando 

como soluciones experimentales: Extracto de P. australis (30.60 nmol AD mL
-1

), 

hidrolizado de vísceras de sardina (35.65 nmol AD mL
-1

), extracto de P. australis 

conteniendo Triptona (Bacto Tryptone, Difco, 2 mg mL
-1

), extracto de P. australis 

conteniendo ácido glutámico a tres concentraciones (0.05, 0.25  y 0.45 mg Glu mL
-1

) e 

hidrolizado de vísceras de sardina conteniendo por separado ácido glutámico, ácido 

aspártico y prolina a concentraciones de 0.25, 0.08  0.10 mg mL
-1

, respectivamente. 

 

La absorción de la toxina en conejo (Oryctolagus cuniculus), se evaluó utilizando 

como solución experimental extracto de P. australis y extracto de P. australis conteniendo 
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por separado ácido glutámico, ácido aspártico y prolina a concentraciones de 0.25, 0.08 y 

0.10 mg mL
-1

, respectivamente. 

 

V.2.4. Cuantificación de ácido domoico 

Para la determinación de ácido domoico, las muestras se centrifugaron (5000 x g, 5 min, 

4ºC), el sobrenadante obtenido se diluyó con agua de mar y se analizó de acuerdo a lo 

descrito en la sección II.2.5 de Materiales y métodos del Capítulo II del presente trabajo. 

 

V.2.5. Análisis estadístico 

La significancia de las diferencias en la absorción del ácido domoico se determinó usando 

un análisis de varianza (ANOVA). La asociación entre los tratamientos fue analizada 

utilizando la prueba a posteriori de Tukey (Zar, 1999). Todos los análisis estadísticos 

fueron desarrollados utilizando el programa Statistica (StatSoft Inc.).   

 

V.3. Resultados 

La absorción específica máxima promedio de AD del extracto de P. australis, 

utilizando la región proximal del intestino invertido de atún aleta azul (T. orientalis) fue de 

1.8 nmol AD cm
-2

 a los 30 min (Fig. 28, Tabla VI). En presencia de triptona (mezcla 

compleja de aminoácidos) la absorción se redujo significativamente (<0.05) a 0.83 nmol 

AD cm
-2

 (53 % del máximo). La absorción de AD utilizando el hidrolizado de sardina (1.9 

nmol AD cm
-2

) en la región proximal del intestino de atún aleta azul (Fig. 28) no mostró 

diferencia significativa (>0.05) con el extracto de P. australis en los diferentes tiempos 

evaluados. La tasa de absorción más alta de la toxina se registró con el hidrolizado de 

sardina con mayor concentración inicial de AD (35.65 nmol AD mL
-1

), valor que no 

mostró diferencia (>0.05) con el valor registrado para el extracto de P. australis con 

menor concentración inicial de AD (30.60 nmol AD mL
-1

) (Tabla VI). Independientemente 

de la matriz en la que se presentó la toxina, la absorción de AD no mostró diferencia 

significativa en los diferentes tiempos evaluados (Fig. 28). 
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Figura 28. Absorción específica en diferentes extractos de ácido domoico, utilizando la 

región proximal del intestino invertido de atún aleta azul (Thunnus orientalis). Los 

datos representan la media ± error estándar de tres réplicas. 

 

Tabla VI. Absorción específica máxima y tasa media de absorción en diferentes 

extractos de ácido domoico, utilizando intestino proximal de atún aleta azul (Thunnus 

orientalis). Los datos representan la media ± error estándar de tres réplicas. 

 

Extracto 
Absorción máx 

(nmol AD cm
2
) 

Tasa de absorción 

(pmol cm
-2

 min
-1

) 

P. austalis (30.60 nmol AD mL
-1

) 1.79 (0.13)
a
 48.6 (2.1)

a,b
 

P. austalis + Triptona (2 mg mL
-1

) 0.83 (0.063)
b 

23.0 (6.0)
a
 

Sardina hidrolizada (35.65 nmol AD mL
-1

) 1.90 (0.15)
a
 61.0 (13.0)

b
 

         Valores en la misma columna con diferente superíndice son significativamente diferentes (<0.05). 

 

En la evaluación de la absorción de AD en presencia de diferentes concentraciones 

de ácido glutámico, para conocer si comparten el mismo sistema transportador de 

aminoácidos, no se encontró diferencia (>0.05) en la absorción de AD utilizando el 

extracto de P. australis con la absorción del extracto conteniendo la concentración más 
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baja de ácido glutámico (0.05 mg Glu mL
-1

). Sin embargo, la presencia de concentraciones 

mayores del aminoácido (0.25 y 0.45 mg Glu mL
-1

) resultó en mayor absorción (<0.05) 

en comparación al control (sin ácido glutámico). La máxima absorción de la toxina (1.92 

nmol AD cm
2
) de detectó en presencia de 0.25 mg Glu mL

-1
 (Tabla VII, Fig. 29). A su vez, 

las tasas de absorción máxima se incrementaron a diferentes tiempos en presencia del ácido 

glutámico, para las concentraciones de 0.05 y 0.25 mg Glu mL
-1

 las tasas de absorción 

registradas a los 15 y 45 min respectivamente, fueron casi el doble del valor máximo 

registrado para el control a los 45 min, sin embargo  no se observó diferencia significativa 

(>0.05) entre estas. La mayor tasa de absorción (90 pmol cm
-2

 min
-1

) registrada a los 15 

minutos en presencia de 0.45 mg Glu mL
-1

, fue superior (<0.05) a las anteriores (Tabla 

VII). A su vez, la presencia del ácido glutámico resultó en el incremento de las tasas de 

absorción máxima a diferentes tiempos, para las concentraciones de 0.05 y 0.25 mg Glu 

mL
-1

 las tasas de absorción se registraron a los 15 y 45 min respectivamente, presentando 

casi el doble del valor máximo registrado para el control. 

 

Tabla VII. Absorción máxima específica y tasa media de absorción de ácido domoico 

en presencia de ácido glutámico a diferentes concentraciones, en intestino proximal de 

atún aleta azul (Thunnus orientalis). Los datos son la media ± error estándar de tres 

réplicas. 

