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1. RESUMEN

Las floraciones algales nocivas (FAN) son fendmenos naturales que afectan
directamente las cadenas alimentarias marinas. Dentro de este grupo de
microorganismos se encuentra el dinoflagelado Alexandrium catenella, productor del
veneno paralizante de los mariscos (VPM). En organismos con alimentacién por
filtracibn como el bivalvo Mytilus chilensis (chorito), la toxina es acumulada en sus
tejidos, pudiendo afectar la actividad de alimentacion y crecimiento de estos individuos.
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la toxina sobre la actividad de
alimentacién, tasa de crecimiento y dinamica de intoxicacion-detoxificacion de
ejemplares juveniles de M. chilensis expuestos a dos dietas con diferentes
concentraciones de A. catenella.

Los resultados obtenidos indican que la presencia de A. catenella en ambas
dietas afecta la actividad de alimentacion y por consecuencia la obtencién de energia y
el crecimiento de esta especie. La respuesta de M. chilensis es rapida frente a la
presencia de A. catenella, concentrando la toxina paralizante desde el inicio del proceso
de intoxicacién con valores cercanos al maximo permitido por la norma de salud publica
en los primeros 3 dias. De la misma forma nuestros resultados nos permiten conocer
que la capacidad de detoxificacibon es mas lenta que la de intoxicacion, la que se
alcanza solo después de 10 o mas dias de detoxificacion con valores bajo el maximo

permitido por el Servicio de Salud Publica.



Esto demuestra la importancia del conocimiento aplicado a la dinamica de
intoxicacidn/detoxificacion en especies de importancia comercial expuestas a dietas

conteniendo dinoflagelados productores de marea roja del tipo paralizante.



ABSTRACT

Harmful algal events (HABs) are natural phenomena that affect marine food
chains directly. To this group belongs the dinoflagellate Alexandrium catenella, producer
of the Paralytic Shellfish Poison (PSP). In suspension feeding organisms such as
Mytilus chilensis, toxin is accumulated in their tissues, and can affect the feeding activity
and growth of these individuals. The aim of the present study is to assess the impact of
the toxin on the feeding activity, growth rate and intoxication-detoxification dynamics of
the juvenile M. chilensis exposed to two diets with different concentrations of A.

catenella.

Results obtained in both diets show that A. catenella affects feeding activity and
consequently energy acquisition and the growth of Mytilus chilensis. This species has a
fast response to the presence of A. catenella in their diet, concentrating the paralyzing
toxin from the beginning of the intoxication process with values close to the maximum
allowed by the Public Health Department in the first three days. The detoxification rate is
slower than the intoxication rate, as values below the maximum allowed by the Public
Health Department are attained only after ten or more days. This shows the importance
of knowledge applied to the intoxication/detoxification dynamics in species of

commercial relevance exposed to natural events of paralyzing-type red tide.



2. INTRODUCCION

Las algas plancténicas en su conjunto constituyen el fitoplancton que a su vez es
responsable del 90% de la produccion de materia organica en el mar a través del
proceso de fotosintesis. De este modo contribuye a la produccién de oxigeno y
representa el alimento de organismos herbivoros, los que constituyen el primer eslabon
de la cadena tréfica.

Al producirse un aumento de los microorganismos del fitoplancton se producen
las denominadas floraciones algales o “blooms”, causando cambios en la coloracién del
agua, debido a la presencia de pigmentos de variados colores como amarillo, verde,
café y rojo, siendo el mas frecuente éste ultimo de donde proviene el nombre
mundialmente conocido como marea roja. Las floraciones algales son fenémenos
naturales las cuales constituyen el alimento de moluscos bivalvos filtradores como
ostras, choritos, almejas, ostiones, entre otros. EXxisten grupos de microorganismos,
como los dinoflagelados, diatomeas, crisdfitas, microflagelados y cianobacterias, donde
algunas de sus especies producen las denominadas FAN (floraciones algales nocivas),
las que estan representadas por mas de 60 especies de las 4000 conocidas (Suarez &
Guzméan, 1998).

La iniciacion, desarrollo y disminucion de estas floraciones se deben a mdultiples
factores biologicos, oceanograficos y meteoroldgicos que todavia son poco entendidos.
Los principales grupos de venenos microalgales descritos son: el veneno paralizante de
los mariscos (VPM), veneno diarreico de los mariscos (VDM), veneno amnésico de los

mariscos (VAM), veneno ciguaterico de pescado (VCP) y veneno neurotoxico (VN)



(Yasumoto & Murata, 1993). Alexandrium catenella es un dinoflagelado que presenta
una amplia distribucion geografica (Balech, 1995; Taylor et al.,, 1995) y ha sido
reconocido como fuente primaria del VPM en el sur de Chile. Fue citado por primera
vez en 1972 para la region de Magallanes (Guzméan et al.,, 1975; Guzméan &
Campodonico, 1975,1978). Entre lo aflos 1972 y 2000, en nuestro pais se han
presentado 387 intoxicados y 26 muertos, a causa del veneno paralizante de los
mariscos. En lo que respecta a su descripcion, A.catenella, posee dos caracteres que
permiten identificarlo con facilidad, el primero es la formacién de largas cadenas, y el
segundo es su forma bastante irregular y aplastada antero posteriormente (Whedon &
Kofoid, 1936). A.catenella produce toxinas muy potentes denominadas saxitoxinas las
cuales se unen al poro del canal de sodio bloqueando los impulsos nerviosos, causando
paralisis muscular en los intoxicados y llegando a ser mortal en algunos casos (Suarez
& Guzman, 1998; Bricelj et.al., 2005). La dosis letal es de 1 a 4 mg de STX eq. (Levin,
1992).

