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1.- Resumen

Ejemplares de Choromytilus chorus con diferente historial de exposicion al VPM
fueron sometidos a una dieta toxica compuesta de 50 % de Alexandrium catenella (cepa
ACCO02), 10% Isochrysis galbana y 40% sedimento durante los primeros 12 dias del
periodo experimental y una dieta control compuesta por 60 % de Isochrysis galbana 'y 40 %
de sedimento durante el periodo de detoxificacion (16 dias). Este disefio experimental fue
aplicado a ejemplares provenientes de Corral (sin historial de exposicion al VPM) y en
animales provenientes de Melinka (con historial de exposicion al VPM). La exposicién de
individuos de Choromytilus chorus de las poblaciones de Corral y Melinka a un periodo de
12 dias de intoxicacion con Alexandrium catenella, resulté en la acumulacion de saxitoxina
a niveles superiores del limite regulatorio establecido para el consumo humano (80 pg de
STXeq/100 g), alcanzando valores mas altos los animales de Corral (292 pug STXeq/100 g
de tejidos). Melinka alcanz6 163 pg de STXeq/100 g de tejido en el periodo de
intoxicacion.

La conducta alimentaria que se observa para ambas poblaciones, s6lo muestra un
leve efecto negativo en la tasa de aclaramiento (TA) en las primeras horas de exposicion a
A. catenella, recuperdndose después de un periodo de tiempo. Segun los resultados
obtenidos, se puede afirmar que la capacidad de aclimatacion de C. chorus a la dieta toxica
permite a los individuos con diferente historial de exposicion, acumular toxina sobre el
limite regulatorio (80 de SXT/equiv 100 g) y a su vez disminuir la concentracion de
saxitoxina en sus tejidos en un periodo corto de tiempo. Estas caracteristicas le permitiria a
C. chorus tener la cualidad de ser una especie centinela a la hora de detectar blooms del
dinoflagelado A. catenella en el ambiente natural. También permitiria que bancos naturales
y centro de cultivo de C. chorus expuestos a marea roja (VPM), puedan recuperarse
después de un corto periodo de tiempo de haber finalizado el evento toxico, lo cual
representa un gran beneficio para la especie y para el hombre, debido a que Choromytilus

chorus es un recurso de importancia comercial en la zona sur-austral de nuestro pais.



2.- Abstract

Individuals of the bivalve Choromytilus chorus with different VPM history
exposure underwent a toxic diet composed of 50% of Alexandrium catenella (strain
ACCO02), 10% Isochrysis galbana and 40% sediment during the first 12 days of the
experimental period. Additionally, a diet composed by 60% of Isochrysis galbana and 40
% sediment was used as control during the detoxification period (16 days).

The above experimental design was used for C. chorus individuals collected from
Melinka and Corral areas where organisms have and have not a VPM history, respectively.
Prolonged exposures of C. chorus to A. catenella for a period of 12 days resulted in the
accumulation of higher levels saxitoxin (STX) than those limits accepted for human
consumption (80 ug STXeq /100 g). Individuals collected from Corral reached higher
accumulation levels of STX in their soft tissue than those collected from Melinka area
showing STX levels of 292 and 163 ug STXeqg/100 g, respectively.

The feeding behavior observed for both populations, indicated only a slight negative
effect over their clearance rates (CR) during the first hours of A. catenella exposure,
recovering their CR capacity after a time period. According to our results, we can say that
the acclimation capacity of C. chorus to the toxic diet allows individuals with different
exposure history to accumulate STX toxin above the regulatory limit (80 of SXT / equiv
100 g) and in turn decrease the concentration of this toxin in their tissues after a short
period of time. This capacity allows to C. chorus have the quality of being a sentinel
species to detect A. catenella blooms in the natural environment. Additionally, allows
natural banks and culture centers of C. chorus exposed to red tide (VPM) to recover from
the toxic event after a short period of time which is a great benefit to both C. chorus and

humans, because this bivalve is a commercially important resource in the southern Chile.



3.- Introduccién

Los primeros focos de marea roja a nivel mundial se registran en el afio 1970,
principalmente en aguas temperadas del hemisferio norte y en determinados paises de
Europa, América central y Norteamérica. Transcurridos los afios se han obtenido registros
de una alta expansion de especies de microalgas productoras de este tipo de floraciones
nocivas hacia el hemisferio sur, tales como Nueva Zelanda, Argentina, Australia, Nueva
Guinea y Chile (Orlova et al., 2002). En Chile los principales focos de marea roja han sido
detectados en los canales y fiordos de la Patagonia chilena (Guzman et al., 2002), donde
existen antecedentes de los primeros registros del dinoflagelados toxico Alexandrium
catenella en 1972, en la zona sur de Magallanes (Lembeye et al., 1975). Transcurrieron
varios afos antes de obtener nuevos registros de A. catenella y desde 1991 en adelante se
han registrado floraciones nocivas con mayor frecuencia, las cuales han ampliado su
distribucion desde la XII Region hacia la X Region de los Lagos (Guzman et al., 2002).

El aumento en la distribucién geografica que ha presentado esta especie, ha tenido
un fuerte impacto en zonas costeras de produccion artesanal e industrial de moluscos,
provocando una perturbacion sanitaria en estas zonas, lo que conlleva un problema
socioecondmico directo, ya que estos lugares basan gran parte de su produccion econémica
en los productos marinos, ya sea extraidos de bancos naturales o cosechados desde sistemas
de cultivos.

La literatura existente sugiere que la proliferacion de A. catenella, se debe a un
grupo de factores que actian como catalizadores de floraciones algales nocivas, ya sea a
partir de quistes o de crecimiento poblacional los cuales se ven beneficiados al existir
condiciones ambientales favorables, como temperatura, salinidad, nutrientes, estratificacion
térmica, corrientes y la influencia del viento (Guzman et al., 1975, Amorin et al., 2002). Se
ha observado que frente a temperaturas altas por aumento de insolacion, baja salinidad,
estabilidad de la columna de agua asociada a vientos muy débiles, aporte de nutrientes, mas
el comportamiento del organismo, son los factores que dan origen a la proliferacion y
dispersion de este tipo de floraciones algales nocivas (Guzméan and Campodonico, 1978).