 

Extracto 
Absorción máx 

(nmol AD cm
2
) 

Tasa de absorción 

(pmol cm
-2

 min
-1

) 

P. austalis 1.03 (0.20)
a 

22.8 (2.2)
a 

P. austalis + ác. glutámico (0.05 mg mL
-1

) 0.71 (0.52)
a 

47.0 (17.4)
a 

P. austalis + ác. glutámico  (0.25 mg mL
-1

) 1.92 (0.08)
b 

42.0 (0.89)
a 

P. austalis  + ác. glutámico  (0.45 mg mL
-1

) 1.35 (0.14)
b 

90.0 (4.6)
b 

      Valores en la misma columna con diferente superíndice son significativamente diferentes (<0.05). 
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Figura 29. Absorción de ácido domoico en presencia de diferentes concentraciones de 

ácido glutámico, en la región proximal del intestino de atún aleta azul (Thunnus 

orientalis). Los datos están expresados como la diferencia en porcentaje con respecto 

al control. Se presenta la media ± error estándar de tres réplicas. 

 

En la evaluación de absorción de la toxina en presencia de diferentes aminoácidos (ácido 

glutámico, ácido aspártico y prolina), realizada para conocer si existe interferencia en la 

absorción de la toxina por la presencia de otros aminoácidos, se encontró que la presencia 

de ácido glutámico (0.25 mg Glu mL
-1

) y prolina (0.10 mg Pro mL
-1

)  en el hidrolizado de 

sardina, resultó en valores de absorción máxima entre 4.15 y 4.65 nmol AD cm
2
, los cuales 

no fueron significativamente diferentes (>0.05) del control  (Tabla VIII, Fig. 30). Las 

tasas de absorción máxima registradas en presencia del ácido glutámico (30 min) y prolina 

(60 min), no fueron significativamente diferentes (>0.05) de la observada a los 60 min 

para el control (66.11 pmol cm
-2

 min
-1

).  La presencia del ácido aspártico en el extracto 

presentó un valor de absorción máxima semejante al control, con una tasa de absorción 

máxima a los 45 min (Tabla VIII). 
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Tabla VIII. Absorción máxima específica y tasa media de absorción de ácido domoico 

en presencia de ácido glutámico (0.25 mg mL
-1

), ácido aspártico (0.08 mg mL
-1

) y 

prolina (0.10 mg mL
-1

), utilizando la región proximal del intestino de atún aleta azul 

(Thunnus orientalis). Los datos son la media ± error estándar de tres réplicas, excepto 

para el ácido aspártico (*valor único). 

Extracto Absorción máx 

(nmol AD cm
2
) 

Tasa de absorción 

(pmol cm
-2

 min
-1

) 

Sardina hidrozizada (SH) 3.97 (2.33)
 

66.11 (39.7)
 

SH + ác. aspártico (0.08 mg mL
-1

) 3.96* 
 

87.9* 
 

SH + ác. glutámico (0.25 mg mL
-1

) 4.65 (2.95)
 

77.42 (49.1) 

SH + prolina (0.10 mg mL
-1

) 4.15 (0.58)
 

69.19 (9.60)
 

      Valores en la misma columna con diferente superíndice son significativamente diferentes (<0.05). 
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Figura 30. Absorción de ácido domoico en presencia de ácido glutámico, ácido 

aspártico o prolina, en la región proximal del intestino de atún aleta azul (Thunnus 

orientalis). Los datos están expresados como la diferencia en porcentaje con respecto 

al control. Se presenta la media ± error estándar de tres réplicas, excepto para el 

ácido aspártico (valor único). 
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La absorción del ácido domoico fue evaluada en íleon de conejo (Oryctologus cuniculus) 

en presencia de ácido glutámico, ácido aspártico y prolina. Los resultados mostraron una 

reducción del 57%; en la absorción máxima del ácido domoico (1.39 nmol cm
-2

) con 

respecto al control (3.25 nmol cm
-2

) en  presencia de ácido aspártico (0.086 mg mL
-1

). Se 

detectó asimismo una reducción de la absorción del AD en presencia del ácido glutámico 

(0.25 mg mL
-1

) y prolina (0.10 mg mL
-1

) de 22 y 29 % respectivamente, sin embargo esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa (>0.05) con respecto a la absorción 

detectada en el control (Tabla IX, Fig. 31). La tasa de absorción máxima registrada en 

presencia del ácido aspártico (92.6 pmol cm
-2

 min
-1

) a los 15 min, no fue significativamente 

diferente (>0.05) de la observada a los 30 min para el control (92.6 pmol cm
-2

 min
-1

).  La 

presencia del ácido glutámico y prolina en el extracto resultaron en tasas de absorción 

máxima a los 45 min, presentando valores menores con respecto al control (Tabla IX). 

 

Tabla IX. Absorción máxima específica y tasa media de absorción de ácido domoico 

en presencia de ácido glutámico (0.25 mg mL
-1

), ácido aspártico (0.08 mg mL
-1

) y 

prolina (0.10 mg mL
-1

), utilizando la región íleocecal del intestino de conejo. Los datos 

son la media ± error estándar de tres réplicas. 

Extracto Absorción máx 

(nmol AD cm
2
) 

Tasa de absorción 

(pmol cm
-2

 min
-1

) 

P. austalis 3.25 (0.55)
a 

108.3 (29.2)
a 

P. austalis + ác. glutámico (0.25 mg mL
-1

) 2.54 (0.53)
a,b 

 55.3 (7.10)
b
 

P. austalis + ác. aspártico (0.08 mg mL
-1

) 1.39 (0.40)
c 

 92.6 (13.4)
a 

P. austalis + prolina (0.10 mg mL
-1

) 2.31 (0.07)
b 

 51.3 (0.78)
b 

      Valores en la misma columna con diferente superíndice son significativamente diferentes (<0.05). 

 

La absorción del ácido domoico en íleon de conejo (3.25 nmol AD cm
-2

) utilizando como 

fuente de la toxina a los extractos de P. australis, fue significativamente mayor (<0.05) 

que la registrada en la región proximal de atún aleta azul (de 1.03 a 1.79  nmol cm
-2

) 

(Tablas VI, VII, IX). 
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Figura 31. Absorción de ácido domoico en presencia de ácido glutámico, ácido 

aspártico o prolina, utilizando la región íleocecal del intestino de conejo. Los datos 

están expresados como la diferencia en porcentaje con respecto al control, y 

representan la media ± error estándar de tres réplicas. 

