
Gayana.Bot. 48 11-4): 101-110, 1991 ISSN 0016-5301

CULTIVO,  morfología,  ultraestructura  y  taxonomía  de
UN  FITOFLAGELADO  ASOCIADO  A  MAREAS  ROJAS  EN  CHILE:

HETEROSIGMA  AKASHIWO  (HADA)  HADA

CULTURE  MORPHOLOGY,  ULTRASTRUCTURE  AND  TAXONOMY
OFA  PHYTOFLAGELLA  TE  ASSOCIATED  TOA  LOCAL  RED  TIDE  IN

CHILE:  HETEROSIGMA  AKASHIWO  (HADA)  HADA

0.0.  Parra*,  P.  R.  Rivera*,  G.  L.  Floyd  **  y  L.W.  Wilcox**

RESUMEN

Organismos de una población de un fitoflagelado marino aso-
ciado con mareas rojas, que causaron fuertes mortandades
masivas de salmones en cultives en sectores ubicados entre
les paralelos 41° 50' S y 43 ° 00' S, af eaando a centres de cul-
tivos en las provincias de Palena y Chiloé (sur de Chile),
fueron aislados, cultivados y observados con microscopía fo-
tónica y electrónica de barrido y transmisión.

La morfología y ultraestructura celular indica que estos
microorganismos corresponden a la especie Heterosigma
akashiwo (Hada) Hada, una Raphidophyceae marina, hasta
ahora desconocida para Chile y Latinoamérica.

Per la importancia económica del fenómeno se analiza
la taxonomía de este fitoflagelado y se entrega información
bibliográfica sobre su fisiología y ecología.

ABSTRACT

Specimens of a marine phytoflagellate population associated
to red tides, producing mass mortalities of cultivated salmons
in farms located between 41° 50' S Lat. and 43° 00' S Lat.
and throughout the provinces of Chiloé and Palena (southern
Chile), were isolated, cultured an studied with photonic and
transmission and scanning electrón microscopy.

Both cell morphology and cell ultrastructure show that
the microorganism corresponds to Heterosigma akashiwo
(Hada) Hada, a marine Raphidophyceae, not previously
recorded for Chile and Latín America.

Considering the economic importance of the mass
mortality phenomenon the taxonomy of this species is
discussed, and bibliographic Information on its physiology,
and ecology is also diven.

Keywords: Raphydophyceae, Chloromonadophyceae,
culture, morphology, ultrastructure, taxonomy, red tide,
Chile.

INTRODUCCIÓN

A fines de agosto y hasta los primeros días de sep-
tiembre  de  1988  se  manifestó  un  florecimiento
explosivo  de  microalgas  fitoplanctónicas  en  el
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área  del  seno  de  Reloncaví,  zona  de  Calbuco,
Chiloé continental e insular. Este fenómeno afec-
tó a varios centros salmonicultores con un impac-
to económico bastante importante.

La  información  respecto  a  la  composición
especifica de este "bloom" no fue en el momento
bien determinada. Información a nuestra disposi-
ción, posteriormente comprobada por nosotros,
indicaba en el inicio una dominancia de las diato-
meas Skeletonenuí costatum, Thalasiossira aesti-
valis,  Grammatophora  marina,  Nitzschia  longis-
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sima, Cerataulina pelágica y la presencia de un f i-
toflagelado  clasificado  entre  las  Prymnesiophy-
ceae por algunos y entre los Dinoflagelados por
otros.

Cultivos unialgales de la especie permitieron
su estudio tanto con microscopía fotónica como
electrónica  de  barrido  y  transmisión.  La  especie
fue  determinada  como  Heterosigma  akashiwo
(Hada) Hada,  taxón poco conocido,  no señalado
aún para las aguas sudamericanas, pero frecuente
en  las  costas  de  Japón,  Europa  y  Norteamérica.

El  objetivo  de  la  presente  contribución  se
orienta a entregar información sobre aspectos re-
feridos  al  aislamiento,  cultivo,  ultraestructura  y
taxonomía del organismo en cuestión.