La presencia de organismos con alimentacion por filtracion, tiene influencia sobre
las cadenas alimentarias del mar. Dentro de este gran grupo de animales, se
encuentran muchos moluscos bivalvos filtradores, los cuales son consumidores de
fitoplancton y de detritus organico e inorganico (Navarro, 1983). El VPM es acumulado
por los bivalvos durante las floraciones de microalgas toxicas, y distribuido de diferente
manera en los tejidos blandos pudiendo ser transferida esta toxina a otros niveles de
la cadena trofica (Blanco et al., 1997). Las toxinas de VPM son solubles en agua, son
neurotoxinas que actuan en células nerviosas de los mamiferos bloqueando los canales

de sodio (Kwong et al., 2006).



Se descubrié que en algunos mariscos la excitabilidad de nervios y musculos
dependeria de flujos de calcio a través de canales de calcio los que son insensibles a
las toxinas paralizantes (Twarog & Yamaguchi, 1974).

Luego de la desaparicion de las células toxicas en el medio ambiente, los
mariscos quedan tdxicos por un periodo variable de tiempo, dependiendo de la
capacidad de detoxificacion (Siu-Chung Li et al., 2002). Los dinoflagelados téxicos
pueden afectar los procesos de alimentacion de los bivalvos hasta llegar al cierre de
las valvas, afectar la produccion de bisos, el consumo de oxigeno y la actividad
cardiaca (Shumway et al., 1985). También se ha encontrado que el VPM producido
por dinoflagelados toxicos provoca un impacto negativo sobre el crecimiento de
bivalvos marinos (Shumway & Cucci ,1987; Gainey & Shumway, 1988).

Como consecuencia de la reduccion de la actividad de alimentacion, la tasa de
crecimiento de Mytilus edulis medida después de someter a los individuos a una dieta
con dinoflagelados téxicos fue inhibida por la presencia de estos en su dieta (Bricelj et
al., 1993). Bivalvos como Placopecten magellanicus y Spisula solidissima, presentan
diferencias en la acumulacion de toxinas en sus tejidos debido a la diferente respuesta
en la dinamica de intoxicacion y detoxificacion de éstos (Cembella et al., 1993).
Estudios realizados con el dinoflagelado Gyrodinium aureolum y su impacto en la
biologia del bivalvo Mytilus edulis demuestran un estancamiento en el crecimiento de la
concha, en la tasa de aclaramiento y dafio a nivel intestinal (Nielsen & Stromgren,
1991).

Las grandes diferencias en la acumulacion de las toxinas del VPM entre bivalvos

in vivo han sido asociadas con los resultados obtenidos in vitro sobre la sensibilidad de



los nervios aislados frente a la STX, la toxina mas potente del VPM (Bricelj et al.,
2005). EIl ostion Patinopecten yessoensis alimentado con Alexandrium tamarense
mostré que su toxicidad se mantiene alta después que el dinoflagelado tdxico
desaparece debido a que P. yessoensis acumula la toxina en sus tejidos blandos
(Sekiguchi et al., 2001). Ejemplares del bivalvo Perna viridis alimentados con el
dinoflagelado téxico A. fundyense acumularon las toxinas de VPM excediendo los 80ug
STX eq. /100 g de carne en el segundo dia de experimento (Kwong et al., 2006).

En lo que respecta a la dinamica de detoxificacién de VPM, se demostrd que
se puede estudiar de mejor manera por un modelo de dos compartimientos (dos
diferentes tejidos en el bivalvo), ya que el proceso va a ser diferente segun el tejido en
el que se realice el estudio (Morofio et al., 1998). Las glandulas digestivas, musculos,
gonadas y rifidn difieren sustancialmente en la habilidad para acumular toxinas
(Cembella et al., 1993,1995), siendo la glandula digestiva de los bivalvos el tejido que
muestra las mayores concentraciones de VPM (Kwong et al., 2006).

La detoxificacion en bivalvos puede deberse a dos procesos fundamentales:
pérdidas fecales, eliminacién de células téxicas y de fragmentos celulares del sistema
digestivo (Blanco et al., 1997). Las variables ambientales como salinidad, temperatura,
fluorescencia y transmision de luz también pueden estar influyendo en la cinética de
detoxificacion (Morofio et al., 1998). El aumento de la temperatura tiene un efecto
positivo sobre la dinamica de detoxificacion debido al incremento de la actividad
fisiolégica del bivalvo. Segun Morofio et al., (1998) la disminucion en la salinidad afecta
negativamente la detoxificacion y aunque estos autores no mencionan las causas, se

podria deber a la reduccion de la actividad metabdlica que ocurre a menores



salinidades (Navarro & Gonzélez, 1998). Se ha encontrado que la cantidad del material
particulado en suspension (seston) tiene efecto en los procesos digestivos y en especial
sobre las pérdidas metabdlicas en Mytilus galloprivincialis y con respecto a la variable
peso del cuerpo, ésta parece tener distintos efectos durante los diferentes periodos de
detoxificacion (Blanco et al., 1997).

El dinoflagelado téxico A. tamarense fue utilizado para determinar los efectos en
la obtencibn de la energia y tasa de crecimiento de juveniles de Ruditapes
philippinarum y Perna viridis. Tanto la tasa de aclaramiento como la de crecimiento
fueron menores en R. philippinarum con respecto a P.viridis, indicando su mayor
sensibilidad a la acumulacion de VPM (Siu Chung Li et al., 2002).

Sobre la base de lo anterior, es de importancia realizar estudios sobre el efecto
que A.catenella podria tener sobre el crecimiento de organismos filtradores. En este
sentido, el proceso de crecimiento en bivalvos puede ser cuantificado por medio de
diferentes aproximaciones, tales como mediciones directas sobre su concha o
indirectas, obtenidas mediante el calculo de crecimiento potencial.