Independientemente si causa 0 no coloracion en la columna de agua, se utiliza el

término Floraciones Algales Nocivas o FAN, para referirse a aquellas floraciones causadas
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por organismos productores de toxinas, que provocan un efecto negativo sobre la salud
humana, la acuicultura, el turismo u otra actividad econdémica (Cassis et al., 1999). La
coloracion no es un indicador de toxicidad, aunque puede indicar concentracion celular, ya
que a mayor concentracion celular podria aumentar la coloracién de la columna de agua.

Dentro de los eventos FAN, se conocen distintos tipos de toxinas producidas por
diferentes especies de microalgas, de las cuales se puede mencionar el Veneno Diarreico de
Molusco (VDM), Veneno Amneésico de Molusco (VAM), Veneno Neurotoxico de molusco
(VNM), Veneno de ciguatera, Veneno de cianobacterias y el Veneno Paralitico de Molusco
(VPM). Este ultimo estd asociado a tres géneros de dinoflagelados, Alexandrium,
Gymnodinium y Pyrodinium (Lehanne, 2000). Dentro de los componentes toxicos del
VPM, el de mayor grado de toxicidad corresponde a la saxitoxina, que se describe como
una potente toxina neuromuscular soluble en agua, que actla en vertebrados, bloqueando el
flujo de iones sodio, afectando la membrana celular, interrumpiendo la transmision de
sefiales y finalmente causando una paralisis (Lehanne, 2000).

Los principales envenenamientos registrados a nivel mundial por consumo de
mariscos con VPM, han sido causados por dinoflagelados pertenecientes al genero
Alexandrium. En Chile el principal productor de la saxitoxina es Alexandrium catenella
(Guzman et al., 1978, Hernandez and Gaérate et al., 2006), dinoflagelado que se caracteriza
por formar cadenas lineales o circulares de hasta 30 0 mas células (Guzman et al., 1978)

Entre el hombre y este tipo de organismo (dinoflagelados tdxicos), existen
intermediarios tales como los bivalvos, especies con alimentacion suspensivora que
acumulan las toxinas en su glandula digestiva y en menor concentracion en otros tejidos,
los cuales al ser consumidos por el hombre, dependiendo de la concentracion, afectan su
salud. Por normativa general de la mayoria de los paises, el nivel maximo de saxitoxina
permitido para consumir mariscos es de 80 pug STX eq/100 g de tejido. Sobre este nivel se
determina veda para el sector afectado.

Segun la literatura, la saxitoxina producida por A. catenella causa efectos sub-letales
en los bivalvos marinos, tales como el cierre de valvas, menor capacidad de filtracion,
incremento en la secrecion de mucus, disminucion de las tasas metabdlicas y una actividad
cardiaca erratica (Shumway et al., 1985). La contaminacién de los bivalvos es facilitada por

su rol trofico como consumidores primarios, ya que este tipo de microalgas se encuentran
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en la oferta de alimento disponible en el medio ambiente (seston), la cual es consumida
gracias a la alta capacidad de bombeo que poseen los organismos filtradores y a su vez por
la insensibilidad frente al consumo de la toxina de VPM que muestran algunas especies
(Bricelj and Shumway, 1998; Bricelj et al., 2005).

En el presente trabajo de tesis se realizaron mediciones en la especie Choromytilus
choros, cuya distribucién latitudinal va desde Pacasmayo (Per() hasta el Estrecho de
Magallanes y Tierra del Fuego (Chile) (Carcelles and Williamson, 1951; Olsson, 1961,
Alamo and Valdivieso, 1987). Esta especie habita entre los 4 a 20 m de profundidad,
adherido a sustratos duros y en bancos de arena. Se alimenta principalmente filtrando
detritus y fitoplancton. Es depredado por crustaceos (la jaiba Cancer edwarsi y la jaiba
reina Cancer coronatus), moluscos (el caracol rubio Xantochorus -cassidiformis vy
Acanthina monodon) y el hombre.

Considerando la importancia ecolégica y econémica de Choromytilus chorus, es de
gran interés conocer la respuesta fisiolégica que presenta frente a la presencia del
dinoflagelado toxico A. catenella en su dieta. Se compararon dos poblaciones con diferente
historial de exposicion al Veneno Paralizante de Moluscos (VPM), la primera poblacion
proveniente de un banco natural de la localidad de Corral, Valdivia, la cual nunca ha estado
expuesta al dinoflagelado toxico A. catenella. La segunda poblacién proviene de Isla
Melinka, sector Concoto, region de Aysén, la cual ha estado en constante exposicion a
VPM. Por medio de este estudio se desea conocer si existen diferencias entre las respuestas
fisiologicas de estas dos poblaciones con diferente historial de exposicion a la toxina

paralizante.

3.1.- Objetivos generales

e Comparar la respuesta fisiologica de dos poblaciones de Choromytilus chorus con
diferente historial de exposicion al VPM y expuestas a una dieta contaminada con el

dinoflagelado toxico Alexandrium catenella.



3.2.- Objetivos especificos

e Evaluar la adquisicion de energia cuantificando la capacidad de filtracion y de
absorcion de las dos poblaciones en estudio.

e Estimar el gasto energético mediante la cuantificacion de la tasa de excrecion y del
consumo de oxigeno en individuos de las dos poblaciones de C. Chorus.

e Determinar el efecto que tiene una dieta conteniendo VPM sobre poblaciones con

diferente historial de exposicion a esta toxina.



4.- Metodologia

4.1.- Obtencion de muestras

Se colectaron muestras de Choromytilus chorus de bancos naturales de dos
localidades (Fig. 1). Los primeros ejemplares se obtuvieron de la bahia de Corral, Valdivia
(39° 53°S; 73° 26°0) Region de Los Rios, poblacion sin historial de exposicion al veneno
paralizante de molusco (VPM). La segunda poblaciéon proviene del Sector Concoto, Isla
Melinka (43° 52°S; 73° 45°0), region de Aysén, donde existen registros frecuentes de
eventos de Floraciones Algales Nocivas (FAN) con presencia del dinoflagelado toxico
Alexandrium catenella. Para ambas localidades se extrajeron ejemplares de Choromytilus

chorus con longitudes entre 50 a 55 mm.

