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RESUMEN. Los Florecimientos Algales Nocivos (FAN) de especies productoras de toxinas pueden afectar a diversos organis-
mos. Varias especies del género Pseudo-nitzschia producen ácido domoico (AD), una neurotoxina que ocasiona, entre otros sínto-
mas, la pérdida de memoria anterógrada. Dentro del Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV), se han reportado 
especies tóxicas de este género, y actualmente el sistema presenta un incremento en la concentración de compuestos inorgánicos, 
situación que podría favorecer la ocurrencia de FAN de organismos de este y otros géneros potencialmente nocivos. El objetivo 
del trabajo fue aislar células de Pseudo-nitzschia, establecer cultivos para su identificación morfotaxonómica y analizar si la con-
centración de nitratos en el medio de cultivo se relaciona directamente con el crecimiento y la producción de AD en condiciones 
de laboratorio. Para ello, se realizaron cultivos con diferentes concentraciones de nitratos (98.9 µM, 1,978.2 µM, y 3,956.4 µM) 
y se evaluó la producción de toxinas por cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). 
La determinación morfotaxonómica se realizó con microfotografía electrónica de barrido y de transmisión. Se determinó que los 
aislados pertenecen al complejo P. americana, y se reporta como Pseudo-nitzschia cf. brasiliana. A pesar de que los análisis de 
toxinas resultaron negativos, se comprobó que esta especie sobrevive en múltiples regímenes de nutrientes en un estado cambian-
te. Adicionalmente, en algunos cultivos se observó la coexistencia de P. cf. brasiliana con diatomeas del género Minidiscus, las 
cuales, después de un tiempo, desplazaron por completo a P. cf. brasiliana. Dentro del PNSAV se han registrado diversas especies 
del género Pseudo-nitzschia, sin embargo, este es el primer análisis autoecológico y toxinológico sobre el género en esta zona.
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cruzano

Pseudo-nitzschia cf. brasiliana (Bacillariophyceae) of the Veracruz Reef System Na-
tional Park: culture and physiological response to different nitrate concentrations 

under laboratory conditions
ABSTRACT. Harmful Algal Blooms (HABs) of toxin-producing species can affect diverse organisms. Several species of the 
genus Pseudo-nitzschia are domoic acid (DA) producers, which is a neurotoxin that causes, among other symptoms, the loss 
of antegrade memory. Within the Veracruz Reef System National Park (PNSAV), toxic species of Pseudo-nitzschia have been 
reported. At present, the system presents an increase in the concentration of inorganic compounds, a situation that could favor 
the occurrence of HABs from organisms of this and other potentially harmful genera. The objective of this work was to isolate 
Pseudo-nitzschia sp. cells, set up cultures for morphotaxonomic determination, and analyze whether the concentration of nitrates 
in the culture medium is directly related to survival and DA production of the diatom under laboratory conditions. Cultures with 
different nitrates concentrations (98.9 µM, 1,978.2 µM, y 3,956.4 µM) were carried out, and toxin production was evaluated by 
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Morphotaxonomic determination was performed by 
scanning and transmission electron micrography. The isolates belonged to the P. americana complex, and we reported them as 
Pseudo-nitzschia cf. brasiliana. Although the toxin analyzes were negative for DA, it was proven that this species is capable of 
survival in multiple nutrient regimes in a changing state. Additionally, in some isolates, the coexistence of Pseudo-nitzschia cf. 
brasiliana with diatoms of the genus Minidiscus was observed, and the diatom, after some time, completely displaced Pseudo-nit-
zschia cf. brasiliana. Within the PNSAV, diverse species of the genus Pseudo-nitzschia have been documented; however, this is 
the first autecological and toxicological analysis of a species from this genus from the area.
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INTRODUCCIÓN
Los Florecimientos Algales Nocivos (FAN), 

ocurren cuando hay un aumento súbito en la den-
sidad celular de ciertas poblaciones de fitoplancton 
(Anderson et al., 2001; Hernández-Orozco, 2006). 
Los FAN son fenómenos biológicos que ocurren de 
manera natural, aunque en las últimas décadas se ha 
observado un incremento en su frecuencia, duración, 
distribución geográfica, intensidad y toxicidad (Ha-

llegraeff, 1993). Aparentemente, existen diferentes 
factores que promueven el   crecimiento de grupos 
específicos, entre los que se encuentran   la varia-
bilidad hidrodinámica natural, la disponibilidad de 
luz, el aumento en la concentración de nutrientes, 
los patrones fisiológicos y de comportamiento de los 
organismos y los procesos relacionados con el cam-
bio climático (Dale et al., 2006; Hallegraeff, 2010), 
sin embargo, se han asociado la eutroficación y los 
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eventos de surgencia como las principales causas 
para los cambios en la hidrodinámica del ecosistema 
y la expansión temporal y geográfica de los FAN.

Los daños que pueden causar estos eventos in-
cluyen la producción de toxinas por algunos grupos 
fitoplanctónicos. Algunas especies incluso ejercen 
efecto tóxico a bajas densidades, sin llegar a for-
mar florecimientos visibles (Anderson et al., 2001; 
Hernández-Orozco, 2006; Herrera et al., 2008). 
También afectan las actividades productivas como 
la pesca, la acuicultura e, indirectamente, al turismo 
(Hallegraeff, 1995; Mancera et al., 2010). En el su-
reste asiático se han registrado pérdidas económicas 
que han alcanzado los 300,000 USD día-1 (Llewellyn 
et al., 2006), pero en nuestro país aún no existen es-
tudios económicos sobre los impactos de estos fe-
nómenos. 