Las mareas rojas toxicas han ocurrido con frecuencia casi anual en las regiones
X, Xl y XII de Chile y actualmente este fenomeno se ha extendido hasta la Isla de
Chiloé X regidn, principal area de cultivo de bivalvos en nuestro pais, provocando un
efecto negativo sobre la economia de la region debido a que se obliga a clausurar las
areas de cultivo y de pesca, lo que determina una paralizacion temporal de estas
actividades. Dentro del grupo de los bivalvos del sur de Chile encontramos a Mytilus
chilensis (Hupé, 1854), llamado comunmente “chorito”, su distribucion geogréfica va

desde la IX region hasta el estrecho de Magallanes (Hernandez & Gonzélez, 1976). Se



encuentra en areas protegidas y expuestas, fijados al sustrato mediante el biso (Avila et
al., 1994). Ademas de su importancia econémica y ecoldgica, esta especie representa
un importante vector de las toxinas producidas por los diferentes organismos que se
encuentran en los blooms de microalgas. En el presente estudio se utilizan juveniles de
esta especie para evaluar el efecto de dietas conteniendo dinoflagelados toxicos.

Para lo cual se postula como hipotesis que “La actividad de alimentacion y el
crecimiento de juveniles de Mytilus chilensis estan influenciados negativamente por la
presencia del dinoflagelado toxico Alexandrium catenella”. Por lo cual se hace
necesario evaluar el efecto de la toxina paralizante en diferentes concentraciones sobre
la actividad de alimentacion, tasa de crecimiento y ademas analizar la dinAmica de
intoxicacion y detoxificacion de juveniles de M. chilensis frente a la presencia del
dinoflagelado toxico A. catenella.

En consecuencia el presente estudio es relevante para evaluar el efecto de la
toxina sobre este bivalvo y ademas para entregar nueva informacién que aporte al
desarrollo de nuevas medidas de control, frente a la presencia de eventos de marea

roja toxicas del tipo paralizante.



3. MATERIAL Y METODO

3.1 Area de Estudio

Los ejemplares juveniles de Mytilus chilensis fueron colectados desde lineas de
cultivo (long lines) ubicadas en la bahia de Yaldad, Chiloé (43°08'S y 73°44'W); (figura
1). Sus aguas se caracterizan por presentar temperaturas maximas de 15°C en el mes
de enero, que disminuyen hasta alcanzar los 10 °C en invierno (Navarro & Jaramillo,
1994). La salinidad en este lugar presenta valores relativamente estables (25-30%o), el
alimento particulado en suspension (seston) para organismos filtradores presenta
valores méaximos durante primavera-verano y minimos durante el resto del afo.
Variando la fraccién organica entre 0.6- 1.6 mg/L y el seston inorganico entre 0.3-3.6

mg/L (Navarro & Jaramillo, 1994).

3.2 Recoleccién de los ejemplares.

Los ejemplares de Mytilus chilensis se colectaron en agosto de 2005 y abril de
2006, se seleccionaron por tamafio (1.5 a 2.5 cm), luego se limpiaron de los epibiontes
y cuidadosamente se les cortd el biso, para luego ser transportados en frio al
Laboratorio de Ecofisiologia del Instituto de Biologia Marina de la Universidad Austral

de Chile.



b

Figura 1. Area de estudio. a. Mapa de Chiloé. b. Lineas de cultivo de M. chilensis en la
bahia de Yaldad.



3.3 Aclimatacioén

Los ejemplares de M.chilensis, se mantuvieron en aclimatacion durante una
semana antes de comenzar los experimentos, a una temperatura de 14 ° C y a una
salinidad de 30%.. En esta etapa se les aliment6 tres veces al dia con la microalga
Isochrysis galbana y se mantuvieron en acuarios plasticos con agua de mar

constantemente aireada (figura 2), la que era cambiada cada 3 dias.

Figura 2. Juveniles de Mytilus chilensis en la etapa de aclimatacion.

3.4 Diseflo experimental
3.4.1 Cultivo de microalgas y preparacion de sedimento

El dinoflagelado toxico A.catenella cepa ACCOZ2, fue cultivado en agua de mar
filtrada contenida en botellas con el medio de cultivo L1 (Guillard, 1995), a 14 °C de

temperatura y fotoperiodo de 14:10 luz: oscuridad (figura 3). Estos cultivos fueron



utiizados en su fase de crecimiento logaritmico, cuando los dinoflagelados se

encuentran en forma unicelular con baja frecuencia de cadenas (< 7%).

Figura 3. Cultivo de Alexandrium catenella.

La microalga Isochrysis galbana, fue cultivada bajo luz artificial, en botellas
conteniendo el medio de cultivo f/2 (Guillard, 1975) y también utilizando la fase

exponencial del cultivo (figura 4).



Figura 4. Cultivo de Isochrysis galbana.
El sedimento fino fue colectado desde la planicie mareal de Yaldad, tamizado a
40 um, lavado en agua destilada y posteriormente quemado en la mufla por 12 horas a

500 °C para eliminar su fraccién organica.

3.4.2 Marcaje de los individuos

Previo al inicio de los experimentos, se identificé la totalidad de los choritos
experimentales mediante numeracion correlativa, utilizando etiquetas plasticas
(Opalithplattchen, Germany) adheridas a las valvas de cada individuo, con el
pegamento Ester de Cianoacrilato (La Gotita). De esta manera fue posible seguir en
forma individual el crecimiento en longitud de la concha y en peso de los tejidos blandos

de los ejemplares juveniles de Mytilus chilensis (figura 5).



Figura 5. Juveniles de M. chilensis, enumerados con las etiquetas plasticas
(Opalithplattchen, Germany).