40°S

41°S

42°S

43°S

Figura 1: Lugares geograficos donde fueron colectados los ejemplares de C. chorus
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4.1.1.- Aclimatacion

Los animales sin epibiontes se mantuvieron por 7 dias en acuarios de aclimatacion.
Estas bateas estaban provistas de agua de mar sin filtrar, con una salinidad de 30 psu, 14°C
y con aireaciéon constante. Se alimentaron con lIsochrysis galbana periddicamente y se

realizaron cambios de agua cada 48 horas.

4.2.- Disefio experimental

Se instalaron 7 acuarios, correspondiente a tres réplicas de bivalvos contaminados y
a cuatro réplicas de controles (Fig. 2). Cada acuario contenia 25 animales, los que fueron
mantenidos a una salinidad de 30 psu y una temperatura de 14°C. Los acuarios se
mantuvieron con aireacion constante y las dietas experimentales se entregaron en forma
continua mediante bombas peristalticas que permitieron entregar de forma homogeénea las
dietas durante el transcurso del experimento. Las dietas se mantuvieron homogeneizadas
mediante agitadores magnéticos. Se utilizaron dos tipos de dietas, una contaminada y otra
control. La primera estuvo compuesta en un 50% por A. catenella, 10% Isochrysis galbana
y 40% sedimento. La dieta control estuvo compuesta en un 60% por Isochrysis galbana y
un 40% de sedimento. Las dos dietas (contaminada/control), representan el 2 % del peso

corporal del animal (2 mg aprox).

Figura 2: Acuarios contaminados y controles, utilizados para mantener a los

ejemplares durante los 28 dias experimentales
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4.2.1.- Cultivos de microalgas

Isochrysis galbana se cultivé con agua de mar filtrada a 0,45 um y autoclavada,
para esto se utilizaron camaras de cultivo a una temperatura constante de 25° C, una
salinidad de 30 psu y un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Se aplicd
el medio de cultivo f/2 (Guillard, 1975).

Alexandrium catenella, cepa ACCO02, se cultivd con agua de mar filtrada a 0,45 pum
y autoclavada, a una salinidad de 30 psu, una temperatura de 14°C y con un fotoperiodo de
14 horas luz y 10 oscuridad. Se utiliz6 el medio de cultivo L1 (Guillard, 1995) (Fig. 3).

it 7] /R

¥
\

el

Figura 3: Kawel de cultivo de I. galbana y cajas de cultivo de A. catenella

4.2.2.- Sedimento

El sedimento fino utilizado en la preparacion de las dietas fue colectado desde el
primer centimetro del estrato intermareal de la planicie mareal de Yaldad, tamizado a 40
um, lavado con agua destilada y quemado en la mufla por un periodo de 12 horas a 500°C

para eliminar su fraccion organica.

4.3.- Analisis de toxinas

Se realiz6 el analisis de toxinas para cada poblacion, para lo cual se extrajo uno o
dos individuos por cada acuario, dependiendo del contenido de carne para poder tener un

tamafio de muestra adecuado para el andlisis electrofisiologico. Los analisis de toxinas se
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realizaron sobre ejemplares muestreados los dias 0, 2, 5, 8, 12, 13, 16, 20, 24 y 28 del
experimento, frecuencia que se baso en la asumpcion que la mayor acumulacién de toxinas
se produciria durante los primeros dias de exposicion. Se registro la longitud y se obtuvo el
peso humedo de los tejidos blandos del bivalvo, el que debe ajustarse a un minimo de 3
gramos para que se pueda determinar la concentracion de saxitoxina. La concentracién de
saxitoxina en los tejidos blandos de los animales fue determinada mediante analisis del
Laboratorio de Toxinas Marinas de la Universidad de Chile, donde las muestras fueron
sometidas a un ensayo funcional electrofisiol6gico que mide el efecto bloqueador directo de
saxitoxinas (STX) sobre las corrientes de sodio a traves de canales de sodio expresados
establemente en una linea celular en cultivo por técnica patch clamp (Vélez et al., 2001). La
concentracion equivalente de STX se estima por medio de curvas de calibracion que se

obtienen con perfusion externa de concentraciones conocidas de STX purificada (DFA).

4.4.- Mediciones Fisioldgicas

El periodo experimental fue de 28 dias para cada poblacion, Corral y Melinka, el
cual se dividio en dos periodos, el primero de 12 dias de intoxicacion y el segundo de 16
dias de detoxificacion. Durante el experimento se realizaron mediciones fisioldgicas (tasa
de aclaramiento, consumo de oxigeno, eficiencia de absorcion, tasa de excrecion) durante
dias especificos (0, 1, 2, 3, 5, 8, 12, 13, 16, 20, 24 y 28), que permitieron conocer la
respuesta fisiolégica de Choromytilus chorus frente a una dieta toxica que contiene al
dinoflagelado A. catenella y conocer la variacion que presentan estas variables fisiologicas
en el transcurso del periodo de intoxicacion y detoxificacion.

4.4.1.- Tasa de Aclaramiento

Se define como el volumen de agua liberado de particulas suspendidas por unidad
de tiempo (Bayne et al., 1985). La disminucién de la densidad de particulas en cada acuario
experimental (Widdows, 1985) se midio individualmente en camaras de 1,5 litros (sistema
estatico), con agua de mar filtrada a 0,45 um, 30 psu y 14°C, con intervalos de 30 minutos

durante 3 horas (Fig. 4). Se mantuvieron 3 individuos en camaras con dieta contaminada y
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4 individuos con dieta control. Ademas se mantuvieron 2 camaras control (sin animales)
recibiendo uno dieta contaminada y el otro dieta control, para corregir el error por
sedimentacion o por division celular.
Se extrajeron 15 ml de cada acuario experimental y de los controles para su analisis,
Para el célculo de Tasa de Aclaramiento se utilizd6 un contador de particulas
(Beckman Z2) equipado con un tubo de recuento de 100 um de apertura y se utilizé la
férmula de Coughlan (1969):

TA (L/h)= (Vol. Agua Exp. (L)) x (Ln C1 - Ln Cz)/Intervalo de Tiempo (h)

Donde C: corresponde a la concentracion del acuario control y C a la concentracion
muestreada después de transcurrido el intervalo de tiempo que se estim6 para las
mediciones.