 

V.4. Discusión y conclusión 

La absorción de sustancias y/o nutrientes se realiza por diferentes mecanismos, entre los 

que se incluyen la difusión independiente de transportadores, el transporte facilitado y el 

transporte activo (Mailliard et al. 1995). La absorción intestinal de aminoácidos, involucra 

un gran número de sistemas de transporte (sistema neutral (Z), básico (Y
+
), acídico (X

-
AG), 

iminoglicina y -aminoácido), los cuales aceptan grupos de aminoácidos más que 

aminoácidos individuales (Bröer, 2008). Debido a esto, se considera que entre los diversos 

sistemas transportadores de aminoácidos presentes se pueden presentar interacciones, ya 

sea por la especificidad del sustrato o por la posibilidad de que un aminoácido pueda ser 

transportado por más de un sistema transportador (Ferraris y Ahearn, 1984; Maenz et al. 

1993; Mailliard et al. 1995; Jean et al. 2001). 
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Los aminoácidos excitatorios (EAA) presentan un sistema de transporte 

dependiente de sodio denominado sistema X
-
AG, que transporta L-glutamato, L-aspartato  y 

D-aspartato con alta afinidad. En mamíferos se han identificado al menos cinco subtipos de 

transportadores de aminoácidos excitatorios (EAATs), de los cuáles los subtipos EAAT4 y 

EAAT5, se distribuyen en la retina y cerebelo del sistema nervioso central (SNC) 

respectivamente, mientras que los subtipos restantes se distribuyen además del sistema 

nervioso central (SNC), en el tejido periférico y retina (EAA1), en la placenta y retina 

(EAA2) y en el tejido periférico EAAT3 (Seal y Amara, 1999). 

La presencia de síntomas en el sistema nervioso central e intestino, ocasionados por 

la ingestión de AD, se han relacionado con el papel transmisor del glutamato en el 

intestino. La habilidad de ingerir glutamato se presenta en la mayoría de las células y 

tejidos, y el transportador EAAT3 se ha expresado en neuronas entéricas del sistema 

digestivo (Danbolt, 2001). Por lo que considerando la similitud estructural del ácido 

domoico con el ácido glutámico, posiblemente la ingestión de la toxina es regulada por el 

sistema de transporte de aminoácidos excitatorios EAAT3 del sistema nervioso entérico. 

El mecanismo de absorción del ácido domoico en peces es poco conocido. La 

absorción intestinal de AD en peces, ha sido evaluada solamente por Lefebvre y 

colaboradores (2007), quienes expusieron a juveniles de salmón (Oncorhynchus kisutch) a 

la toxina mediante alimentación por sonda. Los resultados mostraron una absorción rápida 

de la toxina en los primeros 15 min de exposición. En el presente estudio, utilizando una 

aproximación in vitro (sistema de intestino invertido), también se registró una rápida 

absorción de la toxina en atún aleta azul. La absorción máxima de AD se detectó en los 

primeros 15 min independientemente de la matriz en la que se presentó la toxina, extracto 

de P. australis o hidrolizado de vísceras de sardina con AD. 

Por otra parte se detectó que durante los primeros minutos la presencia de triptona 

(0.83 nmol cm
-2

) causó una reducción en absorción del AD. Esto probablemente fue 

causado por el incremento en las concentraciones de otros aminoácidos, lo que sugiere una 

competencia del ácido domoico con otro(s) aminoácido(s) por los sitios de entrada de la 

toxina. Debido a esto se evaluó la absorción de la toxina en presencia de diferentes 

concentraciones del ácido glutámico, ácido aspártico y prolina. Los resultados mostraron 
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un aumento en la tasa de absorción del AD en presencia de ácido glutámico y prolina pero 

no en el caso del ácido aspártico. El incremento en la absorción de un aminoácido en 

presencia de otro aminoácido cuando ambos están inicialmente presentes extracelularmente 

se conoce como “estimulación competitiva” (Schafer y Jacquez, 1967). Si el ácido domoico 

y el ácido glutámico comparten el mismo sistema transportador de aminoácidos conocido 

como transportadores de aminoácidos excitatorios (EAAT), un incremento en la absorción 

del AD puede ser atribuída a la mayor afinidad de esta molécula por el transportador. Por 

lo tanto, en presencia de su competidor, se observa un incremento en su absorción. En el 

caso de la prolina, se  conoce que este aminoácido es transportado por el sistema de 

iminoglicina (Matthews, 2000). Por lo tanto, el aumento en la absorción del AD en 

presencia de este aminoácido sugiere la posibilidad de que esta toxina pueda interactuar 

asimismo con el sistema transportador de iminoglicina. Lo respuesta observada coincide 

con diversos estudios que han reportado la interacción del ácido domoico con el sistema de 

transportadores que regula la ingestión del glutamato (Fonnum, 1984; Danbolt et al. 1992; 

Levy et al. 1993; Rothstein et al. 1994; Ross et al. 2000). 

La eficiencia de utilización de aminoácidos dietarios en diferentes organismos 

depende de las características del alimento (digestibilidad, patrón y nivel de aminoácidos) y 

de su capacidad de regular la tasa de absorción de aminoácidos para prevenir la ocurrencia 

de niveles tóxicos en la sangre (Nolles et al. 2007). Algunos estudios han indicado que el 

transporte intestinal de solutos orgánicos en peces es menor que los reportados para 

mamíferos, sugiriendo la existencia de un mayor número de sitios de enlace para algunos 

aminoácidos para este último grupo de organismos (Ferraris y Ahearn, 1984; Bakke-

McKellep et al. 2000). Coincidiendo con esto, en el presente estudio se observó que la 

absorción del ácido domoico en atún es 0.8 veces menor que en el íleon de conejo. 

Asimismo, las tasas de absorción en atún representaron entre el 21 y 44% del valor 

registrado para el conejo. Otra diferencia importante observada entre la absorción de AD en 

intestino de atún y conejo fue que el ácido glutámico y prolina aumentan la incorporación 

de la toxina en atún pero no en conejo, mientras que la adición de ácido aspártico, reduce 

para ambos organismos la absorción máxima de la toxina. Esta diferencia en la absorción 
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de la toxina, depende posiblemente de la capacidad de cada organismo para regular la 

absorción de un aminoácido en específico.  