MATERIALES  Y  MÉTODOS

El  material  base  de  este  estudio  correspondió  a
muestras recolectadas durante la  fase explosiva
del  bloom  (4  y  5  septiembre  de  1988,  41°  50'
S,  73°  50'  W).  A  partir  de  él  se  realizaron  culti-
vos de enriquecimiento en medio ES (en agua de
mar  enriquecida  según  Starr  &  Zeikus,  1987)  y
posteriormente, por el método de la dilución, se
llevaron a la condición de cultivos unialgales. Es-
tos últimos se mantienen en la colección de culti-
vo  del  Depto.  de  Botánica  de  la  U.  de  Concep-
ción  a  temperatura  de  20  °C  ^  2  y  a  un  foto-
período de 12:12.

Las  observaciones  al  microscopio  fotónico
se  efectuaron  con  un  fotomicroscopio  III  Zeiss.
Otros individuos fueron lavados con agua destila-
da, secados mediante el método de punto critico
y  metalizados  con oro.  El  microscopio  electróni-
co de barrido utilizado es un Etec Autoscan U-1,
perteneciente  al  Laboratorio  de  Microscopía
Electrónica  de  la  Universidad  de  Concepción.
Para su observación en el microscopio electróni-
co  de  transmisión  se  utilizó  un  Philips  EM  200,
Universidad  de  Concepción  y  un  Zeiss  EM-10
CA  TEM  KV,  Department  of  Botany,  Ohio  Sta-
te  University,  U.S.A.  Las  células,  previamente  fi-
jadas  con  glutaraldehído  y  tetróxido  de  osmio,
fueron deshidratadas en acetona, embebidas en
resina  Spurr  y  cortadas  en  un  ultramicrótomo
utilizando un cuchillo de diamante.

RESULTADOS

Observaciones AL microscopio fotónico

Las células al estado monodal son desnudas, esfé-
ricas  a  ovales,  suavemente  aplastadas  dorsi-
ventralmente, y provistas con dos flagelos ubica-
dos  en  un surco.  El  tamaño celular  de  la  pobla-
ción estudiada varió entre los 12-20Mm de largo
por 8-9 /um de ancho.

Cada  individuo  lleva  15-20  cloroplastos  de
color  amarillo-café  a  café-dorado,  de  forma dis-
coidal,  localizados  en  la  periferia  celular.  El
núcleo tiene una posición más o menos central,
es de gran tamaño y ocupa buena parte del espa-
cio celular; su forma es circular o a veces pirifor-
me.  En  el  material  de  cultivo  se  observó  el  de-
sarrollo de cistos redondos y división celular lon-
gitudinal, que parece ser la única forma de repro-
ducción. Las Figs.  1 y 2 representan organismos
tal como se observan en el microscopio fotónico.

Observaciones al microscopio electrónico imeb y metí

Las células aparecen rodeadas solamente por la
membrana  celular  o  plasmalema,  no  existiendo
pared  celular,  teca  o  periplasto.  Los  flagelos
emergen de un surco que alcanza hasta 1/3-1/2
de la célula; uno de ellos presenta mastigonemas
(pleuronemático), el otro parece ser liso.

El citoplasma se diferencia en un ectoplasma
y un endoplasma; el primero integrado por la ca-
pa de cloroplastos, mitocondrias y mucocistos, y
el  segundo  ocupado  por  el  enorme  núcleo.  Los
cloroplastos  llevan pirenoides orientados centrí-
petamente; los tilacoides aparecen ordenados en
lámelas de a tres y/o formando una lámela perifé-
rica.  En  el  ectoplasma  se  encuentra  gran  canti-
dad de mitocondrias claramente localizadas entre
la  capa  de  cloroplastos  y  el  núcleo.  También  se
presentan vesículas que contienen pelos flagela-
res. No se observaron estigmas. El núcleo gene-
ralmente presenta intrusiones del citoplasma que
incluyen  mitocondrias.  Las  Figs.  3  y  4  son  una
representación  esquemática  de  un  individuo
mostrando la ubicación de los principales organe-
los celulares según se observa en el microscopio
electrónico  de  transmisión,  y  la  Fig.  5  una  vista
de la parte anterior mostrando la emergencia de
los flagelos.
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DISCUSIÓN  Y  CONCLUSIONES