A partir de Tasa de aclaramiento también se obtuvo la Tasa de Ingestion Total (TIT)
y Tasa de Ingestion Organica (TI1O), expresadas en mg/h, lo que se obtuvo con las

siguientes formulas:

TIT (mg/h) = (TA x mg seston)

TIO (mg/h)= (TIT x % Seston Organico/100)

Figura 4: Cadmaras utilizadas para medir tasa de aclaramiento

14




4.4.2 .- Eficiencia de Absorcion

Para estimar la eficiencia de absorcion se empled el método de Conover (1966), el
cual asume la absorcion exclusiva de la materia organica del alimento. Para el analisis se
colectan las heces, las cuales son depositadas en filtros, previamente preparados, los cuales
se secan por 24 horas a 100°C, obteniendo el peso seco del filtro mas heces (Fig. 5).
Posteriormente los filtros pasan a una mufla, en la cual estan por 3 horas a una temperatura
de 450°C. Los filtros se mantienen durante 15 minutos en un desecador, para ser pesados
nuevamente obteniendo el peso inorganico de las heces, el cual se relaciona con el peso
seco total para obtener la fraccion organica. De acuerdo a los valores obtenidos en esta

relacion, se incorporan en la siguiente formula:

EA= [(A-F) / (1-F) x A] x 100

En donde A es la fraccién organica del alimento y F es la fraccion organica de las
heces.

A‘E’::!:—g "

Figura 5: Set de filtracidn, utilizado para fijar las heces de C. chorus, para

eficiencia de absorcion.
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4.4.3.- Consumo de Oxigeno

El consumo de oxigeno se midid individualmente mediante el método Micro-
Winkler. Para esto se utilizaron camaras de incubacion con un volumen conocido de agua
de mar filtrada a 0.45 um, salinidad 30 psu y 142C (Fig. 6). Adicionalmente se utilizd una
camara control sin animal para conocer la concentracion de oxigeno inicial. Las cAmaras
fueron cerradas herméticamente e incubadas por un periodo de 2 horas. Posteriormente se
extrajo una muestra para conocer la concentracion de oxigeno final.

Para la cuantificacion del volumen de oxigeno consumido se desarrollaron las

siguientes formulas:

VO (mg/h)= [4 x (Titulo Control — Titulo Exp.) x Volumen (L)]/Tiempo (h)|

Luego se aplico un factor de conversion para transformar de mg a ml de oxigeno por

hora;:

VO, (ml/h)= VO, (mg/h) x 0,7

Con esto se obtuvo el consumo de oxigeno que obtiene cada ejemplar de C. chorus

después del periodo de incubacion.

4.4.4 .- Tasa de Excrecion

Para la determinacion de la tasa de excrecion se utilizé el método colorimétrico de
Solorzano (1969), el cual consiste en cuantificar el amonio (NH4-N), principal producto de
la excrecion de moluscos. Para este analisis se utilizaron las mismas camaras de
incubacion utilizadas para el consumo de oxigeno (Fig. 6). Para determinar la cantidad de
amonio excretado por los ejemplares se prepard un set de soluciones con concentraciones
de amonio conocida (curva de calibracion). Las muestras tomadas desde las camaras,
fueron medidas en un espectrofotometro modelo Optizen POP a una longitud de onda de

640 nm y se utilizd la siguiente formula:

16



TE (ug NH4-N/ind/h) = [(28 x C x V) / T]

Donde 28 es una constante que representa el peso atomico del Nitrégeno contenido
en la solucion estandar de sulfato de amonio, C es la concentracion de NHa-N/h (UM), V es

el volumen experimental en litros y T es el tiempo de incubacion en horas.

Figura 6: Cdmaras de incubacidn utilizadas para medir el consumo de oxigeno y

tasa de excrecién de C. chorus.

4.4.5.- Crecimiento Potencial

El Crecimiento Potencial es un indicador fisioldgico del estado de condicion de un
organismo, en la cual se relaciona la cantidad de energia que puede ser canalizada a la
formacién de tejido somatico y reproductivo. Es aqui donde se ve la relacion que se
produce entre la tasa de absorcidon frente a la sumatoria de las tasas de consumo de oxigeno
y de excrecion, todas expresadas en Joules.

Para cuantificar el crecimiento potencial se utilizé la formula de Widdows (1985),

donde se incorporan los datos de absorcion, respiracion y excrecion):

ICP (Joules) = A— (R + E)
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Donde: A es la tasa de absorcion, R el consumo de oxigeno y E la tasa de excrecién,

todas expresadas en Joules/h.

4.5.- Estandarizacion y transformacion de variables

Las tasas fisiologicas fueron estandarizadas a 1 g de peso seco de los individuos de

ambas poblaciones, lo cual se realizd mediante la ecuacion de Bayne et al. (1987):

Ys=(Ws/We)° Ye¢

Donde: Y s = la tasa fisioldgica para un animal de peso estandar, W s = el peso estandar del
animal, W e = el peso observado del animal, Y e= la tasa fisiol6gica sin corregir (medida),
b = el exponente del peso para la tasa fisiologica correspondiente. Los exponentes de peso
para tasa de aclaramiento, consumo de oxigeno y tasa de excrecion fueron 0.57, 0.63 y 0.68

respectivamente (Navarro, 1988).