El ácido domoico (AD) es un aminoácido no 
proteico; presenta ocho isómeros (ácidos isodomoi-
cos A, B, C, D, E, F, G y H) y el diastereoisómero 
C5’. Contiene tres grupos carboxilo, responsables 
de su alta polaridad. Su estructura química es similar 
a la del ácido kaínico, y ambos son altamente afines 
a los receptores alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-iso-
xasolpropiónico (AMPA), kainato y N-metil-D-as-
partato (NMDA),  por lo que el ácido domoico actúa 
como una análogo estructural del glutamato o ácido 
glutámico, el cual es el neurotransmisor excitatorio 
más importante en el sistema nervioso central, que 
controla cerca de un tercio de toda la actividad sináp-
tica (Wright & Quilliam, 1995; Holland et al., 2005; 
Trainer et al., 2008). Este aminoácido es producido 
mayormente por especies del género Pseudo-nitzs-
chia, y al ser consumido a través de la ingesta de 
bivalvos que previamente se alimentaron de estas 
diatomeas, causa diversos síntomas de intoxicación, 
que en el humano incluyen la pérdida de la memoria 
anterógrada (Alvarez-Falconí, 2009).

Las diatomeas del género Pseudo-nitzschia son 
marinas y de hábitat cosmopolita. Se han descrito 
52 especies, de las cuales 26 (50%) se han reportado 
como productoras de AD (Guiry, 2019; Dao et al., 
2015; Li et al., 2017; Ajani et al., 2018; Bates et al., 
2018). Los FAN de este género han afectado a los 
humanos, y también ha causado la muerte de peces, 
aves y mamíferos marinos (Bates & Trainer, 2006; 
Costa et al., 2010; Bates et al., 2018).

Los principales caracteres diagnósticos para la 
identificación de las especies de este género están 
establecidos en la morfología detallada o ultraestruc-
tura de la frústula y en las medidas morfométricas 
que solo son distinguibles a través de microscopía 
electrónica (Teng et al., 2013). De cualquier mane-
ra, la determinación inequívoca de algunas especies 
es un desafío, particularmente con las especies críp-
ticas y pseudocrípticas, que son muy comunes den-
tro de este género (Orsini et al., 2004; Lundholm et 
al., 2006; Amato et al., 2007; Quijano-Scheggia et 

al., 2009), por lo cual se distinguen complejos (Teng 
et al., 2013). El complejo P. americana incluye tres 
especies pseudocrípticas: P. linea, P. americana y P. 
brasiliana (Lundholm et al., 2002a).

El Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracru-
zano (PNSAV) se localiza en el litoral del estado de 
Veracruz de Ignacio de la Llave; es el primer Par-
que Marino, decretado el 24 de agosto de 1992. Este 
Parque incluye 28 formaciones arrecifales de tipo 
plataforma, dentro de las cuales se ubican dos zo-
nas núcleo: “Blanca” y “Santiaguillo” (Diario Ofi-
cial de la Federación, 1992). El PSNAV es un área 
natural protegida y se ha denominado como uno de 
los Sitios Ramsar de México (Sitios de Humedales 
de Importancia Internacional) (Carvajal-Hinojo-
sa, 2004). Su objetivo es asegurar el equilibrio y la 
continuidad de sus procesos ecológicos, salvaguar-
dar la diversidad genética de las especies existen-
tes, asegurar el aprovechamiento racional de los 
recursos y proporcionar un campo propicio para la 
investigación científica. Sin embargo, se encuentra 
fuertemente impactado por las actividades humanas, 
ya que en aguas cercanas se vierten contaminantes 
como hidrocarburos y metales pesados (Horta-Puga 
& Tello-Musi, 2009). Además, la explotación irra-
cional de sus recursos, la falta de planeación y de 
aplicación de políticas adecuadas de desarrollo tu-
rístico y pesquero, las descargas de aguas residuales 
municipales, industriales y agropecuarias, así como 
la deforestación en la zona continental adyacente, 
favorecen un aumento de la cantidad de sólidos que 
son arrastrados y desembocan en él, lo que provoca 
un incremento en las concentraciones de nutrientes 
(Nixon & Fulweiler, 2009; Anderson et al., 2012; 
Aké-Castillo et al., 2014). Estos compuestos inor-
gánicos disponibles en el medio marino favorecen 
la presencia de microorganismos fotosintéticos y su 
rápido crecimiento poblacional, lo que ocasiona flo-
recimientos algales (Aké-Castillo et al., 2014).

En el Golfo de México se han reportado por 
lo menos 18 especies del género Pseudo-nitzschia 
(Lelong et al., 2012), y en el PNSAV se ha estudia-
do la diversidad y la morfología del género. Así, en 
muestras de campo se han identificado siete especies 
potencialmente productoras de toxinas: P. brasilia-
na, P. calliantha, P. cuspidata, P. delicatissima, P. 
pseudodelicatissima  P. pungens  y P. cf. subcurvata 
(probablemente P. sabit) (Okolodkov et al., 2009; 
Aké-Castillo et al., 2014; Okolodkov et al., 2015), 
lo que implica un riesgo potencial a la salud pública 
(Parsons et al., 2012). Es necesario realizar estudios 
toxinológicos para comprobar la toxigenicidad de 
las especies del lugar, ya que diversos autores han 
reportado densidades celulares de este género supe-
riores a los límites máximos permisibles estableci-
dos por la Comisión Federal para la Protección con-
tra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) (Rodríguez-Gó-
mez, 2013; Okolodkov et al., 2015; Gómez-Arroyo 
et al., 2016).
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Considerando la creciente concentración de 
compuestos inorgánicos importantes para el desa-
rrollo de FAN y las fuertes descargas de aguas re-
siduales dentro del PNSAV, se decidió evaluar el 
crecimiento y la toxicidad de Pseudo-nitzschia en 
cultivo con diversas condiciones de nitratos. Adicio-
nalmente, se realizaron observaciones de un segun-
do género en coexistencia con Pseudo-nitzschia, la 
diatomea Minidiscus sp., la cual influyó en el creci-
miento de algunos cultivos.