3.4.3 Dietas

Las dietas experimentales fueron preparadas con dos diferentes concentraciones
de A.catenella. La dieta 1 estuvo compuesta por 30% de Alexandrium catenella, 50%
de Isochrysis galbana y 20% de sedimento inorganico. Los bivalvos experimentales
(266 individuos, 3 réplicas) se mantuvieron en acuarios de 4L de capacidad y fueron
expuestos durante 18 dias a una dieta mixta de Isochrysis galbana, sedimento
inorgénico y Alexandrium catenella en las proporciones antes mencionadas. La dieta
se suministro en forma continua mediante una bomba peristaltica Masterflex L/S modelo
7519-05, siempre dentro de un rango de concentraciones de particulas similares al

seston natural de las bahias del sur de Chile (1.5-2.5mg/l). Diariamente se adicion6 una



cantidad de alimento correspondiente al 6% del peso seco de cada individuo
experimental. Paralelamente, se mantuvo un acuario control con 266 ejemplares de
igual tamanfo, a los que se les suministré de la misma forma una dieta libre de toxinas
(80% 1. galbana y 20% sedimento inorganico) mediante una bomba peristéltica, bajo
condiciones de temperatura y salinidad controlada (14 °C y 30%o) (figura 6).

La dieta 2 estuvo compuesta de 50% A.catenella, 30% I. galbana, y 20% de
sedimento inorganico y también se adicion0 una cantidad de alimento diaria equivalente
al 6% del peso seco de los tejidos blandos de cada individuo. A los ejemplares
experimentales (266 individuos, 3 réplicas), se les suministré6 durante 9 dias una dieta
mixta de A. catenella, |. galbana y sedimento inorganico, manteniéndose paralelamente
tres acuarios controles, a los cuales se les suministré6 una dieta libre de toxinas (80%
l.galbana, y 20% sedimento inorganico), mediante una bomba peristaltica Masterflex
L/S modelo 7519-05 bajo condiciones de temperatura y salinidad controlada (14 °C y

30%).
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Figura 6. Representacion del sistema utilizado en el proceso de
intoxicacion/detoxificacion con VPM de ejemplares juveniles de Mytilus chilensis.

3.5 Determinacién de la toxicidad en las dietas y en los tejidos de los individuos

experimentales.

Para la determinacién de la toxicidad de la dieta 1 se obtuvieron muestras del
alimento contaminado los dias 0, 2, 7, 12 y 18. Las que fueron centrifugadas y
mantenidas a -30°C para la posterior extraccion de la toxina (Figura 7). En la dieta 2, las

muestras del alimento se obtuvieron durante los dias 0, 2,5 y 9.

Para el analisis de la toxina contenida en los tejidos blandos de los bivalvos
experimentales de la dieta 1, se retiraron 27 individuos de cada acuario contaminado y
el mismo numero de choritos desde el acuario control, durante los dias 0 ,2 ,7 ,12y 18
(periodo de intoxicacion). De la misma manera se tomaron muestras de M. chilensis

durante el proceso de detoxificacion los dias 20, 23, 28 y 38. En la dieta 2 también se



retiraron 27 individuos de cada uno de los 3 acuarios contaminados, como también de
cada acuario control durante los dias 0, 2, 5 y 9 (intoxicacién); y durante los dias 13 y
17 (detoxificacion). De estos 27 individuos se obtenia la cantidad de tejido necesaria (5

g peso humedo) para el analisis de toxina (Figura 8).

La medicion de la toxicidad de ambas dietas, como de los tejidos blandos de los
individuos experimentales, se realiz6 mediante un ensayo electrofisiologico, el cual
mide el efecto bloqueador directo de las saxitoxinas sobre las corrientes de sodio a
través de canales de sodio expresados establemente en una linea celular en cultivo por
una técnica de patch clamp (Vélez et al., 2001). El ensayo utiliza una linea de células
en cultivo (HEK 293; HEK: Human Embryonic Kidney cells) que expresan de manera
estable canales de sodio de musculo esquelético de rata sensibles a STX. En
condiciones de registro electrofisiologico de tipo patch-clamp, este ensayo permite la
determinacion directa y rutinaria del contenido de STX equivalentes en muestras de
extractos de mariscos. La concentraciéon de STX se logra por una curva de calibracion
que se obtiene con perfusion externa de concentraciones conocidas de STX purificada.
En lo que respecta al ensayo electrofisiologico éste ha tenido validez probando
extractos acidos de mariscos, en el cual el contenido de STX habia sido determinado

previamente por bioensayo de ratén.



Figura 8. Recoleccion de tejido blando de juveniles de Mytilus chilensis para analisis
de toxinas.



3.6 Mediciones fisiologicas

Los procesos fisiologicos fueron medidos en ejemplares elegidos aleatoriamente
desde cada acuario, tanto en los contaminados como en el control. En la dieta 1 se
midi6 la respuesta fisiolégica en los dias 0, 2, 7,12 y 18 de la etapa de intoxicacion y
para la etapa de detoxificacion las mediciones fueron realizadas los dias 2, 10 y 20. En
la dieta 2 los procesos fisioldgicos fueron medidos durante los dias 0, 2, 5y 9 para
intoxicacion y los dias 4 y 8 para la etapa de detoxificacion. Todas las mediciones se
realizaron con agua de mar filtrada a 0.45 um, a una temperatura de 14°C y salinidad de

30%o.

3.6.1 Tasa de aclaramiento (TA)

La tasa de aclaramiento se define como el volumen de agua liberada de
particulas suspendidas, mayores a 4 um, por unidad de tiempo (Bayne et al., 1985). Se
midié en dos individuos de cada acuario mediante un sistema estatico en el que se
monitorea periddicamente la disminucidn de la concentracion de las particulas en cada
acuario experimental (Widdows, 1985); para lo cual se utilizé6 un contador de particulas
Elzone 180XY. Los experimentos se realizaron por un periodo de 3 a 4 horas con
mediciones cada 30 minutos. Ademas se utiliz6 un acuario control sin bivalvos tanto
para el grupo de acuarios contaminados como para los acuarios conteniendo los

ejemplares controles (figura 9).

Para calcular la tasa de aclaramiento (L/h) se utilizo la siguiente ecuacion

descrita por Coughlan (1969).