4.6.- Andlisis Estadistico

Se utilizé el programa Statistica 7.0, desarrollando los test de normalidad (Shapiro-
Wilks) y homocedasticidad (Levene’s), con un grado de significancia del 5%. No siendo
posible realizar ANOVA de dos vias, debido a que no se cumplian los supuestos de
normalidad ni homocedasticidad, se realiz6 ANOVA de una via y posteriormente el test de

Tuckey.
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5.- Resultados

5.1.- Dindmica de Intoxicacion/Detoxificacion

Los ejemplares de Choromytilus chorus provenientes de Corral alcanzaron mayores
concentraciones de toxina paralizante que los ejemplares de Melinka (Fig.7), tanto en el
periodo de intoxicacion, como de detoxificacion. Los individuos de Corral alcanzaron la
mayor concentracion (292 pg STXeq/100 g de tejidos) el dia 5 del periodo de intoxicacién,
sobrepasando el limite regulatorio establecido para el consumo humano (80 pug de STX
eq/100 g de tejidos). Al final del periodo de detoxificacion los ejemplares de Corral
alcanzaron concentraciones inferiores al limite regulatorio (40 pg de STX eq/100 g de
tejido). Choromytilus chorus proveniente de Melinka alcanzé la mayor concentracion (163
ug de STXeq/100 g de tejido) el dia 12 del periodo de intoxicacion. Durante el periodo de
detoxificacion, la concentracion de toxinas en los animales de Melinka fluctu6 entre 50 ug
de STX eg/100 g de tejido (dia 16) y O ug de STX eq/100 g de tejido (dia 20) a diferencia
de los ejemplares de Corral, que durante los dias 24 y 28 ain muestran presencia de la
saxitoxina en los tejidos (12 y 18 pg de STX eqg/100 g, respectivamente). La figura 7
muestra la gran variabilidad individual en la acumulacién de toxinas por parte de las dos
poblaciones estudiadas, Asi, a pesar de las diferencias en la concentracion de toxinas de las
poblaciones de Corral y Melinka, estas no fueron significativamente diferentes (p>0,05),
tanto para el periodo de intoxicacion como de detoxificacion.
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Figura 7: Andlisis de toxinas de tejidos de Choromytilus chorus provenientes de

Corral y Melinka.

5.2.- Mediciones Fisiologicas

5.2.1.- Tasa de Aclaramiento

Choromytilus chorus proveniente de Corral presentdé una mayor tasa de
aclaramiento que la poblacion de Melinka durante el periodo de intoxicacién, con valores
que fluctuaron entre 0,55 y 2,96 L h™* con un promedio de 1,91+0,78 L h%, en comparacion
a los individuos de Melinka que presentaron valores entre 0,72 y 2,96 L h (Fig. 8), con un
promedio de 1,57+0,65 L h™%. En el periodo de detoxificacion, los ejemplares contaminados
de la poblacion de Melinka presentaron un promedio de 1,73+0,37 L ht, valor méas alto que
el mostrado por los individuos contaminados de la poblacion de Corral (1,50+0,31 L h™),
aungue sin ser significativamente diferentes (p>0,05), tal como ocurrié durante la fase de
intoxicacion. Los ejemplares de Corral expuestos a la dieta control (Isochrysis galbana y
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sedimento) presentaron una tasa de aclaramiento promedio de 1,89+0,21 L h* durante el
periodo de intoxicacion, mayor al valor presentado por los ejemplares de Melinka, que fue
1,48+0,35 L hl. También en el periodo de detoxificacion, los individuos controles de
Corral alcanzaron un promedio levemente mayor que los de Melinka (1,48+0,37 L ht y
1,39+0,50 L h%, respectivamente). Sin embargo estas diferencias entre las dos poblaciones

no son significativas (p>0,05) en ninguno de los dos periodos estudiados.
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Figura 8: Tasa de aclaramiento de Choromytilus chorus proveniente de Corral y
Melinka y expuestos a dieta contaminada y control durante periodos de intoxicacion y de

detoxificacion. Valores representan promedios * error standard.
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5.2.2.- Tasa de Ingestion Total (TIT)

La tasa de ingestion total para los individuos contaminados de la poblacion de
Corral fluctuo entre 1,09 y 5,89 mg/h con un promedio de 3,79+1,54 mg/h, para el periodo
de intoxicacién, valor levemente mas alto que el presentado por los ejemplares de Melinka
para el mismo periodo experimental (3,12+1,30 mg/h). En el periodo de detoxificacion los
ejemplares de la poblacion de Corral presentaron un promedio de 2,94+0,62 mg/h, inferior
al obtenido por la poblacion de Melinka, el cual fue de 3,43+0,75 mg/h (Fig. 9). No existen
diferencias significativas en la TIT durante todo el experimento.

La tasa de ingestion del grupo control de la poblacion de Corral fue mayor respecto
a la poblacién de Melinka durante todo el experimento. Durante el periodo de intoxicacion,
los valores promedio fueron de 3,69+0,53 mg/h para los ejemplares de Corral y de
2,79+0,81 mg/h para los animales de Melinka. Para el periodo de detoxificacion se obtuvo
un patron similar, 3,05+£0,72 mg/h para los ejemplares de Corral y 2,71+0,78 mg/h para los
de Melinka. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) al comparar las tasas de
ingestion de los ejemplares contaminados de ambas poblaciones, como tampoco al

comparar los individuos controles de estas dos localidades.

5.2.3.- Tasa de Ingestion Organica (T10)

Durante la fase de intoxicacion, la tasa de ingestion organica mostré una respuesta
similar a la ingestion total, con un promedio ligeramente mayor en los ejemplares
contaminados provenientes de la poblacion de Corral. Sin embargo en el periodo de
detoxificacion, la ingestion organica fue mayor en Melinka (2,09£0,45 mg/h) que en Corral
(1,79+0,33 mg/h), aunque sin ser significativamente diferentes (p>0,05). Al comparar los
animales controles de ambas poblaciones, tampoco se observaron diferencias significativas
(p>0,05) (Fig. 10).
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Figura 9: Tasa de Ingestién Total de Choromytilus chorus proveniente de Corral y

Melinka expuestos a dieta contaminada y control durante periodos de intoxicacion y de

detoxificacion. Valores representan promedios + error standard.
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Figura 10: Tasa de Ingestion Organica de Choromytilus chorus proveniente de
Corral y Melinka expuestos a dieta contaminada y control durante periodos de intoxicacion

y de detoxificacion. Valores representan promedios + error standard.
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5.2.4.- Eficiencia 'y Tasa de Absorcidn

Tanto la eficiencia como la tasa de absorcion de los ejemplares contaminados de C.
chorus de la poblacion de Corral son mas altas que las medidas en los ejemplares
contaminados provenientes de Melinka. En el periodo de intoxicacion los ejemplares
contaminados de Corral presentaron un promedio de eficiencia de absorcion
significativamente mayor (77,10+6,94 %) que el obtenido para los animales contaminados
de Melinka (63,05+7,65 %). En la etapa de detoxificacion se mantiene la misma conducta,
donde los ejemplares de Corral presentan un promedio de 73,385,550 %, que es
significativamente mayor (p<0,05) que el de los animales de Melinka (60,80 £3,04 %).