MATERIALES Y MÉTODOS 
Aislamiento e identificación morfológica
Se establecieron los cultivos con células colec-

tadas de Isla Verde 19°11’56.71’’N; 96°49’ 89’’W) y 
Santiaguillo 19°08’60.2’’N; 95°48’64.2” W) dentro 
del PNSAV, en Veracruz, México (Fig. 1). Las cé-
lulas individuales fueron aisladas con el método de 
pipeta reducida y con diluciones seriadas (Guillard, 
1973; Andersen & Kawachi, 2005), hasta obtener 
cultivos que se consideraron monoclonales. Estos se 
colocaron en matraces Erlenmeyer de policarbonato 
de 125 mL con 100 mL de medio de cultivo GSe 
(Blackburn et al., 2001) modificado, enriquecido 
con silicatos (164.4 µM) y sin extracto de suelo. 
Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 
26±1°C con una intensidad luminosa de 95.3 µmol 
m-2s-1 en un régimen de L:O de 12:12 horas.

Se realizaron micrografías por microscopía 
electrónica de barrido (MEB) (JEOL JSM-6360LV) 
y de transmisión (MET) (JEOL JEM- 1200 Ex II). 
Para ello se eliminó la materia orgánica con el mé-
todo de blanqueamiento (Nagumo, 1990). La iden-
tificación se realizó de acuerdo con los criterios de 

Lundholm y colaboradores (2002) y Teng y colabo-
radores (2013). 

Análisis del crecimiento de los aislados y 
experimento con diferentes concentraciones 

de nitratos
Se inocularon tres réplicas con 50 000 células 

en 100 mL de medio de cultivo (500 cél mL-1) de 
cada aislado. Se registró el crecimiento diariamente 
hasta terminada la fase exponencial. Para realizar 
los conteos, se tomó una alícuota de 1 mL y se fijó 
con Lugol ácido. Los conteos se realizaron diaria-
mente con una cámara Neubauer en microscopio 
óptico a 400x (MICRO II, Micro- Optical Solutions, 
MA) (Vega et al., 2017).

Las tasas de crecimiento específicas (µ) se cal-
cularon mediante la ecuación de la velocidad espe-
cífica de crecimiento de Monod:

donde: 
X1 y X2  = número de células inicial y final 
t1 y t2 = tiempos de inicio y fin de la fase expo-

nencial de crecimiento calculado en días (Guillard, 
1973)

También se calculó el tiempo de generación (tg) 
a partir de la tasa de crecimiento mediante la ecua-
ción:

Figura 1. Polígono del PNSAV que incluye los subsistemas propuestos por Ortiz-Lozano et al. (2009). Se señalan con estrellas 
rojas los sitios de donde se aislaron las células para el establecimiento de los cultivos.



4 Herrera-Pérez & Durán-Riveroll

Para determinar el inicio y el final de la fase 
exponencial, se calculó la tasa de crecimiento con 
logaritmos en base 2 (µ2), para posteriormente co-
nocer la suma progresiva de las tasas de crecimiento 
diario (∑μ2), ya que cualquier cambio de la pendien-
te de estos datos indica una variación de la velocidad 
de duplicación (Guillard, 1973).

A partir de las curvas de crecimiento, se selec-
cionó el aislado 8C para el experimento, ya que fue 
el que mostró menor desviación estándar durante su 
crecimiento. Se sembraron 50,000 células en 100 
mL (500 cél ∙ mL-1) por triplicado para cada trata-
miento. Los tratamientos (Tx) consistieron en la 
modificación de la concentración de nitratos en el 
medio GSe de la siguiente manera: 
1)	 Tx1: mayor concentración de nitratos con res-
pecto al medio de cultivo original (3,956.4 µM). 
2)	 Tx2: menor concentración de nitratos con res-
pecto al medio de cultivo original (98.9 µM). 
3)	 Control: medio de cultivo sin modificar 
(1,978.2 μM), en el que se encontraban aclimatados 
los cultivos.

Se evaluó la densidad celular diariamente du-
rante el crecimiento y se calculó la tasa de creci-
miento como se describió anteriormente. 

Para identificar las diferencias en el crecimiento 
entre los aislados y en los tratamientos experimen-
tales, se realizó la prueba de Kolmogorov-Smirnoff 
y se utilizó el estadístico de Levene para confirmar 
normalidad y homocedasticidad de los datos. Se rea-
lizó un análisis de varianza (ANDEVA) para realizar 
una prueba a posteriori de rangos múltiples (Tukey) 
(Marques de Cantú, 1991). Todos los análisis se 
hicieron con el programa Statgraphics Centurion 
XVI.I (Statgraphics, 2014).

Análisis de toxinas 
Al final de la fase de crecimiento exponencial, 

se concentró la biomasa de cada aislado por centri-
fugación y de los tratamientos. El análisis de toxinas 

se realizó por cromatografía de líquidos acoplada a 
un detector de masas en tándem (LC-MS/MS) en el 
laboratorio FICOTOX, en el Centro de Investiga-
ción Científica y de Educación Superior de Ensena-
da, B.C.

La extracción de las toxinas consistió en la dis-
rupción celular con perlas de sílice-zirconia de 0.5 
mm de diámetro en 1 mL de una mezcla metanol:a-
gua 1:1 en un Mini BeadBeater (Biospec Products 
Inc., E.U.A), agitando por 10 segundos a 500 rpm 
por triplicado, con un periodo de enfriamiento entre 
cada agitación. Se realizó la limpieza del extracto 
con dos periodos de centrifugación (13,000 x g por 
8 minutos), se colectó el sobrenadante y se transfirió 
a un microtubo limpio, en donde se colectó una alí-
cuota a la cual se le adicionó ácido trifluoroacético 
con una concentración final de 0.15%. Se agitó con 
vórtex durante 30 segundos y se analizó por LC-
MS/MS (Agilent 6470, CA) con triple cuadrupolo. 
La detección del AD se realizó mediante un moni-
toreo múltiple MRM (Multi Reaction Monitoring), 
con fuente de ionización en modo positivo.