De acuerdo a la morfología y ultraestructura an-
teriormente descrita el material estudiado, actual-
mente mantenido en cultivos unialgales,  corres-
ponde a Heterosigma akashiwo (Hada) Hada, de
la  clase  Raphidophyceae  (Chloromonadophyce-
ae). En la Tabla I se presenta un cuadro compa-
rativo  de  las  principales  características  de  la
estructura  celular  de  las  Raphidophyceae  mari-
nas, el que al mismo tiempo puede ser utilizado
como clave de separación.

Esta clase reúne a un pequeño grupo de fla-
gelados que han sido clasificados indistintamente
y, por lo tanto, tiene una posición sistemática in-
cierta. En la Tabla II se reúnen sus principales ca-
racterísticas.

El  nombre  Chloromonadophyceae  no  es
aceptado por el Código de Nomenclatura Botáni-
ca,  ya  que  está  basado  en  el  género  Chloromo-
nas, el cual no es una Raphydophyceae sino una
alga Chlorophyceae.

La incierta posición sistemática de estas al-
gas se refleja en las distintas denominaciones que
el  grupo  ha  recibido:  Chloromonadales  (Smith
1950),  Chloromonadineae  (Fritsch  1935),  Chlo-
romonadophyceae  (Klein  &  Cronquist,  1967;
Fott,  1968,  1970),  Chloromonadophyta  (Graf-
fius, 1 966; Loebbch& Fine, 1977) y Raphydophy-
ceae (Christensen, 1964).

El reconocimiento del grupo como indepen-
diente de las otras clases data desde 1 892 cuando
Klebs  incluyó  los  géneros  de  agua dulces  Gony-
ostomum  Diesing,  Merotríchia  Mereschowski  y
Vacuolaria Cienkowsky dentro de las Chloromo-
nadina. Subsecuentemente, fue reconocido que el
organismo marino Chattonella subsalsa Biecheler
pertenecía  a  esta  clase  (Heywood 1978,  1980).

No  obstante  sus  complicaciones  sistemáti-
cas, las formas marinas de este grupo han recibi-
do en los últimos años una preocupación crecien-
te,  particularmente,  por  desarrollar  florecimien-
tos o bloom algales (Hatano et al.  1983; Iwasaki
&  Sasada,  1969;  Kohata  &  Watanabe  1984,
1986,  1987;  Mori  et  al.  1982;  Nakamura  1987,
Nakamura  et  al.  1987a,  1987b;  Nakamura  &
Watanabe  1983,  1984  a,  b  y  c;  Nakamura  et  ai
1987a,  1987b;  Nakamura  &  Watanabe  1983,
1984  a,  b  y  c;  Nakamura  et  al  1982;  Okaichi  et
ai  1982;  Noro  et  ai  1980;  Ono  &  Takano  1980;
Sugaharaeífl/.  1982;  Watanabe  1982;  Watanabe
&  Harashima  1982;  Watanabe  etai  1982  a,  b,  c.

d,e,  1983;  1984  a,  b,c,  1987a,b;  Yoshida&Ka-
waguchi  1983  y  Yamochi  1983)  como  también
por su discutida posición f ilogenética (Gibbs et al.
1980;  Heywood,  1980;  Vesk  &  Moestrup  1987).

Por otra parte existe una gran confusión res-
pecto a la taxonomía del grupo (Loeblich & Fine,
1977;  Hará  &  Chibara  1985;  Hará  et  ai  1985;
Vesk & Moestrup 1987).  Según Vesk y Moestrup
la  mayoría  de  las  especies  marinas  pueden  ser
asignadas  tanto  al  género  Chattonella  (especie
tipo  Chattonella  subsalsa  Biecheler  1936)  como
al género Heterosigma (especie tipo Heterosigma
akashiwo  (Hada)  Hada  1968).  El  organismo
conocido usualmente como Olisthodiscus luteus
se  considera  actualmente  que  corresponde  a
Heterosigma akashiwo, y que es diferente del real
Olisthodiscus luteus descrito por Cárter en 1 937
(Hará  etai,  1985;  Vesk  &  Moestrup,  1987).  Por
otra  parte,  Loeblich  &  Fine  (1977)  son  de
opinión que los géneros Fibrocapsa, Heterosigma
y  Olisthodiscus  son  congenéricos  con
Chattonella,  pero  indican  que  las  evidencias  no
son conclusivas por el momento.