La eficiencia de absorcion en los animales sometidos a la dieta control no fue
significativamente diferente entre ambas poblaciones en las dos fases de estudio. Los
individuos de Corral presentaron un promedio de 64,92+4,70 % en la fase de intoxicacion y
de 45,29+1554 % en la fase de detoxificacion. Por su parte, el grupo control de la
poblacion de Melinka present6 un promedio de 64,81+11,65 % en la fase de intoxicacion y
56,57£11,22 % en la detoxificacion (Fig. 11).

La tasa de absorcion (Fig. 12) de los ejemplares de Corral durante el periodo de
intoxicacién fue significativamente mayor (p<0,05) que la obtenida para los animales de
Melinka. En el periodo de detoxificacidn se observa una nivelacion de las tasas de ambas
poblaciones, siendo levemente mayor la de los individuos de Melinka, aunque no

significativamente diferente a la de Corral (p>0,05).
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Figura 11: Eficiencia de Absorcion de Choromytilus chorus proveniente de Corral
y Melinka expuestos a dieta contaminada y control durante periodos de intoxicacién y de

detoxificacion. Valores representan promedios * error standard.
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Figura 12: Tasa de Absorcion de Choromytilus chorus proveniente de Corral y
Melinka expuestos a dieta contaminada y control durante periodos de intoxicacion y de

detoxificacion. Valores representan promedios + error standard.
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5.2.5.- Consumo de Oxigeno

El comportamiento de los animales contaminados de las dos poblaciones durante el
proceso de intoxicacion no presentd diferencias significativas (P >0.05), con un consumo
de oxigeno promedio de 0,43+0,18 ml de Oz /h en los ejemplares de Melinka y ligeramente
menor en los de Corral (0,39+0,05 ml de Oz/h). Durante la fase de detoxificacion tampoco
se observaron diferencias significativas (p>0,05) en el consumo de oxigeno de los animales
contaminados de ambas poblaciones, donde resultaron valores de 0,41+0,07 ml de Ox/h y
de 0,41+0,08 ml de O/h, para Corral y Melinka, respectivamente. En los animales
controles el consumo de oxigeno fue levemente mayor en la poblacion de Melinka
(0,40£0,15 ml de O2/h) comparado al de Corral (0,37+0,04 ml de Oz/h) en el periodo de
intoxicacion, conducta que se mantiene durante el periodo de detoxificacién (0,38+0,09 ml
de O/h Corral frente a 0,41+0,06 ml de O2/h Melinka). Las diferencias observadas no son
significativas (p>0,05) al comparar los animales del grupo control de ambas poblaciones,

tanto para el periodo de intoxicacion como de detoxificacion (Fig. 13).
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Figura 13: Consumo de oxigeno de Choromytilus chorus proveniente de Corral y
Melinka expuestos a dieta contaminada y control durante periodos de intoxicacion y de

detoxificacion. Valores representan promedios * error standard.
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5.2.6.- Tasa de Excrecion

Los ejemplares contaminados de C. chorus provenientes de Melinka presentaron
una tasa de excrecion promedio de 84,44+23,38 ug NHs-N ind® h en el periodo de
intoxicacién, en comparacion a un valor levemente menor para la poblacién de Corral para
el mismo periodo (69,17+2558 pg NHa-N ind* h), diferencias que no fueron
significativamente diferentes (p>0,05). Durante el periodo de detoxificacion, la tasa de
excrecion fue significativamente diferente (p<0,05) entre las dos poblaciones, alcanzando
un promedio de 113,56+39,50 pg NHs-N ind? ht en los ejemplares contaminados de
Melinka, frente a un promedio de 51,72+16,58 pg NHs-N ind® h? en los animales de
Corral. En los ejemplares del grupo control también se observé una tasa de excrecion
significativamente mayor (p<0,05) en los animales de Melinka, con un promedio de
81,06+14,60 pug NH4-N ind™? h! frente a un promedio de 58,53+41,56 pg NHs-N indt h,

obtenido en los animales de Corral durante todo el experimento (Fig. 14).
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Figura 14: Tasa de Excrecion de Choromytilus chorus proveniente de Corral y
Melinka expuestos a dieta contaminada y control durante periodos de intoxicacion y de

detoxificacién. Valores representan promedios * error standard.
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5.2.7.- Crecimiento Potencial

Los ejemplares contaminados de Corral presentaron valores mas altos durante todo
el experimento, alcanzando los 27,36+£18,71 J/h en el periodo de intoxicacion, que fue
significativamente mayor (p<0,05) que el obtenido para los animales de Melinka
(12,55£9,63 J/h). Una situacion similar ocurrio en el periodo de detoxificacion, donde los
animales contaminados de Corral obtuvieron un crecimiento potencial de 18,09+6,38 J/h,
frente a 13,83+6,61 J/h obtenido para la poblacion de Melinka, aunque en este caso sin
diferencias significativas.

Los ejemplares controles de la poblacion de Corral también mostraron valores de
crecimiento potencial significativamente (P<0.05) mas altos que los animales controles de
Melinka durante la fase de intoxicacion, presentando valores promedio de 21,14+4,03 J/h,
en comparacion a los de Melinka, que alcanzaron valores de 12,22+7,15 (J/h). En la fase de
detoxificacidn, la diferencia entre las dos poblaciones disminuye, sin embargo, los animales
de Corral siguen superando a los controles de Melinka, con valores de 9,77+10,24 (J/h)
contra un promedio de 6,71+11,83 (J/h) para los de Melinka (Fig. 15).