RESULTADOS 

Establecimiento de cultivos e  
identificación morfológica

Se obtuvieron cinco aislados; tres de Isla San-
tiaguillo, denominados 5E, 8C, 4C y dos de Isla Ver-
de, denominados 6D y 5A. Las medidas morfomé-
tricas se muestran en la Tabla 1, y fueron calculadas 
a partir de las micrografías en MEB y MET (Fig.2). 
En todos los aislados se presentaron las siguientes 
características: valvas rectangulares con extremos 
un poco redondeados, células con dos cloroplastos 
marrones, uno en cada extremo, y un núcleo central 
difícil de diferenciar. El rafe se observó excéntrico. 
Las estrías corren paralelas al eje transapical, ex-
cepto en los polos, donde algunas se vuelven per-
pendiculares a éste. Las fíbulas y las estrías a veces 
correspondieron en número, por lo que en ocasiones 
se observaron alineadas; en las estrías dos filas de 
poroides, pero se pudieron observar indicios de tres 
que aparecen como poroides aislados entre las dos 
filas regulares. Los poroides de ambas frústulas es-
tán marcados por pequeñas perforaciones (himen) 
en un patrón hexagonal y no se observó nódulo cen-

Aislado Ancho
(µm)

Largo 
(µm)

Nódulo Fíbulas
en 10 µm

Estrías 
en 10 µm

Filas de
poroides

Himen* Poroides 1 
µm

N

4C 2.52-3.59 23.8-30.8 - 20-27 21-27 2-3 Hex.  8-11 14
5A 2.37-3.13 21.0-27.1 - 19-25 21-28 2-3 Hex.  7-9 15

8C 1.89-2.80 18.6-27.7 - 21-29 21-30 2-3 Hex. 10-8 7
6D 2.05-3.45 19.1-29.5 - 21-31 22-32 2-3 Hex.  7-10 12
5E 2.01-2.78 25.0-26.8 - 21-25 21-25 2-3 Hex.  8-9 13

* Hex = el acomodo de los poroides forma un hexágono.

Tabla 1. Máximos y mínimos de las características morfométricas de los cinco aislados de Pseudo-nitzschia cf. brasiliana 
del Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano.
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Figura 2. Forma y estructura de la valva de los cinco aislados. a) Aislado 4C, arreglo de dos células en cadena; b) 5A, 
arreglo de cuatro células en cadena; c) 8C, arreglo de dos células en cadena; d) 6D, célula individual; e) 5E, dos células 
individuales; f) MEB del aislado 8C. Ningún aislado presentó nódulo central; g) flecha aislado 6D.  Cada estría tiene dos 
filas de poroides; h) flechas 4C, algunos presentaron poroides aislados entre las dos filas; i) detalle de los poroides con 
forma hexagonal y sin dividirse en sectores (5A). a-e) Microscopio fotónico, 600x. f-i) MET. Las barras representan la 
escala g) 10 µm, h) 1 µm, i) 500 nm.
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tral. El arreglo de las células fue en cadenas escalo-
nadas, superpuestas de 1/8 a 1/11 (Lundholm et al., 
2002b). 

Características de crecimiento de los aislados 
En la Figura 3 se muestran las curvas de cre-

cimiento, las tasas de crecimiento, de división y la 
densidad celular máxima alcanzada por los cinco 
aislados. En la Tabla 2 se reportan los datos de cre-
cimiento de los cinco aislados. 

La tasa de crecimiento varió entre 1.0±0.7 di-
vdía-1 para el aislado 5E, y 2.5±0.6 div∙día-1 para 
el 8C. No se encontraron diferencias significativas 
(p>0.05) entre las medias (Figura 3b). El menor 
tiempo de división fue de 0.3±0.1 días para los ais-
lados 8C y 6D, y el mayor, de 0.9±0.7 días para el 
aislado 5A, sin embargo, tampoco se encontraron 
diferencias significativas (p>0.05) (Figura 3c y Ta-
bla 2). 

Los aislados 5E y 5A presentaron la menor tasa 
de crecimiento (1.0±0.7 y 1.1±0.7 div∙día-1, respecti-
vamente) y el mayor tiempo de división, (0.8±0.4 y 
0.9±0.7 días, respectivamente; Fig. 3b y c). Estos ais-
lados también obtuvieron la menor densidad celular 
máxima (65,347±10,376 y 19,583±3,819 cél∙mL-1, 
respectivamente; Fig. 3d), y presentaron diferencias 
significativas (p<0.05) con el resto de los aislados, 
por lo que se consideraron un grupo estadísticamen-
te distinto en sus características de crecimiento (Fig. 
3d y Tabla 2).) (Ver siguiente apartado). 

El aislado 8C mostró menor variación entre sus 
réplicas, por lo que fue seleccionado para el experi-
mento con variación de nutrientes.

Diatomeas del género Minidiscus
En los aislados 5A y 5E se observó la presencia 

de una segunda diatomea. Se tomaron fotografías de 
MEB y MET, y de esta manera se determinó que la 
diatomea asociada a estos cultivos pertenece al gé-
nero Minidiscus Hasle, 1973. Esta es una diatomea 
céntrica, una de las más pequeñas del fitoplancton 
marino, que se superpone a las fracciones pico y na-
noplanctónicas, con diámetros de <2 a 5 μm. En la 
Fig. 4 se observan las tres fultopórtulas alrededor 
del centro; cada fultopórtula está reforzada con un 
anillo de sílice en la base. La rimopórtula se ubica 
en el centro, y se observa un labio que sobresale de 
la valva (Park et al., 2017).

Experimento con diferentes concentraciones de 
nitratos

En la Figura 5 se muestran las curvas de cre-
cimiento, tasa de crecimiento, tiempo de división 
y densidad celular máxima de los diferentes trata-
mientos. En la Tabla 3 se reportan los datos de cre-
cimiento.

El Tx1 mostró la menor tasa de crecimiento, con 
0.7±0.4 div∙día-1 con respecto a los otros dos, sin em-
bargo, en la prueba de ANDEVA se determinó que 
las medias no fueron significativamente diferentes 
(p>0.05) (Figura 5b).