TA =V (logeCi1 —10geCy) / t

Donde V = volumen del acuario experimental (L) y C; y C, = concentracion de particulas

al comienzo y al final del intervalo de tiempo t (h).

Figura 9. Acuarios experimentales utilizados en la medicion de la tasa de aclaramiento
durante el proceso de intoxicacion/detoxificacion y bajo diferentes concentraciones de
toxina paralizante.



3.6.2 Tasa de ingestion

Representa la cantidad de material consumido por unidad de tiempo (mg/h). Para
calcular la tasa de ingestion total (TIT) se tomaron muestras de cada una de las dietas
utilizadas en el experimento y se concentraron en filtros de fibra de vidrio GF/C de
47mm de didmetro y 1.2 um de poros previamente lavados, quemados y pesados.
Luego se lavaron con una solucion isotonica de formiato de amonio (3%) para la
eliminacion de las sales del agua de mar. Se secaron a 100°C por 24 horas y se
pesaron para calcular el peso seco total del material particulado. Posteriormente los
filtros se quemaron por 3 horas a 450°C y se pesaron nuevamente para estimar el
material organico particulado. La tasa de ingestion organica (TIO) representa la
cantidad de material organico consumido por unidad de tiempo (mg/h) y al igual que la

tasa de ingestion total se calculo segun Bayne et al., (1985):

TIO = TA x (seston organico mg/L)

TIT = TA x (seston mg/L)



3.7 Determinacion del crecimiento en longitud de la concha en juveniles de

Mytilus chilensis

En la dieta 1 se midioé cada uno de los juveniles de Mytilus chilensis en los dias
0, 2,7,12y 18 para la etapa de intoxicacion y los dias 2, 10 y 20 para la etapa de
detoxificacion, siguiendo de esta manera el crecimiento en longitud de la concha de

cada individuo (figura 10).

Figura 10. Medicion de longitud de concha de juveniles de M. chilensis.



3.8 Anélisis estadistico

Para los analisis estadisticos de las respuestas fisioldgicas de los juveniles de
Mytilus chilensis se utiliz6 el programa estadistico STATISTICA 6.0. Los datos
obtenidos para cada variable se sometieron a pruebas de normalidad vy
homocedasticidad mediante los test de Shapiro-Wilks y test de Levene. En los casos
en que los datos resultaron negativos a la normalidad, se transformaron con Ln o raiz
cuadrada para luego hacer analisis de varianza a 1 via (ANOVA) seguido del test a
posteriori, Tuckey. En el caso en que no se cumpla la normalidad ¢ la
homocedasticidad se debi6 utilizar estadistica no paramétrica, aplicandose el test de

Kruskal-Wallis.



4. Resultados

4.1 Dietas experimentales

La dieta experimental 1 contaminada con 30% del dinoflagelado toxico
Alexandrium catenella, mostré un promedio de 1,69 + 0,35 mg/ L de peso seco total.
Por su parte, la dieta 1 control (conteniendo solo Isochrysis galbana) presento valores
promedios de 1,66 + 0,40 mg/ L (tabla 1).

La dieta experimental 2 contaminada con 50% de A.catenella tuvo un promedio
de 2,54 + 0,75 mg/L y la dieta control 2 uno de 2,42 + 0,94 mg/ L.

En lo que respecta al numero de células de A.catenella, este vario dependiendo
de las proporciones utilizadas para cada tratamiento. La dieta 1 preparada con un 30%
de A.catenella contenia 101182 cél/L, la dieta 2 preparada con un 50% de A.catenella
contenia 254004 cél/L.

La proporcién de Isochrysis galbana también varié para cada dieta utilizada. La
dieta contaminada 1 y 2 contenfan 28,1 x10° céllL y 254 x 10° céliL
respectivamente. En lo que respecta a la dieta control 1, ésta contenia 44,2 x 10° cél/L
de Isochrysis galbana y la dieta 2; 64,5 x 10° cél/L (tabla 1).

La dieta 1 contaminada present6 84,72% + 11,71 de materia organica y la dieta
2; 81,40% + 13,03 de materia orgénica. En el caso de la dieta control 1, esta presento
un valor de 89,77% % 7,23 y la dieta control 2 valores de 88,03%z+ 8,44 de materia
orgéanica .

La cantidad de saxitoxina equivalente en la dieta 1 fue de 388,5 pmoles/L y en la

dieta 2 fue de 975,4 pmoles/L (tabla 1).



Tabla 1. Caracterizacion de las dietas contaminadas y controles utilizadas durante el
proceso de intoxicacion/detoxificacion y en las mediciones fisiologicas de juveniles de
Mytilus chilensis.

Dieta Dieta
Contaminada Control
DE DE
1 1,69 0,35 1 1,66 0,40
Peso seco total
mg/L 2 2,54 0,75 2 2,42 0,94
Peso seco 1 1,36 0,49 1 1,37 0,38
Materia orgénica
mg/L 2 2,01 0,82 2 2,02 0,71
1 84,72 11,71 1 89,77 7,23
Materia organica
% 2 81,38 13,03 2 88,03 8,44
Numero de
células 1 (30%) 101182 20827
de Alexandrium
catenella 2 (50%) 254004 74927
cél/L
Peso secode |1 (30%) 0,51 0,10
Alexandrium
catenella 2 (50%) 1,27 0,37
mg/L
Numero de
células 1 (50%) 28178158 5800024 |1 (80%) 44260885 | 10725551
de Isochrysis
galbana 2 (30%) 25465510 7511894 |2 (80%) 64547124 | 25066035
cél/lL
Peso secode |1 (50%) 0,84 0,17 1 (80%) 1,33 0,32
Isochrysis
galbana 2 (30%) 0,76 0,22 2 (80%) 1,93 0,75
mg/L
Toxicidad 1 388,5 80,0
pmoles/L
2 975,4 287,7




4.2 Dindmica de intoxicacion/detoxificaciéon en tejido blando de juveniles de
Mytilus chilensis.

Los analisis de toxina en los ejemplares alimentados con la dieta 1 (30% de
A.catenella), muestran que las concentraciones de saxitoxina equivalente acumuladas
en sus tejidos, alcanzan niveles criticos para el consumo humano en el dia 5 (sobre 80
pg de stx eq. /100gr de tejido). Los niveles de toxina muestran diferencias significativas
(p< 0,05) entre el inicio y el final del periodo de intoxicacion (dias 0 y 2 versus dia 18).
También se observan diferencias significativas entre los dias 0 (intoxicacién) y 2
(detoxificacion) (figura 11a). A partir de los siguientes dias desde que se alcanzé los
niveles criticos para el consumo humano, la concentracion de saxitoxina se eleva hasta
alcanzar valores maximos el dia 18, con un promedio ca. 600 pg STX eq/100 g de
tejido.