La diferenciación anatómica y fisiológica de la región absortiva del tracto intestinal 

puede ser uno de los factores responsables de las diferencias observadas en la absorción del 

ácido domoico entre atún aleta azul y conejo. Asimismo, se tienen que considerar los 

requerimientos metabólicos específicos de estos organismos. Los peces, especialmente las 

especies migratorias y carnívoras, utilizan a los aminoácidos como el principal sustrato 

para la gluconeogénesis y como principal fuente de energía oxidativa, debido a que sus 

dietas son generalmente altas en proteínas y ácidos grasos, pero bajas en carbohidratos 

(Bequette, 2003). A su vez, los conejos poseen altas tasas metabólicas y su alimentación 

herbívora es baja en fibra y alta en carbohidratos y proteínas (Carabaño y Piquer, 1998; 

Irlbeck, 2001). 

 Estudios previos en peces carnívoros han registrado la remoción de casi todo el 

glutamato y aspartato dietario del tracto gastrointestinal durante el metabolismo absortivo 

(Bequette, 2003). Específicamente para el atún aleta azul, utilizando la misma técnica que 

en el presente estudio se detectó que la mayor absorción de aminoácidos corresponde a 

aminoácidos no esenciales, dentro de estos el ácido glutámico (Martínez-Montaño et al. 

2010; Peña-Marín, 2010). Los resultados sugieren la posibilidad de que los transportadores 

excitatorios del atún a diferencia de los existentes en conejo, presenten diferencias 

estructurales que le confieren menor afinidad por la toxina (AD).  

En el presente estudio se comprobó que el atún aleta azul puede incorporar AD 

presente en su dieta, por lo que presenta en su intestino los transportadores involucrados en 

su absorción. La ausencia de reportes de síntomas de intoxicación en este organismo y en 

peces en general asociados a la incorporación de AD por vía dietaría indica que este grupo 

de organismos presentan un mecanismo eficiente de depuración de la toxina o las dosis 

incorporadas no han sido suficientes para causar efectos nocivos. Por tanto, se necesita 

caracterizar  en detalle el proceso de absorción, la distribución en tejido y el mecanismo de 

depuración del AD, en peces expuestos al ácido domoico en su dieta. 
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Capítulo VI 

Discusión General 

 

VI.1. Especies del género Pseudo-nitzschia en la Bahía de Todos Santos 

Las especies del género Pseudo-nitzschia son considerados miembros comunes de la 

comunidad fitoplanctónica del Sistema de la Corriente de California (Trainer et al. 2010). A 

pesar de que en la costa Sur de California, se ha reportado la presencia de P. australis, P. 

multiseries, P. punges y P. pseudodelicatissima (Buck et al. 1992; Lange et al. 1994; Busse 

et al. 2006), en la costa Noroeste de Baja California solamente se ha confirmado la 

presencia de P. australis (Barocio-León et al. 2008; García-Mendoza et al. 2009; Cabrales-

Talavera, 2010) y P. punges (Hernandez-Becerril, 1998; Cabrales-Talavera, 2010), 

observándose también la presencia de especímenes de menor tamaño (Cabrales-Talavera, 

2010). Durante el proceso de aislamiento del presente estudio, se evaluaron diferentes 

condiciones (medios de cultivo, irradiancia, agitación) y solamente se lograron aislar cepas 

de P. australis y P.  decipiens, por lo que posiblemente el factor temperatura (14 °C) limitó 

el crecimiento de especies como P. multiseries, P. punges reportadas en zonas cercanas y 

posiblemente de especies clasificadas dentro de los complejos P. delicatissima y P. 

pseudodelicatissima.  

 

VI.2. Factores relacionados al crecimiento de Pseudo-nitzschia australis 

El crecimiento de especies del género Pseudo-nitzschia está asociado a una variedad de 

factores, destacando entre estos la temperatura y nutrientes (Trainer et al. 2008; Kudela et 

al. 2010). La temperatura es considerada un factor ambiental importante que puede 

interaccionar con la limitación de nutrientes y luz para el crecimiento fitoplanctónico 

(Eppely 1972, Rhee 1981, Raven y Geider, 1988). El intervalo de temperatura para el 

crecimiento óptimo de P. australis no se había caracterizado con anterioridad. Los 

florecimientos de P. australis en aguas del Pacífico se han presentado cuando la 
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temperatura superficial del mar está entre 12.5 y 15.5 °C en la parte central y sur de 

California (Walz et al. 1994; Kudela et al. 2004a; Busse et al. 2006; García-Mendoza et al. 

2009; Montecino y Lange, 2009), y las cepas aisladas de estas áreas han sido cultivadas a 

15 °C (Garrison et al. 1992; Maldonado et al. 2002: Kudela et al. 2004b; Wells et al. 2005; 

Armstrong-Howard et al. 2007; Cochlan et al. 2008). El intervalo reducido de temperatura 

(12 y 14 °C) para el crecimiento óptimo (alta acumulación de biomasa y fase exponencial 

larga) observado en este estudio, concuerda con la distribución y formación de 

florecimientos de P. australis en la parte Sur del Sistema de la Corriente de California, en 

donde las mayores abundancias de P. australis se presentan cuando la temperatura del agua 

se encuentra entre los 12 y 14 °C (Buck et al. 1992; Villac et al. 1993; Kudela et al. 2004a; 

Fehling et al. 2004b; Busse et al. 2006; Fawcett et al. 2007; García-Mendoza et al. 2009; 

Palma et al. 2010). Por otro lado, una baja acumulación de biomasa a los 15 °C y la 

inhabilidad para crecer por arriba de los 18 °C puede representar un factor limitante para la 

distribución de P. australis en la región central de California y parte norte de Baja 

California. En esta región, la temperatura superficial del agua de mar es mayor a los 15 °C 

de primavera a otoño (Lange et al. 1994), por lo que las condiciones óptimas para la 

acumulación de P. australis están asociadas a eventos de surgencias (Lange et al. 1994; 

Trainer et al. 2000; Trainer et al. 2008; Trainer et al. 2010), que traen agua subsuperficial 

fría (12-14 
o
C) a la superficie del mar y se presntan principalmente durante primavera y 

verano (Kudela et al. 2004a; Trainer et al. 2008; Checkley y Barth, 2009; Smayda y 

Trainer, 2010). Evidentemente, el rango de temperatura reportado aquí para P. australis, es 

un rasgo particular de las cepas aisladas en la región. Otras cepas pueden presentar 

diferentes preferencias de temperatura. Por ejemplo, P. australis aislada de las costas de 

Nueva Zelanda puede crecer a temperaturas superiores (17 y 19 °C) (Rhodes, 1998; 

Holland et al. 2005). Considerando que la temperatura es una variable ambiental importante 

para la acumulación de P. australis en la parte sur de la Corriente de California, 

temperaturas superficiales del mar entre los 12 y 14 °C puede ser un buen indicador de una 

posible acumulación de biomasa de esta especie. 
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La disponibilidad de macronutrientes, particularmente concentraciones adecuadas 

de Si(OH)4 y NO3, han sido consideradas importantes para el crecimiento de las 

agrupaciones naturales de especies del género Pseudo-nitzschia (Hutchins y Bruland, 1998; 

Bates, 1998; Bates et al. 1991; Trainer et al. 2000; Kudela et al. 2004a, Marchetti et al. 