Figura 3. a) Curvas de crecimiento de los cinco aislados de Pseudo-nitzchia cf. brasiliana; b) tasas de crecimiento; no se encon-
traron diferencias significativas (p>0.05); c) tiempo de división; no se encontraron diferencias significativas (p>0.05); d) densidad 
celular máxima. Las letras diferentes representan diferencias significativas (p< 0.05).
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El tiempo de división varió entre 0.5±0.1 y 
1.5±1.3 días, pero tampoco se encontraron diferen-
cias significativas (p>0.05) entre las medias, sin em-
bargo, en la Figura 5c se observa que el control mos-
tró menor tiempo de división que los tratamientos.

La densidad celular máxima varió en-
tre 172,083±10,943 cél∙mL-1 en el Tx1 y 
340,833±16,314 cél∙mL-1 en Tx2, lo que agrupa 
estadísticamente al Tx2 y al control (b) separados 
del Tx1 (a), por presentar densidad celular menor 
(Figura 5d y Tabla 3).

Análisis de toxinas
El análisis de toxinas se realizó para cada uno 

de los cinco aislados y para cada réplica de los tra-
tamientos del experimento, con un total de 14 mues-
tras analizadas, todas en la fase estacionaria de cre-
cimiento. Todos los resultados fueron negativos para 
AD.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Determinación del taxón
Las medidas morfométricas entre los aislados 

no variaron de manera suficiente para distinguir 
a nivel de especie, sin embargo, se puede afirmar 
que todos los organismos pertenecen al complejo 
P. americana, el cual comprende a P. americana, 
P. brasiliana y P. linea, descritas por Lundholm y 
colaboradores (2002). Estas tres especies están es-
trechamente relacionadas por ser pseudo-crípticas, 
por lo cual la distinción entre ellas es complicada y 
se basa en la estructura de la valvocópula (primera 
banda que está en contacto con la valva en el cíngu-
lo) la cual solo se puede visualizar en vista cingular, 
sin embargo, no fue posible observar esta vista en 
las micrografías.

Las tres especies se han reportado en el Golfo 
de México: a) P. americana, se reportó, junto con 
otras especies, en las costas de Louisiana en los Es-

Aislado Inicio de la fase  
exponencial (día)

Fin de la fase  
exponencial

(día)

Tasa de 
crecimiento 
(div∙día-1)

Tiempo de 
división 
(días)

Densidad  
celular inicial

(cél∙mL-1)

Densidad  
celular  

máxima (cél∙mL-1)

Tiempo en  
alcanzar la  
densidad  

celular máxima
(días)

4C 2.3±1.2 3.3±1.2 1.6±0.5 0.5±0.2 2,917±722 138,750±50,420 7.6±0.6

5E 1.3±0.6 2.7±1.2 1.0±0.7 0.8±0.4 3,750±1,250  65,347±10,376 8.0±0.0

5A 1.7±0.6 3.3±0.6 1.1±0.7 0.9±0.7 1,389±481  19,583±3,819 5.0±0.0

8C 1.0±0.0 2.0±0.0 2.5±0.6 0.3±0.1 1,250±1,250 118,750±6,250 6.0±0.0

6D 1.0±0.0 2.0±0.0 2.2±0.6 0.3±0.1 1,667±833  88,750±25,830 5.7±1.2
Se utilizó medio GSe modificado con silicatos, con una concentración de nitratos de 1,978.2 µM.

Tabla 2. Datos de crecimiento de los cinco aislados en condiciones de laboratorio.

Figura 4. Diatomea del género Miniduscus. Forma y estructura de la valva. a) micrografía (MET). Las flechas señalan los 
procesos de la valva. R = rimopórtula central. F = fultopórtulas que rodean el centro, b) micrografía (MEB); c) (MET) Pseudo-
nitzschia cf. brasiliana y Minidiscus;  d) (MEB) Una célula de Minidiscus y una de Pseudo-nitzschia; e) envés de la valva de 
Minidiscus (MEB); f) colonia de Miniduscus (MEB).  Las barras representan la escala a), b) y e) 1 µm, c), d) y f) 5 µm.
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tados Unidos de América (EUA), y en ese estudio 
se evidencia por primera vez al género como un po-
sible vector de AD en el Golfo de México, aunque 
esta especie no ha sido reportada como tóxica (Del 
Rio et al., 2010); b) P. linea, se ha registrado en las 
costas de Florida en los EUA, aunque no se ha com-
probado su toxicidad (Lundholm et al., 2002); y c) P. 
brasiliana se ha registrado en las costas de Veracruz 
en el PNSAV (Parsons et al., 2012) y se ha reportado 
como productora de toxinas en el Mar Mediterráneo 
(Sahraoui et al., 2011).

P. americana  y P. linea se han observado como 
epífitas en otras diatomeas y P. brasiliana se ha re-
portado como tóxica y de vida libre (Lundholm et 
al., 2002b). Esto indica que, a pesar de ser muy pa-
recidas morfológicamente, existen diferencias fisio-
lógicas. 

Cabe mencionar de manera adicional, que los 
cultivos después de la parte experimental se man-
tuvieron por un periodo largo (7 meses); Quija-
no-Scheggia y colaboradores (2009) experimenta-
ron con cultivos monoclonales y observaron la for-
mación de auxosporas en P. brasiliana, por lo que 
propuso que esta especie es homotálica, de manera 
que las células son monoicas (el mismo individuo 
produce estructuras masculinas y femeninas) y se 

pueden autofecundar, lo que conlleva a que los cul-
tivos puedan mantenerse por un tiempo más prolon-
gado. Debido a este comportamiento reproductivo, 
se estima que los cultivos pertenecen a la especie 
P. brasiliana, aunque para afirmarlo, es necesario 
su identificación molecular (Fig. 6) (Garcés et al., 
2001; Amato et al., 2007). 