Con el objeto de mostrar una visión general
de la taxonomía del grupo de las Raphydophyce-
ae marinas se reproduce el cuadro presentado por
Vesk  &  Moestrup,  1987,  Tabla  III.

Loeblich  &  Fine  (1977)  consideran  que
existen  suficientes  similaridades  morfológicas
entre  Olisthodiscus,  Heterosigma,  Fibrocapsa  y
Chattonella  para  incorporar  a  los  tres  primeros
géneros  dentro  de  Chattonella.  Pero  Hará  &
Chibara  (1982)  no  concuerdan  en  lo  refe-
rente  a  la  inclusión  de  Fibrocapsa,  porque  la
descripción  de  F.  japónica  Toriumi  &  Takano
(1975) no coincide con la descripción de Bieche-
ler  (1936)  para  Chattonella.  Estos  últimos  auto-
res refuerzan sus argumentos con las diferencias
observadas en la ultraestructura.

En relación a su ultraestructura este grupo
presenta ciertas similitudes que significaria afini-
dades  filogenéticas  con la  clase  Chrysophyceae:
(1) flagelos heterokontos, (2) tilacoides agrupados
de a tres, (3) lámela periférica en los cloroplastos.
Pero  también  presenta  significativas  diferencias
como son: ( 1 ) la presencia de tricocistos (como los
que se presentan en las Dinophyceae y (2) la ca-
rencia de conexiones directas entre el retículo en-
doplásmico del cloroplasto y la membrana nucle-
ar. Una estructura única del grupo es la presencia
de un rhizostilo, el cual conecta los cuerpos basa-
Íes flagelares al núcleo. Otro carácter prominente
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Tabla II. Resumen de las principales características de la clase Raphidophyceae.

es la segregación del citoplasma en un endoplas-
ma central conteniendo un voluminoso núcleo y
mitocondrias y un ectoplasma periférico que con-
tiene los ¿loroplastos, vacuolas, tricocistos y mu-
cocistos.

En general existe poca información sobre la
ecología de este grupo y sobre aspectos de su fi-
siología ambiental. Los mayores aportes han sido
efectuados  por  investigadores  japoneses  cuyas
costas se han visto afectadas repetidas veces por
blooms  de  e^tos  organismos  (e.g.  Nakamura  &
Watanabe  1984,  Watanabe  et  al.  1984,  1987,  y
Yamochi 1983).

Heterosigma akashiwo es conocida para Ja-
pón,  Europa  y  Norteamérica  (Loeblich  &  Fine,
1977). No existe información sobre su presencia
en las costas de Súdame rica, y éste seria el primer
hallazgo para Chile.

En  los  últimos  años  investigadores  japone-
ses han estudiado intensivamente la  fisiología y
ecología de Heterosigma akashiwo, tanto en con-
diciones naturales como de laboratorio y lo mis-
mo han efectuado con los otros géneros y especies
de  Raphidophyceae  marinas  (Watanabe  et  al.
1982  a,  e;  1983,  1984,  1987  a,  b;  Kohata  &
Watanabe 1984,  1986,  1987 a,  b).  De esto se de-
duce la preocupación por obtener el máximo de
información científica básica para poder contro-
lar  el  fenómeno.  Aun  cuando  parte  importante
de esta información no es extrapolable a nuestra
situación,  debe  a  lo  menos  considerarse  que  la
complejidad  del  fenómeno,  la  particularidad  de

estos organismos y el desconocimiento de las ca-
racterísticas oceanógraficas que regulan los siste-
mas de los canales del Sur de Chile, hacen eviden-
te la necesidad de generar el máximo de informa-
ción del fenómeno. Esta es la única forma de evi-
tar daños mayores.