33



Choromytilus chorus Corral

5 Intoxicacion Detoxificacion

50 A

| Contaminados
O Controles

Crecimiento Potencial (J/h)

0 1 2 3 5 8 12 13 16 20 24
Dias experimentales

Choromytilus chorus Melinka

60 - Intoxicacion Detoxificacion

50 A

| Contaminados
40 1 O  Controles

Crecimiento Potencial (J/h)

0 1 2 3 5 8 12 13 20 24 28

Dias experimentales

Figura 15: Crecimiento Potencial de Choromytilus chorus proveniente de Corral y
Melinka expuestos a dieta contaminada y control durante periodos de intoxicacion y de

detoxificacion. Valores representan promedios + error standard.
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Tabla 1: Resumen resultados obtenidos para ejemplares de Choromytilus chorus

provenientes de dos poblaciones separadas geograficamente. Se indica con C los animales

de Corral, con M los de Melinka. Si existen diferencias significativas en las tasas

fisiologicas se indica con *.

Tasa Fisioldgica

Periodo Experimental

Intoxicacion | Detoxificacion

Tasa Aclaramiento C>M C>M
Tasa Ingestion Total C>M C<M
Tasa Ing. Orgénica C>M C<M
Eficiencia Absorcion C*>M C*>M
Tasa Absorcion C*>M C>M
Consumo Oxigeno C<M C=M
Tasa Excrecion C<M C<M*
CrecimientoPotencial C*>M C>M
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6.- Discusion

La exposicién de individuos de Choromytilus chorus provenientes de las
poblaciones de Corral y Melinka a un periodo de 12 dias de intoxicacion con Alexandrium
catenella, resulté en la acumulacion de saxitoxina a niveles superiores del limite regulatorio
establecido para el consumo humano (80 pg de STXeqg/100 g). Segun Twarog (1972), las
poblaciones de bivalvos que han estado expuestas permanentemente a los blooms
fitoplanctonicos toxicos son mas resistentes y capaces de acumular elevados niveles de
saxitoxina en sus tejidos, que poblaciones sin historial de exposicion a VPM. Contrario a
lo observado por Twarog (1972), Choromytilus chorus proveniente de Melinka, a pesar de
tener un historial de exposicion frecuente al dinoflagelado toxico A. catenella, muestra
menores valores de acumulacion de toxina paralizante, respecto a los ejemplares
provenientes de Corral. Otros trabajos realizados con bivalvos (Macquarrie and Bricelj,
2008 y Bricelj et al., 2005; Chebib et al., 1993), siguen la tendencia descrita por Twarog
(1974). A su vez, otras especies alcanzan concentraciones de toxina muy altas con respecto
a lo obtenido para Choromytilus chorus. Tal es el caso de Mytilus edulis que al ser
intoxicado con Alexandrium fundyense alcanza una concentracion de 45000 pg de
STXeq/100 g (Bricelj et al., 1990). Perna caniliculus, bivalvo endémico de Nueva Zelanda,
que al ser intoxicado con Alexandrium tamarense, alcanza concentraciones de 1295 ug de
STXeq/100 g en sus tejidos (Marsden and Shumway, 1992). En general, los mitilidos se
describen como organismos centinelas en la deteccion de floraciones algales nocivas
(VPM), debido a la capacidad que tienen para acumular elevadas concentraciones de
saxitoxina en periodos cortos de tiempo (Shumway, 1990; Navarro et al., 2011). Las
concentraciones de saxitoxina presente en los ejemplares de Choromytilus chorus de ambas
localidades (Corral-Melinka), concuerdan con lo descrito anteriormente, ya que en los
primeros 5 dias de exposicion a la dieta toxica logran acumular concentraciones sobre el
limite regulatorio para el consumo humano. Navarro and Contreras (2010), describen un
comportamiento similar en ejemplares adultos de Mytilus chilensis, ya que al ser sometidos
a una dieta conteniendo el dinoflagelados A. catenella, alcanzan altas concentraciones de

saxitoxina en sus tejidos en periodos cortos de exposicion. En general se ha descrito por
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varios autores que el grupo de bivalvos mitilidos, tiene la capacidad de aclimatarse
rapidamente a una dieta toxica, lo cual se deberia a que este genero se caracteriza por
presentar una alta insensibilidad a la toxina paralizante (Bricelj and Shumway, 1998;
Navarro et al., 2011).

La acumulacion de toxina en los tejidos de Ch. chorus estad muy relacionada con la
actividad de alimentacion que presentan los animales de ambas poblaciones. Los bivalvos
provenientes de Corral presentaron una mayor tasa de aclaramiento en la fase de
intoxicacion, lo que explicaria la mayor acumulacién de toxina en sus tejidos. A pesar de
observarse un leve efecto de la dieta toxica sobre la actividad de alimentacion de los
ejemplares de ambas poblaciones, no se observan diferencias significativas entre ellas, que
permitan establecer que ejemplares de Choromytilus chorus sin historial de exposicion se
vean afectados por la presencia de A. catenella, como se describe en estudios realizados
sobre otras especies de bivalvos. Es el caso de Mytilus chilensis, donde Navarro et al,
(2008) describen un claro efecto inicial de la toxina sobre actividad de filtracion. Efectos
mas drasticos se describen para la ostra Crassostrea gigas (Gainey and Shumway, 1988) y
la almeja Ruditapes philippinarum (Li et al., 2001), que reducen su actividad de filtracion
en forma significativa al ser expuestos a Alexandrium tamarense. Wildish et al, (1998),
describen una conducta de “stop/start” en la ostra Crassostrea gigas, al ser expuesta al
dinoflagelados toxico Alexandrium tamarense en los primeros dias de intoxicacion, en
donde se observa una disminucion en su actividad de filtracion, recuperandose en el
transcurso de 48 horas de exposicion a la dieta contaminada.