Importancia de una correcta identificación
En general, la determinación de especies del gé-

nero Pseudo-nitzschia ocasiona problemas para los 
taxónomos debido a que muchas de las característi-
cas morfológicas se comparten en distintas especies. 
Además, tienden a presentar deformaciones, tanto 
en campo como después de periodos cortos en culti-
vo (Villac, 1996; Sommer, 1998), lo que representa 
un inconveniente para diferenciar entre especies to-
xigénicas y no toxigénicas, y ambas pueden coexis-
tir en el medio (Teng et al., 2013). En algunos casos 
de FAN se pueden presentar cepas genéticamente 
similares de diferentes especies, e incluso pueden 
presentarse varios complejos (Pettersson & Pozdn-
yakov, 2012; Rodríguez-Gómez, 2013).

Por otro lado, para conocer mejor sobre su eco-
logía, fisiología y toxicidad, es fundamental escla-
recer su especie, y para ello generalmente se utiliza 

Figura 5. a) Curvas de crecimiento de los dos tratamientos con diferentes concentraciones de nitratos y el control; b) tasas de 
crecimiento de los tratamientos. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05); c) tiempo de división de los tratamientos. 
No se encontraron diferencias significativas (p>0.05); d) densidad celular máxima de los tratamientos. Las letras diferentes rep-
resentan diferencias significativas (p< 0.05).

Tratamiento
(concentración  

de KNO3)

Inicio de la 
fase 

exponencial 
(día)

Fin de  
la fase  

exponencial 
(día)

Tasa de 
crecimiento 
(div∙día-1)

Tiempo  
de división 

(días)

Densidad  
celular inicial 

(cél∙mL-1)

Densidad  
celular máxima 

(cél∙mL-1)

Tiempo en 
alcanzar la 

densidad celular 
máxima
(días)

Tx1 (3,956.4 µM) 1.7±0.6 3.3±0.6 1.3±0.4 0.5±0.1 1,667±1,443 172,083±10,943 8.7±1.5

Tx2 (98.9 µM) 2.7±0.6 4.3±0.6 1.6±0.9 0.5±0.3 1,250±0 340,833±16,314 8.3±0.6

Control (1,978.2 µM) 2.7±0.6 4.0±0.0 1.6±0.4 0.4±0.1 1,250±1,250 342,917±50,068 9.0±0.0

Tabla 3. Datos de crecimiento del aislado 8A en el experimento con diferentes concentraciones de nitratos.
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microscopía electrónica. Esta técnica ha tenido un 
papel importante en el diagnóstico taxonómico para 
la clasificación de grupos y subgrupos basados en su 
morfología (Teng et al., 2013). Las características 
de este género han sido bien documentadas (Hasle 
et al., 1996; Lundholm et al., 2002b), sin embargo, 
es difícil distinguir entre especies crípticas y pseu-
do-crípticas (Lundholm et al., 2006), como en el 
caso del complejo P. americana, por lo que es nece-
sario complementar esa información con caracteres 
moleculares. Por lo anterior, su estudio e identifica-
ción representan un desafío para la gestión de los 
FAN (Anderson, 2009). 

En México, la COFEPRIS, a través de las auto-
ridades sanitarias estatales, ha diseñado programas 
de monitoreo permanente para realizar muestreos y 
análisis de fitoplancton potencialmente tóxico. Los 
lineamientos de trabajo de este programa incluyen 
descripción y análisis cuantitativos y cualitativos de 
especies a través de conteos expresados en abundan-
cias relativas. Además, requiere de la identificación 
de especies hasta el nivel taxonómico que sea posi-
ble. Estos resultados son considerados para determi-
nar si se implementa una veda sanitaria (COFEPRIS, 
2016). Sin embargo, debido a que estos análisis se 
realizan con microscopía fotónica, el procedimiento 
que se sigue para su monitoreo resulta limitado para 
la correcta identificación de especies, y se pueden 
generar confusiones sobre la especie que se encuen-
tra y su potencial toxigenicidad. 

En el PNSAV se han identificado por lo me-
nos siete especies de Pseudo-nitzschia reportadas 
como productoras de toxinas, lo cual significa una 
problemática ambiental y un riesgo potencial a la 
salud (Parsons et al., 2012), por lo que es preciso 
mejorar las técnicas de muestreo para afrontar los 

desafíos que presenta la identificación de especies y 
confirmar el potencial tóxico de las especies a través 
estudios toxinológicos.

Crecimiento de los aislados y coexistencia con el 
género Minidiscus

El tiempo de crecimiento hasta la fase de senes-
cencia de todos los aislados fue de 7 a 10 días, lo que 
corresponde con lo reportado por otros autores (7 a 
18 días) (Howard et al., 2007; Santiago-Morales & 
García-Mendoza, 2011; Radan & Cochlan, 2018). 
Las tasas de crecimiento en este trabajo fueron re-
lativamente altas (entre 1.0±0.7 y 2.5±0.6 div∙día-1), 
en comparación con las reportadas en la literatura, 
que varían de 0.49±0.063 a 1.05±0.033 div∙día-1 

(Trainer et al., 2012). La duración de la fase expo-
nencial de todos los aislados osciló entre 1 y 2 días, 
mientras que otros autores han reportado de 4 a 7 
días, y las densidades celulares máximas se encon-
traron dentro de lo reportado anteriormente (entre 
7 x 104 y 1.97 x 106 cél∙mL-1) (Thessen et al., 2009; 
Santiago-Morales & García-Mendoza, 2011; Radan 
& Cochlan, 2018). Los análisis estadísticos revela-
ron que no existieron diferencias significativas en el 
crecimiento entre los aislados, tal como se esperaba 
al tratarse de organismos del mismo complejo. Sin 
embargo, los aislados 5A y 5E presentaron meno-
res tasas de crecimiento, mayor tiempo de división 
y menor densidad celular (p<0.05) con respecto al 
resto (Tabla 2, Fig. 3), lo que sugiere que para estos 
aislados fue más complicada la adaptación al medio 
de cultivo, probablemente debido a la competencia 
con las diatomeas del género Minidiscus presentes. 
Los cultivos se mantuvieron por siete meses, pero 
en los aislados 5A y 5E se observó que Minidiscus 
desplazó por completo a Pseudo-nitzschia.