Los analisis de toxina en la dieta 2 (50% de A. catenella), muestran que ya en el
dia 2 del experimento, los individuos presentaron concentracion de toxinas por sobre
los niveles criticos para el consumo humano (116 pg STX eqg/ 100 g de carne). Los
niveles de toxinas no presentan diferencias significativas entre los dias de muestreo (p>
0,05). El nivel mas alto de concentraciéon de toxina se registro el dia 9 alcanzando 1235
pg de STX eq/100 g de carne. Posteriormente se aprecia una baja en las
concentraciones debido a que a partir del dia 10, los ejemplares iniciaron el proceso de
detoxificacion, donde fueron alimentados durante ocho dias con una dieta libre de
A.catenella (figura 11b). Durante este periodo de detoxificacion solo se redujo la

concentracion de toxina a niveles cercanos a 700 pg de STX eq/100 g de carne.
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Figura 11. Dinadmica de intoxicacion y detoxificacién de juveniles de Mytilus chilensis
alimentados con diferentes concentraciones de Alexandrium catenella (a = 30% y b =
50%). Los valores representan el promedio * el error estandar.



4.3 Mediciones fisioldgicas

4.3.1 Tasa de aclaramiento

La tasa de aclaramiento de Mytilus chilensis alimentados con la dieta 1
contaminada, muestra que existen diferencias significativas entre los dias de muestreo
(p< 0,05) las cuales se presentan entre los dias 0 (intoxicacion) y 2 (detoxificacion) y
entre los dias 0 (intoxicacién) y 10 (detoxificacién). En la dieta 1 control se presentd
diferencias significativas (p< 0,05), siendo el dia O diferente a los dias 2, 12y 18, y el
dia 7 diferente al dia 18. También se observaron diferencias significativas durante el
periodo de detoxificacion, donde el dia 2 fue diferente a los dias 10 y 20 (figura 12a).

Entre ejemplares contaminados y ejemplares control, se presentan diferencias
significativas (p< 0,05) en los dias 2 y 12 (intoxicacion) y en el dia 2 (detoxificacion).

Desde el inicio de los experimentos de intoxicacion los ejemplares contaminados
con A.catenella mostraron valores menores que los individuos control. Durante el
periodo de detoxificacion se observé una recuperacion de los individuos contaminados,
mostrando valores de tasa de aclaramiento incluso mas altos que los del grupo control.
Se pudo apreciar que hay un aumento de la tasa de aclaramiento en los ejemplares
contaminados, hasta alcanzar el valor maximo en el dia 28, para mantenerse con
valores levemente mayores a los del control hasta el final del periodo experimental (dia
38) (figura 12a).

En los ejemplares contaminados con la dieta 2, la tasa de aclaramiento muestra
diferencias significativas (p <0.05) los dias 5y 9 versus el dia 0 (intoxicacién); entre los
dias 4 y 8 (detoxificacion). Durante la etapa de detoxificacién (dia 4), se observa un

aumento significativo (p < 0,05) de la tasa de aclaramiento de los individuos



contaminados, que la hace diferente a la que fue medida los dias 0, 2, 5y 9 de la etapa
de intoxicacion (figura 12b). En los ejemplares control, la tasa de aclaramiento no
muestra diferencias significativas (p < 0,05). Diferencias significativas en la tasa de
aclaramiento entre ejemplares contaminados y controles, sélo se obtuvieron al inicio del

experimento, dia 0 (p< 0,05).
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Figura 12: Tasa de aclaramiento durante el proceso de intoxicacion y detoxificacion en
juveniles alimentados con dieta conteniendo diferentes concentraciones de A.catenella.
Los valores corresponden a promedios * desviacion estandar.



4.3.2 Tasa de ingestion total y organica

Las tasas de ingestion total y organica tanto para la dieta 1 como para la 2 en los
individuos contaminados muestran el mismo patron que la tasa de aclaramiento, ya que
representan el resultado del producto entre la cantidad de dieta ofrecida (total y
organica, respectivamente) y la tasa de aclaramiento (figura 13a). De esta forma, las
diferencias estadisticas para estos dos procesos fisiologicos son las mismas que las

descritas para la tasa de aclaramiento.
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Figura 13: Tasa de ingestién total de Mytilus chilensis alimentados con dietas

conteniendo diferentes proporciones de A.catenella. Los valores representan promedios
* error estandar.
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Figura 14: Tasa de ingestidén organica de juveniles de Mytilus chilensis alimentados con
diferentes proporciones de A.catenella. Los valores corresponden al promedio * error
estandar.



4.4 Crecimiento

El crecimiento se cuantificé con la dieta 1, midiendo la longitud de la concha de los
individuos contenidos en 4 acuarios; 3 acuarios con los ejemplares contaminados y 1
con ejemplares controles. El crecimiento fluctué entre 15y 60 um/dia (figura 14). En el
dia 2, se presenté un alto valor inicial en ambos grupos experimentales, para luego
continuar con valores levemente menores en el grupo alimentado con el dinoflagelado
toxico A.catenella a través de todo el periodo experimental. En el dia 2 del periodo de
detoxificacion se observa la mayor diferencia entre el grupo control y contaminado que
corresponde al periodo de transicion entre intoxicacién y detoxificacion (figura 15).