2004; Anderson et al. 2006; García-Mendoza et al. 2009; Trainer et al. 2009). Algunos 

estudios de campo han relacionado la acumulación de P. australis con una razón de 

silicatos:nitratos a nitratos baja (Anderson et al. 2006), mientras que otros trabajos sugieren 

que una alta concentración de silicatos a nitratos es un factor clave para su acumulación y 

hasta (García-Mendoza et al. 2009; Trainer et al. 2009). Sin embargo, los resultados 

observados el presente estudio durante la evaluación de dos condiciones de irradiancia (30 

y 200 mol quanta m
-2

 s
-1

) y dos relaciones Si:NO3 (0.5- baja y 2.5-alta), sugieren que 

aunado a la disponibilidad de nitratos y silicatos la irradiancia es un factor importante para 

la acumulación de P. australis. En la parte sur del Sistema de  la Corriente de California, 

los nitratos y silicatos no se presentan en concentraciones limitantes para el crecimiento 

fitoplanctónico entre los 12 y 14 
o
C. La concentración de estos nutrientes covaría con la 

temperatura, incrementándose a temperaturas menores de 15 °C (Zentara y Kamykoswki, 

1977). Por lo tanto, las concentraciones de Si o NO3 o sus relaciones molares por si solas, 

probablemente no son factores clave para el desarrollo de los florecimientos de esta 

especie.  

 

VI.3. Factores relacionados a la producción de AD en Pseudo-nitzschia australis 

Contrario a la evidencia de que en cultivo la limitación del crecimiento por estrés 

nutricional está asociada a un alto contenido de ácido domoico en Pseudo-nitzschia spp. 

(Bates et al. 1991; Pan et al. 1996a, 1996b; Fehling et al. 2004a). La evaluación del 

contenido de AD en diferentes fases de crecimiento de cultivos expuestos a diferentes 

temperaturas y relaciones silicatos:nitratos e irradiancias, mostraron la presencia de 

cantidades importantes de la toxina en condiciones fisiológicas específicas (fase de 

acondicionamiento, alta tasa fotosintética máxima y alta irradiancia). Por lo que la 

presencia de P. australis asociada a cambios en las condiciones de temperatura, nutrientes y 
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luz durante eventos de surgencia, representa un riesgo potencial de intoxicación por la 

posible inducción de una condición fisiológica en la que se produzcan cantidades 

importantes de AD.  

Los resultados de la exposición de las células tanto a alta como a baja luz coinciden con la 

observación de que la biosíntesis de ácido domoico se asocia a la necesidad de energía 

fotosintética (Bates, 1998; Pan et al. 1998), al observar que concentraciones mayores de 

AD celular y disuelto coinciden con las mayores tasas fotosintéticas y tasas específicas de 

crecimiento más altas.  

 La principal respuesta de los organismos fotosintéticos a las condiciones 

ambientales es tratar de mantener la fotostasis, que es definida como el balance entre la 

energía absorbida a través de la fotoquímica y fotofísica (NADPH y ATP) y la energía 

utilizada a través del metabolismo y crecimiento (Huner et al. 2003; Öquist y Huner, 2003). 

Los valores de eficiencia fotosintética, regulación de la sección transversal de absorción y 

parámetro de saturación por luz observados para P. australis en condiciones de baja y alta 

irradiancia, y la ausencia de cambios en la concentración de pigmentos fotoprotectores 

registrado en éste estudio coinciden con la definición de Falkowski (1981) para organismos 

adaptados a sombra, los cuáles presentan una eficiente conversión de la irradiancia a 

energía fotosintética y generalmente sus mecanismos fotoprotectores son sacrificados en 

favor del aumento de la capacidad de cosecha de luz. Al parecer P. australis es un 

organismo adaptado a condiciones de baja irradiancia, el cual presenta una limitación en la 

respuesta de regulación de las tasas fotosintéticas y disipación de energía a través del 

incremento de los pigmentos fotoprotectores. 

 La asociación de concentraciones mayores de AD con las mayores tasas 

fotosintéticas observadas durante este estudio, coinciden con las reportes de que las 

diatomeas incorporan grandes cantidades de nitrato en condiciones de alta luz y baja 

temperatura (Dortch et al. 1979; Collos, 1980, 1982; Lomas y Glibert, 1999), y que una alta 

asimilación de NO3 se presenta en condiciones de alta presión de excitación (Lomas y 

Gilbert, 1999).  

 Considerando que la asimilación de nitrógeno en exceso representa para algunas 

algas una vía para regular el balance entre el requerimiento de energía para procesos 
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metabólicos y la energía producida por fotoquímica (Lomas y Gilbert, 1999; Parker y 

Armbrust, 2005), la limitación de P. australis en la respuesta de regulación y disipación de 

energía y la coincidencia de concentraciones altas de AD con las mayores tasas 

fotosintéticas, se hipotetiza que la biosíntesis de ácido domoico actúa como un consumidor 

de electrones para reducir la presión de excitación en el aparato fotosintético. 

En estudios previos se ha mostrado que algunas diatomeas son capaces de mantener 

su vitalidad  después de prolongados periodos de oscuridad (Dehning y Tilzer, 1989; du 

Preez y Bate, 1992; Peters y Thomas, 1996a). Por lo que la respuesta favorable de 

crecimiento presentada por P. australis ante la alternancia entre oscuridad y luz, representa 

un riesgo potencial de desarrollo de florecimientos de esta especie a partir de poblaciones 

de células viables de Pseudo-nitzschia ubicadas en aguas profundas en condiciones de 

surgencia. 