Figura 6.  Células alargadas después de la reproducción sexual. a) Fotografía con microscopio óptico, aumento 400x, diferentes 
tamaños de las frústulas; b) y c) fotografía con MET, células alargadas, presentaron entrecruzamiento en las estrías. Las barras 
representan la escala 10 µm.
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Las diatomeas del género Minidiscus se encuen-
tran entre los primeros 20 géneros más abundantes, 
y a pesar de que nunca se ha descrito como una de 
las principales especies causantes de FAN, podrían 
ser contribuyentes importantes (Malviya et al., 
2016; Leblanc et al., 2018). Los miembros de este 
género suelen pasar desapercibidos debido a que los 
métodos tradicionales de identificación y recolecta 
(mallas de 20 a 100 µm de luz, cuando el diámetro 
de los miembros de este género se encuentra entre 
2 y 5 μm), han impedido su observación. No obs-
tante, los FAN de estas diatomeas podrían ser más 
frecuentes de lo que se aprecia actualmente, tanto en 
mar abierto como en áreas costeras. Se han reporta-
do FAN de Minidiscus spp. en la Bahía de Monterey, 
California, que es una región costera caracterizada 
por fuertes eventos de surgencia (Buck et al., 2008), 
así como en áreas eutróficas del Océano Pacífico 
Subártico (Clemons & Miller, 1984), en una cuenca 
de Noruega (Daniels et al., 2015) y en la Península 
Antártica (Kang et al., 2003; Annett et al., 2010). 
Esta diatomea podría ejercer un control ecológico 
sobre el desarrollo de células más grandes, y de esta 
manera, abrir un nicho para el éxito de las diatomeas 
de talla pequeña (Bork et al., 2015); esto puede de-
berse a que presentan mayor superficie de contacto 
en un menor volumen celular, lo cual las hace más 
eficientes en la incorporación de nutrientes. Actual-
mente no existen trabajos que demuestren la exis-
tencia de una relación ecológica entre los géneros 
Pseudo-nitzschia y Minidiscus, pero se ha reporta-
do que en presencia de esta última no se presenta 
Pseudo-nitzschia, y viceversa (Kang et al., 2003; 
Leblanc et al., 2018).

Crecimiento con diferentes concentraciones de 
nitratos 

Los estudios autoecológicos proporcionan in-
formación sobre el ciclo de vida de las especies y 
sobre las condiciones en las cuales pueden sobre-
vivir; así se refuerza el conocimiento existente y se 
pueden formular nuevas hipótesis sobre su compor-
tamiento bajo diversos regímenes, especialmente en 
el contexto actual de cambio climático global y rápi-
da eutrofización de los ambientes costeros, como es 
el caso del PNSAV.

Comúnmente, los FAN de Pseudo-nitzschia se 
presentan en zonas ricas en nutrientes (Adams et 
al., 2000; Trainer et al., 2008; Trainer et al., 2009b). 
Dentro de estos compuestos, el nitrógeno juega un 
papel importante para la síntesis de aminoácidos, y 
por lo tanto cumple una función en el crecimiento y 
la división celular, así como para la síntesis de AD 
(Lelong et al., 2012). En cultivo se ha observado 
como prerrequisito que existan concentraciones no 
limitantes de nitrógeno para el crecimiento celular, 
la reproducción y la producción de la toxina (Bates, 
1998; Kudela et al., 2002a; Kudela et al., 2002b). 
En el medio natural es el nitrato la principal fuente 
inorgánica de nitrógeno, que mantiene el incremen-

to de la biomasa (Smith, 1991; Clarke & Leakey, 
1996; Camargo & Alonso, 2007). Se han realizado 
estudios con cultivos de Pseudo-nitzschia enfoca-
dos en comprender el vínculo entre la producción 
de toxinas y las condiciones ambientales (concen-
traciones de micro y macronutrientes, temperatura 
e irradiancia, salinidad y pH) (Trainer et al., 2008; 
Lelong et al., 2012), así como con diferentes fuen-
tes de nitrógeno. En relación con los nitratos, se ha 
demostrado que el crecimiento celular puede variar 
en función de la disponibilidad de luz y de la tem-
peratura durante la experimentación (Lomas & Gli-
bert, 1999; Santiago-Morales & García-Mendoza, 
2011; Auro & Cochlan, 2013), pues la absorción y 
la reducción de éste depende de la cantidad de ener-
gía disponible, particularmente en forma de calor; 
cuando las temperaturas son bajas, las enzimas de 
reducción de nitrato son limitadas (Lomas & Gli-
bert, 2000), y las diatomeas en particular absorben 
grandes cantidades de nitratos en condiciones de 
alta irradiancia (Lomas & Glibert, 1999, 2000). La 
iluminación en este estudio fue constante, por lo 
que la capacidad de los aislados para absorber los 
nitratos y aprovecharlos metabólicamente para el 
crecimiento  pudo haber dependido de la energía ne-
cesaria para su reducción. Probablemente por esta 
razón los diferentes tratamientos y el control no pre-
sentaron diferencias estadísticamente significativas 
en la tasa de crecimiento ni en el tiempo de división 
durante la fase exponencial, a pesar de ser sometidos 
a concentraciones diferentes de nitratos (de 98.9 a 
3,956.4 μM). La toxina se analizó al finalizar la fase 
exponencial y las diferentes concentraciones no des-
encadenaron la producción de AD. Anteriormente, 
se tenía la idea generalizada de que el AD se produ-
cía una vez que la división celular cesaba (Bates & 
Richard, 1996; Bates et al., 1998), y principalmente 
si el cultivo se encontraba limitado en nutrientes, ya 
fuera en la fase estacionaria temprana o tardía (Mar-
chetti et al., 2008; Thessen et al., 2009; Lundholm et 
al., 2012). Sin embargo, se ha observado su produc-
ción también durante el inicio la fase exponencial, 
concluyendo así que la fase en la que se produce el 
AD puede variar dependiendo la especie, o bien, de 
la cepa (Auro & Cochlan, 2013; Harðardóttir et al., 
2015; Bates et al., 2018).