Por el significado que la repetición del fenó-
meno puede tener para el manejo de la salmoni-
cultura consideramos importante desarrollar  un
programa de monitoreo, que en lo que a la parte
ficológica respecta, sería mantener una frecuen-
cia de muestreo fitoplanctónico en las áreas invo-
lucradas.  Del  material  colectado se podría aislar
nuevas poblaciones, mantenerias en cultivo y ha-
cer los estudios que comúnmente se hacen sobre
algas productoras de florecimientos o bloom alga-
les.

Por último es importante destacar que fenó-
menos similares se han detectado en ambientes
dulceacuícolas, particularmente en el Lago Llan-
quihue (Parra y Campos com. pers.). En este lago
se detectó un desarrollo  expansivo de Ceratium
hirundinella, una dinofícea desconocida práctica-
mente  para  el  hemisferio  Sur  y  muy abundante
en  el  hemisferio  Norte,  especialmente  en  lagos
mesotróficos y eutróficos de Europa (Thomason
1963). La presencia de esta especie dulceacuícola
y  la  de  Heterosigma  akashiwo  en  Chile  podria
asociarse a la actividad de salmonicultura, que en
las 2 áreas mencionadas es muy intensa. Es posible
postular que células o cistos de estas especies pu-
dieron llegar a aguas chilenas junto a las ovas de
los salmones.
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Tabla III. Lisia de los cuatro géneros de Raphidophyceae marinas y los nombres usados en la literatura, según Vesk y
Moestrup, 1987.

Fihrocapsa Torlumi & Takano 1975
Fibrocapsa japónica Toriumi & Takano 1975 (Hará & Chibara 19851

= Challonella Japónica (Toriumi & Takanol Loehlich & Fine 1977
= Exuriaella sp. (Iwasaki 19711
= Exuviaella sp. FCRG51 (aislada por Jordán. Pt. Loma California 1970)

Chattonella Biecheler 1936
Hornellia Subrahman\an 1954

* Chattonella subsalsa Biecheler 1936.
Chattonella anliqua (Hada) Ono 1980

— Hemieutreptia anliqua Hada 1969
• Chattonella marina iSubrahmanyan) Hará & Chibara 1982
— Hornellia marina Subrahm^mavi 1954

)' = puede ser la misma especiei

Heterosigma Hada 1968 ex Hará & Chibara 1985
Heterosigma akashiwo (Hadaí Hada 1968

Entomosigma akashiwo Hada 1967
Heterosigma inlandica Hada 1968
Chattonella luteus iCarterI Loeblich & Fine 1977

= Chattonella inlandica (Hada) Loeblich & Fine 1977
= "Olisthodiscus luteus" Leadbeaier 1969
= Chattonella akasbiwo iHada) Loeblich 1979

Olisthodiscus Caner 1937
Olisthodiscus luteus Cárter 1937 (Hará. Inouye & Chibara 1985)
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Figuras 1-5: Fig. I. Células de Heterosif^a akashiwo a\ microscopio óptico. Fig. 2. Vista anterior de la célula al microseo
pie electrónico de barrido, mostrando la zona de inseraón de los flagelos (f). Fig. 3. Célula de H. akashiwo mostrando su
estructura general al microscopio electrónico de transmisión. Fig. 4. Sección mostrando detalle de los cloroplastos (CU con
sus tilacoides itll y pirenoide Ipil. milocondriaslMl. núcleo (N|, nucléolo iNul. membrana nuclear (Mn) y la flecha indican
do un pliegue del retículo endoplásmico (reí. Fig. 5. Sección de una célula míMrando un núcleo central (Ni. con su nucléolo
(Nui, la membrana nuclear o nucleoplasmalNpl. mitocondria IM). vacuola (Vi, numerosos cloroplastos discoidales iClIcon
pirenoide. flagelo (fl y una vesícula con pelos flagelares IVpfi
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