 

VI.4. Absorción del ácido domoico en peces 

Se conoce poco del mecanismo de absorción del ácido domoico en peces, en estudios de 

laboratorio se ha confirmado la absorción de la toxina del tracto gastrointestinal y la 

consecuente presencia de síntomas de toxicidad (Lefebvre et al. 2001; Tiedeken et al. 2005; 

Schaffer et al. 2006; Lefebvre et al. 2007). Asimismo se ha sugerido que el AD dietario es 

confinado en el tracto gastrointestinal y eventualmente eliminado (Hardy et al. 1995).  

La exposición dietaria ha sido considerada la ruta ecológica más relevante a utilizar 

durante la evaluación de riesgos potenciales a la salud (Lefebvre et al. 2010). La técnica 

denominada intestino invertido constituye una alternativa in vitro que permite la evaluación 

indirecta de la absorción de aminoácidos (Buddington et al. 1987). En este estudio, la 

utilización del sistema de intestino invertido, permitió confirmar la absorción de la toxina 

en atún aleta azul e identificar parcialmente su interacción con aminoácidos 

estructuralmente similares. 

Considerando que en la acuacultura de atún aleta azul, durante el proceso de 

engorda se utilizan aproximadamente 100 kg sardina día
-1

 para alimentar una jaula 

conteniendo de 1500 a 2000 peces (Zertuche-González et al. 2008), y que los peces 

planctívoros como la sardina concentran cantidades importantes de la toxina (~290 μg AD 
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g víscera
-1

) (Cabrales-Talavera, 2010). De acuerdo a los resultados de absorción de la 

toxina en intestino de atún obtenidos en el presente estudio, existe la posibilidad de que la 

cantidad de toxina presente en el plasma sanguíneo después de la alimentación sea 

suficiente para causar síntomas de toxicidad como los observados por Lefebvre et al (2001) 

en la anchoveta (Engraulis mordax). Sin embargo, solo se conoce el proceso de excreción 

de ácido domoico en salmón (Oncorhynchus kisutch) después de su exposición oral 

(Lefebvre et al. 2007), por lo que la carencia de información acerca del proceso de 

depuración de la toxina en atún, limita la comprensión del posible efecto de su exposición a 

concentraciones de AD suministradas a través del alimento. 
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I. Datos morfométricos de especies del género Pseudo-nitzschia 

II. Niveles de ácido domoico asociados a diferentes especies de Pseudo-nitzschia 

(in situ) 

III. Niveles  de ácido domoico en cultivos de Pseudo-nitzschia spp. 

 

 

 

 



Tabla I.1. Datos morfo-métricos de especies del género Pseudo-nitzschia. 

 

 

Especie 
Longitud Amplitud 

Estrías 

en 10 m 

Fíbulas 

en 10 m 
Interespacio 

central 

Traslape 

celular 
Referencia 

min máx min máx min máx min máx 

P. americana 17 37 2.5 3.7 26 31 19 22 ausente 10% 13,14,19,20,23,27 

P. australis 73 120 6.0 7.8 13 17 13 18 ausente 1/3 – 1/4 6,8,10,14,15,18,19,30

,32,33,37 

P. caciantha 58 65 2.7 3.3 29 32 16 19   2,24 

P. calliantha 61 80 1.5 1.8 35 38 17 21 presente  2,3,4,24 

P. cuspidata 35 61 1.6 2.0 37 39 20 23 presente 1/6 10,18,24 

P. delicatissima 35 75 1.5 2.1 36 40 20 25 presente 1/5- 1/10 1,2,4,6,9,14,15,17,20,

24, 29,32,34,37 

P. dolorosa 42 64 2.3 2.9 32 36 18 21 presente 1/10 25 

P. granii 21 88 1.4 1.9 49 55 12 20 ausente 1/12 25 

P. fraudulenta 68 110 4.6 6.7 19 23 17 22 presente 1/6 -1/9 6,9,10,13,14,17,19,20

,30,32,34,37 

P. galaxie 18 52 1.2 1.8 55 66 17 27 presente 5-10% 5,22 

P. multiseries 75 124 3.5 4.8 11 15 11 14 ausente 1/3-1/4 6,7,9,12,13,14,15,17,

20, 

21,30,33,10,34,35, 37 

P. multistriata 45 62 2.7 3.6 36 42 23 29 ausente 1/11 28,30,36, 

P. pseudodelicatissima 59 87 1.2 1.7 36 43 19 26 presente 10% 2,11,20,24, 

P. punges 82 139 2.8 4.5 10 15 10 15 ausente 1/3-1/5 6,9,10,12,13,14,15,17

,18,19,20,22,30,32,33

, 34,35, 

P. seriata 87 153 5.1 7.7 14 23 14 19 ausente 1/3-1/5 11,14,15,16,17,18,34,

38 

P. subpacifica 47 67 4.7 6.7 27 31 15 19 presente 1/5 – 1/6 13,18,20, 

P. heimii 48 83 3.5 5.1 24 27 13 17 presente 1/5-1/6 25 

P. turgidula 39 70 2.6 3.5 20 27 11 17 presente 1/5-1/8 10,11,13,18,25, 



Tabla I.1. Datos morfo-métricos de especies del género Pseudo-nitzschia (continuación). 

 

Especie 
Poroides en 1 m Líneas de 

poroides 

Himen de poroides 
Referencia 

Min Máx Sectores Tipo de poroide 

       

P. americana 7 9 2 (3)  Simple - diminuto 13,14,19,20,23,27 

P. australis 4 5 2  Redondeado 6,8,10,14,15,18,19,30,32,33,37 

P. caciantha 4 5 1-2 4 - 2,24 

P. calliantha 5 5 1 7-10 Redondeado 

cuadrados 

2,3,4,24 

P. cuspidata 5 6 1-2 2 Ovalado cuadrado 10,18,24 

P. delicatissima 9 11 2  Redondeado/ 

Hexagonal 

Triangular/Hexagonal 

1,2,4,6,9,14,15,17,20,24,29,32,34,37 

P. dolorosa 6 7 1-2  - 25 

P. granii 6 7 1  - 25 

P. fraudulenta 5 6 2-3  Redondeado/hexagon

al cuadrado 

6,9,10,13,14,17,19,20,30,32,34,37 

P. galaxie - - -  ninguno 5,22 

P. multiseries 4 6 3-7  redondeado 6,7,9,12,13,14,15,17,20,21,30,33,10,34,3

5,37 

P. multistriata 9 11 2-3  Circular 28,30,36, 

P. pseudodelicatissima 5 6 1 2 Ovalado cuadrado 2,11,20,24, 

P. punges 3 4 2-3  Redondeado simple 6,9,10,12,13,14,15,17,18,19,20,21,30,32,

33,34,35 

P. seriata 6 9 2.4-5  - 11,14,15,16,17,18,34,38 

P. subpacifica 6 8 2  Diminuto simple 13,18,20, 

P. heimii 6 8 2  - 25 

P. turgidula 7 9 2  irregular 10,11,13,18,25 
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Tabla II.1. Niveles  de ácido domoico asociado a diferentes especies de Pseudo-

nitzschia (in situ) 