En los promedios finales de crecimiento entre ambos grupos (contaminados y
control), se observdO que el grupo control presenta una tasa de crecimiento
significativamente mayor (p < 0,05) que el grupo contaminado, siendo de 27,88 y 22,65

pum/dia, respectivamente.
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Figura 15: Crecimiento de juveniles de Mytilus chilensis durante experimentos de
intoxicacion y detoxificacion alimentados con dieta conteniendo 30% de A.catenella.



5. DISCUSION

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que juveniles de Mytilus chilensis,
alimentados con diferentes proporciones de Alexandrium catenella en su dieta, son
capaces de acumular la toxina paralizante en sus tejidos; no obstante estos valores
fueron menores a los registrados en el sector de Faro Mauchil, Quellon, el 18 de Marzo
del 2002, donde la toxicidad méaxima fue de 8554 pg de STX eqg/ 100 g de tejido
(Servicio de Salud LLANCHIPAL, Laboratorio de Mareas Rojas, Castro, Chilo€). Esta
toxicidad fue producida por una alta concentracion natural de Alexandrium catenella,
que alcanzo a 779000 cél/L (Clement et al., 2002).

En ambas dietas experimentales se observé que los juveniles de Mytilus chilensis
expuestos a diferentes concentraciones del dinoflagelado téxico Alexandrium catenella,
acumularon concentraciones de STX superiores a las permitidas por el Servicio de
Salud Publica. Se alcanzaron valores maximos para la dieta 1 en el dia 18, con una
concentracion de 600 pug de STX eq / 100 g de tejido. En la dieta 2 la maxima
concentracion se obtuvo el dia 9, la cual llegé a 1235 pg de STX eq/ 100 g de tejido.
Estas diferencias se explican por la mayor concentracion de células de A. catenella que
existe en la dieta 2. Estos resultados coinciden con lo estudios realizados en el mitilido
del hemisferio norte Mytilus edulis, donde se demostré que la toxicidad en los tejidos se
relaciona fuertemente con la abundancia relativa del dinoflagelado toxico Alexandrium
tamarense en la dieta (Hae- Ok Lee et al.,, 2001). La toxicidad puede ser diferente
dependiendo de las especies de bivalvos marinos, donde ademas se pueden observar
diferentes efectos subletales, tales como disminucién en la producciéon de biso, cierre

de valvas, alteraciones en el consumo de oxigeno y en los procesos de alimentacion de



las diferentes especies. Nuestros resultados indican que la capacidad de detoxificacion
es mas lenta que la de intoxicacion bajo las dos dietas experimentales utilizadas, ya
gue solo después de 10 o mas dias de detoxificacion se alcanzan valores bajo el
maximo permitido por el servicio de salud publica. Cembella et al., (1993), reportaron
que las especies Placopecten magellanicus y Spisula solidissima presentaban
diferencias en la acumulacién de toxinas debido a una clara diferenciacion en la
dinamica de intoxicacion y detoxificacion. De acuerdo a Blanco et al. (1997), la
disminucion de la toxina en los tejidos no es constante en el tiempo, siendo la
detoxificacién mayor durante el inicio para ir descendiendo lentamente a cero después
de varias semanas.

Estudios realizados con el ostibn Patinopecten yessoensis concluyeron que
existe una marcada diferencia individual en la acumulacién de la toxina producida por el
dinoflagelado toxico A. tamarense, debido a la diferencia en la conducta de
alimentacion del bivalvo (Sekiguchi et al., 2001). Asi como también existen otros
estudios realizados en esta misma especie y en Mytilus edulis que demostraron gran
insensibilidad frente a altas concentraciones de STX. Por el contrario la ostra
Crassostrea virginica mostré una sensibilidad muy alta con un bloqueo de los impulsos
nerviosos, mientras que la almeja Mya arenaria tuvo una sensibilidad intermedia. Una
explicacion de las diferentes respuestas a la presencia de STX se deberia a que existen
canales de sodio de muy diferente afinidad a la STX (Twarog et al., 1972; Twarog &
Yamaguchi, 1974).

Existen estudios donde se ha comparado la resistencia de varias especies de

bivalvos a la STX, midiendo el bloqueo del potencial de la accién de los canales de



sodio y se concluyé que Mytilus edulis fue la especie mas resistente a la toxina. Sin
embargo se destacO que la exposicion previa de los ejemplares a eventos de marea
roja marca la diferencia entre las respuestas medidas sobre los ejemplares estudiados
(Twarog et al., 1972). La almeja Mya arenaria de areas expuestas en forma frecuente a
eventos naturales de marea roja, son mas resistentes a las toxinas del VPM,
acumulando estas toxinas a una mayor tasa que las almejas sensitivas de las areas no
expuestas a estos eventos (Bricelj et al., 2005).

El género Mytilus es conocido por su relativa insensibilidad a las células
toxicas, lo que resulta en altos niveles de toxicidad a corto plazo (Ichimi et al., 2001).
Esto se debe a que no hay una disminucién en la tasa de filtracion de estos bivalvos en
comparacion con otros como Crassostrea gigas y Mya arenaria que alcanzan
concentraciones relativamente bajas de toxinas debido a que son altamente sensibles
al VPM, mostrando mecanismos que evitan la exposicion a las células toxicas (Blasco
et al., 2003).