Las diferencias en la eficiencia de absorcién entre las dos poblaciones estudiadas
podrian deberse a las condiciones naturales de los ambientes de donde provienen estos
organismos. Asi, al presentar Corral valores méas altos de eficiencia de absorcion, podria
indicar que es una poblacion mas activa, que esta expuesta a condiciones ambientales
diferentes por el impacto del Rio Valdivia, que entrega un gran aporte de material
particulado suspendido a la columna de agua. Fernadez-Reiriz et al, (2013), trabajando con
el bivalvo Tagelus dombeii del mismo lugar, hicieron esta misma relacion y postulan que
los animales de Corral tienen una actividad enziméatica mas alta que los de Melinka debido
a las condiciones ambientales diferentes que experimenta cada poblacion. Esto explicaria lo

que ocurre con Choromytilus chorus de Corral, que de acuerdo a los resultados, se observa
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gue es una poblacién mas activa en procesos de alimentacién que los animales de Melinka
y que al no verse afectado por la dieta contaminada es capaz tener una alta eficiencia de
absorcion que favorece la obtencion de energia desde el medio, reflejada en una mayor
cantidad de energia canalizada a crecimiento.

Navarro and Contreras, (2010) demostraron que el bivalvo Mytilus chilensis, que
vive en simpatria con C. chorus, no presentd diferencias significativas en el consumo de
oxigeno al ser expuesto al dinoflagelado A. catenella, lo que coincide con la respuesta de C.
Chorus. De acuerdo a estos resultados y a la literatura existente sobre el tema, se pueden
observar diversas respuestas dependiendo de las especies. Asi, el ostiébn Placopecten
magellanicus, al ser expuesto a una dieta toxica, disminuye su consumo de oxigeno
(Shumway et al., 1985). Perna caniliculus aumenta significativamente el consumo de
oxigeno al ser expuesto a cepas toxicas de A. tamarense (Marsden and Shumway, 1992).
Estas diversas respuestas indican que las respuestas de consumo de oxigeno frente a dietas
toxicas son especie-especificas.

El dinoflagelado toxico A. catenella mostré un efecto sobre la tasa de excrecion de
los ejemplares de Melinka, lo que podria deberse a la mayor capacidad de degradacion de la
toxina por la experiencia previa al estar expuestos a frecuentes evento de marea roja. Esta
afirmacion puede ser respaldada por el hecho que los ejemplares de Melinka logran reducir
a cero la concentracion de toxina al final del periodo de detoxificacién. Navarro and
Contreras (2010) describieron una respuesta similar al trabajar con ejemplares de Mytilus
chilensis provenientes de la bahia de Yaldad, Chiloé, lugar expuesto ocasionalmente a
VPM.

Bricelj et al., (2005) describen una mayor tolerancia a la toxina en ejemplares de la
almeja Mya arenaria que estuvieron expuestos previamente a blooms de dinoflagelados
toxicos. Segun estos autores, esta respuesta se explica por un bloqueo en los canales de
sodio de la membrana celular que evita la absorcidén de la saxitoxina a través de estas
membranas, evitando que la toxina altere la funcién nerviosa normal. El presente estudio
difiere a estos autores, ya que los ejemplares contaminados provenientes de Corral
presentaron un crecimiento potencial significativamente mayor (p<0,05) que los de
Melinka, que estan expuestos en forma frecuente a eventos de mareas rojas toxicas del tipo

paralizante. Sin embargo, a pesar que Choromytilus chorus proveniente de Melinka
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presenta valores significativamente mas bajos que los ejemplares de Corral, no se observan
valores negativos de crecimiento potencial.

De acuerdo a lo anterior, se puede concluir que ejemplares de C. chorus con
diferente historial de exposicion a blooms de mareas rojas productoras de veneno
paralizante de moluscos, son capaces de tolerar una dieta toxica conteniendo el
dinoflagelado A. catenella. S6lo se observo un leve impacto en su conducta alimentaria
durante las primeras horas de intoxicacion, seguido de una rapida recuperacion, lo que
muestra la capacidad de C. chorus para aclimatarse a una dieta con estas caracteristicas y
utilizar al dinoflagelado como un recurso alimenticio, que le permite obtener una alta tasa
de absorcion y que al relacionarla con el gasto metabdlico (consumo de oxigeno y tasa de
excrecion), da como resultado un indice de crecimiento potencial positivo a lo largo de todo
el experimento, pese al historial sin la presencia de mareas rojas toxicas que presenta Corral
(Molinet et al., 2003). A su vez, los animales de Melinka, con una exposicion previa a una
dieta toxica en condiciones naturales, tuvieron un comportamiento fisiolégico similar a la
poblacion de Corral, a pesar de que los valores obtenidos en las tasas fisioldgicas en general
son mas bajos que los alcanzados por los animales de Corral. Al comparar los resultados
obtenidos en este trabajo con la literatura existente, se puede concluir que la variabilidad en
las respuestas fisiologicas observadas en especies de bivalvos sometidos a dietas tdxicas, se
debe a una respuesta especie-especifica, pudiendo ser tan sensibles como la ostra
Crassostrea gigas (Bardouil et al., 1993) y la almeja Mya arenaria (Bricelj et al., 2005), o
presentar una insensibilidad tan alta como es el casos de Spisula solidisima y Modiolus
modiolus, al ser alimentadas con Protogonyaulax tamarensis (Shumway and Cucci, 1987),
respuesta que es muy similiar a lo observado en C. chorus alimentado con A. catenella.

Segun los resultados obtenidos, se puede afirmar que la capacidad de aclimatacion
de C. chorus a la dieta toxica permite a los individuos con diferente historial de exposicion,
acumular toxina sobre el limite regulatorio (80 pg de SXT/equiv 100 g) y a su vez
disminuir la concentracién de saxitoxina en sus tejidos en un periodo corto de tiempo. Estas
caracteristicas le permitiria a C. chorus tener la cualidad de ser una especie centinela a la
hora de detectar blooms del dinoflagelado A. catenella en el ambiente natural. También
permitiria que bancos naturales de C. chorus expuestos a marea roja (VPM), puedan

recuperarse después de un corto periodo de tiempo de haber finalizado el evento toxico, lo
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cual representa un gran beneficio para la especie y para el hombre, debido a que
Choromytilus chorus es una recurso de importancia comercial en la zona sur-austral de

nuestro pais.
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