La producción de AD y las tasas de crecimiento 
se han evaluado en función a la fuente de nitrógeno, 
sin embargo, los resultados reportados en la litera-
tura muestran que todavía no hay consistencia ni se 
ha comprendido completamente el uso de diferentes 
fuentes de nitrógeno, ni la relación entre la fuente 
de nitrógeno y la tasa de crecimiento (ver Thessen 
et al., 2009; Auro & Cochlan, 2013), ni la relación 
entre la fuente de nitrógeno y el nivel de toxicidad 
celular (ver Martin-Jézéquel et al., 2015), aunque se 
sabe que las diatomeas del género Pseudo-nitzschia 
son capaces de utilizar otras fuentes de nitrógeno, 
tanto inorgánicas como orgánicas (nitritos, urea y 
amonio) (Howard et al., 2007; Cochlan et al., 2008). 
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Nuestros resultados también sugieren que las 
células pueden sobrevivir en múltiples regímenes de 
nitratos en un entorno que cambia drásticamente, ya 
que las diferencias en la concentración de nitratos 
no favorecieron ni perjudicaron el crecimiento ce-
lular  (Thessen et al., 2009), sin embargo, es impor-
tante considerar que en este estudio, en los tres tra-
tamientos probablemente hubo suficiente nitrógeno 
para las funciones celulares. 

Las concentraciones de nitratos utilizadas en 
este experimento, aún con el nitrógeno reducido, 
fueron altas (entre 98.9 y 3,956.4 μM), en com-
paración con las utilizadas en otros trabajos, los 
cuales reportan concentraciones de entre 55 y 500 
μM (Howard et al., 2007; Santiago-Morales & Gar-
cía-Mendoza, 2011). Sin embargo, la concentración 
menor en este estudio es similar a la reportada en ex-
perimentos realizados con la especie P. multiseries, 
la cual produjo toxinas con 50-110 μM (Bates et al., 
1993); con P. fraudulenta y P. calliantha, con 88 μM  
(Thessen et al., 2009) y con P. australis,  con 50 μM 
(Howard et al., 2007). 

De acuerdo con las micrografías de nuestros 
cultivos, en las que se observa que hay reproduc-
ción sexual, sugerimos que se trata de la especie 
P. brasiliana. Existe controversia con respecto a la 
producción de AD en esta especie, pues existen re-
portes en las costas de Brasil y Malasia de aislados 
que no lo producen (Lundholm et al., 2002b; Lim 
et al., 2010), mientras que otros han confirmado la 
presencia de la toxina en organismos de la bahía de 
Bizerta en Túnez (Sahraoui et al., 2011; Sahraoui 
et al., 2012). En el PNSAV se ha documentado su 
presencia, junto con otras seis especies toxigéni-
cas: P. calliantha, P. cuspidata, P. delicatissima, P. 
pseudodelicatissima, P. pungens y en la especie re-
portada como P. cf. subcurvata, aunque no se han 
realizado análisis toxinológicos que comprueben la 
producción de AD. P. cuspidata y P. brasiliana se 
presentan en altas abundancias en el ambiente cuan-
do existe una razón alta de silicatos y nitratos (Villac 
et al., 2005; Trainer et al., 2009a; Sahraoui et al., 
2011; Sahraoui et al., 2012), por lo que el aumento 
en la concentración de nutrientes dentro de la zona 
representa un riesgo potencial de estimular FAN de 
estas especies. 

Por otro lado, los datos reportados por los diver-
sos autores no son uniformes entre especies, lo que 
impide una extrapolación correcta, y se ha reportado 
que existe una amplia diferencia fisiológica entre 
ellas (Thessen et al., 2009). Además, para que ocu-
rran eventos de FAN, las variables suelen ser múlti-
ples. Estas incluyen factores ambientales, condicio-
nes fisiológicas y asociaciones con otros organismos 
(bacterias, depredadores, consumidores primarios, 
etc.). Por este motivo, los factores específicos que 
promueven la producción de AD y el crecimiento 
de estas diatomeas aún no se conocen en su totali-
dad (Kudela et al., 2002b; Lundholm et al., 2004; 

Trainer et al., 2012; Lema et al., 2017), motivo por 
el cual existe una evidente necesitad de realizar más 
estudios autoecológicos y toxinológicos sobre este 
género dentro del PNSAV, siendo este el primero en 
su tipo.

CONCLUSIONES
En este estudio se ha comprobado la dificultad 

al identificar especies de Pseudo-nitzschia poten-
cialmente toxigénicas de importancia para la econo-
mía y la salud pública en el PNSAV, y concluimos 
que es preocupante que actualmente se está monito-
reando únicamente con microscopía fotónica. Con-
sideramos que es necesario el uso de, al menos, la 
técnica de microscopía electrónica de transmisión 
(MET), e idealmente, de métodos moleculares para 
identificar inequívocamente a las especies en el caso 
de un FAN, además de los correspondientes estudios 
toxinológicos, para que, con esta información, se de-
cida si se emite la alerta y se cierran las pesquerías. 
Una correcta identificación es fundamental por las 
implicaciones económicas y de salud que una falsa 
alarma o una intoxicación podrían provocar. Con-
sideramos que es relevante el hecho de que, en tres 
diferentes concentraciones de nitratos, P. cf. brasi-
liana fue capaz de sobrevivir sin aparentes incon-
venientes fisiológicos y sin diferencias estadísticas 
significativas en la mayoría de los indicadores, lo 
que significa que esta especie sobreviviría a las 
condiciones adversas provocadas por la creciente 
eutrofización del sistema, y probablemente podría 
competir con mayor ventaja que otras especies. Fi-
nalmente, concluimos que es importante continuar 
con los estudios autoecológicos con Pseudo-nitzs-
chia del PNSAV en sistemas con diferentes concen-
traciones de nutrientes y temperaturas, así como con 
las diatomeas del género Minidiscus, pues podrían 
tener una fuerte relación ecológica en el PNSAV en 
relación con los eventos de FAN de las especies de 
Pseudo-nitzschia. 
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