En el presente estudio se observd que las dietas 1 y 2 contaminadas con
distintas proporciones con Alexandrium catenella producen un efecto negativo inicial de
corto plazo sobre las tasas de aclaramiento, ingestion total y organica de juveniles de
Mytilus chilensis, lo cual es reversible en el tiempo. Estos resultados coinciden con lo
obtenido para los ejemplares adultos de esta misma especie de bivalvo alimentados
con estas mismas dietas (Navarro et al., 2007). Durante el periodo de detoxificacion
con la dieta 1 los individuos contaminados mostraron una recuperacion alcanzando
valores de tasa de aclaramiento por sobre las del grupo control. En tanto en la dieta 2

se observo una mayor diferencia en los primeros dias entre individuos contaminados y



control lo que se explica por la mayor concentracion de Alexandrium catenella en esta
dieta, sin embargo, también se observa una recuperacion de los individuos
contaminados durante la etapa de detoxificacion.

Al igual que el presente estudio, Nielsen & Stromgren (1991) mostraron el impacto
que produce el dinoflagelado Gyrodinium aureolum sobre la biologia de Mytilus edulis,
donde se aprecia una reduccion en la tasa de aclaramiento del bivalvo. En la
comparacion de la fisiologia de ejemplares juveniles de Ruditapes philippinarum
(almeja) y Perna viridis (mejillon), Siu-Chung Li et al. (2002) demostraron que la tasa de
aclaramiento para la primera especie declind significativamente con el aumento de la
carga de toxina en su dieta producida por el dinoflagelado téxico Alexandrium
tamarense. Para el caso de Perna viridis, no tuvo mayor implicancia sobre su tasa de
aclaramiento (Siu- Chung Li et al., 2002). Adultos de Mytilus edulis alimentados con G.
aureolum mostraron una declinacion en su tasa de aclaramiento después de un corto
periodo de exposicion (menor a 24 horas) a este dinoflageado (Widdows et al, 1979).

Estudios realizados en adultos de Mytilus chilensis demostraron que la presencia
del dinoflagelado A. catenella afecta significativamente la tasa de aclaramiento,
ingestion total y organica en los primeros dias de experimento (Navarro et al., 2007). Al
igual que en el presente estudio, Navarro et al., (2007) expusieron a los ejemplares
adultos a dietas conteniendo diferentes concentraciones de A. catenella (10%, 30%,
50% y 100%). En el caso de la alimentacion con 50% y 100% de A. catenella, estos
autores observaron una reaccién negativa de M.chilensis en los primeros dias de
experimentos, para lograr posteriormente con ambas dietas igualar la tasa de

aclaramiento a la de los acuarios control (en diferentes tiempos, dependiendo de



concentracion de A. catenella). De acuerdo a sus resultados, estos autores concluyen
gue la acumulacién de la toxina en los tejidos no estaria afectando la actividad de
alimentacién de esta especie. En lo que respecta al crecimiento de la longitud de las
valvas de M.chilensis, los individuos contaminados mostraron un menor valor de
crecimiento, el que se hace mas diferente al control en el dia 20, que corresponde al
periodo de transicidn entre la etapa de intoxicacion y detoxificacién. Sin embargo la
tasa de crecimiento se iguala entre ambos grupos durante el resto del periodo de
detoxificacion. Lo que nos hace concluir que el dinoflagelado téxico Alexandrium
catenella presente en la dieta de juveniles de Mytilus chilensis afecta el crecimiento de
esta especie, pero una vez ausente; el bivalvo es capaz de recuperar sus tasas de
crecimiento. Estos resultados coinciden con los descritos para Mytilus edulis, donde la
tasa de crecimiento medida en término del aumento de la longitud de la concha fue
reducida después de alimentarlos con algas toxicas (Nielsen & Stromgren, 1991).

Siu- Chung Li et al., (2002), describieron que la tasa de crecimiento de los
juveniles de R. philippinarum medidas como un aumento del peso del tejido seco sobre
un periodo de 15 dias, fueron significativamente mas bajas durante la alimentacion con
dinoflagelados toxicos, que las de almejas alimentadas con la diatomea Thalassiosira
pseudonama. Diferente es la respuesta de los juveniles de Perna viridis, los que
mostraron similares tasas de crecimiento después de ser alimentados con
dinoflagelados téxicos y diatomeas no toxicas (Siu-Chung Li et al., 2002). Bricelj et al.,
(1993) indicaron que las tasas de crecimiento del bivalvo Mytilus edulis fue inhibida
después de 32 dias de ser expuestos a dinoflagelados téxicos. Cuando ejemplares de

Mytilus edulis se expusieron a algas no toxicas, tales como Isochrysis galbana y



Tetraselmis suecica estas no afectaron la tasa de crecimiento (Nielsen & Stromgren,
1991). También se ha descrito un efecto negativo de la STX sobre otros grupos de
invertebrados, como es el caso del gastropodo Haliotis midae de la costa de Sudafrica,
donde la toxina fue acumulada por mas de siete meses, produciendo una disminucion
de su tasa de crecimiento (Etheridge et al., 2003). Segun Nielsen & Stromgren,
(1991) la rapida reduccion en la tasa de crecimiento encontrada en experimentos
realizados en M. edulis fue debido a efectos toxicos en los procesos metabdlicos
relacionados a crecimiento de la concha y no a la reduccién del alimento consumido. Es
de importancia reconocer que el crecimiento en longitud de la valva integra diversos
procesos fisioldgicos y las diferentes toxinas afectan distintos sitios en el organismo del
bivalvo, reduciendo la tasa de crecimiento la que esta relacionada con el efecto toxico,
con el cierre de las valvas y la disminucion en la filtracion.

Cabe sefalar entonces la importancia de desarrollar nuevas medidas de control
para disminuir la posible transferencia de las toxinas a otros niveles troficos. Los
estudios en bivalvos filtradores han demostrado que son buenas especies para el
monitoreo a corto plazo del efecto del veneno paralizante de los mariscos producido por
dinoflagelados toxicos. Mytilus chilensis es una especie de importancia ecoldgica y
comercial en nuestro pais, su produccion se ha expandido exponencialmente en la
tltima década convirtiendose en la industria de mayor potencial después de los

salmones, por ende la importancia de este tipo de estudios relacionados a esta especie.
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