 

Pseudo-nitzschia spp. 
AD Densidad celular 

cel L
-1

 x 10
6 

Referencia 
g L

-1
) (pg cel 

-1
) 

P. australis 5.6 -12.7 0 - 117 0.053 Schnetzer et al. 2007 

 1.3-3.8 37 - 78 0.049 Trainer et al. 2000 

 n.d. 7.2 - 75 0.13 Scholin et al. 2000 

 0 -2.3 5 - 43 0.077 Busse et al. 2006 

 0.86 2.7 - 42 0.302 García-Mendoza et al. 2009 

 0.1 - 6.7 3 - 31 0.6 Buck et al. 1992 

 0.032 - 1.68 0.14 - 2.1 0.04-2
 

Anderson et al. 2006 

     

P. cuspidata 24.17 80 2.3 

 
Trainer et al. 2009 

 13.38 63 6.1 Trainer et al. 2009b 

     

P. multiseries 0.29 - 12.3 0.4 - 32.6 0.1 - 1 Waltz et al. 1994 

 0.1 - 0.7 0.3- 6.3 0.52 Trainer et al. 2000 

     

P. pseudodelicatissima 1.0 - 2.7 1.0 - 4.6 0.6 - 0.9 Trainer et al. 2002 

 0.01- 0.03 0.5 - 3.4 0.009 - 0.019 Marchetti et al. 2004 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabla III.1. Niveles  de ácido domoico en cultivos de Pseudo-nitzschia spp. 

 

Condiciones de cultivo        AD  Referencia 

 

P. australis 

  

Medio F/16 

Temperatura 15 °C 

Irradiancia 22- 32 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

 

12 - 37 pg cel
-1

 Garrison et al. 1992 

Medio F/2 – 250 uM Si  

Temperatura 15 °C 

Irradiancia 12-115 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 12:12  y 16:8 h 

 

0.20 - 26  pg cel
-1

 Cusack et al. 2002 

Medio F/2  

Temperatura 17 °C 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 14:10 h  

 

2.00 pg cel
-1

 

 

Rhodes 1998 

Medio F/2  

Temperatura 14°C 

Irradiancia 100-140 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

 

0.04 - 1.74  pg cel
-1

 Álvarez et al. 2009 

NR 0.15 - 1.68  pg cel
-1

 

(26.5-217 g L
-1

) 

 

Fheling et al. 2004a 

NR 1.20 - 1.32  pg cel
-1 

 

Campbell et al. 2001 

Medio F/2 - Si 

Temperatura 19 °C 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 14:10 h 

 

1.10 pg cel
-1

 Rhodes et al. 2003 

Medio F/2 (+ 50 M Si) 

Temperatura 15 °C 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

 

0.40 - 0.80 pg cel
-1

 Kudela et al. 2004b 

NR 
 

0.40  pg cel
-1 

 

Villac et al. 1993 

Medio ESAW  
(50 M NO3

-
, 50 M, 25 M urea) 

Temperatura: 15 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1

 

Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h 

 

0.00016 – 0.0018 pg cel
-1

 

0.00015 – 0.0094 ng L
-1 

Armstrong-Howard et al. 2007 

NR 30 g L
-1 Fraga et al. 1998 

   



Tabla III.1. Niveles  de ácido domoico en cultivos de Pseudo-nitzschia spp. 

(Continuación) 

Condiciones de cultivo      AD Referencia 

 

P. australis 

Medio F/2 + Alquil  (combinación) 

( 100 M NO3
-
, 10 M PO4

-3
, 50 M SiO3

2-
) 

Temperatura 12 ºC 

Irradiancia 130 mol quanta m
-2

 s
-1


    Ciclo Luz:Oscuridad 24:0 h 

 

P. multiseries 

 

 

 

7.6  g L
-1

 

 

 

 

Maldonado et al. 2002 

Medio F/2  

Temperatura 20 °C 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 10:14 h  

 

0.1 – 67 pg cel
-1

 Bates et al. 1999 

Medio F/2  

Temperatura 20 °C 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 10:14 h  

 

5 – 50 pg cel
-1

 Bates et al. 2000 

Medio F/2  + 214 M Si 

Temperatura 15 ºC 

Irradiancia 45, 100 y 145 mol quanta m
-2

 s
-1

 

Ciclo Luz:Oscuridad 10:14, 16 :0, 0:24 h  

Agitación 75-100 rpm 

 

0.4 - 10 pg cel
-1

  

(1.25 – 2.25 g mL
-1

) 

 

 

 

Bates et al. 1991 

Medio L1 + 107 M Si + 10
-8

 M Se 

Temperatura 20°C 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 14:10 h  

 

0.5 - 9.31 pg cel
-1

 Kaczmarska et al. 2005 

Medio F/2  

(440 M NO3
-
, 440 M NH4

+
) 

Temperatura 17 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1

 

Ciclo Luz:Oscuridad 10:14 h  

  

 

4.0  - 8.5 pg cel
-1

 
Bates et al. 1993 

Medio F/2  

(150 M Si, 35 M P) 

Temperatura  

Irradiancia  

Ciclo Luz:Oscuridad  

7.0 pg cel
-1

 Hillerbrand y Sommer 1996 
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P. multiseries 

Medio H - Si  

Temperatura 15 °C 

Irradiancia 290 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 24:00 h  

Agitación 100 rpm 

 

 

Particulado 

0.02 -5.62 pg cel
-1 

Disuelto 

2.4 -399.20 g L
-1 

 

 

 

Pan et al. 1996a 

 

Medio F/2  + 214 M Si 

Temperatura 15 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1

 

Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

Agitación 90 rpm 

 

 

2 pg cel
-1 

(290 g∙L
-1

) 

 

Douglas y Bates 1992 

Medio F/2 

(11 M Si, 88 M N (NO·,NH4, urea) 

 Temperatura 15°C 

Irradiancia 100-140 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 14:10 h  

  

Particulado 

0.024 - 1.80 pg cel
-1

 

(3.9 - 398 g L
-1

) 

Disuelto 

0.001 - 2.13 pg cel
-1

  

(0.16 - 103 g L
-1

) 

 

Thessen et al. 2009 

Medio H 

(1765 M N, 245 M Si, 10.4 M P) 

Temperatura 15 °C 

Irradiancia 290 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 24:00 h  

Agitación 100 rpm 
 

0.26 -1.48 pg cel
-1

 

 

 

Pan et al. 1996c 

Medio ESAW modificado  

Temperatura 20 °C 

Irradiancia 170 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 24:00 h  

 

1.4 pg cel
-1

 

(280 g L
-1

) 

 

Osada y Stewart, 1997 

Medio L1 + 321 M Si, 

Temperatura 15°C 

Irradiancia 15-25 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 16:8 h  

Agitación: 90 rpm 

 

 

0.85 pg cel
-1

  

(3 - 12 g L
-1

) 

Lundholm et al. 2005 

Medio F  

(60.0 - 190.5 M Si) 

Temperatura 15 °C 

Irradiancia 410 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 24:00 h  

 

 

 

0.143 – 0.431 pg cel
-1

 

 

Pan et al. 1996b 
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P.  multiseries 

Medio F + 385.6 MLi  

Temperatura 10-12 °C 

Irradiancia 330 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 24:0 h  

  

 

0.23  pg cel
-1

 

 

Subba-Rao et al. 1988 

    NR 0.15 pg cel
-1

 

(25 g L
-1

) 

 

Marchetti et al. 2008 

Medio L1 + 321 M Si 

Temperatura 15°C 

Irradiancia 15-25 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 16:8 h  

pH: 7.0 - 10.0  

 

0.07 pg cel
-1

 Lundholm et al. 2004 

Medio F/2 + 107 M Si 

Temperatura 20 °C 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 24:0 h  

 

100-2000 g L
-1

 Bates et al. 2004 

Medio F/2 + Alquil  (combinación) 

( 100 M NO3
-
, 10 M PO4

-3
, 50 M SiO3

2-
) 

Temperatura 12 ºC 

Irradiancia 130 mol quanta m
-2

 s
-1


Ciclo Luz:Oscuridad 24:0 h 

 

0.5 – 11.6  g L
-1

 Maldonado et al. 2002 

Medio F/2  

Temperatura 18 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

  

0.00025 -0.025 g L
-1

 Bates et al. 1995 

   

P. multistriata   

Medio F/2 + Si 

Temperatura 20 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

 

0.001-0.69 pg cel
-1

 Orsini et al. 2002 

     

     NR 

 
0.645 pg cel

-1
 

 

Sarno y Dahlmann, 2000 
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P. fraudulenta   

Medio F/2 + 11 M Si, 

 88 M N (NO3
-
,NH4

+
, urea) 

 Temperatura  

Irradiancia 150-200 mo quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 14:10 h  

0.06-1.2 dAD g L
-1

 

2.7-53 dAD fg cel
-1 

 

0.009-0.57 pAD g L
-1

 

0.29-1.6 pAD fg cel
-1

  

Thessen et al. 2009 

 

Pseudo-nitzschia seriata 
  

Medio F/2  

(103 M Si, 2.8-14.5 M P, 760 -973 M N) 

Temperatura 15 ºC 

Irradiancia 120 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

Celular 

0.6-14.7 pg cel
-1

 

(2 - 280 g L
-1

) 

Disuelto 

4 - 190 g L
-1 

excel 

Fheling et al. 2004b 

Medio  

Temperatura 15 ºC 

Irradiancia  

Ciclo Luz:Oscuridad 16:8 h  

 

13.7 pg cel
-1

 

0.31 - 1.6 pg cel
-1 

 

Lundholm et al. 1994 

Medio F/2 + Si 

Temperatura 15 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 9:15 y 18:6 h  

 

1.4 - 2.4 pg cel
-1

 

(5 - 21 g L
-1

) 

Fheling et al. 2005 

Medio L1 

Temperatura 4 y15 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 16:8 h  

 

1.46 – 1.93 pg cel
-1

 

 

Rüsz et al. 2011 

Medio F/2 + 107 M Si 

Temperatura 15 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

 

0.16-0.23 pg cel
-1

 

(28.9-41.5 g L
-1

) 

Fheling et al. 2004a 

P calliantha   

Medio F/2  

Temperatura 19 ºC 

Irradiancia 65 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

Salinidad: 20 

 

0.70 - 0.95 pg cel
-1

 Besiktepe et al. 2008 

Medio F/2 

Temperatura 24 ºC 

Irradiancia 100-140 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 12:12 h  

0.01 pg cel
-1

 Álvarez et al. 2009 
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P calliantha 
 

  

Medio F/2 + 11 M Si, 

 88 M N (NO3
-
,NH4

+
, urea) 

 Temperatura  

Irradiancia 150-200 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 14:10 h  

Celular 

0.0018-0.0057 pg cel
-1 

(0.10-6.3 g L
-1

) 

Disuelto 

0.00086 – 0.0198 pg cel
-1

 

(0.3-1.7 g L
-1

) 

 

Thessen et al.  2009 

P. pseudodelicatissima   

Medio F/2  

Temperatura 20 ºC 

Irradiancia 100 mol quanta m
-2

 s
-1 

    Ciclo Luz:Oscuridad 16:8 h 

  

0.0385 pg cel
-1

 

 

Pan et al. 2001 

Medio F/2 – F/8 

Temperatura 12-14 ºC 

Irradiancia 45 mol quanta m
-2

 s
-1 

Ciclo Luz:Oscuridad 14:10 h  

  

0.007 – 0.0098 pg cel
-1

 

 

Martin et al. 1990 

NR 0.3 pg cel
-1 

(5 fg cel
-1

) 

 

Adams et al. 2000 

   

P. turgidula   

NR 0.03 pg cel
-1

 Bates, 1998 

   

NR= No Reportado 


